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OZET

PROSTAT KANSERINDE LNCRNA MEG3’UN RB1 ILE iLiSKIiLi GENLER
UZERINDEKIi ROLU

Yunus SAHIN
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Tez danismani: Prof. Dr. Emel SAHIN
Eyliil 2020, 176 sayfa

Prostat kanseri, diinya ¢apinda erkeklerde kansere bagli dliimlerin ikinci 6nde gelen
nedeni olarak siralanan heterojen bir hastaliktir. Prostat kanserinin ilerlemesi diger kanser
tiirlerine gore nispeten daha yavastir. Ancak yine de erkeklerde kansere bagli 6liimlerin
%10'undan fazlasin1 olusturmaktadir. Bu nedenle, prostat kanserinin gelismesindeki
temel molekiiler mekanizmalarin kapsamli bir sekilde anlasilmasi, etkili tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine yardimci olabilir. Yapilan son ¢alismalar uzun kodlamayan
RNA'larin (IncRNA'lar) prostat kanseri patogenezinin anlasilmasinda yeni bakis agilari
sagladigin1 gostermistir. MEG3 (Maternally Expressed Gene 3) tiimor baskilayici bir
IncRNA'dir ve  MEG3b dahil 12 farkli izoformu vardir. RB1 (Retinoblastoma
Transcriptional Corepressor 1), kodladig1 protein prostat kanseri dahil bir¢ok kanserde
fonksiyonsuz olan ve DNMT1 (DNA Metil Transferaz 1) ifadesini etkileyerek MEG3
ifadesini degistirebilen bagka bir tiimor baskilayici gendir. Hem MEG3 hem de RB1, ana
hiicresel siire¢lerde rol oynar ve p53, Mdm?2 gibi bazi ortak hedefleri paylasirlar.
Calismamizda 30 farkli kanser ve normal hiicre hatti ile 20 farkli tipte normal insan
dokusu kullanilarak MEG3 gen ifade profillemesi yapilmistir. MEG3 gen ifadesinin
kanser hiicrelerinde diisiik oldugu goriilmiistiir. Gen ifadesinin en diistik oldugu PC-3 ve
DU 145 prostat kanser hiicrelerinde plazmid transfeksiyonuyla MEG3 ve MEG3b
ifadesinin artirilmasi saglanmistir. Artan MEG3 ve MEG3b ifadesi, prostat kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini, koloni olusumunu ve go¢iinii baskilarken RB1 ve hedeflerinin

de ifadesini degistirmistir.

Anahtar kelimeler: LncRNA, MEG3, MEG3b, Prostate Kanseri, RB1
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ROLE OF LNCRNA MEG3 ON RB1 RELATED GENES IN PROSTATE
CANCER
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Ph.D. Thesis, Department of Medical Biology and Genetics
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September 2020, 176 pages

Prostate cancer is a heterogeneous disease that is ranked as the second leading cause of
cancer-related deaths in males worldwide. Progression of prostate cancer is relatively
slower than other cancer types. However, it still accounts for more than 10% of cancer-
related mortality in males. Therefore, achieving a comprehensive understanding of the
basic molecular mechanisms in developing prostate cancer can be helpful in developing
effective treatment strategies. Recently, increasing evidence has shown that long non-
coding RNAs (IncRNAs) provide new insights into the understanding of prostate cancer
pathogenesis. MEG3 (Maternally Expressed Gene 3) is a tumour suppressor IncRNA and
it has 12 different isoform including MEG3b. RB1 (Retinoblastoma Transcriptional
Corepressor 1) is also another tumor suppressor gene which loss of activation is the cause
of many cancers including prostate cancer and its expression level is affected MEG3
expression by DNMT 1. Both of MEG3 and RB1 have role in main cellular processes and
they share some common targets including pS3, Mdm2. In this study, MEG3 gene
expression profile was performed by using 30 different cancer and normal cell lines and
20 different types of normal human tissue. MEG3 and MEG3b was overexpressed by
plasmid transfection in PC-3 and DU 145 prostate cancer cells, where gene expression
was the lowest in cancer cells. Overexpressed MEG3 and MEG3b altered the expression
of RB1 and its targets while suppressing proliferation, colony formation and migration of

prostate cancer cells.

Key words: LncRNA, MEG3, MEG3b, Prostate Cancer, RB1



1. GIRIS ve AMAC

Prostat kanseri, diinya capinda erkeklerde en sik goriilen ikinci malignitedir ve erkekler
arasinda 6nemli bir hastalik ve 6liim nedenidir. Her y1l yaklasik 1.6 milyon erkege teshis
konulmakta ve yaklasik 350.000 erkek prostat kanseri nedeniyle hayatini kaybetmektedir
(1). Diinya capinda prostat kanseri insidansi ve mortalitesi, artan yas ile iligkilidir. Prostat
kanseri tanis1 sonrast sagkalim, biiylik ol¢iide timor evresi ve derecesi ile iliskilidir.
Diisiik dereceli, lokalize prostat kanseri olan hastalar tedavi olmadan onlarca yil
yasayabilirken, metastatik hastalig1 olan hastalarin ortalama sagkalim siiresi 30 aydir (2).
Prostat kanseri risk faktorleri ¢ok cesitlidir. Yas, etnik kdken ve aile Oykiisii prostat
kanseri i¢in en iyi bilinen risk faktorleridir, ancak ¢evre ve yasam tarzi da kanser riskini
etkilemektedir (3, 4). Prostat kanserinin teshisi i¢in halen kallikrein-3 (KLK3) olarak da
bilinen serum prostata 6zgii antijen (PSA) 6l¢iimiine dayali yontem kullanilmaktadir.
Lokalize prostat kanserinin tedavisine yonelik olarak; Gleason skoru, baslangic PSA
diizeyi, hastanin yas1 ve klinik tiimor evresi dahil klinikopatolojik faktorler gdz Oniine
almir (5). Gleason skoru daha yiiksek olan kanserler daha agresiftir ve daha kotii bir
prognoza sahiptir. Patolojik skorlar 2 ila 10 arasinda degigsmekte, daha yiliksek say1 daha

fazla risk ve daha yiiksek mortalite anlamina gelmektedir (6).

Androjen reseptorii (AR) ve sinyali, hem lokalize hem de ileri metastatik prostat
kanserinin gelisimi ve ilerlemesi i¢in gereklidir (7). Bu nedenle giiniimiizde, ileri seviye
lokal prostat kanseri i¢in Onerilen tedavi, radyoterapi ile birlikte uzun siireli androjen
deprivasyon tedavisinden (ADT) olugmaktadir. ADT, dolagimdaki testesteron diizeyini
cok diisiik bir miktara diistiren kimyasal bir kastrasyon yontemidir. Bununla birlikte, bazi
prostat tiimorlerinde kandaki PSA seviyesinin artmasi ve kanser hiicrelerinde AR'nin agir1

ifadelenmesi sonucunda ADT tedavisine karsi direng olusmaktadir (8).

Kanser alanina yonelik son yillardaki teknolojik gelismeler prostat kanseri hastalarinin
erken evrede teshisine olanak vermistir ve terapotik sonuglart kayda deger sekilde
tyilestirmistir (9). Bununla beraber, ilerlemis veya metastatik prostat kanserinin tedavisi
ve yonetiminde halen zorluklarla karsilagilmaktadir (10). Karmasik ve ¢oklu patojenik
mekanizmalar prostat kanserinin olusumunu kolaylastirir, ancak ayrintili molekiiler

mekanizmanin anlasilmasi hastadan hastaya degisen molekiiler varyasyonlar nedeniyle
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halen komplikedir (11). Insan Genom Projesinin tamamlanmasindan ve genom capinda
iliskilendirme ¢alismalarinin baglamasindan bu yana, bir¢ok ¢alisma prostat kanseri igin
duyarl gen lokuslarini belirlemeye ¢aligsmistir. Prostat kanser olusumunun heterojenligi
nedeniyle, aile bag1 ve ikiz ¢aligmalarinda tekrarlanabilir sonuglar bulunamamistir (12,
13). HOXB13, BRCA1, BRCA2 gibi genlerin, prostat kanserinin gelisimine neden
oldugu, kanserin saldirgan seyrini 6nemli dl¢lide arttirdigi ve yiiksek penetrasyona sahip
otozomal dominant bir sekilde kalitsal olarak tanimlandigi belirlenmistir, ancak bu sadece
ailesel prostat kanserinin kiigiik bir yiizdesini olusturmaktadir (14, 15). Rubin ve ark.
tarafindan 2018'de yapilan bir ¢calismada, PTEN, RB1, TP53, AR ve C MYC genlerindeki
islev diizensizliginin prostat kanserinin baslangici ve ilerlemesinde 6nemli rollere sahip

oldugu belirtilmistir (16).

Kodlamayan RNA’lar (ncRNAs) protein kodlamayan RNA transkriptleridir ve
uzunluklarina gore iki ana gruba ayrilabilir: 18 ila 200 nt uzunlugunda kisa ncRNA'lar ve
200 nt'den biiyilik olan uzun ncRNA'lar (IncRNA'lar). miRNA'lar, post-transkripsiyonel
olarak gen ifadesini diizenleyen yaklasik 18-22 nt uzunlugundaki evrimsel olarak
korunmus, tek iplik¢ikli kisa ncRNA transkriptleridir (17). miRNA'larin bir¢ok kanser
tiriinde anormal diizeyde ifadelendikleri bilinmektedir (18). miRNA'larin aksine,
IncRNA'lar islevlerini yerine getirdikleri ikincil ve tigiinciil yapilara katlanabilirler (19).
LncRNA'lar, gen ifadesini transkripsiyonel, posttranskripsiyonel ve epigenetik
seviyelerde diizenleyebilmektedir. Simdiye kadar, gelisim ve hastaliklarda IncRNA'larin
islev ve mekanizmalarim1 aciklayabilmek icin biiyiikk caba sarf edilmistir (20).
LncRNA'lar, DNA, protein ve RNA gibi diger hiicresel molekiiller ile ¢esitli etkilesimlere
girerek, prostat kanseri de dahil olmak {izere cok sayida kanser fenotipine neden
olabilmektedirler (21, 22). Ayrica, birgok IncRNA'nin, hiicre proliferasyonunu tesvik
ederek ve apoptozisi azaltarak cesitli tlimorlerin kemorezistansinda da rol oynadigi

gosterilmistir (23).

LncRNA’larin kesfinden bu yana bir¢cok IncRNA, onkogen veya tiimor baskilayici olarak
timor olusumuyla iligkilendirilmistir. Bu IncRNA'larin ¢cogunun rol oynadig1 molekiiler
mekanizmalar agiklanmaya devam ederken, IncRNA'larin prostat kanserinde, hastaligin
baslangici, gelisimi ve ilerlemesindeki etkisi lizerine yapilan ¢aligmalar artmaktadir (24).
Prostat kanserinde yiiksek oranda ifade artis1 gosterdigi kesfedilen ilk IncRNA'lardan biri,

prostat kanser orneklerinin ifade profili ile kesfedilen Prostat Kanseri Antijen 3'tiir
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(PCA3). PCA3'lin, radikal prostatektomi 6rneklerinin % 95' inde kanserli olmayan prostat
dokularina karsi prostat kanserinde belirgin sekilde asir1 ifade edildigi gosterilmistir (25).
PCA3'" iin kesfinden sonra, prostat kanseri ile iligkili olan PCAT1 ve SChLAP1 IncRNA'
larinin prostat kanserinde neoplazik olmayan prostat dokularina gore farkli seviyede

ifadelendigi bulunmustur (24, 26).

Maternal Olarak ifade Edilen Gen 3 (MEG3; Maternally expressed gene 3), 14q32.3
kromozomu {iizerinde yer alan, ve ilk olarak fare homologu Gtl2 olarak tanimlanan bir
IncRNA’dir (27). MEG3’lin damgalanma motifi, yukar1 bolgesinde yer alan intergenik
farkl1 olarak metillenmis bolge (IG-DMR) tarafindan kontrol edilmektedir (28). MEG3,
timor baskilayict 6zellik gosteren bir IncRNA olarak tanimlanmistir. Buna uygun olarak
c¢esitli dokularda normal ifade edilirken, birgok insan kanser hiicre hatt1 ve timorlerinde
MEG3 ifadesi kaybolmustur (29). Hem MEG3 promotoriiniin hem de IG-DMR'nin
hipermetilasyonunun MEG3 ifadesinde kayba yol actigi insan kanser hiicrelerinde
gosterilmistir (30). Luo ve arkadaslar1 MEG3 ifadesinin prostat kanserinde de belirgin
sekilde kayba ugradigini ve MEG3 ifadesinin arttirilmasiyla beraber prostat kanserinde
apoptozun indiiklendigi ve hiicre ¢ogalmasimin baskilandigint bildirmiglerdir (31).
Retinablastom dokularinda ise siklikla MEG3 promotdr hipermetilasyonu
gerceklesmektedir. Bu metilasyonun retinablastom hastalarinda diisiik MEG3 ifadesi ve

zay1if sagkalimla iligkili oldugu bildirilmistir (32).

Retinoblastomada kilit rol oynayan RB1 (Retinoblastoma Transcriptional Corepressor 1),
tiimor baskilayict bir gendir ve hiicre dongiisii ilerlemesinin diizenlenmesinde merkezi
bir rol oynar (33). RBI1 yolag1 ayrica farklilagsma, apoptozun diizenlenmesi ve genomik
kararliligin siirdiiriilmesi gibi bir¢ok hiicresel siiregte rol oynar (34). Bu yolak, pRB
protein ailesi, E2F'ler, siklinler, siklin bagimli kinazlar (CDK'er) ve CDK
inhibitorlerinden olusur. pRB aktif oldugunda, kromozom yeniden diizenleme faktorleri
(CRF'ler) ve transkripsiyon faktorleri olan E2F'lerle etkilesime girerek G1 evresinde
hiicre dongiistinii durdurur, bdylece hiicre dongiisiiniin ilerlemesi icin gerekli genlerin
ifadesini baskilar (33). Bu yolagin bir veya daha fazla bileseninin bir mutasyon sonucu
etkisiz hale gelmesi nedeni ile hiicre dongiisiiniin isleyisi bozulur. Bu nedenle, insan

malignitelerinin biiylik ¢ogunlugu RB yolaginda mutasyonlar barindirir (35).



Primer prostat tiimorlerinde retinoblastom tiimor baskilayici gen (RB1) kaybinin oldugu
bildirilmistir (36). Son zamanlardaki biyoinformatik ve kanser genomik ¢aligmalar1 RB1
lokusunun homozigot delesyonunun, prostat kanserinin baslangi¢ ve ilerlemesinde
merkezi bir konumda oldugunu gostermistir. RB1 islev kaybi, AR’ nin E2F aracili ifade
artist yoluyla bir kastrasyona direngli fenotip (CRPC) gelisimini kolaylastirir. Buna
ragmen, kastrasyon direnci ve metastatik lezyonlarin olusumu dikkat ¢eken biyolojik
siirecler olmaya devam etmektedir. (37). Ayrica kastrasyona direngli prostat kanserinde
gen metilasyonuna es zamanl olarak RB alelik delesyonuna oldukga sik rastlanir (38).
Yapilan bir ¢aligmada, prostat kanseri primer tiimorlerinin yaklasik % 5'inde RBI
lokusunun delesyonu bildirilmistir ve siklikla (% 30-40) direngli prostat kanseri ile
iliskilendirilmistir (39). RB inaktivasyonunun, androjen AR ekspresyonunu arttirdigt ve
RB'min LNCaP hiicrelerinde yikilmasinin androjen blokasyonuna duyarliliklarini azalttig

gosterilmistir (36).

Kiimiilatif olarak, bu calismalar RB1 islev kaybinin prostat karsinogenezinde dnemli bir
rolii oldugunu gostermektedir. RB1 islev bozuklugu, tiimor olusumu ile giiglii bir sekilde
iligkili olmasimma ragmen, prostat kanserinin ilerlemesini destekledigine dair
mekanizmalar hala tam olarak anlasilamamistir. MEG3 geninin de prostat kanserinde
RB1 gibi ifade kaybina ugramis olmasi1 dikkat cekicidir. MEG3 ve RBI arasinda
diizenleyici bir iliskinin varlig1 yapilan bir ¢alismada ortaya konmustur (40). Ancak heniiz
prostat kanserinde RB1 ve MEG3 arasinda bir diizenleyici iliski ortaya konulamamaistir.
Ayrica MEG3’lin RB1 hedef genleri lizerindeki etkisi ve bu etkinin prostat kanserindeki
rolii hakkinda literatiirde ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢calismanin amaci, prostat kanseri
hiicrelerinde MEG3 IncRNA ifade diizeylerindeki degisikligin RB1 ve iligkili genler
izerine olasi etkilerini arastirmak ve MEG3 IncRNA ifadesindeki degisikligin etkilerini

hiicre ¢ogalmasi ve migrasyonu yoniinden incelemektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, prostat bezi hiicrelerinde biliylime ve bdliinme kontroliiniin kaybiyla
organ hacminde meydana gelen biiylime olarak tanimlanmaktadir. Prostat kanseri, yilda
yaklagik 1.600.000 vaka ve 366.000 6liim ile diinya capinda erkeklerde cilt kanserinden
sonra en sik goriilen kanser tiiriidiir (41). 1990'l1 yillarin baslarinda Amerika Birlesik
Devletleri'nde yaygin olarak kullanilmaya baslanan serum prostat spesifik antijen (PSA)
testi, diger tedavi yontemleriyle de birlesince prostat kanserinden kaynakli 6liimlerde %
40’lik bir diisiis saglamistir. Bu diisiise tedavi yontemleriyle iyilesen hastalarin etkisi
sadece % 22 ile % 33 arasinda olurken, 6liim oranlarinin diigmesindeki en biiyiik etken

PSA tabanli toplum taramasinin hayata gecirilmesi olmustur (42).

Prostat Kanseri Avrupa Rastgele Tarama Calismasi (ERSPC), PSA testinin prostat
kanseri tizerindeki etkisini arastirmak i¢in yaptig1 calismada, kontrol grubuyla (PSA testi
yok) ile karsilastirildiginda diger grupta kanser metastaz oraninda % 40 azalma ve 3 yillik
6lim oraninda ise % 20’lik bir azalma bulmustur (43). Bu bulgular prostat kanserindeki
asil ¢eliskinin altin1 da ¢izmektedir: Prostat kanseri en fazla teshis konulan ve asir1 tedavi
goren kanser olmakla birlikte hala erkeklerde goriilen en Oliimciil kanser tiirlerinden
biridir. Bu nedenle, fayda ve zarar dengesinin tam olarak anlasilmamasi nedeniyle toplum

temelli prostat kanseri taramasi tartigsmali bir konu olarak kalmaktadir (43).

Son yirmi yilda, geleneksel prostat kanser tedavilerindeki iyilesmelerle birlikte yeni
tedavi yontemlerinin gelistirilmesiyle, kanser olan erkekler i¢in tedavi yaklagimlar
onemli Olgiide degismistir (44). Prostat kanserinin anatomisi, dogal oOykiisii,
epidemiyolojisi, tarama, tespit, tani, derecelendirme, evreleme, risk faktorleri ve genetik
mekanizmas1 konusundaki ilerlemeler klinik uygulamay1 degistirmis ve hastaligin
tedavisine katki sunmustur. Tiim bu ilerlemeler prostat kanserinin gelisimi, ilerlemesi ve

tedavisi i¢in literatiire yeni katkilar saglanmasina zemin olacaktir (45).



2.1.1. Prostat Bezinin Anatomisi

Pelviste bulunan prostat, erkeklerde iiretray1 ¢cevreleyen, mesaneye ve rektuma bitisik bir
konumda yer alir. Prostat, tamamen kollajen, elastin ve diiz kastan olusan ince bir zarla
cevrili bir bezdir (46). Prostat parankimi, transrektal ultrasonografi (TRUS) ile
goriilebilen ve radikal prostatektomi drneklerini inceleyen cerrahi patologlar tarafindan
kolaylikla taninabilen ii¢ bolgeye ayrilmistir. Bu bolgelerden ilki ejakiilator kanallar:
cevreleyen ve prostatin yaklasik % 25'ini olusturan merkezi bolgedir. Ikincisi, prostat
dokusunun % 10’u ile prostatik iiretranin yakiinda yer alan gegis bdlgesidir. Ugiinciisii
ise prostat dokusunun biiyiik bir kism1 olan posterolateral bolgeyi igerisine alan periferik

bolgedir (Sekil 2.1) (47).
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kanali
BPH

Kanserlerin %20’si

Anterior bolge

Merkez bolgesi
Kanserlerin %5'i

Periferal bolge
Kanserlerin %75’i N \

Sekil 2.1. Prostat bezinin farkli prostat hastaliklarinin baskin oldugu bolgeleri iceren

bolgesel anatomisi (47).

Prostat bezinin anatomisini, Ozellikle de farkli prostat hastaliklarinin yogun olarak
goriildiigli bolgeleri anlamak, hastalik yonetiminde kilit rol oynar. McNeil 'in ¢aligmast,
prostatin yapisal anatomisini anlayabilmemiz agisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Bu
calisma, karsinomlarin genellikle prostat bezinin % 70'ini kaplayan periferik bolgede
gelistigini ve 1y1 huylu prostat hiperplazisinin (BPH) gecis bolgesinde meydana gelme
egiliminde oldugunu ortaya koymustur (47). Bu bilgiler 6zellikle, prostat spesifik



antijenin (PSA) ortaya ¢ikmasindan Once, ultrasonografide goriilen lezyonlarin kanser
riskini simiflandirmak, hastaligin aragtirma ve tedavi ihtiyacini belirlemek i¢in oldukca

faydali olmustur.

McNeil'in ¢alismalarindan sonra prostatla ilgili en biiyiik ilerleme, prostattaki
norovaskiiler demetlerin anlasilabilmesi sayesinde olmustur. Walsh ve arkadaslar
tarafindan Onerilen cerrahi anatomi Kourambas tarafindan teyit edilmistir. Ayrica
Costello ve arkadaslari, ndrovaskiiler demetlerin fasya igerisinde, prostata hemen bitisik
olarak tanimlanabilir bir yap1 oldugunu ve prostatin cerrahi olarak ¢ikariminda, sinir
koruyucu cerrahiyi miimkiin kildigim1  dogrulamiglardir  (48-50). Kourambas,
norovaskiiler demeti, prostatin posterolateral kenarinda ayr1 bir yap1 yerine,
rektoprostatik fasyanin (Denonvilliers fasya) lateral kenarindaki yaygin bir sinir ag1
birlesimi olarak karakterize etmistir (49). Bu nedenle, radikal retropubik prostatektomi
sirasinda rektoprostatik fasyanin ve burada bulunan sinirlerin ¢ikarilmasi, nihayetinde
post-operatif erektil disfonksiyon (ED) olusumuna yol agan dnemli bir mekanizmayi
aciklamigtir. Daha az ED oranlarmmi saglamak i¢in Walsh tarafindan Onerilen sinir
cerrahisi, giiniimiizde de devam eden prostatin modern cerrahi yontemi olarak standart

haline gelmis durumdadir (51).

2.1.2. Prostat Kanserinin Tarihcesi

Londra Hastanesi'nde bir cerrah olan J. Adams 1853 yilinda, histolojik inceleme ile
kesfettigi ilk prostat kanseri vakasini agiklamistir. Adams vaka raporunda bu durumun
“cok nadir goriilen bir hastalik” oldugunu bildirmistir (52). Adams’dan 150 yil sonra
prostat kanseri onemli bir saglik sorunu haline gelmekle beraber, Amerika Birlesik
Devletleri'nde, erkeklerde en sik teshis edilen kanser tiirii olmustur (53). Prostat kanseri
vakalarinin sayisindaki bu dramatik artis ¢esitli nedenlere baglanabilir. Birincisi, prostat
kanseri 1900’ lerin basina kadar diger idrar tikaniklig1 tiplerinden farkl1 degildi. Ikincisi,
prostat kanseri insidansi yasla birlikte diger tiim kanser tiirlerine gére daha hizlh
artarUciinciisii, artan insidans bir sekilde ‘Batili tarzda’ yasam bigimiyle iliskili
goriinmektedir (54). Bu artan insidans, gecen ylizyill boyunca prostat kanseri tani ve
tedavisinde 6nemli degisikliklere yol agmistir. Elli y1l kadar 6nce, tipik prostat kanseri

hastalar1, 70’li yaslarinin baslarinda kemik ve/veya yumusak dokulara metastaz teshisi
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konulan bireylerdi. Karakteristik olarak, bu lezyonlar hantal ve histolojik olarak zay1f bir
sekilde farklilagmigtir. Bu durumda, hastalarin tedavi i¢in sans1 oldukga diisiik ve yagam
siiresi en fazla 1-2 yil oldugundan bu tani1 bigimi hastalar i¢in bir 6liim cezasiyd1 (55).
Charles Huggins 1940’ l1 yillarda, yeni bir prostat kanseri tedavisi doneminin baslangicini
mijdelemistir. Metastatik prostat kanserinin, androjen ablasyon tedavisine yanit verdigini
bildirmistir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, oral Ostrojenlerle gerceklesen tibbi kastrasyon,
herhangi bir kanser icin ilk etkili sistemik tedavi olmustur (56). Giinliimiizde ise halen
androjen ablasyonu, genel olarak en etkili prostat kanseri tedavisi olmaya devam

etmektedir.

2.1.3. Epidemiyoloji

Prostat kanseri, ABD'de erkeklerde en sik teshis edilen kat1 organ malignitesidir ve diinya
capinda ikinci en yaygin kanserdir. Prostat kanseri insidansi ve mortalitesi, artan yagla
iligkilidir ve tan1 yas ortalamas1 66°dir. Ayrica Afrikali ve Amerikali erkeklerde insidans
ve mortalite beyaz erkeklere gore daha ytiksektir (57). Prostat kanseri insidansi, bolgelere

ve popiilasyonlara gore degisiklik gostermektedir (Sekil 2. 2) (1).

Yasa bagl insidans oranlan (Diinya),prostat.tiim yaglar

o
°
oo Q
YBO (Diinya) her 100 000
N >69.0
W 49.7-69.0
. 35.4-49.7
B 244-354
10.6-24.4 I Uygulanabilir degil
<10.6 Veri yok

Sekil 2.2. Prostat kanserinin yasa bagli standardize insidans orani. Harita diinyada 2018
yilinda erkeklerde prostat kanserinin yasa bagli standardize insidans oranlarini

gostermektedir (1).
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Tiirkiye’de ise 2018 yilinda tiim kanserler i¢erisinde % 14,6 orana sahip olan 17.332 yeni

prostat kanseri tanist rapor edilmistir (Sekil 2.3). Bu rakamlarla erkeklerde prostat

kanseri, akciger kanserinden sonra en ¢ok goriilen ikinci kanser tiirii olmustur (1).

2018 yilinda yeni vaka sayisi, erkek, tum yaslar

Akciger
29 405 (24.7%)
Diger kanserler
43 605 (36.7%)
Mide Prostat
7 414 (6.2%) 17 332 (14.6%)
Mesane Kolorektal
9578 (8.1%) 11 548 (9.7%)

Toplam: 118 882

Sekil 2.3. Tiirkiye’de 2018 yilinda erkeklerde tespit edilen kanser vaka sayilari (1).

Hastaligin goriilme sikliginin azaldigina dair onerilerin 2011'den itibaren popiilasyon
temelli PSA taramasindaki azalmanin bir lriinii oldugu diisiiniilmektedir. 75 yasin
lizerindeki erkeklerde PSA taramasi icin ABD Onleyici Hizmetler Gérev Giicii'niin
(USPSTF) D sinifi tavsiyesini takiben, erken evre prostat kanseri insidansi1 azalmistir (58,
59). Ayrica, Gozetim, Epidemiyoloji ve Son Sonuclar (SEER) verileri, insidanstaki en
biiylik diisiisiin, USPSTF'nin 2012 raporunun taslagii yaymladigr 2011-2012 yillart
arasinda meydana geldigini gostermistir (60). Bu iligki, ABD'de PSA taramasinin
baglamasindan sonra 1986 ile 1991 arasinda goriilme sikligindaki% 82'lik artis1
yansitmaktadir. 2012 yilinda D sinifi tavsiyenin yastan bagimsiz olarak tiim erkeklere
uzatilmasi hastaliin ortaya ¢ikmasi iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (Sekil 2.4). Lokal
ilerlemis ve metastatik hastalik tanisinda artislar ABD'de 2011'de % 5' ten 2013"te % 7,7'
ye ylikselmistir (61).

11



2,000 )
¢ Yas 20-49 © Yas 50-64

o Yas65-74 a Yas275

—

w

(=3

o
1

1,000 - AL

Her 100,000 kiside orani

500
[,

o o
o8-8 -0 apg

DDDDDDD

o
oo-o-o-o-a-g-o-o-o-a-a-ad
0 .
1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2013

Teshis yili

Sekil 2.4. ABD'de SEER verilerine gore 1975'ten 2013'e kadar yasa gore ayarlanmis

prostat kanseri insidans oranlarina PSA taramasinin etkisi (58).

2.1.4. Mortalite

Prostat kanseri i¢in uluslararas1 mortalite oranlar1 diinya ¢apinda biiyiik farkliliklar
gostermektedir (Sekil 2. 5) (62). 2018 yilinda en yliksek 6liim oranlarina sahip yerlerin
basinda 100.000 kisi basina 10.7 oran ile Orta Amerika gelmektedir. Buray1 10,2 oran
ile Avustralya ve Yeni Zelanda’nin ardindan 10,1 oranla Bat1 Avrupa takip etmektedir.
En diisiik oran 4,7 ile Asya ve 5,8 oran ile Kuzey Afrika iilkelerinde bildirilmistir. Prostat
kanserinden dolay1 oliimlerinin {igte biri 118.427 kisi ile Asya'da, 107.315 6liim ile
%29’u ise Avrupa’da gerceklesmistir. Prostat kanserinin mortalite orani yasla birlikte

artmaktadir ve tiim 6liimlerin yaklasik % 55'1 65 yasindan sonra ortaya ¢ikmaktadir (62).
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Yasa bagh mortalite oranlan (Diinya),prostat,tiim yaslar

Q
°

00 4
YBO (Diinya) her 100 000

. 207

N 15.4-20.7

I 12.3-154

. 37-123

B 4.7-87 B Uygulanabilir degil
<47 Veri yok

Sekil 2.5. Harita diinyada 2018 yilinda erkeklerde prostat kanserinin yasa bagh

standardize mortalite oranlari (1).

Tiirkiye’de ise 2018 yilinda prostat kanserinden dolay1 5165 kisi hayatin1 kaybetmistir.
Bu rakam ile prostat kanseri kolon ve mide kanseriyle ayn1 mortalite oranlarina sahiptir

ve akciger kanserinden sonra mortalitesi en yliksek kanser tiirlerinden biridir (Sekil 2.6)

(D.

