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OZET

Bilgin Dogru E. Prostat Kanserli Hastalarda FMNL1 ve PAKI1 Seviyelerinin
Belirlenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Temel Onkoloji ABD.
Doktora Tezi. Istanbul. 2021.

Prostat kanseri klinik olarak ¢ok heterojen bir hastaliktir. Prostat spesifik antijenin
(PSA) kansere spesifik bir belirteg olmamasi nedeniyle ve ayrica ileri evrede goriilen
yaygin kemik metastazlar1 ve hormon tedavisinden kaynaklanan kemik deformasyonlari
sebebiyle hem prostat kanserine spesifik olan, hem de erken evrede tan1 saglayacak yeni
biyobelirteglerden faydalanilmasi1 gerekmektedir. Cok domainli polipeptidler olan
formin protein ailesinin iiyesi Formin like-protein 1 (FMNLI), aktin polimerizasyonu,
hiicre ylizey uzantilar1 olusumu, vezikiil transportu, hiicre-hiicre ve matriks-hiicre
baglantis1 (adezyon) ile hiicre gogii siireclerinde biiyiik dneme sahiptir. Protein kinaz
olan p21 ile aktiflenmis kinaz (PAK) proteinleri filopodyum ve lamellipodyum
olusumunu destekleyerek hiicre iskeleti organizasyonunda rol oynar, ayni zamanda
hiicre sagkalimi, mitoz ve transkripsiyon gibi diger hiicresel aktiviteleri de diizenler.
Calismamizda 60 prostat kanserli hasta ile 20 saglikli kontroliin plazma ve idrar
orneklerinde c¢alisildi. FMNL1 ve PAKI mRNA ve protein ekspresyonlarinin
incelendigi ¢alismada hasta ve kontrollerin FMNL1 mRNA ve protein ekspresyon
seviyeleri arasinda hem plazma hem idrar Orneklerinde istatistiksel bir farklilik
bulunamadi (p>0.05). Hasta ve kontrollerin PAK1 mRNA ekspresyon seviyeleri
arasinda plazma ve idrar Orneklerinde istatistiksel bir farklilik bulunmadi (p>0.05).
PAK1 protein seviyelerinde de plazma oOrneklerinde anlamhi fark bulunamazken
(p>0.05) idrar orneklerinde hastalarda kontrol grubuna goére diisiik bulundu (p=0.00).
Hastalarin PSA ve diger klinik ozellikleriyle plazma ve idrar FMNLI ve PAKI1
seviyeleri arasinda herhangi bir iliski bulunamadi.

Anahtar Kelimeler: Prostat Kanseri, FMNL1, PAK1, mRNA, ELISA

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 24746
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ABSTRACT

Bilgin Dogru E. Determination of FMNL1 and PAK1 Levels in Patients with Prostate
Cancer. Istanbul University, Institute of Health Sciences, Department of Basic
Oncology. Phd Thesis. Istanbul. 2021.

Prostate cancer is clinically very heterogeneous disease. Since PSA is not a cancer
specific marker, and also due to the common bone metastases seen in the advanced
stage and bone deformations caused by hormone therapy, it is necessary to use new
biomarkers that are both specific to prostate cancer and will provide early diagnosis.
Formin like-protein 1 (FMNLI1), a member of the formin protein family which are
multi-domain polypeptides, is of great importance in actin polymerization, cell surface
protrusion formation, vesicle transport, cell-cell and matrix-cell attachment (adhesion)
and cell migration processes. p21 activated kinase (PAK) proteins, a protein kinase,
play a role in cytoskeletal organization by promoting the formation of phyllopodium
and lamellipodium, as well as regulating other cellular activities such as cell survival,
mitosis, and transcription. In our study, plasma and urine samples of 60 prostate cancer
patients and 20 healthy controls were studied. In the study in which FMNL1 and PAK1
mRNA and protein expressions were examined, no statistical difference was found
between FMNL1 mRNA and protein expression levels of patients and controls in both
plasma and urine samples (p>0.05). There was no statistical difference between the
PAK1 mRNA expression levels of patients and controls in plasma and urine samples
(p>0.05). While no significant difference was found in PAK1 protein levels in plasma
samples (p>0.05), it was found to be lower in urine samples compared to the control
group (p=0.00). No correlation was found between PSA and other clinical features of
the patients and plasma and urine FMNL1 and PAKI levels.

Key Words: Prostate cancer, FMNL1, PAK1, mRNA, ELISA

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 24746



1. GIRIS VE AMAC

Prostat kanseri (PCa), etiyolojisinde hem genetik hem de ¢evresel faktorlerin rol
oynadigi, klinik olarak ¢ok heterojen bir hastaliktir. Bat1 toplumlarinda erkeklerde en
stk goriilen kanser tipi olan PCa diinyada her yil ortalama 900.000 yeni vaka ile
karsimiza ¢ikmaktadir (1). Prostat spesifik antijen (PSA), transrektal ultrason ve
parmakla rektal muayene ile tani1 siklig1 arttirilmis olsa da PSA’nin kansere spesifik bir
belirte¢ olmamasi nedeniyle yanlis pozitif sonuglar ve gereksiz klinik miidahalelerle
kars1 karsiya kalinmaktadir. Ayrica ileri evrede goriilen yaygin kemik metastazlar ve
hormon tedavisinden kaynaklanan kemik deformasyonlar1 sebebiyle hem prostat
kanserine spesifik olan, hem de erken evrede tani saglayacak yeni biyobelirteclerden

faydalanilmasi gerekmektedir.