Turkiye'de tahmini vaka ve 6lim sayisi,erkek,tim yaslar

Akciger

Prostat

Kolorektal

Mesane

Mide

Pankreas

Girtlak

Losemi

Beyin, sinir sistemi

Non-Hodgkin Lenfoma

4000 8 000 12 000 16 000 20000 24 000 28 000

Sayilar

Sekil 2.6. Tiirkiye’de 2018 yilinda erkeklerde tespit edilen kanser tiirlerinin insidans ve
mortalite sayilar1 (62).
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2.1.5. Sag Kalim

Prostat kanserinin insidans orani yiiksek olmasina ragmen, prostat kanseri vakalarinin
cogu, kanser heniiz prostat dis1 dokulara yayilmamigken tespit edilmektedir. Eurocare
projesinden (EUROCARE-5) elde edilen verilere gore, 2003-2007 yillar1 arasinda prostat
kanseri tanis1 alan hastalarin 5 yillik sag kalim oranlarinin % 83 oldugu ortaya
konulmustur (63). Sag kalim oranlar1 Dogu Avrupa iilkelerinde % 76 civarindayken,
Giiney ve Orta Avrupa iilkelerinde % 88'e kadar degiskenlik gostermektedir. Ayrica, sag
kalim siiresi tim Avrupa'da artmistir ve en biiylik gelisme Dogu Avrupa iilkelerinde
gozlenmistir (64). Bilim diinyas1 son yillarda prostat kanserinde yer alan molekiiler
mekanizmalar1 ve risk faktorlerini ortaya ¢ikarmak icin ¢ok ilerleme kaydetmis olsa da,
prostat kanseri halen ABD'de erkekler i¢in kanser mortalitesinin ikinci 6nde gelen

nedenidir (65).

2.1.6. PSA ve Popiilasyon Bazh Tarama

Wang ve Valenzuela tarafindan 1970 yilinda bulunan PSA (66), prostat kanserinin
saptanmasinda yiiksek hassasiyete sahip oldugu i¢in daha 6nce kullanilan prostatik asit
fosfatazin (PAP) yerini almistir (67). Baltimore Yaslanma Calismasi (BLSA), hem
serum PSA’sin1 hem de prostat kanseri ile arasindaki iliskiyl anlamamizi sagladi (68).
Prostat kanser hastalarinda PSA seviyesinin yiikseldigi biliniyordu ancak saglikli
erkeklerde PSA seviyesindeki degisim oranlart bilinmiyordu. Bu calisma ile prostat
kanseri tanis1 konulmadan 5 yil 6nce bireyin serum PSA seviyesinin arttig1 tespit edildi
(68). Kanserin ne kadar agresif ise serum PSA seviyesindeki degisim orani o kadar hizli
olmaktadir. Ulusal Kapsamli Kanser Agi, serum PSA seviyesi 3 ng/ml’den yiiksek olan
erkekler i¢in biyopsi dnermektedir (69).

Prostat kanseri tanisi i¢in Prostat Saglig1 Endeksi (PHI), , SelectMDx, 4Kscore ve prostat
kanseri antijeni 3 (PCA3) gibi biyolojik belirtecler gelistirilmistir. Ancak hem yiiksek
maliyetle hem de erisilebilirlik sorunlar1 nedeniyle yaygin olarak kullanilmamaktadirlar
(69). Kanser taramalari, hastaligin erken tanisina katki saglar ve ayn1 zamanda asir1 tespit
olarak da bilinen klinik bulgusu olmayacak kanserleri dahi tespit eder. 1990’larin basinda

ABD’ de dijital rektal muayene (DRE), transrektal ultrasonografi ve PSA ile prostat
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kanser taramasi yapilmaya baglandi (70). Bu siirecte Catalona ve arkadaslari, sadece
DRE ve/veya transrektal ultrasonografi ile yapilan taramalarin PSA ile yapilan taramalara
gore kanserler vakalarinin % 32-43’{inii kagirdigini rapor etmistir (71). Bu ¢alisma, PSA

taramasinin prostat kanser tanisindaki ¢ok kritik 6nemini ortaya koymaktadir.

2.1.7. Grade ve Evreleme

Prostat kanseri i¢in derecelendirme ve puanlama sistemini 1966 yilinda Donald Gleason
gelistirdi (72). Puanlama sistemi, prostat kanseri hiicrelerinin histolojik goriiniimiine,
stromadaki biliylime paternine ve Ozellikle glandiiler pattern farklilasmasina
dayanmaktadir (Sekil 2.7) (73) . Gleason skoru kanser tanisinda ve yonetiminde olmazsa

olmaz prognostik faktdrlerden biridir (74).

A Prostatik adenokarsinoma
Histolojik evreleme B

Sekil 2.7. Gleason tarafindan gelistirilen grade ve puanlama sistemi. Gleason sistemi,
prostat kanseri hiicrelerinin histolojik goriiniimiine, Ozellikle glandiiler farklilagsma

derecesine ve stromadaki biiylime paternine dayanmaktadir (72).
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2.1.8. Risk Faktorleri

Prostat kanseri ile ilgili epidemiyolojik ¢alismalar, bireysel biyoloji ve yasam tarzinin
prostat kanseri riskini ve bu hastaliktan sag kalim oranini etkileyen bir¢ok risk faktorii
ortaya koymustur (Tablo 2.1). Prostat kanserinin etiyolojisi ¢ok sayida caligmanin
konusudur ve diger yaygin kanserlere kiyasla biiyiik Ol¢lide bilinmemektedir. Kokli
prostat kanseri risk faktorleri ileri yas, etnik koken, genetik faktorler ve aile dykiisiidiir
(3). Prostat kanseri ile olumlu iliskili diger faktorler arasinda diyet (doymus hayvansal
yag ve kirmizi et tiiketiminde artis, meyve, sebze, vitamin ve kahvenin daha az alimi),
obezite ve fiziksel hareketsizlik, inflamasyon, hiperglisemi, enfeksiyonlar ve

kimyasallara ¢evresel maruziyet veya iyonlastirici radyasyon (4, 75).

Tablo 2.1. Prostat kanserine neden olan bazi risk faktorlerinin hastaliga etkisi (75).

Risk faktorleri Kanitlanms etkisi
Ileri yas Yiksek

Etnik koken Yiiksek

Diyet Orta

Insiilin Orta

Cinsiyet hormonlar1 Yiksek

Aile oykiisii Yiksek
Genetik faktorler Yiksek

2.1.8.1.1leri Yas

Prostat kanseri, ileri yastaki erkeklerde en sik teshis edilen malignitedir (1). Prostat
kanseri tanist almis olan yasli erkek sayisindaki artis, uzun yasam beklentisinin
arttirdigindan PSA taramasi yayginlagmistir. Ailesinde prostat kanseri dykiisii olmayan
beyaz erkeklerde 6zellikle 50 yasindan sonra, ailesinde prostat kanseri 6ykiisii olan siyah

ve beyaz erkeklerde 40 yasindan sonra prostat kanseri riskinin arttigi gézlenmistir (76).
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2.1.8.2. Etnik Koken

Prostat kanseri prevalansi farkli etnik kokenler arasinda biiyiik farkliliklar
gostermektedir. ABD'de en diisiik insidans 46.9 oranla Amerikan Kizilderili erkeklerde
gorilmektedir. Bunlar1 93.9 oranla beyaz erkekler takip etmektedir. En yiiksek insidans
orani ise157.6 ile Afrikali-Amerikal1 erkeklerde goriilmektedir (77). Bu biiyiik esitsizlik
hem sosyoekonomik kosullar hem de biyolojik faktorlerle iliskilendirilmistir. Ornegin,
Afrikali Amerikalilarin daha diistik kalitede saglik hizmeti aldiklarina ve sonug¢ olarak

PSA taramasina girme olasiliklarinin daha diisiik olduguna inanilmaktadir (78, 79).

Bircok c¢aligma genetik yatkinligin rol oynayabilecegini one siirdii. Afrikali-Amerikali
erkekler, artmis prostat kanseri riski ile iligkili oldugu gdsterilen daha yaygin kromozom
8q24 varyantlarma sahiptir (80, 81). Bazi aragtirma ¢aligmalar1, Afrikali Amerikalilarin
EphB2 gibi tiimdrleri baskilayan veya BCL2 gibi hiicre apoptozunu diizenleyen genlerde
yiikksek oranda varyasyona sahip oldugunu gostermistir (82, 83). Ayrica, Afrikali-
Amerikal1 erkekler, yeterli tarama ve gecikmis sunum eksikligi de hari¢ tutulmamasina
ragmen, genetik ve biyolojik farkliliklar ile iliskili olan daha agresif bir hastalik formu

sergilemektedir (78).

2.1.8.3. Diyet

Diisiik prostat kanser insidansi1 bulunan gelismekte olan iilkelerden daha yiiksek riskli
sanayilesmis lilkelere go¢ eden gd¢menler lizerinde yapilan batililasmis yasam tarzinda
degisikligin nasil tetiklendigini gosteren cesitli ¢aligmalarin kanitladigi gibi, diyet
faktorleri prostat kanserinin gelisiminde énemli bir rol oynayabilmektedir (84). Ornegin
Chu ve arkadagslari, Afrika kokenli Amerikalilar arasinda prostat kanseri insidans oraninin
Afrika'daki insanlarla karsilastirildiginda 40 kat kadar yiiksek oldugunu bildirmistir. Ayni
zamanda Hsing ve arkadaslari, ABD'de yasayan Cinli erkeklerde prostat kanseri
insidansinin Cin'de yasayan erkeklere kiyasla16 kat daha yiiksek oldugunu tespit etmistir.
Tiim bunlar prostat kanser insidansinda gevresel faktorlerin 6nemli bir rol oynadiginm

gostermektedir (85).
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2.1.8.4. Insiilin ve Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii

Serum glikozu dogrudan insiilin tarafindan kontrol edilir, bu nedenle daha yiiksek glikoz
seviyesi pankreas B hiicrelerinden insiilin salinimini indiikler. Lehrer ve arkadaslari,
yiiksek riskli prostat kanseri hastalarinin daha yiiksek insiilin diizeylerine sahip
olduklarimi gdstermislerdir (86). Ek olarak, diyetle indiiklenen hiperinsiilinemi, bir
zenograf modelinde tiimér biiyiimesindeki artis ile iliskilendirilmistir (87). Insiilin
benzeri biiylime faktorii (IGF-1), baglayici proteinlerin iiretimini azaltir. Dolagimdaki
yiiksek insiilin seviyesi, IGF-1 seviyesini arttirir ve karsinogenezi tesvik eden ileri
glikasyon son f{iriinlerinin tiiretimini arttirir (88). IGF sisteminin uygunlugu cesitli
calismalarda degerlendirilmistir. IGF-1'in serumdaki artmis konsantrasyonu, daha yiiksek

prostat kanseri riski ile korelasyon gostermektedir (89).

2.1.8.5. Cinsiyet Hormanlar:

“Androjen hipotezi” olarak da bilinen prostat kanseri patogenezinde ve ilerlemesinde
androjenlerin dnemli roliinii destekleyen, modern ve tarihsel verilerin biiyiik etkisi vardir.
1941'de Huggins ve Hodges, prostat kanseri hastalarinda kastrasyonun faydalarinm
gozlemledikten sonra prostat kanseri biiylimesinin androjenler tarafindan
yonlendirildigini ileri stirmiislerdir (90). Farklilasmis prostat kanseri hiicre hatlarindan
elde edilen bir¢ok in vitro veri, androjen uyarimina yanit verdiklerini ve androjenin geri
cekilmesiyle apoptoza maruz kaldiklarini gdstermistir. Benzer sekilde, in vivo ¢alismalar,
androjenlerin hayvan modellerinde tiimor olusumunu ve ksenograft biiylimesini
destekledigini ve androjen yoksunlugunda ise tiimoriin kiigiildiiglinii gostermistir (91,

92).
2.1.8.6. Aile Oykiisii ve Genetik Faktorler

Prostat kanseri olan hastalarin yaklasik % 20' sinin sadece paylasilan genler nedeniyle
degil, ayn1 zamanda belirli ¢evresel kanserojenlere ve yaygin yasam tarzi aligkanliklarina
benzer bir maruz kalma modeli icin gelisebilecek bir aile Oykiisli bildirdigi tahmin
edilmektedir (93). Bircok ¢alisma kalitsal genetik aile 6ykiisiiniin artmis prostat kanseri
riski ile iligkili oldugunu ve hastalik risklerinin yaklasik % 5'ine katkida bulundugunu

bildirmistir (94, 95).
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Gen baglant1 ¢aligmalari, prostat kanserinde yiiksek etkiye sahip olan genlerin yedi farkli
lokusta bulundugunu ortaya ¢ikarmistir. HPC1(Hereditary prostate cancer 1) geni olarak
adlandirilan kromozom 1q24-25, dogustan gelen bagisiklik savunma mekanizmalar1 ve
interferon (IFN) aracili sinyallesme ile iliskili riboniikleaz L (RNASEL) enzimini
kodlamaktadir. RNASEL antiviral aktivitenin azaltilmasinda ve apoptotik hiicre
Olimiiniin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (96, 97). Dikkat ¢ekici bir
sekilde, RNASEL mutasyonlar1 olan prostat kanserli hastalardan alinan ornekler
incelendiginde retroviriis varligi tespit edilmesi, hastaligin gelisiminde antiviral savunma

mekanizmasinin 6nemini ortaya koymustur (98).

17p11 kromozomu iizerinde bulunan bir baska HPC geni ELAC2 ise SMAD2’ye
baglanip TGF-beta sinyal yolagimi aktive ederek prostat kanseri gelisiminde rol
almaktadir (99). Tanimlanan ii¢iincii HPC geni, 8p22 kromozomu iizerinde bulunan
makrofaj temizleyici reseptdr 1'dir (MSR1) (100). BRCA1 genindeki iki mutasyona sahip
olan erkeklerde klinik olarak HPC'nin bir alt kiimesini olusturan agresif bir prostat kanseri
formunun olustugu bulunmustur. Ayrica, BRCA2 gen mutasyonlar1 da yiiksek prostat
kanseri insidansi ile korele edilmektedir. BRCAZ?2 ile etkilesime sahip PALB2 proteini de
ailesel prostat kanserinde rol oynamaktadir (101, 102).

X kromozomunun da prostat kanseri kalittminda bir rolii olduguna inanilmaktadir. X
kromozomu AR igerir ve ve Xq26.3-q27.3 bolgesindeki kiiciik delesyonlar, sporadik ve
kalitsal prostat kanseri formlarinda kaydedilmistir (103). 301 kalitsal prostat kanseri
vakasi tizerinde yapilan giincel bir calismada, hastalik iizerinde etkisi olabilecek bir dizi

yeni lokus tanimlanmistir (104).

2.1.9. Genetigi ve Molekiiler Biyolojisi

Ikizlerle yapilan ¢alismalar, ¢oklu kisiler {izerindeki ¢alismalar, 6zellikle epidemiyolojik
calismlar ve genom c¢apinda iliskilendirme calismalar1 (GWAS) ile prostat kanserinin
molekiiler mekanizmasini aydinlatilmaya g¢alisilmistir. Bu bilgiler prostat kanserinin
baglamasi, ilerlemesi ve tedavisine dair terapotik stratejiler belirlemede bir temel
olusturmaktadir (105). Hastalik iizerine yapilan birkag biiyiik 6l¢ekli genom ¢aligmalari
ile genom iizerindeki mutasyonlar, DNA kopya sayisindaki degisiklikler, yeniden

diizenlemeler ve gen fiizyonlar1 tanimlanmistir (Tablo 2.2) (106).
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Tablo 2.2. Prostat kanserinde yaygin genetik bozukluklar ve biyolojik islevleri (106).

Gen Genomik Degisim  Lokus Prostat Kanserinde Biyolojik Islevi

APC Delesyon 5q22.2 Wnt sinyal yolagmin antagonisti; ayrica hiicre gocii ve
adezyonu, transkripsiyonel aktivasyon ve apoptoz gibi
diger siireglerde rol oynar.

AR Amplifikasyon/ Xql2 Steroid hormonla aktive edilen gelisimde 6nemli bir

Mutasyon/ transkripsiyon  faktorii; AR'min amplifikasyonu ve

Splays Varyantlar1 mutasyonlari, prostat kanserinin ilerlemesine ve AR
yolunun yapisal aktivasyonuna izin vererek ADT'nin
basarisizligina katkida bulunur.

ATM Delesyon/Mutasyon 11q22.3 ~ DNA hasarina karst hiicre yanit1 ve genom kararliligr ig¢in
gerekli olan hiicre dongiisii kontrol noktasi sinyal yollarinin
ana kontrolorlerinden biri.

BRCA1 Delesyon/Mutasyon 17q21.31 Transkripsiyonda anahtar rol oynar.

BRCA2 Delesyon/Mutasyon 13q13.1  DNA’da ¢ift zincir kiriklarinin tamiri ve rekombinasyon

ETVs Fiizyon/Delesyon - ETS aktivasyonu, soy spesifikasyonu, genom instabilitesi,

ERG Fiizyon/Delesyon 21q22.2  epigenetik  degisiklikler ve metabolizma yeniden

ETS2 Delesyon 21g22.2  modellenmesi dahil olmak tizere genis mekanizmalarla
tiimor olusumunu arttirir.

ERF Delesyon/Mutasyon 19q13.2  E26 transformasyona 6zgii 2 (ETS2) promotériine baglanan
transkripsiyonel baskilayici; ERG, ETS'min konsensus
bolgesindeki DNA'ya baglanmak icin ERF ile rekabet eder.

EZH2 Mutasyon 7q36.1 AR dahil olmak iizere, transkripsiyon faktorleri igin
koaktivator gibi davranir.

FOXA1 Mutasyon 14g21.1  Murine prostatinda, epitelyal hiicre farklilagmas: igin
gereklidir ve CRPC'de hiicre dongiisiiniin ilerlemesini
tesvik eder.

PTEN Delesyon/Mutasyon 10q23.31 Hiicre sag kalimi, proliferasyonu ve enerji metabolizmasini
diizenlemek i¢in PI3K-AKT-mTOR yolagini bastirir.

RB1 Delesyon/Mutasyon 13ql4.2  Hiicre dongiisiiniin negatif regiilatorii; genel kromatin
yapisini korumak i¢in heterokromatini stabilize eder.

SMAD4 Delesyon/Mutasyon 18q21.2  Timor siipresorili; TGFB yolaginin downstream efektorii
olarak islev goriir, gen transkripsiyonunu diizenler, epitel
hiicre cogalmasini engeller ve TME'yi yeniden sekillendirir.

TP53 Delesyon/Mutasyon 17p13.1  Hiicre dongiisiiniin durmasi, apoptoz, yaslanma, DNA

onarimi veya metabolik degisimde rol oynayan genlerin

ifadesini diizenlemek i¢in hiicresel strese yanit verir.
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2.2. Kanser Gelisiminde Kodlamayan RNA’larin Rolii

Yiiksek verimli dizileme teknolojilerindeki ve bilisim platformlarindaki son gelismeler,
genel olarak kodlamayan RNA (ncRNA) olarak bilinen birgok RNA tiiriiniin kesfine ve
karakterizasyonuna olanak saglamistir. Memeli genomundan transkribe olan RNA’larin
sadece %1-2’si protein kodlarken, biiyiik cogunlugu protein kodlamayan ncRNA sinifini
olusturmaktadir (107). NcRNA’lar rol oynadiklar1 diizenleyici mekanizmalara gore iki
kategori altinda toplanabilir (Tablo 2.3). Housekeeping ncRNA’lar, hiicrede siirekli ve
yiiksek bir ifadeye sahiptir ve daha cok belirgin hiicresel islevleri diizenlerler.
Diizenleyici ncRNA'lar ise transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi gen ifadelerini

diizenleyen 6nemli diizenleyici RNA molekiilleri olarak kabul edilmektedir (108).

Tablo 2.3. Diizenleyici rollerine gore ncRNA’larin siniflandirilmasi (108).

Cesit Kisaltma Tam Adi Uzunluk
rRNA Ribozomal RNA 120-4500 nt
tRNA Transfer RNA 76-90 nt
snRNA Kiigiik ¢ekirdek RNA’s1 100-300 nt
snoRNA Kiigiik niikleolar RNA 60-400

Housekeeping TERC Telomeraz RNA /

ncRNA’lar tRF tRNA-kokenli fragment 16-28 nt
tiRNA tRNA yarisi 29-50 nt
miRNA Mikro RNA 21-23 nt
siRNA Kiigiik miidahaleci RNA 20-25 nt

Diizenleyici piRNA Piwi-etkilesimli RNA 26-32 nt

ncRNA’lar eRNA Enhanser RNA 50-2000 nt
IncRNA Uzun kodlamayan RNA > 200 nt
circRNA Halkasal RNA 100-10000 nt
Y RNA Y RNA /

Gegtigimiz on yildaki ¢aligmalar ncRNA algimizi '6nemsiz' transkripsiyonel {irlinlerden
kromatin yeniden modellenmesi, transkripsiyon, transkripsiyon sonras1 modifikasyonlar
ve sinyal transdiiksiyonu dahil hiicresel siireglere aracilik eden fonksiyonel diizenleyici

molekiillere doniistiirdii (107, 109). Cesitli ncRNA'larin énemli biyolojik siireclerde
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anahtar rol oynadigi gosterilmistir ve bunlarin deregiilasyonunun kanser dahil farkli

hastaliklarda rol oynadigr gosterilmistir (110, 111). Kanser olusum ve ilerleme

mekanizmasinda rolii olan onkojenik ncRNA 6rnekleri Tablo 2.4’te, tiimor baskilayici

ncRNA o6rnekleri Tablo 2.5’te gosterilmistir (112).

Tablo 2.4. Onkojenik ncRNA cesitleri ve kanserdeki etki mekanizmalar1 (112).

ncRNA Kanser Tiirii Kansere Bagli ncRNA'nin Mekanizmalari
miR-10b Meme, Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, go¢, istila ve metastaz
Glioblastoma diizenleyicilerini kodlayan ¢esitli transkriptleri hedefler

miR-155 Lenfoma AKT'nin negatif diizenleyicisi olan SHIP1 transkriptini hedefler,
SHIP1 hiicre ¢ogalmasini ve sag kalim arttirir

ARLNCI1 Prostat Niikleer bir reseptor olan AR'yi kodlayan mRNA ile etkilesime
girerek, hiicre proliferasyonu ve sag kalimini destekleyen
onkojenik AR sinyalini uyarir

CCATI Kolorektal, Proliferasyonu arttirmak ve apoptozu azaltan genlerin ifadesini

Ozofagus aktive etmek i¢in transkripsiyon faktorleriyle etkilesir

PCAT-1 Prostat DNA hasar onarimina etki etmek i¢cin BRCA2 tiimér baskilayici
geninin ifadesini baskilar

SAMMSON Melanoma Mitokondriyal homeostaziyi ve metabolizmayr diizenleyen
proteinlerin hiicre alt1 lokalizasyonlartyla etkilesir ve kontrol
eder

SChLAPI Prostat Invazyon ve metastazi arttirmak igin SWI / SNF kromatin
modifiye edici kompleks ile etkilesir ve komplekse antagonist
etki eder

circCCDC66 Kolorektal Onkojenik transkriptleri hedefleyen bazt miRNA ’lar1 siinger gibi
ceker, proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonu tesvik eder

circCTNNB1 Mide DDX3’e baglanarak Transkripsiyon faktorti (YY1)’in ifadesini

arttirarak WNT- kateninin hedef genlerini aktive etmek igin

DDX3’e baglanir
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Tablo 2.5. Tiimor baskilayict ncRNA ¢esitleri ve kanserdeki etki mekanizmalar1 (112).

Isim Kanser Tiirii Kansere Bagh ncRNA'nin Mekanizmalar

Let-7 Akciger Onkogenleri kodlayan (RAS dahil) transkripleri hedefler,
hiicre dongiisii ilerlemesi ve proliferasyonun azalmasina
onemlidir.

miR-15a/16-1 Prostat, Siklinleri, CDK'lar1 ve anti-apoptotik proteinleri kodlayan

Losemi cesitli transkriptleri hedefler, bdylece apoptozu arttirir ve
proliferasyonu inhibe eder.

miR-122 Karaciger Lipid metabolizmasi, proliferasyon ve inflamasyonda yer
alan birkag genin ifadesini hedefler.

GASS Glioblastoma Glukokortikotiroid i¢in bir niikleer reseptdr yanit elemamn
taklidi  olarak islev  gOsterir, onkojenik miRNA
ekspresyonunu azaltir, bu da apoptozun artmasina,
proliferasyonun, invazyonun ve gogiin azalmasina yol agar.

LET Karaciger, HIF-1a seviyelerinin ve hiicre invazyonunun

Kolorektal diizenlenmesinde rol oynayan Onemli bir faktdr olan bir
dsRNA baglayic1 protein (NF90) ile etkilesir ve destabilize
eder.

MEG?3 Akciger Apoptozu aktive etmek ve proliferasyonu azaltmak igin p53
tiimor baskilayict seviyelerini arttirir.

PTENP1 RCC, Mesane PTEN tiimor baskilayici transkriptini hedefleyen miRNA'lar
icin bir ceRNA olarak islev goriir ve armig apoptoz, azalmig
proliferasyon, migrasyon ve invazyona yol acar.

CircHIPK3 Mesane Bir endoglikozidazin (HPSE) ifadesini baskilamak igin
miRNA'lar1 siingerler, bdylece gog¢-Oncesi faktdrler ve
anjiyogenik faktorlerin seviyelerini azaltir.

miR-506 Yumurtalik Ifadesini azaltmak i¢in SNAI2 transkriptini hedefler boylece
g0g, istila ve EMT'yi inhibe eder.

miR-122 Karaciger Lipid metabolizmasi, hiicre proliferasyonu ve inflamasyonda

yer alan birkag¢ genin ifadesini hedefler.
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NcRNA'larin dahil oldugu aglar, spesifik hiicre biyolojik tepkilerini ve kaderlerini
harekete gecirmek icin c¢ok sayida molekiiler hedefi etkileyebilir. Sonug olarak,
ncRNA'lar gelisimsel ve hastalik baglaminda fizyolojik programlarin kilit diizenleyicileri
olarak islev goriir. Ozellikle kanserle ilgili olan ncRNA'lar, her ana kanser tipinde
onkojenik siiriicliler ve tiimor baskilayicilar olarak tanimlanmistir (113). Her iki kategori

icin de birkag Ornek ile onkojenik ve tiimor baskilayict yolaklar Sekil 2.8’de

gorsellestirilmistir (112).
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Sekil 2.8. Tiimor baskilayict ve onkojenik bazi ncRNA kanser mekanizmalari. A,B,C ve
D’de farkli ncRNA tiirlerinin kanserde tiimor baskilayict mekanizmalarina bazi 6rnekler
verilmistir. E,F,G,H ve I’da ise farkli ncRNA tiirlerinin onkojenik molekiiler

mekanizmalarina bazi1 6rnekler verilmistir (112).
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2.2.1. Uzun Kodlamayan RNA’lar (LncRNAs)

Uzun kodlama yapmayan RNA'lar (IncRNA'lar), genellikle protein kodlayamayan ve
transkript uzunlugu 200’den fazla olan bir RNA smifidir (114). Protein kodlamayan
transkriptlerin biiylik ¢ogunlugu IncRNA sinifina aittir. Simdiye kadar tanimlanmis
IncRNA'larin kodlandig1 gen sayist yaklasik 55 000" dir. Bu rakam insan genomunun
biiyiik ¢ogunlugunu temsil etmektedir (115). Bu genlerin hala az bir kisminin, hiicresel

stireglerin diizenlenmesindeki islevi ve etki mekanizmasi aydinlatilabilmistir (116).

Kisa kodlamayan RNA’larin aksine, IncRNA'lar yap1 ve islev bakimindan oldukga
cesitlidir. LncRNA'lar baz1 6zellikleri bakimindan mRNA ile benzer bir yapiya sahiptir.
Ornegin, IncRNA'lar, 5’ baslik, poly-A kuyruga sahiptir ve kirpilma mekanizmasi ile
islevsel olgun transkript haline gelir. Ayrica, tipki mRNA’lar gibi RNA polymerase II
tarafindan sentezlenir. Hem c¢ekirdekte hem de sitoplazmada bulunabilirler, ancak
lokalizasyonlarin1 yonlendiren sinyaller heniiz bilinmemektedir (117). Genellikle
IncRNA’lar, protein kodlayan genlerle karsilastirildiginda diisiik ifade seviyesine
sahiptir. Buna ragmen, bircogu dokuya ve gelisimsel asamalara 6zgii diizenleyici rollere

sahip ifade paternleri sergilemektedir (118).

LncRNA'lar, daha 6nceleri transkripsiyon isleminin yan iiriinleri olarak diisiiniiliiyordu.
Ancak, IncRNA'lar’1n, hiicrelerde gen ifadesini ve islevini transkripsiyonel, translasyonel
ve translasyon sonrasi siireglerde diizenleyerek cesitli biyolojik siireclerde rol aldig:
bilinmektedir (119). LncRNA'lar farkli kanser tiirlerinde yaygin olarak anormal ifade
seviyesinin sahiptir. Bu nedenle IncRNA'larin, insan karsinogenezinde anahtar
oyunculardan biri oldugu diisiiniilmektedir (21). LncRNA'lar kanser baslangici ve
ilerlemesindeki bircok asamada rol oynamaktadir. Baz1 6nemli IncRNA’larin kanserin

temel 6zelliklerinde etkin rolleri sekil 2.9” da gdsterilmistir (120).
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Sekil 2.9. Kanserin temel 6zelliklerinde etkin olan bazi 6nemli IncRNA’lar (120).

2.2.1.1. LncRNA’larin Siniflandirilmasi

LncRNA’lar uzunluk, hiicre i¢i konum ve molekiiler islevler bakimindan kisa
ncRNA’lardan oldukca farkli oldugundan dolayr IncRNA’larin simiflandirilmas: daha
giictlir (121). Genomik organizasyona gore, IncRNA'lar bes ana kategoriye ayrilabilir:
intergenik, intronik, antisense, enhancer ve ¢ift yonlii IncRNA. Bazi olgunlasmamis
mRNA'lar da ters kirpilma ile IncRNA olarak kabul edilen halkasal RNA (circRNA)’lar1
meydana getirir (Sekil 2.10) (122)

e Intergenik IncRNA, protein kodlayan iki gen arasindaki bolgeden;

e Intronik IncRNA, protein kodlayan genlerin intronik bdlgesinden;

e Antisense IncRNA, protein kodlayan genlerin antisens yoniinden;

e Enhancer IncRNA, genomun enhancer bolgelerinden;

e Cift yonlii IncRNA, protein kodlayan genlerin promotdr bolgelerinden ¢ift yonli
olarak transkribe olurlar (122).
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Sekil 2.10. LncRNA’larin genomdaki sentez bolgelerine gore siiflandirilmasi (122).