Formin like-protein 1 (FMNL1), aktin polimerizasyon siirecinde gorev alarak
aktin hiicre iskeleti olusumunda rol oynayan Formin protein ailesinin bir {iyesidir. Bu
islevi sayesinde hiicre yiizey uzantilar1 olusumu, vezikiil transportu, hiicre-hiicre ve
matriks-hiicre baglantis1 (adezyon) ile hiicre gocii siireglerinde biiyiilk dneme sahiptir
(2). Basta T hiicreli non-Hodgkin lenfoma olmak iizere lenfoid tiimorlerde, kronik
lenfositik 16semi (KLL) hastalarinda ve hematopoietik kokenli kanserlerde FMNLI
ekspresyonunun arttifi bir¢ok calismada belirtilmistir (3, 4). 2014°te yapilan bir
calismada ise (5) solid timorlerde ekspresyonunun varligi ilk defa ispatlanmistir. Fakat
bu calismada ¢ok farkl tip solid tiimoérle ¢alisilmig, spesifik bir tiimor tipinde gozlem
yapilmamistir. Bu yilizden belirli solid tiimér tiplerinde ve farkli yontemlerle FMNL1
ekspresyonunun tespit edilmesinin literatiire katki saglayacagini ve klinik uygulamalara

151k tutacagini diistinmekteyiz.

p21 ile aktiflenmis kinaz (PAK) proteinleri 6 izoformu bulunan serin/treonin
protein kinazlardir. Genel islevleri Cdc42 ve Rac proteinlerine baglanip filopodyum ve
lamellipodyum olusumunu destekleyerek hiicre iskeleti organizasyonunda rol oynamak
olsa da hiicre sagkalimi, mitoz ve transkripsiyon gibi diger hiicresel aktiviteleri de
diizenledikleri gosterilmistir (6). PAK proteinlerinin arasinda en karakterize olani ve
kanserde en fazla degisiklik goriileni PAK1 izoformudur (7-9) PAKI1’in normal
hiicrelerde hiicre iskeleti degisikliklerini indiikledigi ve bir¢ok kanserde Akt ve ERK

yolaklarin1 etkileyerek onkogenik transformasyona araci oldugu calismalarda



gosterilmigtir (10, 11). Bir¢ok kanser tipinde yiiksek ekspresyonu gozlemlenen PAK1’in
prostat kanserli hiicrelerin invazyonunda rol oynadigi diisiiniilmektedir (12, 13). Bu
bilgilerden yola ¢ikarak PAK1 proteininin FMNLI ile baglantili bir sekilde invazyonu

destekliyor olabilecegini diistinmekteyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Prostat Kanseri

2.1.1. Epidemiyoloji

Prostat kanseri, erkeklerde akciger kanserinden sonra en sik goriilen ikinci
kanser tiirtidir. GLOBOCAN verilerine gore 2020 yilinda diinya ¢apinda 1.414.259
yeni prostat kanseri vakasi goriilmiis olup bu say1 erkeklerdeki kanserlerin %7.3’{inii
olusturmaktadir. Ayni yilda hastaliktan 375.304 6lim ger¢eklesmis olup, bu say1 kanser
Oliimlerinin %3.8’in1 olusturmaktadir (14). PCa insidansi yasla artmaktadir. 50 yasin
altinda yalnizca 350 erkekten 1'ine PCa teshisi konulurken, 50-59 yaslar1 arasinda
insidans orani her 52 erkekte 1'e kadar ¢ikmaktadir. 65 yas istii erkeklerde goriilme
orani yaklasik %60’tir (15, 16). Mortalite oranlari ise yasla beraber etnik kdkene ve yere
gore degismektedir. Oliimlerin yaklasik %55’ 65 yasindan sonra goriiliir. Afro-
Amerikanlarda Beyaz Irk’a gore 6liim oraninin yaklasik 2 kat arttigi goriilmektedir.
2018’de en yiiksek 6lim oranlar1 Orta Amerika (10,7/100.000), Avustralya ile Yeni
Zelanda (10,2/100.000) ve Bati Avrupa'da (10,1/100.000), en diigiik 6liim oranlari ise
Asya (Giiney-Orta, 3,3/100.000; Dogu, 4,7/100.000 ve Giineydogu, 5,4/100.000) ve
Kuzey Afrika (5,8/100.000) iilkelerinde bildirilmistir (17). Insidans1 yiiksek olmasina
ragmen PCa tespit edildiginde ¢ogunlukla prostata sinirli evrededir, bu da sagkalimin
yiiksek olmasi avantajin1 saglar. ABD'de PCa teshisi konan erkekler i¢in 5 yillik
sagkalim orani %98 civarindadir. 2003'ten 2007'ye kadar PCa teshisi konan hastalarin
Eurocare projesinden (EUROCARE-5) elde edilen veriler, Avrupa’da 5 yillik sagkalim

oranlarinin %83 oldugunu gostermistir (18).

2.1.2. Prostat Kanseri Etiyolojisindeki Risk Faktorleri

PCa gelismesindeki risk faktorleri kesin olarak tanimlanmamistir, PCa endojen
ve eksojen risklerin birlikte ortaya ¢ikardigi cok faktorlii bir hastaliktir. Kaliim ve yasin
bu faktorler arasinda en Onemlisi oldugu diisiiniilmektedir. Birinci derece akrabada
hastalik varsa risk 2 katina, 2 veya daha fazla akrabada hastalik varsa risk 5-11 katina
cikmaktadir (19). PCa goriilme riski yasla birlikte artmaktadir. Vakalarin ortalama
%601 65 yas ve sonrasinda tani konulmus vakalardir. Ortalama tani yast 66°dir (20). 55
yas ve Ustlinde goriilme riski 55 yas Oncesine gore 17 kata kadar artmaktadir (21). PSA

taramasinin artmasi ve artan yasam beklentisiyle gliniimiizde daha fazla erkege PCa



tanis1 konulmaktadir. Buna en biiyiik 6rnek PSA taramasi sayesinde 50-59 yas arasi tani
sayisinin 1989°dan 1992’ye %50 oraninda artmis olmasidir (22). Etnik kdkenin de PCa
riskleri arasinda oldugu bilinmektedir. Diinya iizerinde en yiiksek PCa goriilme orani
beyaz Irk’a gore %60 daha fazla risk oraniyla Afro-Amerikan irkindadir (16). Irksal
ozelliklerin hastaligin sikligin etkiledigi bilinmektedir, bununla birlikte ayni1 irktan olup
farkli bolgelerde yasayanlarda hastalik sikliginin bdlgeye uyum gostermesi eksojen
etkilerin de goz ard1 edilmemesi gerektigine isaret etmektedir. Hastaligin etiyolojisinde
onemli olabilecek eksojen etkenlerin baslicalari; beslenme tarzi, cinsel davranis, alkol
tiiketimi, ultraviyole 1sinlara maruziyet ve kronik enflamasyon olarak bilinmektedir

(23).

2.1.3. Tam

PCa’da serum PSA 0l¢limili, parmakla rektal muayene ve transrektal
ultrasonografi tan1 konulmasinda bagvurulan yontemlerdir. Nihai tan1 prostat biyopsisi
ile konulur. Histopatolojik degerlendirmeyle timor derecelendirilir ve uygun tedavi
planlamasi yapilir. Prostat periferinde yerlesimli 0.2 cc veya daha biiyilk boyutlu
timorler parmakla rektal muayene ile tespit edilebilmektedir. Transrektal
ultrasonografinin PCa tanisinda malignite siipheli odaklar1 belirlemek ve prostat

biyopsisinin dogrulugunu arttirmak gibi 6énemleri vardir.

PSA, prostat epitelyal hiicreleri tarafindan salinan, 237 aminoasit ve 4
karbohidrat yan zinciri igeren kallikrein benzeri serin proteazdir. Prostat duktal epiteli
ve asinilerinde sentezlenen PSA ekzositoz yoluyla prostat liimeninden seminal
plazmaya gecer ve seminal sividaki proteinleri proteoliz ederek semenin sivilagsmasini
saglar (24). PCa i¢in klinikte ¢ok kullaniliyor olsa da PSA organ spesifitesi yiiksek,
kanser spesifitesi ise diigiik bir belirtectir. Benign durumlarda da PSA artis1 goriilebilir,
bu da gereksiz biyopsi gibi invaziv yontemlerin artisi problemlerini dogurmaktadir.
PSA belirtecini daha 06zgiil hale getirebilmek icin serbest/total PSA oranm1 da
kullanilmaktadir. Bu oranin diisiik olmasi kanser lehine degerlendirilirken yiiksek
olmasi kanser dis1 etyolojileri akla getirmektedir. Secilen esik degerine bagl olarak
degismekle beraber ¢ok diisiik esik degerleri kullanilsa dahi bir grup hastaya gereksiz
yere biyopsi yapilmaktadir. Bu alanda yapilan caligmalar gereksiz yapilan biyopsi
sayisint azaltmaya yonelik olmaktadir. PSA icin uluslararasi kabul edilmis bir esik

deger olmamasina karsin genellikle 4 ng/mL degeri baz alinmaktadir.



Yukarida sayilan tani yontemlerinin ¢esitli kombinasyonlarinin pozitif prediktif

degeri %20-80 arasinda degismektedir (25).

Son yillarda tarama ve tanida, tedaviye yanit izleminde ve progresyon takibinde
non-invaziv yontemlerle elde edilebilmesi nedeniyle idrar temelli belirtegler iizerinde
durulmaya baglanmistir. Bunlar i¢inde en fazla c¢alisilan grup olan RNA temelli
belirteclerden prostat kanser antijeni 3 (PCA3), kanser spesifikligi yiiksek, kodlamayan
RNA iireten bir gendir ve giinlimiizde rutin uygulamaya girmistir. Parmakla rektal
muayene sonrast alinan ilk idrar érneginin RT-PCR yo6ntemi ile incelenmesi sonucu

PCA3 geninin kodlamayan mRNAlar1 tespit edilmektedir (26).

2.1.4. Prostat Kanserinin Histolojik Simiflandirilmasi
Diinya Saghk Orgiitii’'niin (WHO) 2016’da yayinladigi PCa smiflandirmasi
tablodaki gibidir (27).

Tablo 2-1: Prostat kanseri histolojik siniflandirmasi

2.1.5. Evreleme ve Tedavi

Evrelendirmenin amaci organa sinirli hastalik, lokal yayilim ve metastaz
varligmi belirleyerek hastanin en uygun tedaviyi almasini saglamaktir. Evrelemede
TNM sinifi, PSA ve Gleason skoru araciligiyla risk gruplari saptanir ve tedavi secenegi
belirlenir. NCCN Kilavuzuna gore risk gruplari ¢ok diigiik, diisiik, orta, yiiksek, ¢ok
yuksek, metastatik olarak detayli alti simifa ayrilmistir. Ancak daha basit ve pratik
olmasi agisindan PCa risk siniflamasinda D’ Amico sisteminin kullanim1 6nerilmektedir

(28).



e TNM Kilasifikasyon Sistemi

Tablo 2-2: Prostat kanserinde TNM Kklasifikasyon sistemi

T Primer Tiimor
Tx Primer tiimor degerlendirilemiyor
TO Primer tiimdriin kanit1 yok
T1 | Klinik olarak saptanamayan, palpe edilemeyen veya
goriintiilenmeyen timor
Tla Tiimor TUR ile rezeke edilen dokunun %5’inden azinda
T1b Tiimor TUR ile rezeke edilen dokunun %5’inden fazlasinda
Tlc Igne biyopsisinde tiimdr saptanmasi
T2 | Tiimor palpe ediliyor, prostata sinirlt
T2a Bir lobun yaris1 veya daha az
T2b Bir lobun yarisindan fazla
T2¢ Her iki lobu kapsayan tiimor
T3 | Prostat kapsiiliinii asmig timor
T3a Kapsiil dis1 yayilim; tek veya cift taraf
T3b Seminal vezikiil infiltrasyonu; tek veya cift taraf
T4 | Timor fiske veya seminal vezikiil disindaki komsu
yapilara yayilmig (rektum, mesane, eksternal sfinkter,
levator adele, pelvik duvar)
N | Bolgesel Lenf Notlar:
Nx Bolgesel lenf notlar1 degerlendirilemiyor
NO Bolgesel lenf notu metastazi yok
N1 Bolgesel lenf notu metastazi mevcut
M | Uzak Metastaz
Mx Uzak metastaz degerlendirilemiyor
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz
Mila Bolgesel olmayan lenf notlarinda metastaz
M1b Kemik metastazi mevcut
Milc Kemik disinda bdlgelere metastaz mevcut