2.2.1.2. LncRNA’larmn Islevleri

LncRNAlar, ¢cekirdekte genom yapisini ve transkripsiyonu kontrol ederek, sitoplazmada
ise mRNA kararliligini, translasyon ve translasyon sonrast modifikasyonlar1 kontrol
ederek gen ifadesinin her basamaginda rol alan 6nemli diizenleyiciler olarak ortaya
cikmaktadir (123). LncRNA’larin  bulunduklar1 konuma gore rol oynadiklar
mekanizmalar da degismektedir. Hem ¢ekirdekte hem de sitoplazmada ¢esitli diizenleme
mekanizmalarinda etkindirler. LncRNA’lar 6zellikle, kromozomlarin konformasyonu,
kromatin ve DNA modifikasyonlari, RNA transkripsiyonu, mRNA olgunlagmasi, mRNA
bozulmasi, mRNA translasyonu ve translasyon sonras1 modifikasyonlarin diizenlenmesi

gibi birgok hiicresel siireci etkilemektedirler (Sekil 2.11) (124).
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Sekil 2.11. LncRNA’larmn hiicresel islevleri (124).

LncRNA’lar ¢ekirdekte ve sitoplazmada gerceklesen bircok hiicresel siiregte rol
oynamaktadir (124).

Cekirdek IncRNA’lart;

a) Enhancer RNA olarak transkripsiyonu diizenleyebilir,

b) Transkripsiyon diizenleyici komplekslerin gene baglanmasini diizenleyebilir,
c) Transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini diizenleyebilir,

d) Kromozomlarin konformasyonuna etki ederek, gen ifadesini diizenleyebilir,

e) Olgunlasmamis mRNA’nin kesip-¢ikarma mekanizmasini diizenleyebilir.
Sitoplazmik IncRNA’lar;

f) mRNA kararliligin1 diizenleyerek mRNA ’nin ifadesini diizenleyebilir,

g) mRNA’nin translasyonunu diizenleyebilir,

h) miRNA’lar1 iizerine toplayarak mRNA’ya baglanmasini engelleyebilir,

i) Biyolojik aktiviteye sahip bazi kisa peptit dizileri i¢in agik okuma gergevesi
(ORF) igerebilir.
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2.2.2. MEG3 (Maternally Expressed Gene 3)

MEG3 (Maternally Expressed Gene 3), kromozom 14q32 bolgesinde bulunan ve ¢ok
sayida damgali gen bulunduran DLK1-MEG3 boélgesinde yer alan bir IncRNA’dir (125,
126). MEG3’iin yan1 sira bu bolge bircok miRNA ve snoRNA ’ya sahiptir ve bu bolgedeki

transkriptlerin damgalama kontrolii metilasyon yolu ile diizenlenir (Sekil 2.12) (127).

1G-DMR MEG3-DMR e

miRNA SNORDRNA miRNA
grubu grubu grubu
" v

5 : Hiicre proliferasyonu

=
.
[
"
"
-
.
x . _

BRCA1 | PTEN | CDKN

O\

e® |

Sekil 2.12. MEG3’un genomdaki yeri ve kanser gelisimine katilimiyla ilgili genomik
organizasyon gosterimi. (Genler, mRNA ve snoRNA'lar belirtilir ve transkripsiyon
yonelimleri oklarla gosterilir. Kirmizi noktalar farkli sekilde metillenmis bolgeleri temsil
eder. MEG'lerin hiicre proliferasyonu ve apoptozunda rol oynayan anahtar genlerle
sematik etkilesimleri belirtilir. Oklar aktivasyonu gosterir. Noktali ¢izgiler varsayilan

etkilesimlerdir.) (127).

MEGS3, yaklasik 1.6 kb niikleotid uzunlugunda, on ekzon iceren ve maternal alelden ifade
edilen bir IncRNA’dir (128). MEG3 bir¢ok normal insan dokusunda ifade edilmesine
ragmen, meme kanseri, akciger kanseri, prostat kanseri ve diger kanserler dahil olmak

tizere ¢cok sayida kanser tiiriinde ifade kaybina ugramistir (Tablo 2.6) (129).
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Tablo 2.6. Insan kanser hiicre hatlarinda MEG3 ifadesi, islev ve mekanizmasi (129).

Kanser Tiirii MEGS3 ifadesi Hedefleri Islevi
Kronik Miyeloid Losemi Azalan miR-21, MRP1, |Proliferasyon, T Apoptoz,
MDR1,ABCG2 timanitib Kemorezistanst
Papiller Tiroid Karsinom Azalan Racl |Migrasyon, |invazyon
Prostat Kanseri Azalan Bcl-2, Bax, Kaspaz 3, |Proliferasyon, 1 Apoptoz,
Siklin D1 |Hiicre Canliligi,

| Tlmorogenez

Hipofiz Bezi Kanseri Azalan p53 |Proliferasyon, | Apoptoz

Renal Hiicreli Karsinom Azalan MiR-7, RASL11B TApoptoz |Proliferasyon,
|Migrasyon, |invazyon

Endometriyal Kanser Azalan Notchl, Hes1 |Proliferasyon, | Timor
Biiyiimesi

Serviks Kanseri Azalan Racl |Migrasyon, |invazyon,
|Hiicre Sag Kalimu,
|Proliferasyon

Pankreaas Kanseri Azalan Snail |Proliferasyon, |Migrasyon,
anazyon, |Kemorezistans

Gastrik Kanser Azalan miR-181 family, Bcl-2 | Proliferasyon, |Migrasyon,
lInvazyon, tApoptoz

Nazofaranjiyal Karsinom Azalan p53 |Proliferasyon, |Koloni
Olusumu

Meme Kanseri Azalan SP3, DNMT1, miR-506, |Migrasyon, |invazyon

SP1
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LncRNA’larin ifadesindeki diizensizlik birgok tiimoriin baslangict ve ilerlemesinde

belirgin rol oynamaktadir (21). Yapilan bir calismada, MEG3’lin ifadesi prostat kanser

dokularinda saglikli prostat dokulara gére 6nemli derecede diisiikk bulunmustur. Ayrica,

MEGS3 ifadesi ile hastaligin klinikopatolojik ozellikleri arasinda iliski tablo 2.7°de

gosterilmistir (31).

Tablo 2.7. MEG3 ifadesi ile prostat kanserinin klinikopatolojik 6zellikleri arasindaki

iliski (31).

Klinikopatolojik Grup Toplam MEGS3 ifadesi P Degeri

Ozellikler Diisiik Yiiksek

Yas(Y1l) <65 9 5 4 0,3972
>65 12 9 3

PSA(ng/ml) <10 13 8 5 0,6557
>10 8 6 2

Gleason puani <6 8 4 4 0,3458
=7 13 10 3

Klinik evre <T2a 16 11 5 1.0
>T2b 5 3 2

Metastaz Pozitif 3 1 2 0.2474
Negatif 18 13 5
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2.3. RB1 (RB transcriptional corepressor 1)

RB1 (RB transcriptional corepressor 1), kromozom 13q14.2 bodlgesinde bulunan, 27
ekzon igeren ve toplam 180 kilobaz uzunluga sahip protein kodlayan bir gendir. RB1’in
4700 baz uzunlugundaki bir transkriptinden 928 aminoasitten olusan Rb proteini (pRb)
kodlanir (Sekil 2.13) (130).
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Sekil 2.13. RB1’in 13. Kromozomdaki yeri ve yapisi. RB1 transkript {irlinii 928 aa
uzunlugundaki pRB proteinidir (130).

Ozellikle hiicre biiyiimesinin durmasi ve 6liimii de dahil olmak iizere kanser tedavileri
tizerinde hiicre kaderini diizenlemede 6nemli bir rol oynayan RB1, tedavilere klinik
yanitin 6nemli bir belirleyicisi ve terapotik kararlarr desteklemek icin belirgin bir aday
olarak ortaya ¢ikmistir. Bu amagla, RB1’in ¢esitli hiicresel yolaklardaki karmagik etki
mekanizmasi tam olarak anlasilmaya calisilmaktadir (131, 132). RB1, tanimlanan ilk
tiimor baskilayici gendi ve o zamandan beri, RB yolaginin kanser hiicrelerinde ¢ok sik

inaktive olarak tiimor gelisimine neden oldugu anlasilmistir (133).

RBI'in tiimor baskilayici aktivitesi, transkripsiyon diizenleyicilerinin E2F ailesinin
iyelerine baglanarak G0/G1 fazindan S fazina hiicre dongiisii gegisini engelleyerek hiicre
cogalmasimi kisitlama yetenegine dayanmaktadir (134, 135). RB1’in diisiik fosforile hali
E2F’in trans-aktivasyon bolgesini bloklar. Bu ikili yapi, DNA sentezi ve hiicre dongiisii
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ilerlemesi i¢in kritik olan genlerin promotdr bolgelerini baskilar (136). Ancak, mitojenik
sinyallere yanit olarak siklin D-siklin bagimli kinaz (CDK) 4/6 komplekslerinin aracilik
ettigi RB1 fosforilasyonu, RB1’i inaktive ederek E2F transkripsiyon faktorlerini serbest

kalmasina ve hiicre dongiisiiniin devam etmesine neden olur (Sekil 2.14) (137).

Mitojenik

sinyaller Antiproliferatif

D S

l
\ ‘ |— p16|nk4a

Sekil 2.14. RB1 yolaginin tiimor baskilayici aktivitesi (137).

2.3.1. Prostat Kanserinde RB Yolaginin Rolii

RB1, molekiiler olarak tanimlanan ilk tiimor baskilayici gendir ve DNA replikasyonu ve
onarimi, gen transkripsiyonu, hiicre dongiisii ve mitoz gibi ¢esitli biyolojik siireglerde
onemli rol oynar (34, 133). RB1 tlimdr baskilayicisinin inaktivasyonu, kanserin en sik ve

erken taninan molekiiler 6zelliklerinden biridir (138).

Prostat kanserinde, RB1 yolag1 AR alt yolaginda yer almaktadir (139). AR’nin dogal ve
sentetik androjenlerle aktivasyonu, siklin/CDK aktivitesini artirarak RB1 fofarilasyonunu
artirtr. Sonug olarak artan AR aktivitesi hiicre ¢ogalmasini artirict bir etkiye sahiptir
(140). Ayrica AR bagimli ve bagimsiz prostat kanser hiicrelerinde, AR seviyesindeki
diisiis, RBI1 fosforilasyonunun azalmasi ve buna baglh olarak GO/G1’de hiicre
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dongiisiiniin  durmas1 ile iligkilidir (141). AR transkripsiyonu E2F transkripsiyon
faktorleri tarafindan diizenlenir. RB1, E2F’e baglanarak hedef gen ifadelerini diizenledigi

icin RB1 kayb1 AR’nin ifadesinin degisimine etki edebilir (142).

2.3.2. RBI1 Hedef Genleri

RBI, hiicresel siireclerde birgok farkli isleve sahiptir. En 6nemli islevlerinden biri de
DNA replikasyonu ve mitotik ilerleme igin gerekli olan c¢ok sayida gen igeren
transkripsiyonel programin baskilanmasidir. RBI inaktivasyonu, hiicre dongiistiniin S

faz1 ve sonrasina ilerlemesi icin gerekli olan genlerinin ekspresyonuna izin verir (143).

RBI1 aktivasyonu ve delesyonunun ¢ok sayida modeli iizerine yapilan gen ifade
analizlerinde yiiksek oranda korunmus bir¢cok gen tanimlanmistir. Bu genler, ¢ogunlukla
hiicre dongiisii ile ilgili DNA replikasyonu, mitotik ayrilma gibi birden fazla islemde yer

alirken DNA onarimi ve epigenetik programlamada da 6nemli rollere sahiptir (Sekil 2.15)

(137).
RB1 YOLAGININ YAYGIN TRANSKRIPSIYONEL HEDEFLERI
DNA MITOTIK AYRILMA HUCRE DONGUSU
REPLIKASYONU ILERLEMESI
CCNB1

cDC6 CDK1 DNA HASAR YANITI/ CCEN2
MCM2 PLK1 TAMIR CCNA2
MCM3 BUB1 FOXM1
MCM4 BUB1B CLSPN NUKLEOTIT E2F1
MCMS AURKA BAZ1B METABOLIZMASI

MOM7 cDC20 CHEK1

RFC3 PTTG1 RPA3 RRM1

RFG2 NUSAP1 MMS22L RRM2

cDC7 ESPL1 BLM DHFR EPIGENETIK
POLE PRC1 RAD54L TYMS DUZENLEME

ANLN UNG

POLA2 cIT NEIL1 EZH2
POLD3 CENPF RADS51 DNMT1
GMNN KIFC1 DNMT3B
PRIM1 KIF23 CHAD1B
GINS2 CDCAB

Sekil 2.15. Cesitli hiicresel siireclerde RB1’in transkripsiyonel hedefleri (137).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre Hatlar:

Tez ¢alismasinda kullanilan hiicre hatlar1 gen ifade analizi ve fonksiyonel hiicre deneyleri

olmak {izere iki guruba ayrilmaktadir. Calismamizda MEG3 ve RB1 genlerinin ifade

analizi i¢in kullandigimi farkli kanser ve normal hiicre hatlari ATCC (ATCC,
Teddington, UK)’den temin edilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Gen ifadesine bakilan hiicre hatlar1 ve 6zellikleri.

Hiicre Ad1 Koken Hiicre Ozellikleri

HGC 27 Mide Metastatik bolgeden tiirevli doku, farklilasmamis karsinom
HE-LA Serviks Adenokarsinom

HL-60 Periferal Kan Akut promiyelotik 16semi, miyeloblastik

PANC1 Pankreas Pankreas/Duct, karsinom

HUV-EC-C Gobek bagi  Normal

A-172 Beyin Glioblastoma

BEAS-2B Akciger Brong, Normal

A549 Akciger Karsinom

Nthy-ori 3-1 Tiroid Folikiiler epitel, Normal

B-CPAP Tiroid Zayif farklilasmus papiller tiroid karsinomdan (PTC) tiirevli PTC
CAL-29 Mesane Mesane transisyonel hiicreli karsinom

LNCaP Prostat Metastatik bolgeden tiirevli: sol supraklavikiiler lenf nodu

DU 145 Prostat Metastatik bolgeden tiirevli: beyin

PNTI1A Prostat SV40 ile immortalize edilmis insan post pubertal normal prostat
PC-3 Prostat Metastatik bolgeden tiirevli doku, Grade 1V, Adenokarsinom
DLD-1 Kolon Dukes' tip C, Kolorektal adenocarcinoma

HT-29 Kolon Kolorektal karsinom

HCT 116 Kolon Kolorektal karsinom

HCC-1500 Meme Meme Bezi / Dukt, TNM evre IIB, Grade 2, Primer duktal karsinom
hTERT-HME1 Meme Meme bezi epiteli, normal hiicre

MCEF-7 Meme Meme bezi ve metastatik bolgeden tiirevli doku, Adenokarsinom
SK-BR-3 Meme Meme bezi, Metastatik bolgeden tiirevli doku, Plevral Eflizyon
MDA-MB-231 Meme Meme bezi, Metastatik bolgeden tiirevli doku, Adenokarsinom
2-A Bobrek Embriyonik bobrek hiicresi

HEK-293 Bobrek Embriyonik bobrek hiicresi
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Hep G2 Karaciger Hepatoseliiler Karsinom

SNU-423 Karaciger Evre 111 / IV, Pleomorfik hepatoseliiler karsinom

hFOB 1.19 Kemik SV40 biiyiik T antijeni transfekte edilmis, Normal hiicre
OST-7 Kemik Osteosarkom

U-2 OS Kemik Osteosarkom

MEG3 gen ifade diizeyi PC-3 ve DU 145 prostat kanser hiicre hattinda diisiik seviyede
oldugu i¢cin MEG3 overekspresyon deneylerinde kullanilmak {izere bu iki hiicre hatti
secilmigtir. Plasmid transfeksiyonu ve fonksiyonel hiicre deneyleri icin segilen prostat

kanser hiicre hatlar1 ve 6zellikleri Tablo 3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Transfeksiyon deneylerinde kullanilan hiicre hatlar1 ve 6zellikleri.

No Hiicre Ismi Hiicre tipi  Hiicre dzellikleri

1 DU-145 Epitel Prostat, metastatik bolgeden tiirevli doku, karsinom

2 PC-3 Epitel Prostat, metastatik bolgeden tirevli doku, Grade IV,
Adenokarsinom

3.2. Hiicre Kiiltiiri

Hiicreler hFOB1.19 hari¢ %10 cenin sigir serum (fetal bovine serum, FBS) (Sigma,
Deisenhofen, Almanya), 50 U/ml penisilin/streptomisin (Sigma, Deisenhofen, Almanya)
iceren DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s medium) (Thermo Scientific, California,
USA) ve RPMI (Roswell Park Memorial Institute) (Sigma, Deisenhofen, Almanya) besi
yerleri igerisinde cogaltilmistir. Hiicreler, karbondioksit inkiibatoriinde % 5 CO2’li
ortamda, 37°C sicaklikta ve %95’lik nemli ortamda Kkiiltiir edilmistir (Sekil 3.1).
hFOBI1.19 hiicre hatt1 1:1 oraninda karisimi hazirlanmis olan Ham's F12 Medium
Dulbecco's Modified Eagle's Medium ile 2.5 mM L-glutamine iceren 0.3 mg/ml G418
ortamda biyiitiilmiistiir. Karbondioksit inkiibatoriinde % 5 CO2’li ortamda, 34°C
sicaklikta ve %95°lik nemli ortamda kiiltiir edilmistir (Sekil 3.1). Her 2-3 giinde bir, hiicre

yogunluguna ve deneysel ihtiyaclara bagl olarak pasajlar1 gerceklestirilmistir.
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DLD-1 DU 145 HCT 116 HEK-293

T

SK-BR-3 U-2 0S

Sekil 3.1. Calismada kullanilan hiicrelerin morfolojik goriintiileri. (Bu goriintiiler
http://www.atcc.org/ internet sitesinden alinmistir).
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3.3. MEG3 ve Kontrol Plazmidlerin Cogaltilmasi

Prostat kanser hiicre hatlarina transfekte edilmek tizere MEG3 ve izoformu MEG3Db ile
kontrol plazmidler olan bos plazmid ve delesyonlu MEG3 plazmidi Addgene (Addgene,
Watertown, US)’den agara gomiilii halde temin edilmistir. Calismada kullanilan bu

plazmidler ve 6zellikleri Tablo 3.3’te gosterilmistir.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan plazmidler ve 6zellikleri.

Plazmidler Tam adi Omurga Antibiyotik  icerdikleri Gen

Boyutu Direnci

Bos Plazmid pMIG 6492 bg Amphisilin EGFP-IRES fiizyon proteinini kodlayan

gen igeren bos omurga

Delesyonlu MEG3- 4006 bg Amphisilin MEG3’in ilk 450 bazhik kismimin
MEG3 Plazmidi  del5 delesyona ugratilmasiyla elde edilen
mutant gen

MEGS3 Plazmidi pCI-MEG3 4006 bg Amphisilin MEGS3 geninin 1200 bazlik kismint igerir

MEG3 izoformu MEG3b 4006 bg Amphisilin MEGS3 geninin izoformunun 1586 bazlik

kismini igerir

3.3.1. Plazmid Gen Haritalan

Prostat kanser hiicrelerinde MEG3 geninin ifadesini artirmak i¢in MEG3 plazmidi
kullanildi. MEG3iin alternatif kirpilma ile olusmus izoformu olan MEG3b ise MEG3’ten
farkli ekzonlar igermektedir. Bu nedenle MEG3 ve MEG3b arasindaki farki anlayabilmek
icin MEG3b plazmidi kullanilarak MEG3b ifadesi de artirildi. Bog plazmid hem MEG3
hem MEG3Db i¢in kontrol plasmid olarak transfekte edilirken, MEG3-del5 MEG3 i¢in

ikinci bir kontrol olarak transfekte edilmistir.
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3.3.1.1. MEG3 Plazmidi

MEGS3 plazmidi prostat kanser hiicrelerindeki IncRNA MEG3’iin gen ifadesini artirmak
icin kullanildi. pCI-MEG3 4006 bazlik omurgaya 1600 bazlik MEG3 eklenmesiyle

olusmus bir plazmidtir. pCI-MEG3 plazmidine ait gen haritas1 Sekil 3.2°de gdsterilmistir
(144).

196} BsraGl Spel (152)
(5441 .. 5460) pBR3220ri-F

SnaBl (493)

/ Ncol (513)
CMV-F (672 .. 692)
I|' LNCX (718.. 742}
/

™ | _Eco53kl (719)
NN S — Sacl (721)

!

- Pstl (830)
pMT2-F (972 ..991}

/" PaeR7I - Xhol (1058)
/ EcoRI (1063)
BssHII (1080}

Kasl (1128)

— Narl (1129)

~.Sfol (1130)

~_ PluTl (1132)
Blpl (1221)

pCI-MEG3

5613 by
(4139 .. 4158) Amp-R — P

— Pwull (1374}

—— Aarl (1511}
= Sall (1552)
“PfIFI - Tth111l (1562)

— Pasl (1671)
~sphl (1697)
(3730 .. 3748) pBRforEca ~

" Bell* (1848)
(3670.. 3692) pGEX 3'

~ U

~
(3551 .. 3570) pRS-marker

“--\,Q_r}"“-m___fV‘lO poly(A) signe!
: = [=) . PspOMI (2164)
(3326 .. 3347) Flori-F ——— . Apal (2168)
PshAl (2183)
(3262) Dralll R = ; G PFIMI* (2240)
(3156) Nael — 4 TN | Kfll (2275)
(3154) NgoMIV s /1 \-.\‘ X Bsgl (2311)
(3116 .. 3135) Flori-R " A & B
(29a9) BsaBl*~ / /| | N\ i
(2943) BspDI -Clal /[ | % Eagl-Notl 42705}
(2857) Mfel I | EBV-rev (2738 ..2757)
(2848) Hpal SV40pA-R (2792 .. 2811)

Sekil 3.2. MEG3 genini iceren pCI-MEG3 plazmidinin gen haritas1 (144).
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3.3.1.2. MEG3b Plazmidi

MEG3 geninden, alternatif kirpilma mekanizmast nedeniyle 12 farkli transkript
sentezlenmektedir. MEG3’e kiyasla baz1 transkriptler fazla ekzon igerirken bazilar1 daha
az ckzon icermektedir. MEG3b de bu izoformlardan biridir. MEG3 ve MEG3b
birbirlerinde farkli birer ekzon i¢cermektedir. Bu farkin islevsel etkisini arastirmak icin

calismamiza MEG3b plazmidini de dahil ettik. MEG3b plazmidinin gen haritast Sekil
3.3’te gosterilmistir (144).

(96) BSrGI spel (152)
(5393 .. 5412} pBR32Z0ri-F _
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— Narl (1117)
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. PluTl (1120)
" Blpl (1z09)

(4513) NmeAlll _
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- Pasl (1659)
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o
(3622 .. 3644) pGEX ¥’

i
{3503 .. 3522) pRS-marker

: sl
05— SV40 poly(A) sigh?

T Pmil (2101)
~ PspOMI (2168)
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2 Apal (2172)
(3214) Dralll — T _ = Y PshAl (2187)
(3108) Nael — _— ] =T\ |\ PRIMIE* (2244)

g . A 1S | OKfll (2279)
(3106) NgoMIV ol 7 /| \ iR Bsgl (2315)
(3068 .. 3087) Flori-R P s TR
N PARN | N
(2901) BsaBi* | Yo | Eagl - Notl (2657
{2895) BspDIl -Clal /| | \ 9 12557)
(2809) Mfel f | EBV-rev (2690 ..2709)
(2800) Hpal SVAOPA-R (2744 .. 2763)

Sekil 3.3. MEG3b genini i¢eren pCI-MEG3b plasmidinin gen haritas1 (144).
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3.3.1.3. MEG3-del5 Plazmidi

LncRNA MEG3’ iin ilk 450 baz uzunlugundaki bolgesi delesyona ugratilarak elde edilen

MEG3-del5 plazmidi, MEG3 plazmidinin normalizasyonu i¢in se¢ilmistir. MEG3 igin

bos plazmid kontrol plazmidi olarak kullanilirken, delesyonlu MEG3 ise eksik MEG3

RNA’smin islevsel etkisini arastirmak i¢in calismaya dahil edilmistir
plazmid gen haritas1 Sekil 3.4’te gosterilmistir (144).
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Sekil 3.4. MEG3-del5 bolgesini igeren pCI-MEG3-del5 plazmidin gen haritast (144).

MEG3-del5

~ PfIFI - Tth111l (1108)

* Awal - BsoBIl - TspMI - Xmal {191¢6)
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3.3.1.4. Bos Plazmid

Bos plazmid hem MEG3 hem de MEG3b i¢in kontrol plazmid olarak kullanilmistir. Bos
plazmidin omurga uzunlugu 6500 bazdir ve IRES-GFP (Yesil Floresan Proteini) fiizyon
geni bulundurmaktadir. Plazmid gen haritas1 Sekil 3.5°te gosterilmistir (144).
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Sekil 3.5. Bos plazmidin gen haritas1 (144).
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3.3.2. Bakteri Ekimi ve Plazmid Cogaltilmasi

3.3.2.1. LB Agar Besiyeri Hazirlanmasi

Calismada kullanacagimiz plazmidler Addgene Deposit Plasmids’den (Addgene,
Watertown, US) agara gomiilii bakteri kiiltiirli igeridinde temin edilmistir. Agara gomiilii
bakteri kiiltiirlinden saf kiiltlir elde edebilmek amaciyla LB agar besiyeri hazirlanmistir.

LB agar besiyeri hazirlamak i¢in gereken malzemeler asagidaki Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.4. LB agar besiyeri hazirlamak i¢in gerekli malzemeler.

Malzeme Miktar Mensei

Agar-Agar 12 ¢ Sigma, Deisenhofen, Almanya
LB Broth 25¢g Sigma, Deisenhofen, Almanya
Amphisilin 100 pg/pl Sigma, Deisenhofen, Almanya
Distile Su 1 litre

Agar-Agar ve LB Broth Tablo 3.4’te verilen miktarlara gore tartilarak otoklavlanabilir 2
litrelik cam sise icerisine aktarildi. Uzerine distile su eklenerek iyice karistirildiktan sonra
121 °C ve 1 atm basing altinda otoklavlandi. Besiyeri otoklavdan ¢ikarildiktan sonra 55
°C’ye kadar kontrollii sekilde sogutuldu ve amphisilin eklenerek karistirildi. Bu asamadan
sonra fazla bekletmeden bek alevi etrafinda petrilere yaklasik 30 ml olmak tizere besiyeri
dokiildii. Hazirlanan petriler soguduktan sonra ters g¢evrilerek daha sonra kullanilmak

tizere 4 °C’ye kaldirildu.

3.3.2.2. Bakteri Ekimi

LB Broth tartilarak otoklavlanabilir cam siseye aktarildi ve {lizerine distile su eklendi.
Tamamen ¢oOziindiikten sonra 121 °C ve 1 atm basing altinda otoklavlandi. Otoklavdan
cikarilan besiyeri 55 °C’ye kadar konrollii olarak sogutuldu. Soguyan besiyerine

Ampisilin eklenerek karistirildi. Hazirlanan besiyeri 10-15 ml’lik cam tiiplere bek alevi
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etrafinda aktarildi. Agarli petrilere ekilen saf koloniler, bek alevi etrafinda 6ze yardimiyla
alinarak, siv1 besiyerlerine ekildi. Ekim sonrasinda s1vi besiyerleri 37 °C’deki galkalamali

etiivde gece boyu inkiibasyona birakildi.

3.3.3. Bakteri Stogu Hazirlanmasi ve Saklanmasi

S1vi1 kiiltiirde ¢ogaltilmis olan koloniler gliserol ¢ozeltisi eklenerek uzun siireli muhafaza
edilebilirler. Bu ¢alismada gliserol ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 50 ml gliserole 50 ml distile
su eklenerek homojenize olana kadar karistirildi. Bek alevi etrafinda, sivi besiyerindeki
bakteri kiiltiir sivisindan 500 pl alinarak {izerine 500 pl gliserol ¢ozeltisi eklendi. Elde

edilen siispansiyonlar daha sonra kullanilmak tizere -80 °C’ye kaldirildi.

3.3.4. Plazmid Izolasyonu

Swv1 kiiltiirde ¢ogaltilan bakteriler 1 gece inkiibasyonun ardindan bek alevi etrafinda 1.5
ml’lik ependorf tiiplere aktarildi. Plazmid DNA’sin1 izole edebilmek icin EZ-10 Spin
Column Plasmid MiniPreps Kit (Biobasic, Markham, Kanada) kullanildi. Uygulanan
prosediir su sekildedir:

e Tiipler 2 dk 13.800 x g’de santrifiij edildi ve iist faz uzaklastirildi.

e Tiipiin igerisinde kalan peletin {izerine 100 ul Soliisyon I eklendi ve karistirildi.

e FElde edilen homojenat 1 dk boyunca oda sicakliginda bekletildi.

e Ardindan homojenata 200ul Soliisyon II eklenerek alt iist edilerek hafifce
karistirildi.

e Karisim 1 dk oda scakliginda bekletildikten sonra 350 pl Soliisyon III eklenerek
karistirildi.

e Karisim 1 dk oda scakliginda bekletildikten sonra bu asamada bulutumsu bir
tabaka olugmaktadir. Bu beyaz bulutumsu tabaka tamamen giderilene kadar
pipetle hafifce karistirild.

e Karisim 13.800 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan silipernatant
kolona aktarildi.

e Kolon 9.300 x g’de 2 dakika santrifiij edildi. Kolonun altindaki toplama tiipiinde
biriken s1v1 atild1 ve kolona 750pl yikama soliisyonu eklendi.

e Kolon 2 dk boyunca 9.300 x g’de santrifiij edildi. Yikama prosediiriinii tekrarland1

ve kolonun altindaki sivi atildi.
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e Kolonun tam kurumasi i¢in 9.300 x g’de 1 dakika ilave olarak santrifiij edildi.

e Kolon yeni bir ependorf tiipe aktarildi. Kolonun tam merkezine 50ul eliisyon
tamponu eklendi.

e Ellisyon tamponunun tim DNA’y1 eliie edebilmesi i¢in oda sicakliginda 2 dakika
inkiibe edildi.

e Kolon 9.300 x g’de 2 dakika santriflij edildikten sonra ependorf tiipte biriken
kisim izole edilmis plazmid DNA'y1 icermektedir. Plazmidler kullanilacaklari

zamana kadar -20°C'de saklanda.