¢ Gleason Skorlamasi

PCa evrelemesinde en sik kullanilan sistem Gleason skorlamasidir. Bu sistemde

timorden alinan biyopsi Ornekleri farklilagma derecesine gore 1 ile 5 arasinda

derecelendirilir. Timorde en ¢ok bulunan iki paternin derecelerinin toplamina en az

agresif 2, en fazla agresif 10 olmak {izere 2 ile 10 arasinda bir deger verilerek

Gleason skoru belirlenir.




Gleason Paterni

3 1. Normal salgi bezi
gorintisinde timoral doku

4. K&ti huylu salgi
bezlerine ait diizensiz
kitle goriintimi

5. Salgi bezi gorintisu
nadiren gézlenir

iyi derecede
farkhlasmis

Orta derecede
farkhlasmis

|

Zayif farklilasmus,
cogunlukla kétl huylu,
anaplastik

|

Sekil 2-1: Prostat kanserinde Gleason skorlama yontemi

e D’Amico Risk Simiflamasi

Tablo 2-3: D’ Amico risk siniflamasi

Diisiik Orta

Yiiksek

* PSA <10 ng/mL * PSA 10-20 ng/mL

* PSA > 20 ng/mL

* Biyopside Gleason < 6 * Biyopside Gleason 7

* Biyopside Gleason 8-10

* Tlc veya T2a * T2b

» T2c veya daha yiiksek




e Tedavi

PCA’da tedavi secimi hastanin da dahil edildigi multidisipliner bir yaklagimla
yapilmalidir. Tedavi karar1 verilirken hastanin yasi, yasam beklentisi, preformansi, eslik

eden saglik sorunlar1 ve aile dykiisli dikkate alinmalidir.

Genelde tedavi segenekleri hastaligin risk derecesine gore degerlendirilir (29):

Tablo 2-4: Risk gruplarina gore prostat kanseri tedavi secenekleri

Diisiik Risk Orta Risk Yiiksek Risk

Aktif Tzlem Radikal RT £+ HT | Radikal RT + HT

RT Cerrahi (RP) Cerrahi (RP)

Cerrahi (RP) RP sonrast RT

2.2. Prostat Kanserinde Molekiiler Onkogenez

2.2.1. Androjen Yolagi

Prostat dokusunun farklilasmasi ve gelisimi, %90-95°1 testis, %5 kadar1 ise
adrenal kaynakli olan steroid yapili androjenlere, 0&zellikle testosteron ve
dihidrotestosterona (DHT) baghdir. Prostat hiicresine giren testosteronun %95°1 Sa-
rediiktaz araciligi ile DHT ye doniismektedir. DHT nin androjen reseptoriine (AR)

afinitesi testosterone gore 10 kat fazladir (30).

AR, steroid yapili niikleus reseptorleridir. Normal kosullarda prostat epitel ve
stroma hiicrelerinde Heat Shock Protein’e (HSP) bagli halde bulunurken ligandin
baglanmasiyla AR HSP’den ayrilir, DHT-AR kompleksinin niikleer translokasyonu ile
hedef genlerin promotor bdlgelerindeki Androgen-Response Elements’e baglanir (31).
Ko-aktivatorler ve ko-represorler de AR kompleksine baglanarak hedef genin
transkripsiyonunu etkilerler. Niikleusta ise DNA’ya baglanarak ve androjen yanith

genlerin transkripsiyonu ile prostat hiicre metabolizmasi1 diizenlenir. Hedef genlerin



aktivasyonu ya da baskilanmasi ile prostat hiicrelerinin gelisimi, proliferasyonu ve PSA

tiretimi diizenlenir (32) (Sekil 2-2).

PCa’da ise AR gen amplifikasyonu, asir1 ekspresyonu, fonksiyon kazandirici
mutasyonlar ve AR aktivator/baskilayicilarinin deregiilasyonu gibi bir¢ok faktdrden

dolay1 AR yolagmin agir1 aktifligi s6z konusudur (33).

=

bébrek listi bezi
(adrenal bez)

"\/

T/DHEA

éﬂfa-red liktaz

hiicrenin codalma,
sadkalimi, PSA

Sekil 2-2: Androjen Reseptor Yolagi

Lokal ileri veya metastatik PCA’da cerrahi veya medikal kastrasyon ile androjen
baskilama tedavisi temel tedavi yontemleri arasindadir. Tedavinin basinda cevap iyi
iken ilerleyen zamanlarda serum testosteron seviyesi kastre diizeyde (<50 ng/mL)
olmasina ragmen biyokimyasal ya da radyolojik progresyon gelisir. Bu durum

kastrasyona direncli prostat kanseri olarak adlandirilir.

2.2.2. Apoptoz
e DNA tamir geni olan p53, DNA hasarina cevap olarak hiicre dongiisiiniin G1
faz1 i¢in gerekli gen transkripsiyonunu diizenler, S fazina gegcisi diizenler
veya onarilamayan DNA hasarinda hiicre dongiisiinii durdurarak hiicreyi
apoptoza yonlendirir. Kanserde en sik goriilen gen anomalisi olan p53
mutasyonunun lokalize PCA’da goriilme siklig1 %10, metastatik PCa’da ise
%50 civarindadir (34). p53’iin primer tiimorle karsilagtirildiginda metastatik

ve niiks PCa’da prognostik degerinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir.
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e Antiapoptotik protoonkogen olan bcl-2’nin oOzellikle yiiksek gradi ve
metastatik PCa’da kotli prognozla iliskili oldugu ve asir1 ekspresyonunun

radyoterapiye direncle iligkili oldugu bilinmektedir (35).

2.2.3. Anjiyogenez
e Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) tarafindan diizenlenen yeni
damar olugumu, tiimoriin gelisimi ve yayilimi i¢in temel gerekliliktir. PCa’da
VEGF ekspresyonunun metastatik potansiyel ve sagkalim ile iligkili oldugu

bilinmektedir (36).

e Anjiyogenezle ilgili bir baska biiytime faktorii olan platelet kdkenli biiyiime
faktorii (PDGF) reseptoriiniin asirt ekspresyonu hem PCa epitelyal ve stromal
hiicrelerinde, hem de metastatik hastalikta kemik iliginde tespit edilmistir.
Yiiksek kemik metastazi potansiyeline sahip hiicrelerde non-metastatik

hiicrelere gore daha yiiksek oranda eksprese edilmektedir (37, 38).

2.2.4. Ekstraselliiler Matriks
PCa da dahil olmak iizere tiim kanserlerde hiicre hareketliligi i¢in ekstraselliiler
matriks (ECM) degradasyonu gereklidir. ECM hasar1 araciligiyla hiicre adezyonu,

motilitesi ve migrasyon potansiyeli iizerinde degisiklikler ortaya cikar.

e ECM enzimlerinden fokal adezyon kinazin (FAK) artmis ekspresyonunun
birgok tiimdr tipinde malign ve metastatik fenotiple iliskili oldugu
bilinmektedir. FAK aracilifiyla membrane type matrix metalloproteinase 1
(MT1-MMP) ekspresyonu uyarilarak ECM degradasyonu ve invazyon
tetiklenir (39).

e Yara iyilesmesi, tiimdr invazyonu gibi mekanizmalarda ECM’nin
sekillenmesinde etkili olan bir mekanizma da plazminojen-plazmin
proteolitik siirecidir. Bu siire¢ iirokinaz tipi plazminojen aktivatorii (uPA) ve
reseptorii uPAR’mn plazminojeni plazmine ¢evirmesiyle baslar, plazmin
tarafindan da ECM bilesenleri parcalanarak MMPler aktiflenir. Bu
molekiillerin yliksek ekspresyonu PCa da dahil olmak {izere birgok kanserde
gosterilmistir. Ekspresyonlarinin baskilanmasi ile de metastaz potansiyelinde

azalma gortliir (40, 41).
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e Serin proteaz aktivitesine sahip proteinler olan kallikreinler de (KLK) PCa’da
proteolitik siirecte etkin rol oynarlar. KLK2, bazi insiilin benzeri biiylime
faktorii baglayict proteinleri (IGFBP) proteoliz ederek insiilin benzeri
biiyiime faktorii (IGF) yolagimi aktiflestirir. Ayrica KLK4 ile beraber pro-
uPA’y1 uyararak plazminojen-plazmin proteolitik siirecini baglatir. KLK3 ise
pro-transforming growth factor §’y1 (TGFp) pargalayarak TGF’i aktiflestirir,
boylece prostatik hiicre biiylimesini diizenler, ayn1 zamanda laminin

degradasyonu ile ECM’nin yeniden diizenlenmesinde rol oynar (42).

¢ ECM molekiillerinden olan Tip IV kollajeni parcalama etkileriyle MMP2 ve
MMP9, prostat kanserinin progresyon ve metastazinda etkilidir. Yiiksek
MMPY seviyelerinin yiiksek Gleason skoru ile ilskili oldugu bilinmektedir
(43). MMP9’un kemik tutulumunda da énemli rolii vardir. MMP9 osteoklast
hareketi i¢in &nemli bir molekiildiir. Ileri evre ve metastatik prostat
kanserlerinde MMP9 seviyelerinde artis oldugu bilinmektedir (44).
MMP2’nin ise tiimdr hiicrelerinin primer lezyondan lenf/dolagim sistemine
gecisini saglayarak, metastazin baslangic asamasinda etkili oldugu, kemik
dokuya yerlesmesinde aktif bir rolii olmadig1 gosterilmistir. Ayni1 sekilde
MMP2 genindeki polimorfizmler yiiksek Gleason skoru ile iligkilidir (45).

2.2.5. Sinyal iletimi
e Kaveolinler, plazma membran girintileri olan kaveola’nin primer yapisal
proteinleridir. Sinyal iletiminde ve patojenlerin hiicre i¢ine aliminda rol
oynarlar. Prostat dahil olmak iizere bazi tiimor tiplerinde kaveolin-1’in
onkogenik hiicre transformasyonunda ve metastaz gelisiminde 6nemli oldugu
bilinmektedir. PCa’da hem genetik hem posttranslasyonel modifikasyonlara
yol acgarak tliimorii tetikledigi disiiniilmektedir (46). Yiiksek kaveolin-1
pozitifliginin Gleason skoru ile iliskili oldugu gosterilmis olup organa sinirl

hastalikta da post-operatif progresyon belirteci oldugu bildirilmistir (47).

e Hepatosit biiyime faktorii (HGF)/c-Met sinyal yolagi, epitelyal-stromal
etkilesimde rol oynamaktadir. Giinlimiize kadar elde edilen veriler, HGF/c-
Met yolak aktivasyonunun PCa progresyonunda gec evrede devreye girdigini
gostermektedir. c-Met ekspresyonu hastaligin ileri evrelerinde, o6zellikle

kemik metastazlarinda artar. Kemik stromasinda iiretilen HGF, reseptorii olan
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c-Met aktivasyonuna katkida bulunarak kemik metastazi olusumunu indiikler

(48).