3.4. Hiicre Hatlarina Plazmid Verilmesi

PC-3 ve DU-145 prostat kanseri hiicreleri azot tankindan alinarak T25’1ik flasklara ekildi
ve uygun kosullarda %100 yogunluga erisene kadar inkiibe edildi. Transfeksiyondan 1
giin 6nce, her kuyuda 200.000 hiicre olacak sekilde sayildi ve 12 kuyucuklu platelere
ekildi ve 12 saat boyunca uygun kosullarda inkiibe edildi. Hiicreler 12 saatin sonunda
transfeksiyona hazir yaklasik %70 yogunluga erismis haldeyken transfeksiyon
gercgeklestirildi. Her bir hiicre hatt1 i¢in 12 kuyulu plate’ten 5 kuyu segildi. Bu kuyulara
kontrol, bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmidleri olmak {izere
transfeksiyon gruplari olusturuldu. Transfeksiyon i¢in DNAfectinTM Plus Transfeksiyon
Reagent (ABM Good, Richmond, Kanada) kullanilmistir. Transfeksiyon ig¢in
DNAfectinTM Plus, bir siire oda sicakligina getirilerek ve hafifce vortekslendi. Daha
sonra Karisim I (200 pl Opti-MEM (Sigma, Deisenhofen, Almanya) igerisine 2.0 ug
plazmid DNA eklenerek hazirlanir) igerisine 6 pul DNAfectinTM Plus eklenerek
homojenize olana kadar karistirildi. Olusan bu kompleks oda sicakliginda 5-10 dk kadar
inkiibe edildikten sonra 12 kuyulu plate’in farkli yerlerine damla damla aktarilarak ileri-
geri ve sag-sol hareketler yaparak plate icerisinde iyice yayilmasi i¢in sallandi. 12 kuyulu
plateler transfeksiyonun ardindan uygun kosullarda yaklasik 24 saat inkiibasyona
birakildi. PC-3 ve DU-145 hiicreleri hassas oldugu icin transfeksiyondan 12 saat sonra

besiyeri degisimi gerceklestirildi.
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3.5. Hiicre Hatlarindan RNA Eldesi

Hiicreler, uygun kosullara geldiginde ve %100 oraninda ¢ogaldiginda RNA eldesi i¢in
kaldirildi. Hiicre kiiltiirinden RNA eldesi High Pure RNA Isolation Kit (Roche,

Mannheim, Almanya) kullanilarak ve kitin is akis semasi baz alinarak RNA elde edildi.

RNA elde protokolii asagidaki gibi uygulandi:

1.

%100’e ulastigina emin olunan hiicre soylarindan yaklagik 1.000.000 hiicre
aliarak santrifiijle ¢coktiiriiliip, list faz atildiktan sonra kalan pelet 200 pul PBS
eklenerek ¢ozdiirtildii.

Elde edilen siispansiyonun {iizerine 400 pl Lysis Buffer eklenerek 15 saniye
vorteks yapildi.

Tiim siispansiyon filtreli tiipe konulup, 20 saniye 9200 rpm’de santrifiijlenir.
Alttaki tiipte biriken s1vi atilir ve filtrenin altina yeni bir toplama tiipii yerlestirildi.
Kolona 100 pl (10 pul DNAse ve 90 ul DNAse incubation buffer) DNAse
sollisyonu eklenerek 15 dakika oda sicakliginda beklendi ve iizerine 500 pul Wash
Buffer I eklenerek 20 saniye 9200 rpm’de santrifiijlendi. Alttaki toplama tiipii
yenisi ile degistirildi.

Kolona 500 ul Wash Buffer II eklenerek 20 saniye 9200 rpm’de santrifiijlendi.
Alttaki tiip yenisi ile degistirildi.

Tekrardan 200 pl Wash Buffer II eklenerek 2 dakika 9200 rpm’de santrifiijlendi
Alttaki tiip atilir ve yenti bir tiip yerlestirildi.

Kolonun ortasina 50-100 pl arasinda Elution Buffer eklenerek 1 dakika oda
sicakliginda bekletildi. 9200 rpm’de 1 dakika santrifiij yapild ve filtreli tiip atild1.
RNA i¢eren mikrosantrifiij tiipleri kullanilacak zamana kadar —80°C’de sakland.

Elde edilen hiicre kiiltiirii RNA 6rnekleri, RNA miktar ve kalitesini belirlemek amaciyla

spektrofotometrik yontem ile 6l¢iildii (Tablo 3.5). Kalite ve miktar tayini NanoDrop ND-

1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, California, USA) cihaz1 kullanilarak

yapildi.
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Tablo 3.5. Hiicre kiiltiiriinden elde edilen RNA’larin konsantrasyonlari.

No Hiicre ismi ng/pl 260/280 No  Hiicre ismi ng/pl  260/280
1 HGC 27 1368 2,08 16 DLD-1 892 2,05
2 HE-LA 760 2,03 17 HT-29 1260 2,09
3 HL-60 480 2,05 18 HCT 116 1425 2,06
4 PANCI 1214 2,06 19 HCC-1500 945 2,04
5 HUVE-EC-C 952 2,07 20  hTERT-HMEl1 893 2,06
6 A-172 1086 2,06 21 MCE-7 1127 2,03
7 BEAS-2B 1150 2,08 22 SK-BR-3 1301 2,07
8 A549 1625 2,05 23 MDA-MB-231 1050 2,04
9 Nthy-ori 3-1 1345 2,08 24 2-A 380 2,03
10  B-CPAP 740 2,02 25 HEK-293 650 2,06
11  CAL-29 938 2,07 26 HepG2 837 2,05
12 LNCaP 683 2,06 27 SNU-423 748 2,06
13 DU 145 896 2,08 28 hFOB 1.19 950 2,09
14 PNTI1A 1240 2,09 29 OST-7 840 2,08
15 PC3 1451 2,05 30 U2-0S 1480 2,06

Gen ifade profilleme calismamizda gesitli kanser ve normal hiicrelerden elde edilen
RNA’lar haricinde ticari olarak aldigimiz 20 farkli normal insan doku RNA’ s1 da
kullanilmistir (#636643, Human Total RNA Master Panel II, Clontech Laboratories)
(Tablo 3.6). Kullanilan doku RNA panelindeki her bir doku RNA’sinin konsantrasyonu
1 pg/pul’dir.

Tablo 3.6. RNA panelinde bulunan doku tiirleri.

No Doku No Doku

1 Adrenal Bez 11 Kalp

2 Akciger 12 Karaciger
3 Beyin 13 Kemik [ligi
4 Beyin, Serebellum 14 Kolon

5 Bobrek 15 Mide

6 Dalak 16 Plasenta
7 Fetal Beyin 17 Prostat

8 Fetal Karaciger 18 Testis

9  Ince Bagirsak 19 Timus

10  Iskelet Kast 20 Uterus
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3.6.Tek Sarmal cDNA Sentezi

Hiicre kiiltlirii sonucu elde ettigimiz RNA ve doku panelindeki RNA o6rneklerinden
cDNA eldesinde “Maxima H Minus First Standart cDNA Synthesis Kit #K1652 (Thermo
Scientific, California, USA) kiti kullanildi. Kitin is akis semas1 baz alinarak cDNA elde
edildi (Tablo 3.7). Tepkimeye girecek RNA’lar esit konsantrasyona getirilmistir.

Tablo 3.7. cDNA sentezinde kullanilan bilesenlerin oranlari.

Bilesen Miktar

Oligo d(T)s primer

Sekizli rastgele primer Tul

RNA *

10 mM dNTP karigimi Tl

Niikleaz igermeyen distile su ak
Toplam 15ul

5X RT buffer 4ul

Maxima H minus enzim karigimi Ll

Toplam karisim 20ul

* RNA konsantrasyonlarma goére toplam karisimdaki RNA miktarlari esit olacak sekilde Tablo 3.3’den yardim alinarak
her 6rnek i¢in ayr1 hesaplanmistir. Toplam RNA konsantrasyonu 1 pg — 5 pg arasinda olacaktir.

** RNA ve distile su hacmi toplam 13 pl olacak sekilde hazirlanmustir.

Karigimlar1 hazirlanan 6rnekler Sensquest PCR (Sensquest, Gottingen, Almanya)

cihazinda Tablo 3.8’de gosterildigi sekli ile RT-PCR tepkimesi gergeklestirilmistir.

Tablo 3.8. cDNA sentezi tepkime kosullari.

Asama Sicaklik (°C) Siire(dk)
Inkiibasyon 25 10
Enzim aktivasyonu 50 30
Enzim inaktivasyonu 85 5

Elde edilen tek sarmal ¢cDNA o6rnekleri, dondurma ¢dézme isleminin tek sarmal DNA
izerine bozucu etkisinin Oniine gecilmesi amaci ile 0,2 ml’lik PCR tiiplerine Spul
miktarinda dagitilmistir. Esit miktarlarda bolme iglemi yapildiktan sonra ¢cDNA’larin

kullanim 6mriinii uzatmak i¢in -80 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.7. Primer Tasarimi

Primerler, gen ifade seviyesini tespit edebilmek i¢in kodlanan bolgelerin herhangi bir
bolgesinde tasarlanabilmektedir. Ancak tasarlanan bdlge igerisinde intron igeren
primerler (ekzon ekzon baglant1 bolgerinden tasarlanan), elde edilen RNA’lardaki olas1
bir DNA bulagigin1 ayirt edebilmeye imkan saglamaktadir. Primerler NCBI veri tabani
kullanilarak tasarlanmigtir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/). Tasarimi
yapilan primerlerin ileri ve geri primer dizilimleri, baglanma sicakliklar1 ve iirlin

uzunluklari gibi 6zellikleri Tablo 3.9° da gosterilmistir.

Tablo 3.9. Hedef genlerimizin ifade seviyelerinin belirlenmesi i¢in tasarlanan primer
dizilimlerinin 6zellikleri. * F:Forward “ileri” primer, R:Reverse “geri” primer

Primer Ad1 Primer dizilimi Tm (°C)
SP1-F ACGCTTCACACGTTCGGATGAG 69,7
SP1-R TGACAGGTGGTCACTCCTCATG

RAF1-F TCAGGAATGAGGTGGCTGTTCTG 67,4
RAFI1-R CTCGCACCACTGGGTCACAATT

TFDP1-F CACTTTGCCTCTCAGAACCAGC 66,5
TFDP1-R CTTTCCTCTGCACCTTCTCGCA

KAT2B-F GCACCATCTCAACGAAGACTGC 66,6
KAT2B-R GTGTGGTTTCGTACCGAGGTAG

E2F1-F GGACCTGGAAACTGACCATCAG 65,6
E2F1-R CAGTGAGGTCTCATAGCGTGAC

MAPKS-F GACGCCTTATGTAGTGACTCGC 65,6
MAPKS8-R TCCTGGAAAGAGGATTTTGTGGC

P53-F CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG 65,2
P53-R TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC

MEG3-F CCACTCCCAGTTCAATTACAGCTC 66,1
MEG3-R TAGTGCCCTCGTGAGGTGTAG

RB1-F CAGAAGGTCTGCCAACACCAAC 66,7
RBI-R TTGAGCACACGGTCGCTGTTAC

E2F2-F CTTGACGGCAATCACTGTCTGC 65,7
E2F2-R GATGATTGCCGCCGTGGAC

CDK2-F ATGGATGCCTCTGCTCTCACTG 67,1
CDK2-R CCCGATGAGAATGGCAGAAAGC

JUN-F CCTTGAAAGCTCAGAACTCGGAG 65,8
JUN-R TGCTGCGTTAGCATGAGTTGGC

ABLI1-F CCAGGTGTATGAGCTGCTAGAG 64.9
ABLI-R GTCAGAGGGATTCCACTGCCAA

CHECKI1-F GTGTCAGAGTCTCCCAGTGGAT 66,3
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CHECKI1-R
PRMT?2-F
PRMT2-R
GRB2-F
GRB2-R
ATF2-F
ATF2-R
CASP8-F
CASP8-R
BAGI-F
BAGI-R
GAPDH-F
GAPDH-R

GTTCTGGCTGAGAACTGGAGTAC

GCAGTTGGACATGAGAACCGTG 66,6
AGGCTCTGGAAGTGGACGCTAA
GAAATGCTTAGCAAACAGCGGCA 67,5
TCCATCTCGGAGCACCTTGAAG
GGTAGCGGATTGGTTAGGACTC 65,1
TGCTCTTCTCCGACGACCACTT
AGAAGAGGGTCATCCTGGGAGA 67,2
TCAGGACTTCCTTCAAGGCTGC
GTGAACCAGTTGTCCAAGACCTG 66,3
CAAGTGCTGACAACGGTGTTTCC
AGACCACAGTCCATGCCATCAC 67,6

GGTCCACCACCCTGTTGCTGT

Calismada referans gen (housekeeping gene) olarak Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) kullanilmigtir.

3.8. Primer Ciftleri icin PCR Optimizasyonu

Calismada kullanilacak primer ¢iftleri i¢in en uygun c¢alisma sicakligini belirlemek i¢in

DNA kullanilarak Gradient PCR programi Tag DNA polimeraz (Fermentas, Vilnius,

Litvanya) kullanilarak yapilmistir. Gradient PCR i¢in kullanilan PCR bilesenleri Tablo

3.10°da gosterilmigtir.

Tablo 3.10. PCR bilesenleri ve 50 pL’lik toplam hacimdeki miktarlari.

Kimyasal Bilesen Miktar (pL)
dH20 31.25
10X PCR tampon amonyum siilfat (NH4) 2SO4 5

25 mM MgCl12 5

2 mM dNTP 5
12.5 mM ileri primer 1
12.5 mM geri primer 1

5 U/ML Taq DNA polimeraz 0.25
DNA kalib1 1.5
Toplam hacim 50
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PCR programi 30 dongii olacak sekilde Tablo 3.11°de gosterildigi gibi ayarlanmistir.

Tablo 3.11. Gradient PCR tepkime sicaklik kosullari.

Basamak Sicakhk Dongii Zaman

[k denatiirasyon 95°C 1 déngii 1 dakika

Denaturasyon 95°C 30 dongii 30 saniye

Primer baglanmasi 56°C - 61°C 30 dongii 30 saniye

Uzama 72°C 30 dongii 30 saniye

Son uzama 72°C 1 dongii 5 dakika
4°C o0 o0

3.9. Gen ifade Analizi icin Es Zamanh PCR (qRT-PCR) Yéntemi

Genlerin ifade profili ¢ikarilirken saglikli doku ve hiicre kiiltiiriinden elde edilen cDNA
ornekleri kullanilarak qPCR deneyleri yapilmistir. Ayrica prostat kanser hiicrelerine
plasmid transfeksiyonu sonrasinda elde edilen cDNA'lardan da ilgili genlerin ifadelerine
gPCR ile tespit edilmistir. gPCR, Rotor Gene Q (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) Real-
Time PCR cihazinda gergeklestirilmistir. MEG3 geninin ifade analizi i¢in buz kalibinda
hazirlanan PCR 6n karisiminda, Maxima SYBR Green qPCR Master Mix(2X) (Thermo
Scientific, California, USA) kullanilmistir. Karisima analiz i¢in kalip hari¢ gerekli
bilesenler konulduktan sonra iyice karistirtlip cDNA kalib1 konulmus tiiplere bu karisim
esit miktarlarda pipetleme yapilarak dagitilmistir. Tablo 3.12°de es zamanli PCR analizi
icin her bir tlipte bulunacak bilesenler ve miktarlar1 gosterilmistir. Ayrica, qPCR ig¢in
kullanilan terimler MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative Real-

Time PCR Experiments) standartlarina uygun olarak yazilmistir.

Tablo 3.12. Gen ifade diizeyinin Ol¢iildiigii es zamanli PCR reaksiyon karigiminin
igerikleri.

Kimyasal Bilesen Miktar (pl)
RT? SYBR Green ROX FAST Mastermix 7,5
F Primer (10 uM) 0,5
R Primer (10 uM) 0,5
Rnaz/Dnaz igermeyen su 5,5
cDNA (200 ng) 1,0
Total 15
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Karigim daha etkin bir analiz sonucu alabilmek icin buz kalib1 iizerinde hazirlanmistir.
Rotor Gene 6000 cihazina dl¢lim igin gerekli program girilerek cihaz ¢aligtirilmistir

(Tablo 3.13).

Tablo 3.13. Gen ifade diizeyinin 6l¢iildiigli gPCR tepkime kosullari.

Sicaklik (°C) Siire(sn) Dongii Sayisi
Enzim aktivasyonu 95 600
Denaturasyon 95 15
Primer baglanmasi/uzama 60 60 40
Erime egrisi 65 60
4 0

QRT-PCR yontemi ile elde edilen Ct degerleri kullanilarak istatistiksel analizler
yapilmistir. Calismada kullanilan genlerin ifade seviyesini belirlemek i¢in referans gen
(housekeeping gene) olarak GAPDH kullanilmistir. qRT-PCR sonuglarina istatistiksel
analiz yapilirken 2-ACt formiilii kullanilmistir. Ct (cycle threshold), real-time PCR
deneylerinde floresan sinyal miktarinin gozlemlenebilmesi i¢cin gereken minimum degeri

gectigi dongii sayisina verilen isimdir.

3.10. Hiicre Canhihginin Degerlendirilmesi (MTT Deneyleri)

MTT (Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) tetrazolyum tuzu, memeli
hiicrelerinin hayatta kalmast ve ¢ogalmasini kantitatif olarak 6lgmeye yarayan yiiksek
hassasiyet gosteren kolorimetrik bir analiz yontemidir. Bu yontem canli hiicre miktarin
tespit ederken 6lii hiicre miktar1 hakkinda bilgi vermez. MTT sitotoksisite, proliferasyon
veya aktivasyon Ol¢iimii i¢in kullanilabilir. Elde edilen sonuglar ELISA okuyucu ile
okunabilir. Hizli, hassas ve herhangi bir radyoizotop veya yikama asamasi gerektirmeyen

avantajli bir yontemdir (145).

MTT (Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) (Sigma, Deisenhofen, Almanya)
toz formunda ticari olarak temin edildi. MTT boyasinin ¢aligma boyunca kullanimi i¢in

stok soliisyonu hazirlandi.

52



Stok Soliisyonu Hazirlamisi: MTT oram1 5 mg/ml olacak sekilde, RPMI-1640
icerisinde ¢ozdiiriildii. Iyice ¢ozdiiriilen soliisyon 0.2 pm’lik filtreden gegirilir.

Hazirlanan stok soliisyonu kullanilincaya kadar 4°C’de saklandi.

Calisma Soliisyonu Hazirlamisi: Hazirlanan stok soliisyonun 1:10 oraninda
RPMI-1640 besi yeri kullanilarak seyreltildi. Hazirlanan soliisyon ¢alisma i¢in
kullanildi.

Hiicre Ekimi ve Transfeksiyon: DU-145 ve PC-3 hiicreleri 6 kuyulu kiiltiir
kaplarina her kuyuda 100.000 hiicre olacak sekilde ekildi. Her kuyuya 2 ml
DMEM eklenerek hiicreler 24 saat siireyle uygun kosullarda inkiibe edilir. 24
saatin sonunda yeterli yogunluga erisen hiicrelerin segilen 4 kuyusuna MEG3,
MEG3b, PMIG ve MEG3-Del5 plazmitleri transfekte edildi. Secilen bir kuyudaki
hiicrelere herhangi bir plazmit transfeksiyonu yapilmadan kontrol grubu
olusturuldu ve 24 saat siireyle uygun kosullarda inkiibasyona birakildi. Hiicreler
24 saatin sonunda tripsin-EDTA (Sigma, Deisenhofen, Almanya) ile kaldirilarak
Tripan mavisi yontemi kullanilarak sayildi. 24 kuyulu kiiltiir kaplarinin her
kuyusuna 12.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicreler 24, 48 ve 72 saat
olmak tizere li¢ farkli zaman araliginda, 37 °C sicaklikta % 5 COz igeren etlivde

inkiibasyona birakilda.

MTT Muamelesi ve Olciimii: 24, 48 ve 72 saat etiivde inkiibe edilmis olan PC-
3 ve DU-145 hiicrelerinin besiyerleri uzaklastirilarak 500 ul MTT eklendi. 4 saat
boyunca uygun kosullarda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda MTT
uzaklastirilarak her bir kuyuya 500 pl asidik izopropanolda (mutlak izopropanol)
hazirlanmis 0.04 M HCI eklendi. Boyanin homojenize olmast i¢in pipetaj yapildi.
Coziinen boya 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere alinarak 2 dk 5000 rpm’de
santrifiijjlendi. Santrifiij sonrasinda iist fazdan 250 pl alinarak 96 kuyulu 6lgiim
kaplarina eklendi. 570 nm dalga boyunda Thermo ScientificTM MultiscanTM GO
Microplate Spectrophotometer (Thermo Scientific, California, USA) igerisine

yerlestirilerek absorbans 6l¢timii yapildi.
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3.11. Yara iyilesmesi Deneyleri

In vitro yara iyilestirme yontemi, hiicre gogiinii in vitro olarak 6lgmek i¢in gelistirilmis
kolay ve diisiik maliyetli bir yontemdir. Temel mantik olarak, tek hiicre tabakasinda bir
yara olusturarak olusan yara boslugunun kapanma siirecinin izlenmesine dayanir. Yaranin
iyilesme siirecini takip edebilmek icin belirli araliklarla yara goriintiisii alinir ve

hiicrelerin gé¢ hizin1 6l¢mek i¢in goriintiiler karsilastirilir (146).
Yara iyilestirme deneyi i¢in asagidaki protokol takip edilmistir.

e PC-3 ve DU-145 prostat kanseri hiicreleri % 0,25 Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile
kaldirilir. Tripsin aktivitesini durdurmak i¢in hiicrelerin {izerine 15 ml DMEM
(%1 FBS ve %]1 Penisilin/Streptomisin) besi yeri eklenerek 50 ml’lik santrifiij
tiiplerine aktarilir ve 4500 rpm’de 5 dk boyunca santrifiijlendi. Ust faz
uzaklagtirildiktan sonra {izerine 10 ml besi yeri eklenerek homojenize edildi.

e Tripan mavisi ile hiicre sayimi yapildiktan sonra 6 kuyulu kiiltiir kaplarina, 24
saat sonra % 80 yogunluga erisecek sekilde 1 x 10 hiicre ekildi.

e Secilen kuyulara MEG3, MEG3b, PMIG ve MEG3-DelS plazmitleri transfekte
edilir ve 24 saat boyunca uygun kosullarda inkiibasyona birakildi.

e 100 pl’lik pipet ucu kullanilarak kiiltiir kaplarinin orta hizasindan yatay bir ¢izgi
cekildi. Cizme islemi yapilirken kuyu ylizeyine zarar vermemek i¢in fazla kuvvet
uygulamamaya dikkat edildi.

o Kiiltiir kaplar1 dikkatli bir sekilde HBSS (Hawk's Balanced Salt Solution) (Sigma,
Deisenhofen, Almanya) c¢ozeltisi ile iki kez yikandi. Hiicre kalintilarini
uzaklastirmak i¢in kaplarin i¢indeki ¢ozelti aspire edildi. Kuyularin altin1 6rtmek
ve tutunmus hiicrelerin yiizeyden kopmasini 6nlemek i¢in kuyu duvarina olduk¢a
yavas sekilde 2 ml besi yeri eklendi.

e Yaranin ortaya ¢ikmasi ve incelenmesinin ardindan ilk resim cekildi ve kiiltiir
kaplar etiive yerlestirildi.

e Her 24 saatte bir kiiltiir kaplar etlivden alinarak, kuyu icerisindeki ¢ozelti

uzaklastirildi. Mikroskop altinda goriintiilenerek, yara kapanma siireci gozlendi.

Cekilen resimler Image J programi kullanilarak analiz edildi. Bosluklar program ile
Olgiilerek aralarindaki farklar belirlendi. Bu farkliliklar ve gegen zamana gore

degerlendirmeler yapildi.
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3.12.

Koloni Olusum Deneyleri

Kolonojenik analiz veya koloni olugturma deneyi, tek bir hiicrenin koloni olusturabilme

kabiliyetine dayali olarak hiicrelerin hayatta kalabilmesini 6lgmeye yarayan in vitro bir

yontemdir. Koloninin en az 50 hiicreden olustugu varsayilir. Bu yontem popiilasyondaki

her bir hiicrenin "siirsiz" bdliinme yetenegini test etmektedir. Kolonojenik analiz,

iyonize radyasyon ile muameleden sonra hiicre lireme Oliimiinii test etmek amaciyla

kullanilan bir yontem olsa da diger sitotoksik ajanlarin etkisini tayin edebilmek i¢in de

kullanilabilmektedir. Sitotoksik ajanlarla muameleden sonra hiicrelerin yalnizca bir kismi

koloni olusturabilme kapasitesini korur (147).

Hiicre Ekimi ve Transfeksiyon: PC-3 ve DU-145 hiicreleri 6 kuyulu kiiltiir
kaplarina her kuyuda 100.000 hiicre olacak sekilde ekildi. Kuyularin iizeri 2’ser
ml DMEM (%1 FBS ve %]1 Penisilin/Streptomisin) ile doldurulduktan sonra
hiicreler 24 saat siireyle uygun kosullarda inkiibe edildi. 24 saatin sonunda yeterli
yogunluga erisen hiicrelerin secilen 4 kuyusuna MEG3, MEG3b, PMIG ve
MEG3-Del5 plazmitleri transfekte edildi. Bir kuyudaki hiicrelere herhangi bir

plazmit transfeksiyonu yapilmadan kontrol grubu olusturuldu.

Koloni Olusumu icin Hiicre Ekimi: Olusturulan deney grubu hiicreleri 24 saat
uygun kosullarda inkiibe edildikten sonra tripsinle kaldirilarak sayildi. 6 kuyulu
kiiltiir kaplarina her kuyuda 1000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicrelerin
her 3 giinde bir besi yeri degimleri yapildi.

Kolonilerin Fikse Edilmesi: Hiicreler koloni olusturmaya baglayip, her
kolonideki hiicre sayis1 50’yi gectikten sonra (yaklasik 2 hafta sonra) besi yeri
uzaklastirilarak hiicreler PBS ile yikandi. Sonrasinda, 1 ml % 70’lik metanol

eklenerek oda sicakliginda 5 dk boyunca hiicreler fikse edildi.

Kristal Viyole ile Boyama: Metanolle fiksasyonu takiben metanol uzaklastirildi.
Kuyularin tizerine 1 ml %]1°lik kristal viyole (0.5 g kristal viyole 50 ml PBS’de
¢cOzdiirilmiis) (Sigma, Deisenhofen, Almanya) ile eklenerek 15 dk boyunca oda
sicakliginda bekletildi. Fazla boyanin uzaklastirilmasi i¢cin musluk altinda kuyular

yikand1 ve kurumaya birakildi.
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e Koloni Saymmi: Kuyular 24 saat kurumaya birakildiktan sonra 151k mikroskobu
altinda altinda sayildi. En az 50’ser hiicreden meydana gelen hiicre topluluklar

koloni olarak kabul edilmistir. Sayimi takiben kolonilerin goriintiileri alindu.

3.13. (istatistiksel Analizler

Hesaplamalar sonrasinda elde edilen veriler GraphPad Prism 7.02 programinda analiz
edilmistir. Verilerin ortalama ve standart sapma (SD) degerleri en az 3 bagimsiz deney
tekrarinin hesaplanmasiyla, tanimlayici istatistiklerden Column Statistics ile yapildi.
Veriler ortalama + SD olarak verilmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel olarak
anlamlilik derecelerini belirlemeden 6nce Shapiro-Wilk normality test kullanilarak
normalite testi yapilmistir. Gen ifade seviyelerinin degerlendirilmesi, koloni olusumu,
yara iyilesmesi ve MTT sonuglarinin gruplar arasi karsilastirilmasinda, one-way ANOVA
ve post-hoc testlerden Tukey c¢oklu karsilastirma testi kullanildi. Gruplar arasindaki
karsilagtirmalar igin p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilirken, anlamlilik

dereceleri *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001 olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. RB1 Hedef Genlerinin Belirlenmesi

Calismada kullanacagimiz RB1 hedef genleri biyoinformatik araglarla belirlenmistir.

RB1’in fiziksel etkilesimde bulundugu genlerin grafiksel gosterimi Sekil 4.1°de
gosterilmistir (148).
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Sekil 4.1. RB1 hedef genleri (148).
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RBI1 hedef genlerinden literatiirde daha 6nce MEG3 ile aralarindaki iliski hig

calisilmamig olan 17 farkli gen secilmistir. Se¢ilen genlerin sembolleri, tam isimleri ve

gen id numaralar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Calismada kullanilmak i¢in se¢ilen RB1 hedef genleri.

Gen Sembolii Resmi Tam Isim Gen ID
ABLI1 ABL Proto-Oncogene 1, Non-Receptor Tyrosine Kinase 25
ATF2 Activating Transcription Factor 2 1386
BAGI BAG Cochaperone 1 573
CASPS8 Caspase 8 841
CDK2 Cyclin Dependent Kinase 2 1017
CHEKI1 Checkpoint Kinase 1 1111
E2F1 E2F Transcription Factor 1 1869
E2F2 E2F Transcription Factor 2 1870
GRB2 Growth Factor Receptor Bound Protein 2 2885
JUN Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor Subunit 3725
KAT2B Lysine Acetyltransferase 2B 8850
MAPKS Mitogen-Activated Protein Kinase 8 5599
P53 Tumor Protein P53 7157
PRMT?2 Protein Arginine Methyltransferase 2 3275
RAFI Raf-1 Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase 5894
SP1 Sp1 Transcription Factor 6667
TFDP1 Transcription Factor Dp-1 7027
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4.2.MEG3 ve isoformu MEG3b

LncRNA MEG3’in alternatif kirpilma ile olusmus en az 12 farkli izoformu
bulunmaktadir. Baz1 izoformlar MEG3’e gore daha fazla ekzon igerirken bazilarinin
ekzon sayilar1 daha azdir. Bu izoformlardan biri de MEG3b’dir. MEG3b ile MEG3
birbirlerinden farkli birer ekzon igermektedir (125) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. MEG3 geninin ve MEG3’iin izoformlarinin molekiiler yapilar1 (125).

4.2.1. MEG3 ve MEG3b ikincil Yapilar

MEG3b ve MEG3 farkli ekzonlar icerdikleri i¢in ikincil yapilar1 benzer motifler igerse
de baz1 katlanma motifleri birbirlerinden farklilik géstermektedir. MEG3 ve MEG3b’nin
olasi ikincil yapis1 baz eslesme sistemiyle RNAfold veri tabani kullanilarak

olusturulmustur (149) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. MEG3 ve MEG3b IncRNA’larin baz eslesme olasiligina gore ikincil yapilari.

LncRNA MEG3 ve MEG3b’nin baz eslesme olasiligina gore halkasal ikincil yapilar1 ise
Sekil 4.4°te gosterilmistir. MEG3b’nin ikincil yapist MEG3’ten farkli uzantilara sahiptir.

Sekil 4.4. MEG3 ve MEG3b’nin baz eslesme olasiligina gore halkasal ikincil yapilari.
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4.2.2. LncRNA MEG3’iin Prostat Kanserindeki Gen Ifade Analizi

MEGS3 geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek i¢in saglikli prostat doku
ve prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR yontemi
gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde MEG3 geninin diizensiz

ifadeye sahip oldugu saptanmistir.