PCa’da IGF-1 ile MMP2 ve uPA ekspresyon artisinin uyarildigi, ayrica
kastrasyona direngli prostat kanseri gelisiminin IGF1/IGF1R yolak
diizensizligi ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (49). Yiiksek IGF1 ve IGF2
ekspresyonunun yiiksek (>10) serum PSA ile pozitif bir korelasyonu oldugu,
ayni zamanda IGF2 ekspresyonunun Gleason skoru ile istatistiksel olarak
anlaml sekilde korele oldugu gosterilmistir (50). Reseptor isleyisini
durdurma yoluyla hepatik IGF1 iiretimini ve salgilanmasini azaltmak, prostat
karsinojenezini azaltmakta ve olas1 farmakolojik siire¢lerde 6nemli dl¢iide rol

oynamaktadir (51).

Normal hiicrede Wnt ligand1 Frizzled reseptor kompleksine baglandigi zaman
Axin’in ayrilmastyla inaktif B-katenin/Axin/GSK3B/CK1/APC kompleksi
bozulur ve B-katenin serbestleserek cekirdege transloke olur, c-myc, siklin-D
gibi proliferatif transkripsiyon faktorlerini uyarir. Prostat kanserli hiicrede bu
kompleksten ayrilan B-katenin, ekspresyonu artmis AR proteinleriyle
kompleks halinde transkripsiyon faktorii olarak proliferatif ve antiapoptotik
faktorlerin ekspresyonunu arttirir (52). PCa’daki yiiksek B-katenin seviyeleri
asir1 AKT sinyalinin sonucunda GSK3f’ nin fosforillenerek inaktivasyonuyla
B-katenin’in serbest halde kalmasindan ileri gelmektedir (53). Yiiksek Wnt
seviyelerinin PCa’da yiiksek Gleason skoru, progresyon, yiiksek PSA

seviyeleri ve metastazla iligkili oldugu bulunmustur (54).

NF-kB indiikleyici bir proinflamatuar sitokin olan TNF-a ve reseptorleri
TNFR1 ve TNFR2, normal prostat epiteliyle karsilastirildiginda PCa
epitelinde daha yliksek seviyelerde eksprese edilir. Yiiksek TNF-a seviyeleri,
PCa hiicrelerinin artmis sagkalim ve proliferasyonu, anjiyogenez, metastaz ve
kemoterapétik ajanlara yanmittaki degisiklikler ile iliskilendirilmistir (55, 56).
Prostat tiimor hiicrelerinde TNF reseptorlerinin yliksek seviyelerine bagh
olarak NF-kB yolaginin siklikla arttig1 gézlenmektedir (57). Son ¢aligmalarda
elde edilen klinik verilerde NF-kB’nin AR yolagiyla iligkili oldugu one
stirilmiistiir. NF-kB, androjenden bagimsiz ksenograftlarda artmig AR

ekspresyonu ve daha yiiksek baglanma aktivitesi ile iligkilidir. Aslinda AR,
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bir NF-kB hedef geni olarak tanimlanirken, bu yolaktaki p65 / RelA
aktivitesi, hem mRNA hem de protein seviyelerinde AR artigina neden olur

(58).

PCa vakalarinin % 30-50'sinde fosfataz ve tensin homologu (PTEN)
fonksiyonunun kaybina bagli olarak Fosfoinozitid-3 kinaz (PI3K) / AKT /
mTOR sinyal yolaginin siklikla ifadesinin arttigi, bunun da AKT
hiperaktivasyonuna yol agtig1t diisliniilmektedir. PTEN, PIP3'liin PIP2'ye
defosforilasyonundan sorumludur ve bu sekilde PI3K / AKT sinyallemesinin
aktivitesini negatif olarak kontrol eder. PTEN fonksiyon kaybiyla beraber p53
mutasyonunun goriildiigii PCa vakalarinda hastalik stireci daha agresif
seyretmektedir (59). PTEN fonksiyon kaybinda delesyonlarin yanisira
PTEN’i hedefleyen miRNAlarmn yiiksek ekspresyonlart da rol oynamaktadir
(60).

PCA’da siirekli aktif olan JAK/STAT yolaginin etkisiyle tiimor hiicresi
proliferasyonu, apopotoz inhibisyonu indiiklenmektedir. Normal hiicrelerde
DNA tamiri i¢in gerekli olan BRCA1, PCa’da JAK1 ve JAK2’ye baglanarak
STAT3 fosforilasyonuyla yolag: aktiflestirebilmektedir. Ayn1 zamanda aktif
AR’nin de STAT3’e baglanmasiyla yolak aktiflesebilir (61).

Normal hiicrede stres durumunda ATF3 AR’yle etkilesime girerek hiicre
homeostazini saglamak i¢in 6nemli rol oynar; androjen sinyalini inhibe eder
ve hiicre proliferasyonunu durdurur. Fakat PCa hiicrelerinde ATF3’iin

ekspresyonunun diistiigii goriilmiistiir (52).

PCA’da epidermal biiylime faktorii (EGF), fibroblast biliytime faktorii (FGF),
IGF ve keratinosit biiyiime faktorii (KGF) asir1 ekspresyonu Ras ve MAPK
yolaklarinin aktivasyonu ile sonuglanir. MAPK/ERK yolaginin PCa’da
ozellikle ileri evrelerde aktiflendigi gosterilmistir (62-64).
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2.3. Aktin Hiicre Iskeleti ve FMINL1
Aktin hiicre iskeleti, aktin polimerlerinden olusan hiicresel filaman agidir.
Hiicreye yapisal destek verir, adezyonu diizenler ve hiicre gocii icin gerekli hiicresel

cikintilart olusturur.

Aktin molekiilleri globiiler (G) proteindir, polimerize olarak filament6z (F) aktin
olusturur. Aktin lifleri polimerizasyon isleminden sonra hiicrede aktin demetleri veya

aktin ag1 seklinde bulunurlar (65).
Aktin polimerizasyonu 3 evrede gercgeklesir:

1. Baslangi¢ (Niikleasyon): G-aktin kisa kiiclik oligomerler olarak birlesir ve
cekirdek yapiy1 olusturur.

2. Uzama (Elongasyon): Aktin monomerlerinin her iki uca eklenmesiyle

uzama gergeklesir.

3. Sabit devre (Denge): Lif kiitlesinde polimerizasyon - depolimerizasyon

dengesi ortaya ¢ikar.

a0 . Nucleus J '-'.& NU,EJ.EUS .; L anﬁl&us f
R = 7 R, W00 i Wil oW 4
\ : B & @ F-actin f F-actin 1

G-actin = @' [-)ug (4) uc W

Mikleasyon Elongasyon Denge

Sekil 2-3: Aktin polimerizasyonu

Aktin polimerizasyonu ile ¢ok cesitli hiicresel olaylar kontrol edilir. Cogu hiicrede
hiicre zarinda endo-ekzositoz, hiicre hareketi (yara iyilesmesinde trombositler,
enfeksiyonda 16kositler, tiimor metastazi) yanisira sitoplazmik vezikiil transportu, hiicre
zarinda integrinler ile adezyon plaklarinda (matriks - hiicre baglantisi), kaderinler ile
baglant1 komplekslerinde (hiicre - hiicre baglantisi) ve hiicre hareketi i¢in hiicre yiizey
uzantilar1 olusumunda (tek hiicrelilerde pseudopod, doku kiiltiiriinde ¢ogalan
fibroblastlarda lammellipod, baz1 hiicrelerde ise ince, kat1 ve esnek olmayan filopodlar)

gorev alir.
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Forminler, homodimer olusturarak islev gosteren ¢ok domainli polipeptidlerdir.
FH2 domainleri ile hem aktin polimerizasyonunun uzama agamasinda goérev alirlar hem
de polimerizasyonu durduran capping proteinlerden korurlar. Bazi forminlerin FH2
domaini ayrica G-aktin'den yeni aktin filamanlarmin olusumunu baglatabilir. FHI
domaini ise uzama asamasinda profiline bagli aktin monomerlerinin toplanmasina
aracilik eder profilin araciliiyla aktin homeostazini ve hiicre motilitesini kontrol eder

(66).

Forminler ayrica konformasyonel otoinhibisyon ve aktivasyonda rol oynayan
domainler de igerir. Bunlar GTPaz baglanma domaini (GBD), N-terminal ugta bulunan
diyafanoz inhibitor domain (DID) ve C-terminal ugta bulunan diyafandz otoregiilator
domaindir (DAD). DAD ve DID birbiriyle etkilesime girerek FH2 domainini maskeler
ve forminin inaktif durumda kalmasina neden olur. Bu da aktin polimerizasyon
baslangicin1 ve uzamasini engeller. GBD’ye spesifik bir Rho GTPaz’in baglanmasi ile

bu otoinhibisyon ortadan kalkar ve fonksiyonel FH2 alani agiga ¢ikmis olur (67).
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Sekil 2-4: Forminlerin genel yapisi ve dimerizasyonu

Lokositlerde, dalak ve timusta eksprese edilen FMNLI1, F-aktin aglarinin
olusumunu ve aktin filamentlerinin demet haline gelmesini diizenler (3, 68, 69). Ayrica
makrofajlarin podozom adi verilen aktince zengin adezyon birimlerini olusturarak
fagositoz, adezyon ve goc¢ kabiliyetlerini kazanmasina yardimeci olarak bir¢ok

immiinolojik siirecte de rol oynar (70).



16

Bu islevlerini Rho GTPaz ailesi iiyeleri olan Racl ve RhoA ile etkilesime

girerek gergeklestirir (71).

FMNL1’in nazofarenks karsinoma hiicrelerinde histondeasetilaz 1’in (HDAC1)
metastasis-associated protein 1 (MTAI1) geninin promotdr bolgesine baglanmasini
inhibe ederek MTA1’in yukar1 dogru regiile edilmesini ve invadopodia olusumuyla
epigenetik yolla epitelden mezenkimale gecisi (EMT) kolaylastirdigi tespit edilmistir
(72).

FMNL1’in VEGF, N-kaderin, Vimentin, VCAM, MMP2, MMP13 ve interlokin-
8 (IL-8) bircok gen ile iliskili bir sekilde EMT’de etkili oldugu, ayrica TGF-B1
yolaginda yer alan fosforile SMAD2 ve SMAD3 proteinlerinin de ekspresyonunun
FMNL1’in susturulmasiyla azaldig1 goriilmiistiir (73).

Yakin zamanda, FMNL’in CXCR2’yi yukarn regiile ederek migrasyon ve invazyonu
arttirdiglr, bunu da yine HDACI aracilifiyla gergeklestirdigi bulunmustur. Fakat bu

baglantiy1 etkileyen yolak halen tam olarak bulunamamistir (74).
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2.4. PAK1

Serin/treonin kinazlarin PAK ailesi, hiicre iskeleti diizenlemesi i¢in anahtar
proteinler olan CDC42 ve Rac i¢in efektdr proteinlerdir. PAKlarin ana islevleri; hiicre
seklini, hareketliligini ve adezyonunu etkileyerek hiicre diizenlemesine katki
saglamaktir. PAKlar hiicre iskeletinin polimerize aktin yapilarin1 diizenleyerek,

ozellikle de filopodia ve lamellipodia olusumuyla kontrol ederler (75).