MEG3 geninin, PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal prostat dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifade seviyesine sahip oldugu

bulunmustur (p degerleri, PC-3 i¢in p<<0,0001, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. MEG3 geninin normal prostat doku (NPD) ve PC-3, DU-145 prostat kanser

hiicre hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama + SD olarak verilmistir (****p<0,0001).
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4.3.MEG3 Geninin Farkl Hiicre Hatlar1 ve insan Dokularinda ifade Seviyesi

Otuz cesit insan hiicre hatti ve 20 tane saglikli insan dokusu kullanilarak IncRNA
MEG3’iin gen ifade profili olusturulmustur. Caligmada kullanilan hem kanser hiicre
hatlar1 hem de normal hiicre hatlariyla beraber saglikli insan doku 6rnekleri sayesinde
MEG3 geninin g¢esitli kanserlerde normale gore diizensiz ifadeye sahip oldugu

bulunmustur.

MEGS3 geninin, kalp kemik iligi gibi dokularda ifadesi tamamen kaybolmusken, plasenta
beyin ve karaciger gibi dokularinda ifade diizeyi oldukca yiiksektir. Calismamizda
normalizasyon i¢in kullanacagimiz saglikli prostat dokuda ise ortalama bir ifade diizeyine
sahiptir. MEG3 geninin 20 farkli insan dokusundaki ifade seviyesi Sekil 4.6’da

gosterilmistir.
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Sekil 4.6. MEG3 geninin 20 farkli saglikli insan dokusundaki ifade seviyesi.
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Ayn1 zamanda 30 farkli kanser ve normal hiicre hatt1 kullanilarak qRT-PCR yontemiyle
yapilan ¢caligsmalar neticesinde MEG3 geninin ifade analizi gerceklestirilmistir (Sekil 4.7).
LncRNA MEG3’iin ifadesi bir¢ok kanser tiirlinde tamamen kaybolmus veya ¢ok diisiik
seviyededir., HGC-27 mide kanseri, HL-60 akut promiyelotik losemi, A-172
gliblosatoma, HCT-116 kolon kanseri, SK-BR-3 ve MDA-MB-231 meme kanser
hiicrelerinde MEG3 ifadesi yoktur. hFOB 1.19 normal osteoblast, \TERT-HME1 normal
meme, PNT1A normal prostat, BEAS-2B normal akciger, Nthy-ori 3-1 normal tiroid
hiicre hatlar1t MEG3 geninin en yiiksek ifadeye sahip oldugu hiicrelerdir.

LncRNA MEG3iin ifadesi, U-2 OS, OST-7 osteosarkom hiicrelerinde hFOB 1.19 normal
osteoblast hiicrelerine gore cok diisiik seviyededir. Benzer sekilde, hTERT-HMEI1
normal meme hiicresinde MEG3 gen ifadesi HCC-1500, MCF-7, SK-BR-3 ve MDA-MB-
231 meme kanser hiicre hatlarinda daha yiiksek seviyededir. Akciger kanser hiicre hatti
A549’da da aynm1 sekilde MEG3 ifadesi normal akciger hiicre hattt BEAS-2B’ye gore daha
diisiiktiir. Calismada kullandigimiz PC-3 ve DU 145 ile LNCap prostat kanser
hiicrelerinde de yine MEG3 ifadesi PNTIA normal prostat hiicresine gore diisiik

seviyededir.

Sonug olarak, 30 ¢esit insan normal ve kanser hiicre hattindaki gen ifade analizine gore

MEG3 geni ¢ok sayida kanserde ifade kaybina ugramistir.
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Sekil 4.7. MEG3 geninin cesitli kanser ve normal hiicre hatlarindaki ifade seviyesi.



MEG3 geninin ¢esitli saglikli insan dokularinda ve hiicre hatlarinda ifade seviyesini

Ozetleyen heat-map grafikleri DisplayR toolu kullanilarak olusturulmustur (Sekil 4.8)

(150).
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Sekil 4.8. LncRNA MEG3’iin ¢esitli hiicre hatlarinda ve saglikli insan dokularindaki

ifade seviyesini gosteren heat-map grafigi.
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4.4.RB1 Geninin Farkh Hiicre Hatlar1 ve insan Dokularinda ifade Seviyesi

Otuz cesit insan hiicre hatt1 ve 20 tane saglikli insan dokusu kullanilarak RB1 geninin
ifade profili olusturulmustur. Calismada kullanilan hem kanser hiicre hatlar1 hem de
normal hiicre hatlariyla beraber saglikli insan doku ornekleri sayesinde RB1 geninin

cesitli kanserlerde normale gore diizensiz ifadeye sahip oldugu bulunmustur.

RB1 geninin ¢alismada kullandigimiz saglikli insan dokularinin hepsinde farkli
diizeylerde olsa da belirgin bir gen ifadesine sahip oldugu goriilmiistiir. Karaciger ve fatal
karaciger dokularinda diger dokulara gore daha diisiik ifadeye sahipken, dalak plasenta
ve uterus dokularinda ise daha yiiksek ifade seviyesine sahiptir. RB1 geninin 20 farkl

insan dokusundaki ifade seviyesi Sekil 4.9°da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. RB1 geninin 20 farkli saglikli insan dokusundaki ifade seviyesi.
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RBI1 geninin cesitli saglikli insan dokularinda ifade seviyesini Ozetleyen heat-map

grafikleri DisplayR toolu kullanilarak olusturulmustur (Sekil 4.10) (150).
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Sekil 4.10. RB1 geninin saglikli insan dokularindaki ifade seviyesini gosteren heat-map

grafigi.

66



4.5.RB1 ve Hedef Genlerinin Prostat Kanserindeki ifade Analizleri

Calismada RB1’in hedef genleri olarak sec¢tigimiz 17 genin prostat kanserinde ifade
degisimine ugrayip ugramadigini belirlemek icin gen ifade analizlerini gerceklestirdik.
Prostat kanserindeki gen ifade seviyelerini belirlemek i¢in prostat kanser hiicre hatlari
olan PC-3 ve DU-145 kullanilmistir. Ayrica ticari olarak temin ettigimiz saglikli prostat
doku gen ifade analizinde kanser hiicre hatlarinin kontrolii olarak kullanilmistir. Gen
ifade diizeylerini belirlemek i¢in qRT-PCR yontemi kullanilmistir. Elde edilen verilerin
istatistiksel analizleri GraphPad Prism 6 programi kullanilarak hesaplanmistir. Tiim

genlerin ifade diizeylerine ait heat-map grafigi Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. RB1 hedef genlerinin heat-map grafigi.
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4.5.1. RB1 Geninin Prostat Kanserindeki ifade Seviyesi

RB1 geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek i¢in saglikli prostat doku ve
prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR ydntemi
gergeklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde RB1 geninin diizensiz ifadeye

sahip oldugu saptanmustir.

RB1 geninin, PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal prostat dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifade seviyesine sahip oldugu

bulunmustur (p degerleri, PC-3 i¢in p<0,0001, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. RB1 geninin normal prostat dokusu ve PC-3, DU-145 prostat kanser hiicre

hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (*#***p<0,0001).
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4.5.2. ABLI1 Geninin Prostat Kanserindeki ifade Seviyesi

ABLI geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek icin saglikli prostat doku
ve prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR y6ntemi
gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde ABL1 geninin diizensiz

ifadeye sahip oldugu saptanmistir.

ABLI geninin, PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal prostat dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifade seviyesine sahip oldugu

bulunmustur (p degerleri, PC-3 i¢in p<0,0001, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. ABL1 geninin normal prostat doku (NDP) ve PC-3, DU-145 prostat kanser

hiicre hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmigtir (*#***p<0,0001).
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4.5.3. ATF2 Geninin Prostat Kanserindeki ifade Seviyesi

ATF2 geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek i¢in saglikli prostat doku
ve prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR yontemi
gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde ATF2 geninin diizensiz

ifadeye sahip oldugu saptanmistir.

ATF2 geninin, PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal prostat dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifade seviyesine sahip oldugu

bulunmustur (p degerleri, PC-3 i¢in p<0,0001, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. ATF2 geninin normal prostat dokusu (NPD) ve PC-3, DU-145 prostat kanser

hiicre hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (***%p<0,0001).
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4.5.4. BAG1 Geninin Prostat Kanserindeki ifade Seviyesi

BAGTH geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek i¢in saglikli prostat doku
ve prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR yontemi
gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde BAGI1 geninin diizensiz

ifadeye sahip oldugu saptanmaistir.

BAGI1 geninin, PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal prostat dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifade seviyesine sahip oldugu

bulunmustur (p degerleri, PC-3 i¢in p<0,0001, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. BAG1 geninin normal prostat doku (NPD) ve PC-3, DU-145 prostat kanser

hiicre hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmigtir (*#**%p<0,0001).
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4.5.5. CASPS8 Geninin Prostat Kanserindeki ifade Seviyesi

CASPS geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek i¢in saglikli prostat doku
ve prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR ydntemi
gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde CASP8 geninin diizensiz

ifadeye sahip oldugu saptanmistir.

CASPS geninin, PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal prostat dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiliksek ifade seviyesine sahip oldugu
bulunmustur (p degerleri, PC-3 i¢in p<0,0001, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. CASP8 geninin normal prostat doku (NPD) ve PC-3, DU-145 prostat kanser

hiicre hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (***%p<0,0001).
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4.5.6. CDK2 Geninin Prostat Kanserindeki Ifade Seviyesi

CDK?2 geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek i¢in saglikli prostat doku
ve prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR yontemi
gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde CDK2 geninin diizensiz

ifadeye sahip oldugu saptanmistir.

CDK2 geninin, PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal prostat dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifade seviyesine sahip oldugu

bulunmustur (p degerleri, PC-3 i¢in p=0,0013, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. CDK2 geninin normal prostat doku (NPD) ve PC-3, DU-145 prostat kanser
hiicre hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama + SD olarak verilmistir (**p<0,01;

###%p<0,0001).
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4.5.7. CHEKI1 Geninin Prostat Kanserindeki Ifade Seviyesi

CHEKI1 geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek i¢in saglikli prostat doku
ve prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR yontemi
gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde CHEK1 geninin diizensiz

ifadeye sahip oldugu saptanmistir.

CHEKI1 geninin, PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal prostat dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek ifade seviyesine sahip oldugu
bulunmustur (p degerleri, PC-3 i¢in p<0,0001, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. CHEK 1 geninin normal prostat doku (NPD) ve PC-3, DU-145 prostat kanser

hiicre hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (3**%p<0,0001).
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4.5.8. E2F1 Geninin Prostat Kanserindeki ifade Seviyesi

E2F1 geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek icin saglikli prostat doku
ve prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR yontemi
gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde E2F1 geninin diizensiz

ifadeye sahip oldugu saptanmistir.

E2F1 geninin, PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal prostat dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek ifade seviyesine sahip oldugu
bulunmustur (p degerleri, PC-3 i¢in p<0,0001, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. E2F1 geninin normal prostat doku (NPD) ve PC-3, DU-145 prostat kanser

hiicre hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (#*%*p<0,0001).
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4.5.9. E2F2 Geninin Prostat Kanserindeki Ifade Seviyesi

E2F2 geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek icin saglikli prostat doku
ve prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR yontemi
gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde E2F2 geninin diizensiz

ifadeye sahip oldugu saptanmistir.

E2F2 geninin, PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal prostat dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifade seviyesine sahip oldugu

bulunmustur (p degerleri, PC-3 i¢in p<0,0001, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. E2F2 geninin normal prostat doku (NPD) ve PC-3, DU-145 prostat kanser

hiicre hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmigtir (*#**%p<0,0001).
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4.5.10. GRB2 Geninin Prostat Kanserindeki ifade Seviyesi

GRB2 geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek icin saglikli prostat doku
ve prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR yontemi
gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde GRB2 geninin diizensiz

ifadeye sahip oldugu saptanmaistir.

GRB?2 geninin, PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal prostat dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifade seviyesine sahip oldugu

bulunmustur (p degerleri, PC-3 i¢in p<0,0001, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. GRB2 geninin normal prostat doku (NPD) ve PC-3, DU-145 prostat kanser

hiicre hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmigtir (*#**%p<0,0001).
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4.5.11. JUN Geninin Prostat Kanserindeki ifade Seviyesi

JUN geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek i¢in saglikli prostat doku ve
prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR ydntemi
gergeklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde JUN geninin diizensiz ifadeye

sahip oldugu saptanmustir.

JUN geninin, PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal prostat dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifade seviyesine sahip oldugu

bulunmustur (p degerleri, PC-3 i¢in p<0,0001, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. JUN geninin normal prostat doku (NPD) ve PC-3, DU-145 prostat kanser

hiicre hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (***%p<0,0001).
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4.5.12. KAT2B Geninin Prostat Kanserindeki Ifade Seviyesi

KAT?2B geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek i¢in saglikli prostat doku
ve prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR yontemi
gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde KAT2B geninin diizensiz

ifadeye sahip oldugu saptanmaistir.

KAT?2B geninin, PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal prostat dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifade seviyesine sahip oldugu

bulunmustur (p degerleri, PC-3 i¢in p<0,0001, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. KAT2B geninin normal prostat doku (NPD) ve PC-3, DU-145 prostat kanser

hiicre hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmigtir (*#**%p<0,0001).
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4.5.13. MAPKS Geninin Prostat Kanserindeki ifade Seviyesi

MAPKS8 geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek i¢in saglikli prostat
doku ve prostat kanser hiicre hatlari olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR yontemi
gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde MAPKS8 geninin diizensiz

ifadeye sahip oldugu saptanmistir.

MAPKS geninin, PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal prostat dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifade seviyesine sahip oldugu

bulunmustur (p degerleri, PC-3 i¢in p<0,0001, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. MAPKS8 geninin normal prostat doku (NPD) ve PC-3, DU-145 prostat kanser

hiicre hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmigtir (*#**%p<0,0001).
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4.5.14. P53 Geninin Prostat Kanserindeki ifade Seviyesi

P53 geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek icin saglikli prostat doku ve
prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR ydntemi
gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde P53 geninin diizensiz ifadeye

sahip oldugu saptanmustir.

P53 geninin, PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal prostat dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifade seviyesine sahip oldugu

bulunmustur (p degerleri, PC-3 i¢in p<0,0001, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. P53 geninin normal prostat doku (NPD) ve PC-3, DU-145 prostat kanser hiicre

hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (**3%*p<0,0001).
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4.5.15. PRMT2 Geninin Prostat Kanserindeki Ifade Seviyesi

PRMT?2 geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek i¢in saglikli prostat doku
ve prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR yontemi
gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde PRMT2 geninin diizensiz

ifadeye sahip oldugu saptanmaistir.

PRMT?2 geninin, PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal prostat dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifade seviyesine sahip oldugu

bulunmustur (p degerleri, PC-3 i¢in p<0,0001, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. PRMT?2 geninin normal prostat doku (NPD) ve PC-3, DU-145 prostat kanser

hiicre hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmigtir (*#**%p<0,0001).
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4.5.16. RAF1 Geninin Prostat Kanserindeki ifade Seviyesi

RAF]1 geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek i¢in saglikli prostat doku
ve prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR yontemi
gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde RAF1 geninin diizensiz

ifadeye sahip oldugu saptanmaistir.

RAF1 geninin, PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal prostat dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifade seviyesine sahip oldugu

bulunmustur (p degerleri, PC-3 i¢in p<0,0001, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. RAF1 geninin normal prostat doku (NPD) ve PC-3, DU-145 prostat kanser

hiicre hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmigtir (*#**%p<0,0001).
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4.5.17. SP1 Geninin Prostat Kanserindeki ifade Seviyesi

SP1 geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek i¢in saglikli prostat doku ve
prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR ydntemi
gergeklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde SP1 geninin diizensiz ifadeye

sahip oldugu saptanmustir.

SP1 geninin, PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal prostat dokuya
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifade seviyesine sahip oldugu

bulunmustur (p degerleri, PC-3 i¢in p<0,0001, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. SP1 geninin normal prostat doku (NPD) ve PC-3, DU-145 prostat kanser hiicre

hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (****p<0,0001).
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4.5.18. TFDP1 Geninin Prostat Kanserindeki Ifade Seviyesi

TFDP1 geninin prostat kanserindeki ifade seviyesini belirlemek i¢in saglikli prostat doku
ve prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3 ve DU-145 kullanilarak qRT-PCR yontemi
gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde prostat kanserinde TFDP1 geninin diizensiz

ifadeye sahip oldugu saptanmistir.

TFDP1 geninin ifade seviyesinin PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicre hatlarinda, normal
prostat dokuya kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi bulunmustur (p
degerleri, PC-3 i¢in p=0,0053, DU-145 i¢in p<0,0001) (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. TFDP1 geninin normal prostat doku (NPD) ve PC-3, DU-145 prostat kanser
hiicre hatlarinda ifade seviyesi. Veriler ortalama + SD olarak verilmistir (**p<0,01;

##5%p<0,0001).
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4.6. MEG3 ve MEG3b Plazmid Transfeksiyonu

LncRNA MEG3’iin ifade diizeyinin prostat kanser hiicrelerindeki etkisini arastirmak i¢in,
PC-3 ve DU 145 hiicre hatlarina plazmid transfeksiyonu gerceklestirilmistir. Prostat
kanser hiicrelerine MEG3 plazmidi ile birlikte MEG3 izoformu olan MEG3b plazmidi de
transfekte edilerek MEG3 geninin ifade seviyesi arttirilmistir. MEG3 ve MEG3b genleri
farkl birer ekzon igermektedir. Bu nedenle MEG3b’nin farkli iki ve ii¢ boyutlu katlanma
motifleri nedeniyle prostat kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve migrasyonundaki etkisi

arastirildi.

Ayn1 zamanda MEG3b ifade artisinin RB1 ve onun hedef genlerinin ifadeleri tizerindeki
etkisi de arastirildi. Calismamizda MEG3 geninin kontrolii olarak MEG3-del5 plazmidi
kullanilmistir. MEG3-del5, MEG3 geninin ilk 450 bazlik kismin1 igermeyip geri kalan
dizisini igeren plazmidtir. Bos plazmid ise hem MEG3 hem de MEG3b ifade kiyaslamasi

i¢in prostat kanser hiicrelerine transfekte edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore PC-3 prostat kanser hiicrelerinde MEG3 gen ifadesi bos
plazmide kiyasla anlaml1 bir sekilde artmistir (p<0,0001). Ayni sekilde MEG3 ifadesi,
MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla anlamli bir sekilde artmistir (p<0,0001).
MEG?3 geninin ifade seviyesinin MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde bos plazmid verilen

hiicrelere gore anlamli bir sekilde arttig1 bulunmustur (p<0,0001).

MEG3 geninin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi verilen hiicrelere
kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde diisiik ifadeye sahip oldugu tespit edilmistir
(p=0,0020). Sonug olarak IncRNA MEG3, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonu
gerceklestirilen hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde asir1 ifadelenmistir

(Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonu
sonrast MEG3 ifade degisimi. Kontrol; Uygulama yapilmamis, bos plazmid; MEG3
genini icermeyen bos plazmid, MEG3-del5; MEG3 geninin ilk 450 bazlik bolgesinin
delesyona ugramis halini igeren plazmid, MEG3; MEG3 genini i¢eren plazmid, MEG3b;
MEG3 izoformu olan MEG3b genini i¢eren plazmid.

Elde edilen sonuglara gore DU 145 prostat kanser hiicrelerinde MEG3 gen ifadesi bos
plazmide kiyasla anlamli bir sekilde artmistir (p<0,0001). Ayni sekilde MEG3 ifadesi,
MEG?3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla anlamli bir sekilde artmistir (p<0,0001).
MEG3 geninin ifade seviyesinin MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde bos plazmid verilen
hiicrelere gore anlamli bir sekilde arttigi bulunmustur (p<0,0001). MEG3 geninin,
MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi verilen hiicrelere kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifadeye sahip oldugu tespit edilmistir
(p=0,0158). Sonug olarak IncRNA MEG3, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonu
gerceklestirilen hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde asir1 ifadelenmistir

(Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonu
sonrast MEG3 ifade degisimi. Kontrol; Uygulama yapilmamis, bos plazmid; MEG3
genini igermeyen bos plazmid, MEG3-del5; MEG3 geninin ilk 450 bazlik bdlgesinin
delesyona ugramis halini igeren plazmid, MEG3; MEG3 genini i¢eren plazmid, MEG3b;
MEG3 izoformu olan MEG3b genini i¢eren plazmid.

PC-3 prostat kanser hiicre hattina, bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
transfeksiyonunun PC-3 hiicre morfolojisi iizerindeki etkileri 0, 24, 48 ve 72 saat boyunca
gorlintiilenmistir. Elde edilen morfolojik goriintiiler Sekil 4.32°de verilmistir. MEG3 ve
MEG?3Db ile transfekte edilen hiicre gruplarinda kontrol ve bos plazmidle transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla hiicre morfolojisi transfeksiyondan sonraki 24 saat
icerisinde de8ismeye baslamistir. MEG3-del5 ile transfekte edilen hiicre grubunda
kontrol ve bos plazmidle transfekte edilmis deney gruplarina kiyasla hiicre morfolojisinde
yok denecek kadar az degisim olmustur. MEG3 ve MEG3b ile transfekte edilen hiicre

morfolojisi 24-48 saat arasinda en fazla degisime ugramstir.
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Sekil 4.32. PC-3 prostat kanser hiicre hattina, bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve

MEG?3b transfeksiyonunun PC-3 hiicre morfolojisi tizerindeki etkisi.

DU-145 prostat kanser hiicre hattina, bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
transfeksiyonunun DU-145 hiicre morfolojisi lizerindeki etkileri 0, 24, 48 ve 72 saat
boyunca goriintiilenmistir. Elde edilen morfolojik goriintiiler Sekil 4.33’de verilmistir.
MEG3 ve MEG3b ile transfekte edilen hiicre gruplarinda kontrol ve bos plazmidle
transfekte edilmis deney gruplarina kiyasla hiicre morfolojisi transfeksiyondan sonraki
24 saat icerisinde degigsmeye baglamistir. MEG3-del5 ile transfekte edilen hiicre grubunda
kontrol ve bos plazmidle transfekte edilmis deney gruplarima kiyasla  hiicre
morfolojisinde yok denecek kadar az degisim olmustur. MEG3 ve MEG3b ile transfekte

edilen hiicre morfolojisi 48-72 saat arasinda en fazla degisime ugramistir.
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Sekil 4.33. DU 145 prostat kanser hiicre hattina, bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve
MEG3b transfeksiyonunun DU 145 hiicre morfolojisi tizerindeki etkisi.

Calismamizin geri kalan kisminda, MEG3 ifadesi artirilmis hiicrelerdeki RB1 ve 17 hedef
geninin ifade seviyeleriyle kontrol plazmid verilen hiicrelerdeki ifade seviyeleri
arasindaki farkliliklar incelenmistir. Buna gore artmig MEG3 ifadesinin hangi genlerin
ifadesi lizerinde etkisi olup olmadigr incelenmistir. Bununla birlikte, artmig MEG3 ve
MEG?3b ifadesinin prostat kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve migrasyonu iizerindeki etkisi

de arastirilmastir.
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4.7. PC-3 Hiicre Hattina Plazmid Transfeksiyonu Sonras1 RB1 ve Hedef

Genlerinin Gen ifade Analizi
4,7.1. RB1

PC-3 prostat kanser hiicrelerine MEG3 ve MEG3b plazmidleri uygun kosullarda
transfekte edilerek her iki geninin de asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha sonra, artan
MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin RB1 gen ifade diizeyi lizerindeki etkisi arastirilmistir.
Elde edilen sonuclara gére PC-3 prostat kanser hiicrelerinde RB1 gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde artmistir
(p<0,0001). Ayni sekilde RB1 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde artmistir (p<0,0001).
RB1 geninin ifade seviyesinin MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde bos plazmid verilen
hiicrelere gore arttigi bulunmustur. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir.
RB1 geninin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi verilen hiicrelere
kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde diisiik ifadeye sahip oldugu tespit edilmistir
(p<0,0001). Sonug olarak RB1 geninin ifade seviyesi, MEG3 plazmid transfeksiyonu
gerceklestirlen hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (Sekil 4.34).
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Goreceli RB1 ifade diizeyi

Sekil 4.34. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlari sonrasit RB1 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama + SD olarak

verilmigtir (**#*p<0,001).
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4.7.2. ABL1

Prostat kanser hiicresi olan PC-3 hiicrelerinde MEG3 ve onun izoformu olan MEG3b
genlerinin ifadeleri plazmid transfeksiyonu araciliiyla arttirilmig ve artan MEG3 ve
MEG3b ifade seviyesinin ABL1 gen ifade diizeyi lizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore PC-3 prostat kanser hiicrelerinde ABL1 gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde azalmistir
(p<0,0001). Ayni sekilde ABL1 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,0001).
ABLI geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde de bos plazmid
verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde azaldig1 bulunmustur (p<0,0001). Ancak ABL1
geninin ifade diizeyi, MEG3 ve MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde herhangi bir farklilik
gostermemistir. Sonug olarak ABL1 geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonu gergeklestirilen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde azalmistir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlar1 sonrast ABL1 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama + SD

olarak verilmistir (***p<0,001).
92



4.7.3. ATF2

MEG3 ve MEG3b plazmidleri, PC-3 prostat kanser hiicrelerine uygun kosullarda
transfekte edilerek MEG3 ve MEG3b genlerinin asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha
sonra, artan MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin ATF2 gen ifade diizeyi lizerindeki etkisi
arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gére PC-3 prostat kanser hiicrelerinde ATF2 gen
ifadesi, MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla istatiksel
olarak anlamli bir farklilik gdstermemistir. Ayn1 sekilde ATF2 ifadesi, hem MEG3-del5
transfekte edilen hiicrelerde hem de MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde ayni
seviyededir. ATF2 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde bos
plazmid verilen hiicrelere gore azaldig bulunmustur (p=0,0005). ATF2 geninin, MEG3b
plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi verilen hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde diisiik ifadeye sahip oldugu tespit edilmistir (p=0,0014). Sonu¢ olarak
ABLI geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonu gergeklestirilen
hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir degisim

gostermemistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlar1 sonrast ATF2 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama + SD

olarak verilmistir (**p<0,01; ***p<0,001).
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4.7.4. BAGI1

Prostat kanser hiicresi olan PC-3 hiicrelerinde MEG3 ve onun izoformu olan MEG3b
genlerinin ifadeleri plazmid transfeksiyonu araciliiyla arttirilmig ve artan MEG3 ve
MEG3b ifade seviyesinin BAGI1 gen ifade diizeyi iizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore PC-3 prostat kanser hiicrelerinde BAGI1 gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde artmistir
(p=0,0297). Benzer sekilde, MEG3-del5 plazmidi transfekte edilen hiicrelere gore MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerdeki BAG1 ifade seviyesindeki artis istatistiksel olarak
anlamlhidir (p=0,0066). MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde bos plazmid verilen hiicrelere
gore BAGI1 geninin ifadesi artmistir ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir.
Ayrica BAG1 geni, hem MEG3 hem de MEG3b plazmidi transfekte edilen hiicrelerde
benzer ifade seviyesine sahiptir. Sonu¢ olarak BAGI geninin ifade seviyesi, farkli
plazmid transfeksiyonlar1 gergeklestirilen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore

istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermemistir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlar1 sonrast BAG1 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama + SD

olarak verilmistir (*p<0,05; **p<0,01).

94



4.7.5. CASPS8

PC-3 prostat kanser hiicrelerine MEG3 ve MEG3b plazmidleri uygun kosullarda
transfekte edilerek her iki geninin de asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha sonra, artan
MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin CASP8 gen ifade diizeyi iizerindeki etkisi
arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore PC-3 prostat kanser hiicrelerinde CASP8 gen
ifadesi, MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir
sekilde artmistir (p<0,0001). Ayn1 sekilde CASPS ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen
hiicrelere kiyasla MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde
artmistir (p<0,0001). CASP8 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen
hiicrelerde bos plazmid verilen hiicrelere gore azalmasi istatistiksel olarak anlamlidir
(p=0,0116). Ayrica CASP8 geninin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi
verilen hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifadeye sahip
oldugu tespit edilmistir (p<<0,0001). Sonug olarak CASP8 geninin ifade seviyesi, MEG3
plazmid transfeksiyonu gerceklestirilen hiicrelerde hem bos plazmid hem de MEG3-del5
plazmidi transfekte edilen hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir

(Sekil 4.38).

Goreceli CASPS ifade diizeyi

Sekil 4.38. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlar1 sonras1 CASP8 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama + SD
olarak verilmistir (*p<0,05; ***p<0,001).
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4.7.6. CDK2

Prostat kanser hiicresi olan PC-3 hiicrelerinde MEG3 ve onun izoformu olan MEG3b
genlerinin ifadeleri plazmid transfeksiyonu araciligiyla arttirilmis ve artan MEG3 ve
MEG3b ifade seviyesinin CDK2 gen ifade diizeyi iizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore PC-3 prostat kanser hiicrelerinde CDK2 gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde artmigtir
(p<0,0001). Ayni sekilde CDK2 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde artmistir (p<0,0001).
Ayrica CDK2 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde de bos
plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde arttigi bulunmustur (p<0,0001). CDK2
geninin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi verilen hiicrelere gore
azalmasi istatistiksel olarak anlamhidir (p=0,0030). Sonu¢ olarak CDK2 geninin ifade
seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar1 gergeklestirilen hiicrelerde kontrol
grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (Sekil 4.39).
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Sekil 4.39. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlar1 sonrast CDK2 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama =+ SD
olarak verilmistir (**p<0,01; ***p<0,001).
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4.7.7. CHEK1

MEG3 ve MEG3b plazmidleri, PC-3 prostat kanser hiicrelerine uygun kosullarda
transfekte edilerek MEG3 ve MEG3b genlerinin asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha
sonra, artan MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin CHEK1 gen ifade diizeyi iizerindeki
etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore PC-3 prostat kanser hiicrelerinde CHEK 1
gen ifadesi, MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla istatiksel
olarak anlamli bir farklilik gostermemistir. Ancak CHEKI1 ifadesi seviyesinin, MEG3-
del5 transfekte edilen hiicrelere gore MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde
azalmasi istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,0041). Bununla birlikte CHEK1 geninin
ifade seviyesinin MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde bos plazmid verilen hiicrelere gore
anlamli bir sekilde azaldigi bulunmustur (p=0,0003). Ayrica CHEK1 geninin, MEG3b
plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi verilen hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde diisiik ifadeye sahip oldugu tespit edilmistir (p=0,0004). Sonu¢ olarak
CHEKI1 geninin ifade seviyesi, MEG3b plazmid transfeksiyonu gergeklestirilen
hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir

(Sekil 4.40).

< 1.5-
[+}]
N ek
=]
.U ik
@ —— ——
E 1.0- B
<
|
T
O 0.5-
)
Q
g
He)
O 0.0 T T
» O ) N 0
(8)
& & ¥ &
\j &
<i,’c:a"" I\

Sekil 4.40. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlar1 sonrasi CHEK1 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama + SD
olarak verilmistir (**p<0,01; ***p<0,001).
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4.7.8. E2F1

PC-3 prostat kanser hiicrelerine MEG3 ve MEG3b plazmidleri uygun kosullarda
transfekte edilerek her iki geninin de asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha sonra, artan
MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin E2F1 gen ifade diizeyi iizerindeki etkisi
arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gére PC-3 prostat kanser hiicrelerinde E2F1 gen
ifadesi, MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir
sekilde artmistir (p<0,0001). Ayni sekilde E2F1 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen
hiicrelere kiyasla MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde
artmistir (p=0,0002). Bununla birlikte E2F1 geninin ifade seviyesinin MEG3b plazmidi
verilen hiicrelerde bos plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde artti1
bulunmustur (p<0,0001). Ayrica E2F1 geninin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde
MEG3 plazmidi verilen hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik
ifadeye sahip oldugu tespit edilmistir (p=0,0002). Sonu¢ olarak E2F1 geninin ifade
seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar1 gerceklestirilen hiicrelerde kontrol
grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmustir (Sekil 4.41).
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Sekil 4.41. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlar1 sonrast E2F1 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama =+ SD

olarak verilmistir (***p<0,001).
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4.7.9. E2F2

Prostat kanser hiicresi olan PC-3 hiicrelerinde MEG3 ve onun izoformu olan MEG3b
genlerinin ifadeleri plazmid transfeksiyonu araciligiyla arttirilmis ve artan MEG3 ve
MEG3b ifade seviyesinin E2F2 gen ifade diizeyi lizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore PC-3 prostat kanser hiicrelerinde E2F2 gen ifadesi, MEG3 plazmidi
transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde artmistir (p<0,0001).
Ayni sekilde E2F2 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde artmistir (p<0,0001). Ayrica
E2F2 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde de bos plazmid
verilen hiicrelere gére anlamli bir sekilde arttigi bulunmustur (p<0,0001). Ancak E2F2
geninin ifade diizeyinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi verilen
hiicrelere gore azalmas: istatistiksel olarak anlamli degildir. Sonug olarak E2F2 geninin
ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar1 ger¢eklestirilen hiicrelerde
kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.42. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlar1 sonrasi E2F2 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama + SD
olarak verilmistir (***p<0,001).
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4.7.10. GRB2

MEG3 ve MEG3b plazmidleri, PC-3 prostat kanser hiicrelerine uygun kosullarda
transfekte edilerek MEG3 ve MEG3b genlerinin asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha
sonra, artan MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin GRB2 gen ifade diizeyi lizerindeki etkisi
arastiritlmistir. Elde edilen sonuglara gére PC-3 prostat kanser hiicrelerinde GRB2 gen
ifadesi, MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir
sekilde azalmistir (p=0,0059). Ayni sekilde GRB?2 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen
hiicrelere kiyasla MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde
azalmistir (p=0,0077). Ayrica GRB2 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen
hiicrelerde de bos plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde azaldig1 bulunmustur
(p<0,0001). GRB2 geninin ifade diizeyinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3
plazmidi verilen hiicrelere gore azalis1 istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,0389). Sonug
olarak GRB2 geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar
gerceklestirilen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde artmistir (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlar1 sonrast GRB2 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama + SD
olarak verilmistir (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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4.7.11. JUN

PC-3 prostat kanser hiicrelerine MEG3 ve MEG3b plazmidleri uygun kosullarda
transfekte edilerek her iki geninin de asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha sonra, artan
MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin JUN gen ifade diizeyi lizerindeki etkisi arastirilmistir.
Elde edilen sonuglara gére PC-3 prostat kanser hiicrelerinde JUN gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde artmigtir
(p<0,0001). Ayni sekilde JUN ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde artmistir (p<0,0001).
Ancak JUN geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde bos plazmid
verilen hiicrelere gore azalmasi istatistiksel olarak anlamli degildir. Ayrica JUN geninin,
MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi verilen hiicrelere kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifadeye sahip oldugu tespit edilmistir
(p<0,0001). Sonug olarak JUN geninin ifade seviyesi, MEG3 plazmid transfeksiyonu
gerceklestirilen hiicrelerde hem bos plazmid hem de MEG3-del5 plazmidi transfekte

edilen hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (Sekil 4.44).
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Sekil 4.44. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlari sonras1 JUN geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama + SD olarak

verilmistir (*+*%p<0,001).
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4.7.12. KAT2B

Prostat kanser hiicresi olan PC-3 hiicrelerinde MEG3 ve onun izoformu olan MEG3b
genlerinin ifadeleri plazmid transfeksiyonu araciliiyla arttirilmig ve artan MEG3 ve
MEG3b ifade seviyesinin KAT2B gen ifade diizeyi iizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gére PC-3 prostat kanser hiicrelerinde KAT2B gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde artmistir
(p<0,0001). Ayni sekilde KAT2B ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde artmistir (p<0,0001).
Bununla birlikte KAT2B geninin ifade seviyesinin MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde
bos plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde arttigr bulunmustur (p<0,0001).
Ayrica KAT2B geninin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi verilen
hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek ifadeye sahip oldugu tespit
edilmistir (p=0,0042). Sonug olarak KAT2B geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 gerceklestirilen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (Sekil 4.45).
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Sekil 4.45. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlar1 sonrast KAT2B geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama + SD

olarak verilmistir (**p<0,01; **%p<0,001).
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4.7.13. MAPKS8

MEG3 ve MEG3b plazmidleri, PC-3 prostat kanser hiicrelerine uygun kosullarda
transfekte edilerek MEG3 ve MEG3b genlerinin asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha
sonra, artan MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin MAPKS gen ifade diizeyi iizerindeki
etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore PC-3 prostat kanser hiicrelerinde MAPKS
gen ifadesi, MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli
bir sekilde artmistir (p=0,0004). Ayni sekilde MAPKS ifadesi, MEG3-del5 transfekte
edilen hiicrelere kiyasla MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde
artmistir (p=0,0278). Ayrica MAPKS geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen
hiicrelerde de bos plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde arttigi bulunmustur
(p=0,0003). Ancak MAPKS geninin ifade diizeyinin, MEG3Db plazmidi verilen hiicrelerde
MEG3 plazmidi verilen hiicrelere gore artis1 istatistiksel olarak anlamli degildir. Sonug
olarak MAPKS8 geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar
gercgeklestirilen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde artmistir (Sekil 4.46).
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Sekil 4.46. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlar1 sonrast MAPKS geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama + SD

olarak verilmistir (*p<0,05; ***p<0,001).
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4.7.14. P53

PC-3 prostat kanser hiicrelerine MEG3 ve MEG3b plazmidleri uygun kosullarda
transfekte edilerek her iki geninin de asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha sonra, artan
MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin P53 gen ifade diizeyi iizerindeki etkisi arastirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore PC-3 prostat kanser hiicrelerinde P53 gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde artmistir
(p<0,0001). Ayn sekilde P53 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde artmistir (p<0,0001).
Ayrica P53 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde de bos plazmid
verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde arttigi bulunmustur (p<0,0001). Ancak P53
geninin ifade diizeyinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi verilen
hiicrelere gore artis1 istatistiksel olarak anlamli degildir. Sonug olarak P53 geninin ifade
seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar1 gergeklestirilen hiicrelerde kontrol
grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (Sekil 4.47).
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Sekil 4.47. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlari sonrasi1 P53 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama + SD olarak
verilmistir (*+*%p<0,001).
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4.7.15. PRMT2

Prostat kanser hiicresi olan PC-3 hiicrelerinde MEG3 ve onun izoformu olan MEG3b
genlerinin ifadeleri plazmid transfeksiyonu araciligiyla arttirilmis ve artan MEG3 ve
MEG3b ifade seviyesinin PRMT?2 gen ifade diizeyi iizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gére PC-3 prostat kanser hiicrelerinde PRMT2 gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde azalmistir
(p=0,0112). Ayni sekilde PRMT?2 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde azalmistir (p=0,0226).
Ayrica PRMT2 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde de bos
plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde azaldigi bulunmustur (p=0,0002).
Ancak PRMT?2 geninin ifade diizeyinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3
plazmidi verilen hiicrelere gore azalisi istatistiksel olarak anlamli degildir. Sonug olarak
PRMT?2 geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar
gerceklestirilen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde azalmistir (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlar1 sonrast PRMT2 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama + SD
olarak verilmistir ( ***p<0,001).
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4.7.16. RAF1

MEG3 ve MEG3b plazmidleri, PC-3 prostat kanser hiicrelerine uygun kosullarda
transfekte edilerek MEG3 ve MEG3b genlerinin asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha
sonra, artan MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin RAF1 gen ifade diizeyi lizerindeki etkisi
arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gére PC-3 prostat kanser hiicrelerinde RAF1 gen
ifadesi, MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir
sekilde artmistir (p=0,0156). Ayn sekilde RAF1 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen
hiicrelere kiyasla MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde
artmistir (p=0,0018). Ayrica RAF1 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen
hiicrelerde de bos plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde arttigi bulunmustur
(p=0,0021). Ancak RAF1 geninin ifade diizeyinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde
MEG3 plazmidi verilen hiicrelere gore artis1 istatistiksel olarak anlamli degildir. Sonug
olarak RAF1 geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar
gerceklestirilen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde artmistir (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlar1 sonrast RAF1 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama + SD
olarak verilmistir (*p<0,05; **p<0,01).
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4.7.17. SP1

PC-3 prostat kanser hiicrelerine MEG3 ve MEG3b plazmidleri uygun kosullarda
transfekte edilerek her iki geninin de asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha sonra, artan
MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin SP1 gen ifade diizeyi lizerindeki etkisi arastirilmistir.
Elde edilen sonuclara gére PC-3 prostat kanser hiicrelerinde SP1 gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde artmistir
(p=0,0405). Aym sekilde SP1 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEGS3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde artmistir (p=0,0282).
Ancak, SP1 geninin ifade seviyesi MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde bos plazmid
verilen hiicrelere gore anlamli bir degisim gostermemistir. Benzer sekilde, MEG3
transfekte edilen hiicrelere géore MEG3b plazmidi transfekte edilen hiicrelerdeki SP1
ifade diizeyindeki azalis istatistiksel olarak anlamli degildir. Sonug olarak SP1 geninin
ifade seviyesi, MEG3 plazmid transfeksiyonu gerceklestirilen hiicrelerde kontrol grubu

hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (Sekil 4.50).
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Sekil 4.50. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlar1 sonras1 SP1 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama + SD olarak
verilmistir (*#p<0,05).
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4.7.18. TFDP1

Prostat kanser hiicresi olan PC-3 hiicrelerinde MEG3 ve onun izoformu olan MEG3b
genlerinin ifadeleri plazmid transfeksiyonu araciliiyla arttirilmig ve artan MEG3 ve
MEG?3b ifade seviyesinin TFDP1 gen ifade diizeyi iizerindeki etkisi aragtirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore PC-3 prostat kanser hiicrelerinde TFDP1 gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde artmistir
(p<0,0001). Ayni sekilde TFDP1 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde artmistir (p<0,0001).
Bununla birlikte TFDP1 geninin ifade seviyesinin MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde
bos plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde arttigi bulunmustur (p<0,0001).
Ancak TFDP1 geninin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi verilen
hiicrelere kiyasla azalan ifadesi anlamli degildir. Sonu¢ olarak TFDP1 geninin ifade
seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar1 gergeklestirilen hiicrelerde kontrol
grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (Sekil 4.51).
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Sekil 4.51. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlar1 sonrast TFDP1 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama =+ SD
olarak verilmistir (***p<0,001).
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4.8. DU 145 Hiicre Hattina Plazmid Transfeksiyonu Sonrasi1 RB1 ve Hedef

Genlerinin ifade Analizi
4.8.1. RB1

MEG3 ve MEG3b plazmidleri, DU 145 prostat kanser hiicrelerine uygun kosullarda
transfekte edilerek MEG3 ve MEG3b genlerinin asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha
sonra, artan MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin RB1 gen ifade diizeyi iizerindeki etkisi
arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore DU 145 prostat kanser hiicrelerinde RB1 gen
ifadesi, MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir
sekilde artmistir (p<0,0001). Ayn1 sekilde RB1 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen
hiicrelere kiyasla MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde
artmustir (p<0,0001). Bununla birlikte RB1 geninin ifade seviyesinin MEG3b plazmidi
verilen hiicrelerde bos plazmid verilen hiicrelere gére anlamli bir sekilde arttig1
bulunmustur (p=0,0058). Ayrica RB1 geninin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde
MEG3 plazmidi verilen hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik
ifadeye sahip oldugu tespit edilmistir (p=0,0033). Sonu¢ olarak RB1 geninin ifade
seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar1 gergeklestirilen hiicrelerde kontrol
grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (Sekil 4.52).
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Sekil 4.52. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar: sonras1t RB1 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama =+

SD olarak verilmistir (*#p<0,01; **%p<0,001).
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4.8.2. ABL1

DU 145 prostat kanser hiicrelerine MEG3 ve MEG3b plazmidleri uygun kosullarda
transfekte edilerek her iki geninin de asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha sonra, artan
MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin SP1 gen ifade diizeyi lizerindeki etkisi arastirilmastir.
Elde edilen sonuglara gére PC-3 prostat kanser hiicrelerinde ABL1 gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde azalmistir
(p<0,0001). Ayn sekilde ABL1 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,0001).
Ayrica ABL1 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde de bos
plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde azaldigr bulunmustur (p<0,0001).
Ancak ABLI geninin ifade diizeyinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3
plazmidi verilen hiicrelere gore azalisi istatistiksel olarak anlamli degildir. Sonug olarak
ABL1 geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar
gerceklestirilen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde azalmistir (Sekil 4.53).
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Sekil 4.53. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 sonrast ABL1 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama

+ SD olarak verilmistir (***p<0,001).

110



4.8.3. ATF2

Prostat kanser hiicresi olan DU 145 hiicrelerinde MEG3 ve onun izoformu olan MEG3b
genlerinin ifadeleri plazmid transfeksiyonu araciliiyla arttirilmig ve artan MEG3 ve
MEG?3b ifade seviyesinin ATF2 gen ifade diizeyi tizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde
edilen sonuclara gére DU 145 prostat kanser hiicrelerinde ATF2 gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde artmistir
(p<0,0001). Ayni sekilde ATF2 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde artmistir (p<0,0001).
Ayrica ATF2 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde de bos
plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde arttig1r bulunmustur (p<0,0001). Ancak
ATF2 geninin ifade diizeyinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi
verilen hiicrelere gore artis1 istatistiksel olarak anlamli degildir. Sonug olarak ATF2
geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar1 gerceklestirilen
hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir

(Sekil 4.54).
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Sekil 4.54. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 sonrast ATF2 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama

+ SD olarak verilmistir (***p<0,001).
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4.8.4. BAGI1

MEG3 ve MEG3b plazmidleri, DU 145 prostat kanser hiicrelerine uygun kosullarda
transfekte edilerek MEG3 ve MEG3b genlerinin asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha
sonra, artan MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin BAG1 gen ifade diizeyi lizerindeki etkisi
arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore DU 145 prostat kanser hiicrelerinde BAG1 gen
ifadesi, MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla artmustir.
Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir. Benzer sekilde, MEG3-del5 plazmidi
transfekte edilen hiicrelere gore MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerdeki BAG1
ifade seviyesindeki artis istatistiksel olarak anlamli degildir. MEG3b plazmidi verilen
hiicrelerde bos plazmid verilen hiicrelere gore BAG1 geninin ifadesi artmistir ancak bu
artig istatistiksel olarak anlamli degildir. Ayrica BAG1 geni, hem MEG3 hem de MEG3b
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde benzer ifade seviyesine sahiptir. Sonu¢ olarak
BAGTH geninin ifade seviyesi, farkli plazmid transfeksiyonlar1 gerceklestirilen hiicrelerde
kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermemistir (Sekil

4.55).
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Sekil 4.55. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 sonrast BAGI1 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama

+ SD olarak verilmistir.
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4.8.5. CASPS8

DU 145 prostat kanser hiicrelerine MEG3 ve MEG3b plazmidleri uygun kosullarda
transfekte edilerek her iki geninin de asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha sonra, artan
MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin CASP8 gen ifade diizeyi iizerindeki etkisi
arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gére DU 145 prostat kanser hiicrelerinde CASP8 gen
ifadesi, MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir
sekilde artmistir (p=0,0005). Ayn1 sekilde CASPS ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen
hiicrelere kiyasla MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde
artmistir (p<<0,0001). Ancak CASPS8 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen
hiicrelerde bos plazmid verilen hiicrelere gore azalmasi istatistiksel olarak anlamli
degildir. Ayrica CASP8 geninin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi
verilen hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik ifadeye sahip
oldugu tespit edilmistir (p=0,0002). Sonug olarak CASPS8 geninin ifade seviyesi, MEG3
plazmid transfeksiyonu gerceklestirilen hiicrelerde hem bos plazmid hem de MEG3-del5
plazmidi transfekte edilen hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmigtir

(Sekil 4.56).
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Sekil 4.56. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar: sonras1t CASP8 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama

+ SD olarak verilmistir (***p<0,001).
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4.8.6. CDK2

Prostat kanser hiicresi olan DU 145 hiicrelerinde MEG3 ve onun izoformu olan MEG3b
genlerinin ifadeleri plazmid transfeksiyonu araciligiyla arttirilmis ve artan MEG3 ve
MEG3b ifade seviyesinin CDK2 gen ifade diizeyi iizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gére DU 145 prostat kanser hiicrelerinde CDK2 gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde artmistir
(p<0,0001). Ayni sekilde CDK2 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde artmistir (p<0,0001).
Bununla birlikte CDK2 geninin ifade seviyesinin MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde bos
plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde arttigi bulunmustur (p<0,0001). Ayrica
CDK2 geninin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi verilen hiicrelere
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek ifadeye sahip oldugu tespit
edilmistir (p=0,0001). Sonug olarak CDK2 geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 gerceklestirilen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (Sekil 4.57).

w
1

N
1

—
1

Goreceli CDK2 ifade dizeyi

o

Sekil 4.57. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 sonras1t CDK2 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama

+ SD olarak verilmistir (*+**p<0,001).
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4.8.7. CHEK1

MEG3 ve MEG3b plazmidleri, DU 145 prostat kanser hiicrelerine uygun kosullarda
transfekte edilerek MEG3 ve MEG3b genlerinin asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha
sonra, artan MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin CHEK1 gen ifade diizeyi iizerindeki
etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore DU 145 prostat kanser hiicrelerinde
CHEKI1 gen ifadesi, MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla
anlaml bir sekilde artmistir (p<0,0001). Aym sekilde CHEKI ifadesi, MEG3-del5
transfekte edilen hiicrelere kiyasla MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli
bir sekilde artmistir (p<0,0001). Ayrica CHEK1 geninin ifade seviyesinin, MEG3b
plazmidi verilen hiicrelerde de bos plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde
arttigi bulunmustur (p<0,0001). Ancak CHEKI1 geninin ifade diizeyinin, MEG3b
plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi verilen hiicrelere gore azalisi istatistiksel
olarak anlamli degildir. Sonug olarak CHEK1 geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 gerceklestirilen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (Sekil 4.58).
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Sekil 4.58. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 sonrast CHEK1 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama

+ SD olarak verilmistir (*#**p<0,001).
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4.8.8. E2F1

DU 145 prostat kanser hiicrelerine MEG3 ve MEG3b plazmidleri uygun kosullarda
transfekte edilerek her iki geninin de asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha sonra, artan
MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin E2F1 gen ifade diizeyi iizerindeki etkisi
arastiritlmistir. Elde edilen sonuglara gére DU 145 prostat kanser hiicrelerinde E2F1 gen
ifadesi, MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir
sekilde artmistir (p<0,0001). Ayni1 sekilde E2F1 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen
hiicrelere kiyasla MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde
artmistir (p<0,0001). Ayrica E2F1 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen
hiicrelerde de bos plazmid verilen hiicrelere gére anlamli bir sekilde arttigr bulunmustur
(p<0,0001). Ancak E2F1 geninin ifade diizeyinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde
MEG3 plazmidi verilen hiicrelere gore artis1 istatistiksel olarak anlamli degildir. Sonug
olarak E2F1 geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar
gerceklestirilen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde artmistir (Sekil 4.59).
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Sekil 4.59. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 sonrast E2F1 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama =+

SD olarak verilmistir (*3**p<0,001).
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4.8.9. E2F2

Prostat kanser hiicresi olan DU 145 hiicrelerinde MEG3 ve onun izoformu olan MEG3b
genlerinin ifadeleri plazmid transfeksiyonu aracilifiyla arttirilmig ve artan MEG3 ve
MEG3b ifade seviyesinin E2F2 gen ifade diizeyi lizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde
edilen sonuclara gore DU 145 prostat kanser hiicrelerinde E2F2 gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde azalmistir
(p<0,0001). Ayn1 sekilde E2F2 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,0001).
Ayrica E2F2 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde de bos
plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde azaldigi bulunmustur (p<0,0001).
Ancak E2F2 geninin ifade diizeyinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3
plazmidi verilen hiicrelere gore artis1 istatistiksel olarak anlamli degildir. Sonug¢ olarak
E2F2 geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar1 gergeklestirilen
hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir

(Sekil 4.60).
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Sekil 4.60. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 sonras1t E2F2 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama +

SD olarak verilmistir (*3%%p<0,001).
117



4.8.10. GRB2

MEG3 ve MEG3b plazmidleri, DU 145 prostat kanser hiicrelerine uygun kosullarda
transfekte edilerek MEG3 ve MEG3b genlerinin asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha
sonra, artan MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin GRB2 gen ifade diizeyi lizerindeki etkisi
arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore DU 145 prostat kanser hiicrelerinde GRB2 gen
ifadesi, MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir
sekilde azalmistir (p<0,0001). Ayni sekilde GRB2 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen
hiicrelere kiyasla MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde
azalmistir (p<0,0001). Ayrica GRB2 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen
hiicrelerde de bos plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde azaldigi bulunmustur
(p<0,0001). Ancak GRB2 geninin ifade diizeyinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde
MEG3 plazmidi verilen hiicrelere gore artis1 istatistiksel olarak anlamli degildir. Sonug
olarak GRB2 geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar
gerceklestirilen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde artmistir (Sekil 4.61).
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Sekil 4.61. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 sonrast GRB2 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama

+ SD olarak verilmistir (*#**p<0,001).
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4.8.11. JUN

DU 145 prostat kanser hiicrelerine MEG3 ve MEG3b plazmidleri uygun kosullarda
transfekte edilerek her iki geninin de asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha sonra, artan
MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin JUN gen ifade diizeyi lizerindeki etkisi arastirilmistir.
Elde edilen sonuglara gére DU 145 prostat kanser hiicrelerinde JUN gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde artmistir
(p<0,0001). Ayni sekilde JUN ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde artmistir (p<0,0001).
Bununla birlikte JUN geninin ifade seviyesinin MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde bos
plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde arttigi bulunmustur (p<0,0001). Ayrica
JUN geninin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi verilen hiicrelere
kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde diisiik ifadeye sahip oldugu tespit edilmistir
(p<0,0001). Sonug¢ olarak JUN geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlar1 gerceklestirilen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde artmistir (Sekil 4.62).

ik

(= o)
1

(=2}
L

N
1

Goreceli JUN ifade diizeyi
Y

o

Sekil 4.62. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 sonrast JUN geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama +

SD olarak verilmistir (*3**p<0,001).
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4.8.12. KAT2B

Prostat kanser hiicresi olan DU 145 hiicrelerinde MEG3 ve onun izoformu olan MEG3b
genlerinin ifadeleri plazmid transfeksiyonu araciliiyla arttirilmis ve artan MEG3 ve
MEG3b ifade seviyesinin KAT2B gen ifade diizeyi iizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore DU 145 prostat kanser hiicrelerinde KAT2B gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde artmistir
(p<0,0001). Aynisekilde KAT2B ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde artmistir (p<0,0001).
Ayrica KAT2B geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde de bos
plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde arttigi bulunmustur (p<0,0001).
KAT2B geninin ifade diizeyinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi
verilen hiicrelere gore azaligi istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,0070). Sonug olarak
KAT2B geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar
gerceklestirilen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde artmistir (Sekil 4.63).

o °7
N
% ey e,
o 47 T
o
E 5.
m
o
S 7]
v o -
2 17
2
8 0 1 | 1
o O N ) )
& & F € \‘@o"’

& N

Sekil 4.63. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 sonrast KAT2B geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama
+ SD olarak verilmistir (**p<0,01; *%*p<0,001).
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4.8.13. MAPKS

MEG3 ve MEG3b plazmidleri, DU 145 prostat kanser hiicrelerine uygun kosullarda
transfekte edilerek MEG3 ve MEG3b genlerinin asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha
sonra, artan MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin MAPKS gen ifade diizeyi iizerindeki
etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore DU 145 prostat kanser hiicrelerinde
MAPKS gen ifadesi, MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla
anlaml bir sekilde artmistir (p=0,0011). Ayni sekilde MAPKS ifadesi, MEG3-del5
transfekte edilen hiicrelere kiyasla MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli
bir sekilde artmistir (p=0,0059). Bununla birlikte MAPKS geninin ifade seviyesinin
MEG?3Db plazmidi verilen hiicrelerde bos plazmid verilen hiicrelere goére anlamli bir
sekilde arttigr bulunmustur (p<0,0001). Ayrica MAPKS8 geninin, MEG3b plazmidi
verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi verilen hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde yiiksek ifadeye sahip oldugu tespit edilmistir (p=0,0004). Sonug¢ olarak
MAPKS8 geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar
gerceklestirilen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde artmustir (Sekil 4.64).
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Sekil 4.64. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 sonrast MAPKS8 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama

+ SD olarak verilmistir (*+*p<0,01; ***p<0,001).

121



4.8.14. P53

DU 145 prostat kanser hiicrelerine MEG3 ve MEG3b plazmidleri uygun kosullarda
transfekte edilerek her iki geninin de asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha sonra, artan
MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin P53 gen ifade diizeyi iizerindeki etkisi arastirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore DU 145 prostat kanser hiicrelerinde P53 gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde artmistir
(p<0,0001). Ay sekilde P53 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde artmistir (p<0,0001).
Ayrica P53 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde de bos plazmid
verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde arttigi bulunmustur (p<0,0001). Ancak P53
geninin ifade diizeyinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi verilen
hiicrelere gore azalis istatistiksel olarak anlaml1 degildir. Sonug olarak P53 geninin ifade
seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlari gergeklestirilen hiicrelerde kontrol

grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (Sekil 4.65).
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Sekil 4.65. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 sonrast P53 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama +

SD olarak verilmistir (*3**p<0,001).
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4.8.15. PRMT2

Prostat kanser hiicresi olan DU 145 hiicrelerinde MEG3 ve onun izoformu olan MEG3b
genlerinin ifadeleri plazmid transfeksiyonu araciligiyla arttirilmis ve artan MEG3 ve
MEG3b ifade seviyesinin PRMT?2 gen ifade diizeyi iizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gére DU 145 prostat kanser hiicrelerinde PRMT2 gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde azalmistir
(p=0,0026). Aynisekilde PRMT?2 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde azalmistir (p=0,0032).
Ayrica PRMT2 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde de bos
plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde azaldigi bulunmustur (p=0,0001).
Ancak PRMT2 geninin ifade diizeyinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3
plazmidi verilen hiicrelere gore azalisi istatistiksel olarak anlamli degildir. Sonug olarak
PRMT2 geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar
gerceklestirilen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde artmistir (Sekil 4.66).
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Sekil 4.66. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 sonrast PRMT2 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama

+ SD olarak verilmistir (***p<0,001).
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4.8.16. RAF1

MEG3 ve MEG3b plazmidleri, DU 145 prostat kanser hiicrelerine uygun kosullarda
transfekte edilerek MEG3 ve MEG3b genlerinin asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha
sonra, artan MEG3 ve MEG3Db ifade seviyesinin RAF1 gen ifade diizeyi lizerindeki etkisi
arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gére DU 145 prostat kanser hiicrelerinde RAF1 gen
ifadesi, MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir
sekilde azalmistir (p=0,0015). Ayn1 sekilde RAF1 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen
hiicrelere kiyasla MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde
azalmistir (p=0,0006). Ayrica RAF1 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen
hiicrelerde de bos plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde azaldig1 bulunmustur
(p=0,0003). Ancak RAF1 geninin ifade diizeyinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde
MEG3 plazmidi verilen hiicrelere gore azalisi istatistiksel olarak anlamli degildir. Sonug
olarak RAF1 geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar
gerceklestirilen hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde artmistir (Sekil 4.67).
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Sekil 4.67. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 sonrast RAF1 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama

+ SD olarak verilmistir (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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4.8.17. SP1

DU 145 prostat kanser hiicrelerine MEG3 ve MEG3b plazmidleri uygun kosullarda
transfekte edilerek her iki geninin de asir1 ifadelenmesi saglanmistir. Daha sonra, artan
MEG3 ve MEG3b ifade seviyesinin SP1 gen ifade diizeyi lizerindeki etkisi arastirilmistir.
Elde edilen sonuglara gére DU 145 prostat kanser hiicrelerinde SP1 gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir degisim
gostermemistir. Ayni sekilde SP1 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir degisim goéstermemistir. Ancak
SP1 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde de bos plazmid
verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde azaldigi bulunmustur (p=0,0049). Benzer
sekilde SP1 geninin ifade diizeyinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3
plazmidi verilen hiicrelere gore azalisi istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,0215). Sonug
olarak SP1 geninin ifade seviyesi, MEG3b plazmid transfeksiyonu gergeklestirilen
hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir

(Sekil 4.68).
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Sekil 4.68. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 sonrast SP1 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama =+

SD olarak verilmistir (*p<0,05; **p<0,01).
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4.8.18. TFDP1

Prostat kanser hiicresi olan DU 145 hiicrelerinde MEG3 ve onun izoformu olan MEG3b
genlerinin ifadeleri plazmid transfeksiyonu araciligiyla arttirilmis ve artan MEG3 ve
MEG3Db ifade seviyesinin TFDP1 gen ifade diizeyi tizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore DU 145 prostat kanser hiicrelerinde TFDP1 gen ifadesi, MEG3
plazmidi transfekte edilen hiicrelerde bos plazmide kiyasla anlamli bir sekilde artmistir
(p<0,0001). Ayn1 sekilde TFDP1 ifadesi, MEG3-del5 transfekte edilen hiicrelere kiyasla
MEG3 plazmidi transfekte edilen hiicrelerde anlamli bir sekilde artmistir (p<0,0001).
Ayrica TFDPI1 geninin ifade seviyesinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde de bos
plazmid verilen hiicrelere gore anlamli bir sekilde arttigi bulunmustur (p<0,0001). TFDP1
geninin ifade diizeyinin, MEG3b plazmidi verilen hiicrelerde MEG3 plazmidi verilen
hiicrelere gore azalisi istatistiksel olarak anlamhidir (p=0,233). Sonug¢ olarak TFDPI
geninin ifade seviyesi, MEG3 ve MEG3b plazmid transfeksiyonlar1 gerceklestirilen
hiicrelerde kontrol grubu hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir

(Sekil 4.69).

s, 157

Q I - 1

N ke

13 TR

g -T-

E 1.0

o

o

= 0.54 L

> —_

Q

el

He)

O 0.0 . .
» O H ) 0

& & ¢ égzc’ &
470 Q\‘b @0'5 N\

Q,o"'" N

Sekil 4.69. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 sonras1t TFDP1 geninin goreceli ifade diizeyi. Veriler ortalama

+ SD olarak verilmistir (*p<0,05; ***p<0,001).
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4.9. Plazmid Transfeksiyonlar1 Sonrasi1 RB1 ve Hedef Genlerin ifade Degisimleri

PC-3 ve DU 145 prostat kanser hiicre hatlarinda plazmid transfeksiyonu sonrasinda

MEG3 ve izoformu MEG3b overekspresyonu ile RB1 ve hedef genlerin ifade

diizeylerindeki degisim 6zet halinde Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Plazmid transfeksiyonlar1 sonras1t RB1 ve hedef genlerin ifade degisimleri.

PC-3
Gen MEG3 MEG3b MEG3 MEG3b
RB1 Artt1 Degismedi Artt1 Arttt
ABLI1 Azaldi Azaldi Azaldi Azaldi
ATF2 Degismedi Azaldi Artt1 Artt1
BAGI1 Artt Degismedi Degismedi Degismedi
CASP8 Artt1 Artt1 Artt1 Degismedi
CDK2 Artt Artti Artti Artti
CHEKI1 Artt1 Azaldi Artt1 Arttt
E2F1 Artti Artti Arttt Artt1
E2F2 Artt1 Artt1 Azaldi Azaldi
GRB2 Azaldi Azaldi Azald: Azaldi
JUN Artti Degismedi Artt1 Artt1
KAT2B Artt Artt Arttt Artt1
MAPKS Artt Artt Arttt Artt1
P53 Artti Artti Arttt Artti
PRMT?2 Azaldi Azaldi Azaldi Azaldi
RAF1 Artt1 Artt1 Azaldi Azaldi
SP1 Artt1 Degismedi Degismedi Azaldi
TFDP1 Artt Artt Artt Artti
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4.10. Plazmid Transfeksiyonlarimin Prostat Kanser Hiicrelerinin Proliferasyonu

Uzerine Etkisi

PC-3 prostat kanser hiicre hattinda, bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlar1 sonrasinda elde edilen hiicre proliferasyon grafigi Sekil 4.70’de
gosterilmistir. MEG3 ve MEG3b plazmidleriyle transfekte edilen PC-3 hiicre gruplarinda
24, 48 ve 72 saat Olclimlerine gore hiicre ¢ogalmasi kontrol, bos plazmid ve MEG3-del5
verilen hiicrelere kiyasla azalmistir. Hiicre ¢ogalmasindaki 48 ve 72. saatlerdeki diisiis
istatiksel olarak da anlamlidir (p< 0,01). Ayrica MEG3-del5 verilen hiicrelerin ¢ogalmasi
da bos plazmid verilen hiicrelere gore daha diisiik seviyededir ama MEG3 ve MEG3b
plazmidi verenlere gore daha yiiksek seviyededir. Sonug olarak, MEG3 ve MEG3b PC-3

prostat kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilamistir.
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Sekil 4.70. Plazmid transfeksiyonlarinin PC-3 prostat kanser hiicrelerinin hiicre
cogalmasi iizerine olan etkilerinin MTT testi ile gosterilmesi. Kontrol; Uygulama
yapilmamis, bos plazmid; MEG3 genini igermeyen bos plazmid, MEG3-del5; MEG3
geninin ilk 450 bazlik bélgesinin delesyona ugramais halini i¢eren plazmid, MEG3; MEG3
genini i¢eren plazmid, MEG3b; MEG3 izoformu olan MEG3b genini igeren plazmid.
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DU 145 prostat kanser hiicre hattinda, bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlar1 sonrasinda elde edilen hiicre proliferasyon grafigi Sekil 4.71°de
gosterilmistir. MEG3 ve MEG3b plazmidleriyle transfekte edilen DU 145 hiicre
gruplarinda 24, 48 ve 72 saat 6l¢iimlerine gore hiicre ¢ogalmasi kontrol, bos plazmid ve
MEG3-del5 verilen hiicrelere kiyasla azalmistir. Hiicre ¢ogalmasindaki 48 ve 72.
saatlerdeki diistis istatiksel olarak da anlamlidir (p< 0,01). Ayrica MEG3-del5 verilen
hiicrelerin ¢ogalmasi da bos plazmid verilen hiicrelere gore daha diisiik seviyededir ama
MEG3 ve MEG3b plazmidi verenlere gore daha yiiksek seviyededir. Sonug olarak,
MEG3 ve MEG3b DU 145 prostat kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilamistir.
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Sekil 4.71. Plazmid transfeksiyonlarinin DU 145 prostat kanser hiicrelerinin hiicre
cogalmasi iizerine olan etkilerinin MTT testi ile gosterilmesi. Kontrol, Uygulama
yapilmamis, bos plazmid; MEG3 genini igcermeyen bos plazmid, MEG3-del5; MEG3
geninin ilk 450 bazlik bolgesinin delesyona ugramis halini iceren plazmid, MEG3; MEG3
genini i¢eren plazmid, MEG3b; MEG3 izoformu olan MEG3b genini igeren plazmid.
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4.11. Plazmid Transfeksiyonlarimin Prostat Kanser Hiicrelerinin Koloni

Olusturma Kapasiteleri Uzerine Etkisi

PC-3 prostat kanser hiicre hattina, bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlarmin PC-3 hiicrelerinin koloni olusum yetenegi lizerindeki etkileri Sekil

4.72’de ve transfeksiyon sonrasi koloni analiz grafigi Sekil 4.73°de verilmistir.

Sekil 4.72. Plazmid transfeksiyonlarinin PC-3 prostat kanser hiicrelerinin koloni

olusturma kapasiteleri {izerine olan etkisi.
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MEG3 ve MEG?3b ile transfekte edilen hiicre gruplarinda kontrol, bos plazmid ve MEG3-
del5 plazmidi transfekte edilmis deney gruplarina kiyasla koloni olusturabilme yetenegi
biliylik oranda baskilanmistir. Elde edilen bu veriler istatiksel olarak anlamlidir
(p<0,0001). MEG3-del5 ile transfekte edilen hiicre grubunda kontrol ve bos plazmidle
transfekte edilmis deney gruplarina kiyasla koloni olusturabilme yeteneginde degisim
olmamistir. Sonu¢ olarak, MEG3 ve MEG3b PC-3 prostat kanser hiicrelerinin koloni

olusturma kapasitelerini baskilamistir.
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Sekil 4.73. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlarmin hiicrelerin koloni olusturma kapasitesi tizerindeki etkisi. Kontrol;
Uygulama yapilmamis, bos plazmid; MEG3 genini igermeyen bos plazmid, MEG3-del5;
MEG3 geninin ilk 450 bazlik bdlgesinin delesyona ugramis halini iceren plazmid, MEG3;
MEG3 genini i¢eren plazmid, MEG3b; MEG3 izoformu olan MEG3b genini iceren

plazmid.
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DU-145 prostat kanser hiicre hattina, bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
transfeksiyonunun DU-145 hiicrelerinin koloni olusum yetenegi tizerindeki etkileri Sekil

4.74°de ve transfeksiyon sonrasi koloni analiz grafigi Sekil 4.75’de verilmistir.
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Sekil 4.74. Plazmid transfeksiyonlarinin DU 145 prostat kanser hiicrelerinin koloni

olusturma kapasiteleri {izerine olan etkisi.
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MEG3 ve MEG?3b ile transfekte edilen hiicre gruplarinda kontrol, bos plazmid ve MEG3-
del5 plazmidi transfekte edilmis deney gruplarina kiyasla koloni olusturabilme yetenegi
biliylik oranda baskilanmistir. Elde edilen bu veriler istatiksel olarak anlamlidir
(p<0,0001). MEG3-del5 ile transfekte edilen hiicre grubunda kontrol ve bos plazmidle
transfekte edilmis deney gruplarina kiyasla koloni olusturabilme yeteneginde degisim
olmamistir. Sonug¢ olarak, MEG3 ve MEG3b PC-3 prostat kanser hiicrelerinin koloni

olusturma kapasitelerini baskilamistir.
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Sekil 4.75. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlarinin hiicrelerin koloni olusturma kapasitesi iizerindeki etkisi.
Kontrol; Uygulama yapilmamis, bos plazmid; MEG3 genini icermeyen bos plazmid,
MEG?3-del5; MEG3 geninin ilk 450 bazlik bélgesinin delesyona ugramis halini iceren
plazmid, MEG3; MEG3 genini i¢eren plazmid, MEG3b; MEG3 izoformu olan MEG3b

genini igeren plazmid.
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4.12. Plazmid Transfeksiyonlarinin Prostat Kanser Hiicrelerinin Yara Iyilesmesi

Uzerine Etkisi

PC-3 prostat kanser hiicre hattina, bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
transfeksiyonu sonrasinda migrasyon tayini i¢in olusturulan yaranin kapanma siireci elde
Sekil 4,76 da verilmistir. Yara kapanma siirecinin analizi i¢in yapilan istatiksel analizler

sonucunda elde edilen grafik Sekil 4.77’ de verilmistir.
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Sekil 4.76. Plazmid transfeksiyonlarinin PC-3 prostat kanser hiicrelerinin yara iyilestirme

kapasiteleri lizerine olan etkisi.
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Migrasyon tayini i¢in olusturulan 24, 48 ve 72 saat aralikli deney gruplarinin tamaminda
her bir plazmid transfeksiyonu kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamlidir. MEG3
ve MEG3Db plazmidleriyle transfekte edilen PC-3 hiicre gruplarinda olusturulan yara 24,
48 ve 72 saat dlgiimlerine gore kontrol, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte edilen
hiicrelere kiyasla daha ge¢ kapanmistir. Buradan elde edilen verilere gére MEG3 ve
MEG?3Db transfeksiyonu yapilmis hiicrelerde migrasyon hizi azalmistir. Elde edilen veriler

istatiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.77. PC-3 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmid
transfeksiyonlariin hiicre yara iyilesme kapasitesi iizerindeki etkisi. Kontrol; Uygulama
yapilmamis, bos plazmid; MEG3 genini igermeyen bos plazmid, MEG3-del5; MEG3
geninin ilk 450 bazlik bélgesinin delesyona ugramais halini igeren plazmid, MEG3; MEG3
genini i¢eren plazmid, MEG3b; MEG3 izoformu olan MEG3b genini igeren plazmid.

DU-145 prostat kanser hiicre hattina, bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
transfeksiyonu sonrasinda migrasyon tayini i¢in olusturulan yaranin kapanma siireci elde
Sekil 4.78’de verilmistir. Yara kapanma siirecinin analizi i¢in yapilan istatiksel analizler

sonucunda elde edilen grafik Sekil 4.79° da verilmistir.
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Sekil 4.78. Plazmid transfeksiyonlarmin DU 145 prostat kanser hiicrelerinin yara

tyilestirme kapasiteleri iizerine olan etkisi.
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Migrasyon tayini i¢in olusturulan 24, 48 ve 72 saat aralikli deney gruplarinin tamaminda
her bir plazmid transfeksiyonu kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamlidir. MEG3
ve MEG3b plazmidleriyle transfekte edilen DU-145 hiicre gruplarinda olusturulan yara
24, 48 ve 72 saat dlgiimlerine gore kontrol, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilen hiicrelere kiyasla daha ge¢ kapanmistir. Buradan elde edilen verilere gore MEG3
ve MEG3b transfeksiyonu yapilmis hiicrelerde migrasyon hizi azalmistir. Elde edilen

veriler istatiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.79. DU 145 prostat kanser hiicrelerinde bos, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
plazmid transfeksiyonlariin hiicre yara iyilesme kapasitesi lizerindeki etkisi. Kontrol;
Uygulama yapilmamis, bos plazmid; MEG3 genini icermeyen bos plazmid, MEG3-delS5;
MEG3 geninin ilk 450 bazlik bdlgesinin delesyona ugramis halini iceren plazmid, MEG3;
MEG3 genini igeren plazmid, MEG3b; MEG3 izoformu olan MEG3b genini igeren

plazmid.
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5. TARTISMA ve SONUC

Prostat kanseri, diinya ¢apinda erkekler arasinda en yaygin ikinci ve en agresif besinci
neoplazmdir. Amerika ve Bati Avrupa'da en yaygin kanserdir ve bu bdlgelerde yasayan
yaklasik yedi erkekten birine, yasamlari boyunca prostat kanseri teshisi konmaktadir
(151). Yakin zamandaki GLOBOCAN verilerine gore, 2018 yilinda diinya capinda
tahmini 1.276.000 prostat kanseri vakasi vardi; bu, 29.3/100.000 erkek insidans oranina
esittir ve tiim kanser teshislerinin %7,1" ini olusturmaktadir (62). ABD’deki doktorlar,
ozellikle tirologlar, 1992'de yillik PSA testini kabul ettikten kisa bir siire sonra, prostat
kanseri kaynakli 6lim orani diismeye baslamistir. PSA taramasinin yogunlugu, prostat
kanseri insidansini agikca etkiledi ve hem sessiz vakalar1 hem de sonunda metastatik

hastaliga ilerleyebilecek bir¢cok vakayr aydilatti (1, 152).

Cerrahisi basarisiz olan erkekler genellikle orta veya yiiksek dereceli prostat kanserine
sahiptir ve ¢ogu anti-androjen tedavisi almaya devam eder (153). Yaygin metastatik
hastalik kanit1 bulunana kadar anti-androjen tedavisinin baslatilmadigi 1992 6ncesi
donemle karsilagtirildiginda, ¢ogu erkek artik hastaliklarinin seyrinde ¢ok daha erken
anti-androjen tedavisi almaktadir (154). Ancak, miimkiin oldugu kadar erken prostat
kanseri bulmaya ¢alisilmamali, bunun yerine klinik ilerleme belirtileri gosteren kanserler
aranmal1 ve bunlar sistemik bir terapi ile erken tedavi edilmelidir (155). Mevcut PSA
tarama uygulamalari, kabul edilebilir bir halk sagligi 6nlemi olamayacak kadar ¢cok sayida
sessiz hastalik vakasini tanimlamaktadir (156). Ne yazik ki, su anda mevcut biyolojik
belirtecler kimin aktif silirveyans i¢in iyi bir aday oldugunu ve kime daha agresif tedavi

onerilmesi gerektigini belirleyemiyor (157).

Prostat kanseri, gectigimiz 170 yil iginde secgici belirtec yoksunlugu ve tedavi
yontemlerindeki sikintilar sebebiyle, nadir goriilen bir hastaliktan, en sik teshis edilen bir
kanser tiirline doniismiistiir (158). Tim bu gelismeler goz 6niine alindiginda, prostat
kanserinin erken teshisinde bilinen yontemlerin yeterli olmadig1 ve tedavisinde de
kullanilan yontemlerin sonu¢ almada kisiden kisiye degismesi sebebiyle yanlis 6liimlere
varacak durumlara sebebiyet vermektedir. Bu nedenle prostat kanserinin teshisinde
PSA’nin tespit ettigi genis ve sorunsuz kitleyi, zorlu tedavi sartlarina gercekten ihtiyag

duyan kitleye diisirmek ve alternatif tedavi yontemleri gelistirebilmek i¢in yeni
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stratejilerin arastirllmast gerekmektedir. Prostat kanserinin olusumu, ilerlemesi ve
hastaligin seyrindeki temel molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi, hastaligin teshis ve
tedavisinde yasanan zorluklar1 asabilecek yeni alternatifler bulunmasina olanak

saglayacaktir.

Normal prostat ve prostat kanserinin transkripsiyonel diizenlenmesi hakkindaki
bilgilerimiz, son yirmi yilda muazzam bir sekilde artmistir. Biiyiik 6lgekli genomik
analizler ve fonksiyonel deneyler sayesinde, artik hangi transkripsiyon faktorlerinin
prostat homeostazini siirdiirmek i¢in 6nemli oldugunu ve hangilerinin prostat kanserinin
baslamas1 ve ilerlemesinde rol oynadigini biliyoruz (159). Bununla birlikte, ¢ogu
durumda, klinik olarak ilgili genetik arka plan, hastalik evresi veya ¢evresel baglamlarda

yer alan transkripsiyonel mekanizmalar hakkinda kritik bilgilere sahip degiliz (160).

RB1 (RB Transcriptional Corepressor 1) tarafindan sentezlenen pRB proteini ve onunla
etkilesimde bulunan diger genler, ¢esitli RNA’lar ve proteinler, hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinde kritik bir rol oynamaktadir ve RB1 yolagt bircok insan kanserinde
bozulmustur (161). Mitojenik veya onkojenik bir sinyalin yoklugunda, hipofosforile
edilmis pRb, hiicre dongiistiniin duraksamasina neden olan birka¢ hiicre dongiisii
diizenleyici genin ifadesini bloke eden, transkripsiyon faktorlerinin E2F ailesi ile bir
kompleks olusturur. RB1'in genetik delesyonu, mutasyonu veya inaktivasyonu, E2F
komplekslerinin olugsmasini engeller, bdylece hiicre dongiisii ilerlemesini ve
proliferasyonunu destekler (135). pRb' nin bu kanonik islevi iyi karakterize edilmis
olmasina ragmen, son c¢alismalar pRb' nin apoptoz, farklilasma ve epitelden mezenkime
gecis gibi ek hiicresel siireclerin diizenlenmesinde rol oynadigini ortaya koymustur (34,
131). Ancak, hem E2F'ye bagli hem de bagimsiz mekanizmalar, RB1'in bu kadar ¢esitli

hiicresel siirecleri nasil kontrol edebildigini heniiz tam olarak agiklayamamaktadir.

Kodlamayan RNA’lar da transkripsiyon faktorleri ve diger proteinler gibi hiicresel
stireglerde diizenleyici rollere sahiptir. LncRNA'lar, protein kodlayan mRNA'larla bazi
benzerlikler paylasan, ancak genellikle proteinleri kodlamayan benzersiz bir RNA
simifidir. Bir zamanlar transkripsiyonel giiriiltii olarak kabul edilirken, son on yilin
aragtirma verileri IncRNA'lar1 6nemli biyolojik rollere sahip yaygin bir ncRNA simifi
olarak vurgulamistir (162, 163). LncRNA'lar genellikle kanserde anormal sekilde ifade

edilir. Olast mekanizmalar arasinda onkojenik mutasyonlar, SNP'ler, kopya sayisi
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varyasyonu (CNV) ve anormal DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 bulunur
(164, 165). Ozellikle kanser icin en kapsamli IncRNA kataloglarindan biri, normal ve
tiimor dokularindan ve hiicre dizilerinden elde edilen 7256 RNA-seq verisiyle olusturulan
miTranscriptome katalogudur. Bu katalogda, prostat kanserine 6zgii 727 IncRNA dabhil
olmak tizere 58648 IncRNA tanimlamistir (162). Prostat kanseri tiimoriiniin ve iyi huylu
dokunun RNA ifade profillerini karsilagtiran transkriptomik c¢alismalar, PCATI,
PCATI14, PVT1, PCAN-R1 ve PCAN-R2 dahil olmak iizere yiizlerce prostat kanseriyle
iliskili IncRNA'y1 ortaya ¢ikarmistir (165, 166). Genom ¢apinda fonksiyonel ekranlarla
prostat kanseri eslesmesinde diizensiz ek IncRNA'larin kesfi, prostat kanserinde klinik

olarak etkili IncRNA'larin genis bir repertuarini ortaya ¢ikaracaktir.

MEG3 (Maternally Expressed Gene 3), 14q32 kromozomal bdlgede yer alan ve birgok
normal dokuda ifade gdsteren bir IncRNA'dir. Bununla birlikte, cogu insan tiimoriinde ve
timorden tiiretilmis hiicre hatlarinda siklikla ifadesi tamamen kaybolmus veya
mutasyona ugramis ya da diisiik seviyede ifade edilmektedir (29, 126). Yiiksek MEG3
ifade seviyesinin transfeksyionla saglanmasi, tiimdr hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe
ederken apoptozu ve otofajiyi de indiiklemektedir. Dolayisiyla bu bulgular, MEG3'iin
tiimor baskilayici aktiviteye sahip IncRNA' lardan biri oldugunu gostermektedir(129). Bu
tez calismasinda 20 c¢esit saglikli insan dokusu ve 30 farkli kanser ve normal hiicre hatti
kullanarak daha genis bir MEG3 gen ifade profili olusturuldu. Bu veriye gore normal
doku ve hiicrelere kiyasla neredeyse tiim kanserler hiicrelerinde MEG3 ifadesi ya
kaybolmus ya da ¢ok diisiik seviyededir. Elde edilen MEG3 gen ifade profili sayesinde;
PNT1A normal prostat hiicre hatt1 ve normal prostat dokuya kiyasla istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde diisiik MEG3 ifadesine sahip PC-3 ve DU 145 prostat kanser hiicreleri
calismamizda kullanmak tizere se¢ildi (p<0,0001).

Daha onceki bir calismamizda ostesarkom hiicrelerinde miR-6641 baskilayarak MEG3
ifadesinin arttigin1 ve bu artisin osteosarkom hiicrelerinin migrasyonunu baskiladigini
gostermistik (167). MEG3 ifade diizeyinin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi, gocii ve
apoptozunda etkili olabilecegini destekleyen bir calisma olmustur. Bu ¢calismamizda ise
prostat kanser hiicrelerinde MEG3 geninin ifade seviyesini plazmid transfeksiyonu ile
artirmay1 hedefledik. Artan MEG3 ifadesinin hem RB1 ve hedef gen ifadeleri iizerindeki
etkisi hem de prostat kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve migrasyonu lizerindeki etkisi

arastirildi.
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LncRNA’larin birincil dizisinin kararlilifi azdir ancak ikincil ve {giinciil yapisinin
kararlilig1 ¢ok yiiksektir. Yapilan ¢alismalarda IncRNA’nin ikincil yapisinin biyolojik
islevleri ile iliskili olabilecegi bildirilmektedir (168). MEG3 alternatif kirpilima nedeniyle
MEG3Db de dahil olmak {izere en az 12 farkli izoforma sahiptir. MEG3b ve MEG3 farkli
ekzonlar igerdikleri i¢in ikincil yapilar1 benzer motifler igerse de bazi katlanma motifleri
birbirlerinden farklilik gostermektedir (125). Bu nedenle MEG3b, MEG3’ten farkl
biyolojik islev gdsterebilme potansiyelini sahiptir. Ayn1 zamanda ikincil yapilarindaki
farkli motifler, etkilesime girebilecekleri genler bakimindan da farkliliklara neden
olacaktir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda MEG3 ile beraber MEG3b’nin de plazmid
transfeksiyonu ile ifadesi seviyesi artirildi. Artan MEG3b ifadesinin de hem RB1 ve hedef
gen ifadeleri ilizerindeki etkisi hem de prostat kanser hiicrelerinin cogalmasi ve

migrasyonu tizerindeki etkisi arastirildi.

Bu ¢alismada oncelikle MEG3, RB1 ve RB1 hedefi olan 17 genin prostat kanser hiicre
hatlarinda ve saglikli insan prostat dokusunda gen ifade seviyeleri tespit edildi. Buradan
elde edilen sonuglara gore, MEG3 ve RB1 saglikli dokuya gore prostat kanser
hiicrelerinde anlamli bir sekilde diisiik ifadeye sahiptir. Literatirde MEG3’lin prostat
kanserdeki rolii ile ilgili ¢cok kisitli calisma bulunmaktadir. Luo ve arkadaslari 2015
yilinda (31), Wu ve arkadaslar1 2019 yilinda (169) ve son olarak Zhou ve arkadaslar1 2020
yilinda (170) yaptiklar1 ¢calismalarda MEG3 geninin prostat kanserinde diisiik ifadeye
sahip oldugunu ve bununda hiicre proliferasyonunu artirdigini gostermislerdir. Benzer
sekilde, bazi caligmalarda prostat kanserinde RB1 ifadesinin kayboldugu veya ¢ok diisiik
oldugu tespit edilmistir (171, 172). Tiim bu calismalardan elde edilen sonuglar
bulgularimiz1 desteklemektedir. Kruer ve arkadaslar ise akciger kanserinde yaptiklari bir
calismada RB1-DNMTI1(DNA methyltransferase 1) yolaginin MEG3 ifade kaybina
neden oldugunu ve bunun da akciger kanser hiicrelerinin g¢ogalmasini tetikledigini
gostermistir (40). Bu ¢alisma ayn1 zamanda RB1 ve MEG3 arasindaki iliskiyi gosteren
ilk ve tek caligmadir. Calisma konumuzu olustururken bu iliskiyi temel alarak MEG3
genin tlimor baskilayici olmasi, onemli hiicre dongii proteinleriyle dogrudan iligkisi

olmasi, RB1 hedef genleriyle de etkilesim halinde olabilecegini diistindiirtmiistiir.

MEG?3'lin hiicre ¢gogalmasini baskiladigr mekanizmalar halen arastirilmaktadir. Zhou ve
arkadaglar1 baslangicta MEG3'l bir p53 aktivatorii olarak karakterize etmis ve MEG3'lin
p53 hedef geni GDF15'in ifadesini artirdigin1 bulmustur. ilging bir sekilde, bu ¢alisma
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ayrica MEG3'in hiicre c¢ogalmasin1 p53'ten bagimsiz bir sekilde baskiladigim
gostermistir. Bu da MEG3'lin hiicre ¢ogalmasinda ek bir yolla islev gordiigini
gostermistir (144). Lu ve arkadaslar1 ise MEG3"in hiicre proliferasyonunu en azindan
kismen p53'in aktivasyonu ile baskiladigini gosterdi (173). Mondal ve arkadaglar
tarafindan daha yeni bir calismada MEG3'iin, RNA-DNA tripleks yapilarinin olusumu
yoluyla kromatini hedefleyerek, TGF-B sinyal yolag1 spesifik olarak diizenledigini
gosterdi. Bu ticlii yapilar, MEG3'iin kromatin ile etkilesime girebildigi ve ¢esitli hedef
genlerin ifadesini etkileyebilecegi genel bir mekanizmayi temsil edebilir (174). Bu
calismalar, pRb ve p53 diizenlemesi ile TGF- B yolagi gibi bir¢ok asag1 yolak arasinda
ek bir baglanti saglamaktadir. Ayn1 zamanda MEG3 ve RB1 genleri p53, MDM2 gibi
bir¢ok genle ortak iliskili olduklari i¢in secilen 17 gen ile MEG3 arasinda da bir etkilesim
potansiyeli bulunmaktadir. Sonug olarak tiim bu veriler 1518inda biyoinformatik veri
tabanlar1 kullanarak RB1 geninin hedefi olan ve literatiirde daha 6énce MEG3 geni ile
aralarinda herhangi bir iligski bulunmayan 17 farkli gen ¢calismaya dahil edildi ve MEG3

overekspresyonunun bu genlerin ifade diizeyleri lizerindeki etksi arastirildi.

ABLI (Abelson tirozin-protein kinaz 1), reseptor olmayan bir tirozin kinazidir (175).
Cogunlukla Philadelphia kromozomunu barindiran 16semilerde rol oynamasiyla bilinir.
Son caligmalar, ABL1'in ayrica herhangi bir flizyon onkoproteini igermeyen bagimsiz bir
mekanizma ile melanom, gogiis kanseri, yumurtalik kanseri ve akciger kanseri gibi kat1
timorlerin gelisiminde 6nemli bir rol oynadigini gostermistir (176). Biriken kanitlar,
ABLI1 aktivasyonunun prostat kanserinin ilerlemesini destekledigini
gostermektedir(176). Bu ¢alismada ise PC-3 ve DU 145 prostat kanser hiicrelerinde
plazmid transfeksiyonuyla MEG3 ve MEG3D ifadeleri artirildi. Her iki hiicrede de artan
MEG3 ve MEG3b ifadesi, ABL1 gen ifadesini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
baskilamistir. Prostat kanserinde ABL1 ifadesinin baskilanmasi i¢in kullanilmak iizere
gelistirilen dasatinib ve bosutinib Abl kinaz inhibitorleri klinik test asamasindadir (177,
178). Bu caligmalar prostat kanserinde tedavide ABL1’in baskilanmasinin ne kadar kritik
oldugunu gostermektedir. Tim bu gelismelere ragmen ABLI geninin ifade
diizensizligine neden olan molekiiler mekanizma hala aydinlatilamamustir. Literatiirde
MEG3 ve ABLI geni arasinda heniiz herhangi bir iliski ortaya konulmamistir. Bu
bakimdan bulgularimiz prostat kanserinde ABLI1 ifadesini baskilayan molekiiler
mekanizmanin aydinlatilmasina katki sunacak ve hastaligin tedavisinde yeni bir alternatif

olusturabilecektir.
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ATF2 (Activating Transcription Factor 2), JUN ve FOS transkripsiyon faktor ailelerinin
tiyeleriyle heterodimerlesen ATF/CREB bZIP transkripsiyon faktorleri ailesinin bir
tiyesidir (179). ATF2 aktivasyonu, ¢esitli doku tiplerinde kanser olusumunda rol oynayan
siklin A, siklin D ve MMP-2 dahil olmak {izere cesitli transkripsiyonel hedeflerin ifade
artisina neden olur (180). ATF2 prostat kanseri, melanom, kii¢iik hiicreli olmayan akciger
karsinomu ve pankreas kanserinde énemli bir onkojen olarak gorev yaparken (181-183),
ATF2 habis olmayan deri ve meme kanserinde timdr baskilayici fonksiyonlar
sergiler(181, 184). Bu durum kanser biyolojisinde ATF2’nin degisken bir role sahip
oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, ATF2 ifadesinin IncRNA’lar tarafindan
diizenlenip diizenlenmedigi belirsizligini korumaktadir. Bu c¢alismada ATF2 gen
ifadesinin MEG3 ve MEG3b tarafindan degistigi gosterilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, DU 145 hiicrelerinde IncRNA MEG3 ve MEG3b’nin overekspresyonu ATF2
ifadesini artirirken, PC-3 hiicrelerinde MEG3 overekspresyonu ATF2 ifadesini
etkilememis ancak MEG3b overekspresyonu ATF2 ifade seviyesini diistirmiistiir. DU
145 ve PC-3 hiicrelerindeki MEG3,MEG3b overekspresyonunun ATF2 iizerindeki farkli
etkisi, her iki hiicredeki RB1 durumundan kaynaklaniyor olabilir. Hem PC-3 hem de DU-
145 androjen bagimsiz prostat kanser hiicre hattidir. Ancak her iki hiicre islevsel p53 ve
RB1 durumlart nedeniyle birbirlerinden ayrilmaktadir. DU 145 prostat kanser hiicre
hattinda, RB1 geninden sentezlenen mRNA, 21. ekzonunun 105 niikleotidini igermedigi
i¢cin daha kisa uzunlukta bir Rb proteini sentezlenir (185). Rb proteini bu nedenle DU 145
hiicrelerinde islevsel degildir. ATF2 ayn1 zamanda RBI1 ile karsilikli etkilesime sahiptir
(186). Bu calismalar ATF2 ifadesinin islevsel Rb proteini varliginda MEG3 ve MEG3b
ifade artisindan farkli etkilenme nedenini agiklayabilir. DU 145 hiicrelerinde, MEG3 ve
MEG3b overexpresyonuyla birlikte islevsel Rb protein seviyesi de artirilarak ATF2
seviyesi incelenebilir. Ayrica DU 145 hiicrelerinde p53 islevseldir. PC-3 hiicre hattinda
iste durum bunun tam tersidir. PC-3 islevsel Rb proteinine sahipken, p53 mutasyona
ugramistir (187). Maekawa ve ark. fare timor modelleriyle yaptiklari bir caligmada
p53’iin mutant oldugu durumda ATF2’nin timor baskilayici rol oynadigini belirtmistir
(181). PC-3 hiicrelerinde MEG3 ve MEG3Db ifade artisinin ATF2 ifadesinde farklr etki
gostermesinin nedeni de hiicrelerde p53’iin mutasyona ugramasi olabilir. Sonug olarak
prostat kanserinde MEG3 geninin ATF2 ile olan iliskisi RB1 ve P53 ile genisletilerek

caligilmalidir.
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BAG1 (BAG Cochaperone 1), hiicre sinyalinde, 1s1 sok yanitinda, hiicrenin hayatta
kalmas1 ve apoptozunda rol oynayan ¢ok fonksiyonlu bir gendir (188). BAG-1, tiimor
olusumunda 6nemli bir hayatta kalma yanlis1 gendir. Birgok kanserde BAG1 ifadesi
diizensizdir ve g¢esitli hiicre tiplerinde apoptozu engelledigi gosterilmistir (189).
Krajewska ve ark. BAG]1 ifadesinin prostat kanserinin agresif davranisini artirdigini
gostermistir(190). Bu c¢alismada PC-3 prostat kanser hiicre hattinda MEG3
overekspresyonu BAG] ifade diizeyini artirmistir. Ancak PC-3 hiicrelerinde MEG3b
overekspresyonu ile DU 145 hiicrelerinde MEG3 ve MEG3b overekspresyonu BAG1 gen
ifadesinde anlaml1 bir degisiklige neden olmamstir. PC-3 ve DU 145 hiicrelerinde MEG3
overekspresyonlarinin BAG1 ifadesi tizerindeki farkli etki gostermesinde her iki
hiicredeki islevsel Rb ve p53 farki neden olmus olabilir. Bu nedenle BAG1 ve MEG3

arasindaki etkilesimin daha detayl ¢alisilmasi gerekmektedir.

CASP8’in (Caspase 8) hiicre 6liim sinyaliyle indiiklenen apoptozun baslamasinda rol
oynadig1 bilinmektedir. Bu nedenle, CASPS8 ifadesinin artirilmasi, kanser tedavisinde
etkili bir alternatif olabilir (191). Bu ¢aligmada prostat kanser hiicrelerinde artan MEG3
ifadesi CASPS ifadesini istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde artirmistir. Buna ragmen
DU 145 hiicrelerinde MEG3b ifade artis1 CASPS ifadesinde anlamli bir degisiklige neden
olmamistir. MEG3 ve MEG3b farkli birer ekzon i¢erdikleri i¢in ikincil yapilarinda farkl
katlanmalar olusmaktadir(125). Bu durumda MEG3 ve MEG3b’nin CASP8 ile dogrudan
veya dolayli etkilesiminde bu farkli motiflerin hedef iiriinlerdeki farkliliga neden
olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Sonug olarak literatiirde MEG3 ve CASPS8 arasinda
heniiz herhangi bir etkilesim bulunmamaktadir. Elde ettigimiz sonu¢ CASP8 ve MEG3

arasinda dogrudan veya dolayl bir sekilde etkilesim olabilecegini gostermektedir.

CDK?2 (Cyclin Dependent Kinase 2), Ser/Thr kinazlarin sikline bagimli kinaz ailesinin
bir liyesidir ve hiicre dongiisiindeki diizenleyicilerin 6nemli bir bilesenidir (192). Cdk2-
siklin E kompleksi, hiicrelerin G1'den S fazina gegisi i¢in gerekliyken, Cdk2 ve siklin A
arasindaki baglanma, S fazi boyunca ilerlemek i¢in gereklidir(193). Lu ve ark. prostat
kanserinde androjen bagimli ve bagimsiz hiicrelerde CDK2 gen ifadesini incelemistir. Bu
calismaya gore androjen bagimsiz prostat kanser hiicresi PC-3’te CDK2 protein ve
mRNA ifade diizeyi androjen muamelesi 6ncesi ve sonrasinda belirgin bir diizeydedir ve
hiicre ¢ogalmasini tetiklemektedir (194). Bu ¢alismada kullandigimiz hiicreler PC-3 ve

DU 145 androjen bagimsiz prostat kanser hiicreleridir ve ¢ok diisiik seviyede AR
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ifadesine sahiptir. Calismamizda normal prostat dokuya goére PC-3 ve DU 145
hiicrelerinde CDK2 gen ifadesi daha diisiik seviyededir ama bu bulguyla ortiisecek
sekilde her ii¢ 6rnekte de belirgin bir ifade seviyesi vardir. LNCaP, PC-3 ve DU 145’in
aksine androjen bagimli prostat kanser hiicre hattidir. MEG3 ve MEG3b’nin plazmid
transfeksiyonuyla ifade artis1 sonucunda CDK?2 ifadesinin de anlamli bir seviyede arttig1
bulunmustur. Literatiirde daha énce MEG3 ve CDK2 arasinda dogrudan veya dolayli bir
iliski kurulmamistir. Bu bakimdan elde edilen veriler CDK2’nin ifade seviyesine etki
eden molekiiler mekanizmanin aydinlatilmasina katki sunacaktir. Bununla birlikte Lu ve
ark. belirttigi andorojen bagimli ve bagimsiz hiicrelerdeki CDK?2 diizeyindeki farklilik
nedeniyle, MEG3 overexpresyonunun CDK2 {izerindeki etkisini LNCaP androjen

bagimli hiicre hattinda da incelemek farkli bir bakis acis1 sunabilir.

CHEKI1 (Checkpoint Kinase 1), ¢esitli hiicre dongiisii kontrol noktalarina katilan,
replikasyon sirasinda DNA biitiinliigiiniin korunmasinda rol alan ve DNA tamir siirecinin
anahtar diizenleyicisi olan bir gendir (195). Yiiksek CHEK1 ifadesi bir¢ok kanser tiiriinde
tanimlanmistir (196, 197). Bu ¢alismada da CHEK 1 ifade diizeyi PC-3 ve DU 145 prostat
kanser hiicrelerinde ve normal prostat dokuda analiz edildi ve kanserde yiiksek gen
ifadesine sahip oldugu bulundu. Prostat kanserinde MEG3 ile CHEK 1 arasinda potansiyel
bir iligski olup olmadigini aragtirmak i¢in PC-3 ve DU 145 hiicrelerinde MEG3 ve MEG3b
ifadeleri artirildi. Buna gore, PC-3 hiicrelerinde MEG3 ifade artist CHEKI1 ifade
diizeyinde anlamli bir artisa neden olmustur. Ancak MEG3b overekspresyonu CHEK1
ifadesinde anlamli bir diislis saglamistir. MEG3 ve izoformu MEG3b farkli birer ekzon
icermektedir ve bu da farkl ikincil yap1 ve farkli etkilesimlere neden olmaktadir (125).
Bu nedenle CHEKI1 ifadesi lizerinde MEG3 ve izoformu MEG3b overekspresyonunun
farkli etki gostermesindeki neden ikincil yapilarinin farkli olmasindan kaynaklanmis
olabilir. DU 145 hiicrelerinde hem MEG3 hem de MEG3b overekspresyonu ile CHEK1
ifadesinin anlamli bir sekilde artmistir. PC-3 ve DU 145 hiicrelerinde MEG3b
overekspresyonlarinin CHEK ifadesi ilizerindeki farkli etki gostermesinde her iki
hiicredeki islevsel Rb ve p53 farki neden olmus olabilir. Gottifredi ve ark. p53’iin E2F1
aracili CHEKI ifadesini baskiladigini gostermistir (198). Bir baska calismada Witkiewicz
ve ark. islevsel RB1 yoklugunda CHEKI1 baskilama mekanizmasinin islevsel RB1
durumuna gore daha az etkili oldugunu belirtmistir (199). Bu durum MEG3b ifade artisi
sonucunda, normal p53 ve mutant Rb proteinine sahip DU 145 hiicrelerinde CHEK 1 ifade

artiging; islevsel Rb ve mutant p53 proteinine sahip PC-3 hiicrelerinde CHEK1 ifadesinin
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diisiisiinii aciklayabilir. Sonug olarak, elde edilen bu veriler, MEG3 ve MEG3b ile

CHEKI arasinda potansiyel bir etkilesim olabilecegini gostermistir.

E2F1(E2F Transcription Factor 1), apoptoz, hiicre gécli ve invazyonu, DNA onarimi,
farklilasmasinin yan1 sira hiicre dongiisiinii igeren bir dizi hiicresel siirecte yer alan bir
transkripsiyon faktoridiir (200, 201). Prostat kanserinde E2F1 hem mRNA hem protein
diizeyinde yiiksek ifadeye sahiptir (202). Normal prostat doku, PC-3 ve DU 145 prostat
kanser hiicrelerinde yaptigimiz E2F1 gen ifade analiz sonuglarimiz da bu caligmayla
ortiismektedir. E2F1 ifadesi prostat kanser hiicrelerinde normal prostat dokuya kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte, PC-3 ve DU
145 prostat kanser hiicrelerinde MEG3 ve MEG3b overekspresyonu, E2F1 ifade
seviyesini artirmigtir. Literatiirde heniiz MEG3 ve E2F1 arasinda bir etkilesim
bildirilmemistir. E2F1 kanser biyolojisinde hem tiimor baskilayici hem de onkojenik rol
oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir (203). MEG3 geni de tiimor baskilayic1 bir
IncRNA olarak kabul edilmektedir. Bu baglamda prostat kanserinde MEG3
overekspresyonun E2F1’in tiimdr baskilayict roliine katkida bulundugu diisiiniilebilir.
Elde edilen sonuglar, MEG3 ile E2F1 arasinda dogrudan veya dolayli bir etkilesim

olabilecegini gostermektedir.

E2F2 (E2F Transcription Factor 2), G1'den S fazina geg¢isin bir diizenleyicisi olarak iyi
karakterize edilmig E2F transkripsiyon faktorleri ailesinin bir iiyesidir (204) . E2F1 ve
E2F2, hiicre dongiisii kontroliinde ve kanser biyolojisinde karmasik bir role sahiptir.
E2F2 de tipki E2F1 gibi tiimdr baskilayict veya onkojenik olarak ikili davranis sergiler
(205). Bu c¢alismada PC-3 ve DU 145 prostat kanser hiicre hatlarinda plazmid aracilt
MEG3 ve MEG3b overekspresyonu gerceklestirilerek E2F2 gen ifadesi iizerindeki etkisi
arastirildi. MEG3 ve MEG3b overekspresyonu PC-3 hiicre hattinda E2F2 ifade seviyesini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirirken, DU 145 hiicrelerinde E2F2 ifadesini
anlamli bir sekilde diigiirmiistiir. Her iki prostat kanser hiicre hattinda MEG3
overekspresyonunun farkli etki gdstermesinin baslica sebebi PC-3 hiicre hattinda normal
Rb ve mutant p53 varken DU 145 hiicre hattinda mutant Rb ve normal p53 ifadesinin
olmasi olabilir. Ciinkii Tsantoulis ve ark. E2F'lerin ikili roliiniin, E2F aktivite seviyesine
bagli olsa da, ayn1 zamanda pRb ve p53'in varli1 veya yoklugundan da biiyiik dlciide
etkilendigini belirtmistir (206). Bu durumun aydinlatilabilmesi i¢in PC-3 hiicre hattinda
islevsel p53 ve DU 145 hiicre hattinda islevsel Rb diizeyi artirilarak MEG3
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overekspresyonunun E2F2 iizerindeki etkisi arastirilabilir. Literatiirde henliiz MEG3 ve
E2F2 arasinda bir etkilesim olduguna dair herhangi bir calisma yoktur. Sonug olarak elde

edilen bulgular E2F2 diizenlenme mekanizmasinin aydinlatilmasina katki saglayabilir.

GRB2 (Growth Factor Receptor Bound Protein 2), EGFR'ye baglanarak fosforilasyonunu
kolaylastiran ve AKT/ERK sinyal yolaginin transdiiksiyonunda yer alan bir adaptordiir
(207). GRB2 ve sinyal transdiiksiyonunun, hiicre ¢ogalmasini ve hiicre motilitesini
artirdigt ve hiicre dongiisiiniin kontroliiniin kaybolmasma katkida bulundugunu
bilinmektedir. Bununla birlikte yliksek GRB2 gen ifadesi kanser ilerlemesi ve kotii
prognozu ile iligkilidir (208). Sonug¢ olarak, kanserde GRB2 gen ifade seviyesinin
baskilanmas1 énemli bir terapotik hedef olabilir. PC-3 ve DU 145 prostat kanser hiicre
hatlarinda plazmid transfeksiyonu ile MEG3 ve MEG3b ifade seviyeleri arttirilarak
GRB?2 ifade diizeyi iizerindeki etkisi arastirildi. PC-3 prostat kanser hiicre hattinda,
MEG3 ve MEG3b overekspresyonu sonucunda GRB2 gen ifade diizeyi anlamli bir
sekilde azalmistir. Benzer sekilde DU 145 prostat kanser hiicrelerinde de hem MEG3 hem
de MEG3Db overekspresyonu GRB2 gen ifade diizeyini anlamli bir sekilde azaltmstir.
Sonug olarak MEG3 ve MEG3b overekspresyonun GRB2 ifade diizeyini anlamli bir
seviyede diisiirmesi prostat kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve gogiiniin baskilanmasinda
etkili olabilir. Bu bakimdan elde ettigimiz veriler literatiirde az sayidaki GRB2 prostat

kanseri iligkisine de katki saglayacaktir.

JUN (AP-1 Transcription Factor Subunit) hiicre proliferasyonu, apoptoz, hayatta kalma,
tiimorijenez gibi ¢ok sayida hiicresel siiregte rol alan transkripsiyon faktorii AP-1'in
bilesenlerinden biridir (209, 210). Aktive edilmis c-JUN, onkogenez ve kanser
ilerlemesinin yani sira asir1 ifadesi apoptozu tetiklemektedir (211). Kanser biyolojisindeki
bu birbirine zit JUN etkisi, hiicreden hiicreye ve AP-1’1 aktive eden molekiillerin
ozelliklerine gore degisiklik gosterir. Bu tez calismasinda PC-3 ve DU 145 prostat kanser
hiicre hatlarinda plazmid aracilt MEG3 ve MEG3b overekspresyonunun JUN gen ifadesi
tizerindeki etkisi arastirilmigtir. PC-3 hiicrelerinde MEG3b overekspresyonu JUN ifade
diizeyinde anlamli bir degisiklik yapmamistir. Ancak MEG3 overekspresyonu JUN
ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis saglamistir. MEG3 ve izoformu MEG3b
farkli birer ekzon icermektedir ve bu da farkli ikincil yap1 ve farkli etkilesimlere neden
olmaktadir (125). Bu nedenle JUN gen ifadesi lizerinde MEG3 ve izoformu MEG3b

overekspresyonunun farkli etki gdstermesindeki neden ikincil yapilarmin farkh
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olmasindan kaynaklanmis olabilir. DU 145 hiicrelerinde hem MEG3 hem de MEG3b
overekspresyonu ile JUN ifadesinin anlamli bir sekilde artmistir. MEG3 geni tiimor
baskilayict bir IncRNA olarak kabul edilmektedir. Bu baglamda prostat kanserinde
MEG3 overekspresyonun JUN’un apoptoz baslangicindaki roliine katkida bulundugu
diistintilebilir. Literatiirde hentiz MEG3 ve JUN arasinda dogrudan veya dolayli bir
etkilesim {izerine herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bulgularimiz JUN un apoptoz

tetikleme siirecindeki molekiiler mekanizmanin aydinlatilmasina katki sunabilir.

KAT2B (Lysine Acetyltransferase 2B), TGF- sinyal yolaginda onemli bir histon
asetiltransferaz (HAT) epigenetik faktoriidiir (212). KAT2B, histonlarin modifikasyonu
icin agiga c¢ikan lizinleri asetile edebilir. Ayni zamanda hiicre biiylimesi veya
farklilasmasinda rol alan bir¢cok diziye 6zgii faktore baglanan Onemli bir niikleer
epigenetik faktordiir (213). Bunun yam sira prostat kanserinde, KAT2B androjen
reseptor sinyalinin diizenlenmesi i¢in ko-aktivatér rolii oynamaktadir (214). Bu
calismada, normal prostat dokusuna kiyasla DU-145 ve PC-3 hiicre hatlarinda KAT2B
ifadesi diigiik bulunmustur. Transfeksiyondan sonra, DU-145 ve PC-3 hiicre hatlarinda
MEG3 ve MEG3b’nin ifadesindeki artis, her iki hiicre hattinda da KAT2B geninin
ifadesinde artisa neden olmustur. KAT2B ile MEG3 arasindaki iliskiye dair literatiirde
herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu baglamda bulgularimiz MEG3 ve KAT2B

arasinda dogrudan veya dolayl bir etkilesim olabilecegini gostermektedir.

MAPKS (Mitogen-Activated Protein Kinase 8), JNK ailesinin bir iiyesidir. Cilt timorii
gelisimini baskilayict bir role sahiptir (215). Son zamanlarda alzheimer hastaligi, felg,
obezite ve tip II diyabet gibi hastaliklarin pato-fizyolojisinde rol oynadigr da
gosterilmistir (216). Bunlarin yan1 sira MAPKS8’in prostat kanserinde farkli yolaklar
tizerinden hem tiimor baskilayici hem de onkogenik etkilerinin bulunduguna dair bilgiler
mevcuttur (217). MAPKS8 ve MEG3 arasindaki iliskiye dair literatiirde herhangi bir veri
mevcut degildir. Bu ¢aligmada PC-3 ve DU 145 prostat kanser hiicre hatlarinda plazmid
transfeksiyonu ile gerceklestirilen MEG3 ve MEG3b overekspresyonu, MAPK8 gen
ifade diizeyinde anlamli bir artisa neden olmustur. LncRNA MEG3’{in tiimor baskilayici
bir gen oldugu goz oniine alindiginda, MEG3 ve MEG3b overekspresyonu sonucunda
artan MAPKS ifadesinin de prostat kanserinde daha ¢ok tiimor baskilayict roliiniin etkili
olmasi beklenebilir. Sonug olarak, elde edilen bu veri MAPKS geninin MEG3 ve MEG3b

ile dogrudan veya dolayli bir etkilesime sahip olabilecegini gostermektedir.
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P53 (Tumor Protein P53), kromozom 17p13 {izerinde bulunan ve p53 proteinini kodlayan
bir gendir (218). P53, hiicre dongiisiiniin 6nemli bir diizenleyicisidir. P53
fonksiyonundaki degisiklikler, apoptozun baskilanmasina ve hiicre proliferasyonun
artmasina yol acar (219). P53 prostat kanseri de dahil olmak iizere bir¢ok kanser tiiriinde
tam olarak islevsel degildir (220). P53 ile MEG3 arasindaki iliski birkag farkli ¢alismada
ortaya konmustur (221, 222). Ancak P53 ile MEG3 ve MEG3Db arasindaki iligki prostat
kanserinde heniiz ¢alisilmamistir. Bu ¢alismada PC-3 ve DU 145 prostat kanser hiicre
hatlarinda plazmid aracili MEG3 ve MEG3b overekspresyonu P53 gen ifade seviyesini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmistir. Elde edilen bu bulgular, literatiirdeki
P53 MEGS3 iliskisini inceleyen caligmalar ile birlikte bu tez ¢alismasinin da tutarh

oldugunu destekler niteliktedir.

PRMT2 (Protein Arginine Methyltransferase 2), cesitli kanserlerin gelisiminde rol
oynayan protein arjinin metil-transferaz ailesinin bir {iyesidir. PRMT2 bir¢ok tiimoérde
asir1 ifade edilir. HCC hiicre hatlarinda PRMT2'nin yoklugu, hiicre biiylimesini inhibe
etmis ve apoptozu uyarmistir (223). PRMT2’nin prostat kanseri hiicreleri tizerindeki
etkilerine dair ¢aligsmalar oldukg¢a sinirlidir. Zhu ve ark. yaptiklar ¢alismada DU-145
hiicrelerinde PRMT2’nin hiicre canlilig1 {izerinde etkilerini arastirmistir (224). Ancak
PRMT2’nin, PC-3 prostat kanseri hiicrelerindeki etkisine dair literatiirde herhangi bir
caligmaya rastlanmamistir. Ayrica MEG3 ile PRMT?2 arasindaki iliskiye dair literatiir
verisi bulunmamaktadir. Calismamizda, normal prostat dokusuna kiyasla DU-145 ve PC-
3 hiicre hatlarinda PRMT?2 ifadesi diisiik bulunmustur. Transfeksiyondan sonra, hem DU-
145 hem de PC-3 hiicre hattindaki MEG3 ve MEG3b’nin overekspresyonu, PRMT2
geninin ifade seviyesini azaltmistir. Prostat kanseri hiicrelerinde MEG3 aracili PRMT2
ifadesindeki azalma, hiicre ¢cogalmasini ve migrasyonu azaltict yonde etki gostermistir.
Ancak elde ettigimiz bulgularin ileriki ¢aligmalarla farkli prostat kanseri hiicre hatlar
kullanilarak da desteklenmesi PRMT2 ile MEG3 arasindaki iliskiye dair daha kesin

sonuclar elde edilmesine imkan saglayabilir.

RAFI1 (Raf-1 Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase), RAS tarafindan aktive edilen
MAPK yolaginin temel yanit elemanidir (225). Biiyiime faktorleri ve mitojenler ile gen
ifadesini diizenlemek ve apoptozu 6nlemek i¢in Ras / Raf/ MEK / ERK sinyal kaskadini
kullanir. RAF1 dahil olmak {izere bu yolagin bazi bilesenleri, insan kanserinde mutasyona

ugrar veya anormal sekilde ifade edilir (226). Calismamizda PC-3 prostat kanser hiicre
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hatlarinda plazmid transfeksiyonuyla artan MEG3 ve MEG3b gen ifade diizeyi, RAF1
gen ifade diizeyinde anlamli bir artisa neden olmustur. Ancak, DU 145 prostat kanser
hiicre hattinda MEG3 ve MEG3b overekspresyonu, RAF1 gen ifade diizeyini anlaml1 bir
sekilde distirmiistir. PC-3 ve DU 145 hiicrelerinde MEG3 ve MEG3b
overekspresyonlarinin, RAF1 gen ifadesi iizerinde farkli etki gostermesinde her iki
hiicredeki islevsel Rb ve p53 farki neden olmus olabilir. Sonug olarak, prostat kanserinde

RAFI geni ile MEG3 ve MEG3D arasinda dogrudan veya dolayli bir etkilesim olabilir.

SP1 (Sp1 Transcription Factor), androjen reseptorii (AR), cMet ve FAS dahil olmak iizere
prostat kanseri ile iliskili anahtar genlerin diizenlenmesinde rol almaktadir. AR, prostat
timorogenezinde onemli rol oynar. AR gen dizi analizi, transkripsiyon baslangic
bolgesinin upstream yoniinde ¢ok sayida SP1 baglanma bdlgesinin varligini gostermistir
(227). Bu calismada PC-3 prostat kanser hiicre hatlarinda transfeksiyon aracilit MEG3
overekspresyonu, SP1 gen ifade diizeyinde anlamli bir artisa neden olurken MEG3b
overekspresyonu SP1 gen ifade diizeyinde anlamli bir degisiklige neden olmamuistir.
MEG3 ve izoformu MEG3b farkli birer ekzon igermektedir ve bu da farkli ikincil yap1 ve
farkli etkilesimlere neden olmaktadir (125). Bu nedenle SP1 ifadesi lizerinde MEG3 ve
izoformu MEG3b overekspresyonunun farkli etki gostermesindeki neden ikincil
yapilarinin farkli olmasindan kaynaklanmais olabilir. DU 145 prostat kanser hiicre hattinda
ise MEG3b overekspresyonu, SP1 gen ifade diizeyinde anlaml1 bir diisiise neden olurken
MEG3 overekspresyonu SP1 gen ifade diizeyinde anlamli bir degisiklige neden
olmamistir. PC-3 ve DU 145 prostat kanserinde MEG3 ve MEG3b’nin SP1 ifadesi
tizerindeki bu farkli yondeki etkisi detaylica arastirilmalidir. Elde ettigimiz sonuglar
prostat kanserinde SP1 gen ifadesinin hem MEG3 hem de MEG3b ifade diizeyiyle iliskili

olabilecegini gostermektedir.

TFDP1 (Transcription Factor Dp-1), tarafindan kodlanan Dp-1 proteini E2F1’e
baglanarak etki gostermektedir. E2F1 ve TFDP1’in birlikte ekspresyonu siklin A ve siklin
E seviyelerinde bir artisa yol agsa da, yalniz TFDP1 ekspresyonunun indiiklenmesi hiicre
dongiisiine girisi tesvik etmekte basarisiz olmaktadir. E2F1/TFDP1 heterodimeri p53°den
bagimsiz ve bagimli olarak apoptozu uyarabilir (228). TFDP1’in prostat kanserindeki
rolline dair ¢aligsmalar oldukga siirlidir. Bununla beraber TFDP1, hem RB1 ve hem de
P53 ile iligkilidir. Caligmamizda, normal prostat dokusuna kiyasla DU-145 ve PC-3 hiicre
hatlarinda TFDP1 ifadesi diisiik bulunmustur. Transfeksiyondan sonra, hem DU-145 hem
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de PC-3 hiicre hattinda MEG3 ve MEG3b’nin ifadesindeki artis, TFDP1 geninin
ifadesinde artisa neden olmustur. Calismamiz prostat kanser hiicrelerinde MEG3 ve
MEG3b’nin overekspresyonunun TFDP1 iizerindeki etkilerini ortaya koymustur. Elde
ettigimiz veriler dogrultusunda ¢alismamiz, TFDP1 in prostat kanser hiicrelerinde MEG3
ve MEG3Db genleriyle iligkili olabilecegini gostermistir. Ayrica p53 ve RB1 ile ilgili elde
ettigimiz bulgular da goz Oniine alindiginda MEG3’iin TFDPI1 iizerindeki etkisi
sonuglarimiz1 destekler niteliktedir. TFDP1 ile MEG3’iin dogrudan veya dolayh
etkilesimine dair bulgularin ileriki calismalarla desteklenmesi, prostat kanserinde
MEG3’iin RB1 yolagindaki islevinin ¢oziimlenmesine katkida bulunabilir. Elde ettigimiz

bu veriler ilk defa calismamizla beraber literatiire kazandirilmistir.

Bu tez calismasinda, PC-3 ve DU 145 porstat kanser hiicrelerinde MEG3 ile birlikte
izoformu olan MEG3b ve MEG3-del5 (MEG3’iin ilk 450 bazlik bolgesi yok)
plazmidlerinin transfeksiyonu gerceklestirilerek hiicrelerin ¢ogalmasi, migrasyonu ve
koloni olusturma kapasitileri lizerine olan etkisi arastirildi. Hem PC-3 hem de DU 145
hiicrelerinde  MEG3 ve MEG3b overekspresyonu, prostat kanser hiicrelerinin
¢ogalmasini, migrasyonunu ve koloni olugturma kapasitelerini baskilamistir. Luo ve ark.
MEG3’in prostat kanser hiicrelerinin c¢ogalmasini baskiladigini  ve apoptozu
destekledigini belirtmistir (31). Bu ¢alisma elde ettigimiz bulgular1 desteklemektedir.
Bununla birlikte MEG3b’nin prostat kanser hiicreleri iizerindeki ¢ogalmay1 baskilayici
etkisi tizerine literatiirde herhangi bir calisma bulunmamaktadir. MEGb prostat kanser
iliskisi ilk defa bu tezde ¢alisilmistir. Bu nedenle, MEG3 ile birlikte MEG3b’nin de

prostat kanserinde tiimdr baskilayici bir IncRNA olarak rol aldig: diisiiniilebilir.

Sonug olarak, prostat kanser hiicrelerinde hem MEG3 hem de izoformu MEG3b’nin ifade
seviyesi plazmid transfeksiyonu araciligiyla artirilarak RB1 ve hedef genlerinin ifade
degisimleri arastirilmistir. PC-3 ve DU 145 prostat kanser hiicre hatlarina, MEG3 ve
MEG?3Db overekspresyonuna gore gen ifadelerindeki degisim 6zet halinde Tablo 4.2°de
gosterilmistir. Bu genler prostat kanserinin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasinda
birer potansiyel hedef olabilir. Ayrica hedef genlerin ifadelerindeki farkli sonuclarin
analizleri, androjen bagimli ve bagimsiz prostat kanser hiicre hatlarindaki farklilik, yine
prostat kanser hiicre hatlarinin islevsel p53 ve Rb durumlari, IncRNA’larin ikincil
yapilarinin islevsel farki (MEG3-MEG3b) ve genlerin kanserdeki dual rolleri gibi bircok

kompleks durumun gen ifade seviyesi tlizerindeki etkisine dair literatiire katkida
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bulunacaktir. Bununla birlikte MEG3 ve MEG3b overekspresyonu prostat kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini, koloni olugturma kapasitesini ve migrasyonunu baskilamistir.
MEGS3 ile birlikte MEG3Db de prostat kanserinin teshisi i¢in bir biyolojik belirteg, zor ve

karmagik tedavisi i¢in ise terapotik bir aday olabilir.
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