PAK1’in hemen hemen tiim kanser tiirlerinde asir1 ekspresyonunun goriildigi
bilinmektedir. ilk olarak 1995 yilinda PAK1’in MAPK yolaginda etkili oldugu tespit
edilmig, 1997 yilinda da aktin iskeleti olusumunda rol aldigi bildirilmistir. Meme
kanserinde proliferasyon ve progresyonda etkili oldugu tespit edildikten bu yana gecen
20 yil icinde PAK1’in kanser olusumundaki rolii arastirilmaya devam etmektedir (76,

77).

PAK1’in HIFleri aktive ederek tiimor hiicrelerinin hipoksik ortama
adaptasyonlarin1 kolaylastirmak, bFGF ve VEGF ile etkilesime girerek anjiyogenezi
desteklemek, tiimor hiicrelerinin immiin sistemden ve apoptozdan kagmasina yardimci
olmak gibi onkogenik transformasyonu etkileyen islevlerinin yaninda bir¢cok sinyal

yolaginda rolii bulunmaktadir (78-82).

Wnt/B-Catenin yolaginin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir role sahiptir. PAK1
aktivasyonu f-Catenin’in S675 ve S663°ten fosforillenmesine yol agarak MYC,
SiklinD1, MMP ve PPARY gibi hedef genlerin transkripsiyonunu saglar (83).

Normal sartlarda GSK3 aktif haldeyken B-Catenin’i 3 yerden fosforilleyerek
proliferasyona yol agan hedef genlerin transkripsiyonunu durdurur, fakat PAKI
aracilifiyla AKT aktivasyonu ile GSK3 fosforillenerek -Catenin iizerindeki inhibisyon
etkisi ortadan kalkar (84).

PI3K, Rac1’i fosforilleyerek PAK1°’1 aktiflestirir. Racl ayn1 zamanda AKT’yi de
aktiflestirir. AKT ve PAKI1 birbirlerinin aktivitelerini dogrudan uyarip etkileyebilir.
PI3K-AKT ve MAPK-ERK yolaklar1 giiniimiizde 6zellikle kanserde ila¢ direncinde
aktif rol oynar. Bu iki yolagin ortak hareketi ile kanser hiicreleri ¢esitli antikanser ilaglar

varliginda da hayatini siirdiirebilir (85).

Ras, PI3K'yi dogrudan aktive edebilirken, AKT ve Raf, birbirlerini diizenleyerek

hiicresi proliferasyonunu veya hiicre dongiisii ilerlemesini etkiler. PAK1 ayrica Raf,
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MEK ve ERK'y1 etkinlestirerek bu aga katkida bulunurken, Raf da ayn1 sekilde PAK1'i
etkinlestirir (86, 87).

PAK1, Rafl’t Ser338 ve Ser339’dan fosforilleyerek mitokondriye
translokasyonunu saglayarak proapoptotik BAD’1n Serl12’den fosforillenmesine sebep
olur. Mitokondride Rafl, Bcl2-BAD kompleksini bozar ve Bcl2'nin antiapoptotik
ozelligini arttirir. PAK1 ayrica BAD' Serl11'de direkt fosforile edebilir (88, 89).

PAKI1, JNK ve NIK (NF-«B interacting kinase)’in {izerinden NF-kB yolagin1 da
destekler ve hedef genlerin aktivasyonu sonucu proliferasyon, hiicre gocli ve

sagkalimini arttirir (90).

PAKI1, EMT ve metastaz1 bir¢gok yol iizerinden destekler. EMT nin &zelligi,
epitel hiicreler arasindaki temasi saglayan adeziv baglantilarin degradasyonundan
kaynaklanan hiicre biitiinliigli kaybidir. Bu degradasyonu twist, snail ve slug gibi EMT-
transkripsiyon faktorleri tarafindan yonlendirilen MMPler gerceklestirir. Ayn1 zamanda
bu transkripsiyon faktorleri, E-kaderin gibi epitelyal hiicreye 0zgii proteinlerin
ekspresyonunu inhibe eder. Bu transkripsiyon faktorlerinin tiimii de PAK1 tarafindan
aktiflenebilir. Boylece kanser hiicreleri PAKI1 tarafindan diizenlenen bir sinyal agi

araciligiyla daha da fazla metastaz 6zelligi kazanirlar (91, 92).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmada Kullanilan Ornekler

Calismaya 2016-2018 yillan arasinda I.U. ITF Uroloji Ana Bilim Dal1 ve/veya
I.U. Onkoloji Enstitiisii’ne basvuran; klinik, radyolojik ve histopatolojik olarak prostat
kanseri tanis1 alan 60 hasta ve kontrol grubu olarak 20 saglikli goniillii dahil edildi.
Prostat kanserli hastalarn yas ortalamasi 65.7 (46-78) olarak belirlendi. 60 prostat
kanserli hastanin 381 lokal, 181 lokal ileri1 ve 4ii metastatik olarak belirlendi. Prostat

kanserli hastalarin 6zellikleri Tablo 3.1°de verilmistir.

Hastalardan alnan kan ve idrar 6rnekler1 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij
(Hettich Universal 32) edildi. Ayrilan plazma ve idrar 6rnekleri testler gerceklestirilene
kadar -80°C’de sakland.

Tablo 3-1: PCa hastalarimin o6zellikleri

Yas Ortalamasi Evre

<65 > 65 Lokal Lokal ileri | Metastatik
N 60 21 39 38 18 4
% 100 35 65 63.3 30 6.7
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3.2. Gen Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

3.2.1. RNA lizolasyonu

Ormneklerden tiiplere 1 mlL almarak iizerine 2 mL RNAzol BD (Molecular
Research Center, Inc. USA), 10 pL glasial asetik asit ve 1 pL Polyacryl Carrier
(Molecular Research Center, Inc. USA) eklendi. 15-30 saniye ¢alkalandi. 150 pL 1-
bromo-3-kloropropan (BCP) (Molecular Research Center, Inc. USA) lizatin tizerine
eklendi. 15-30 saniye calkalandi. 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyon yapildi.
Inkiibasyon sonras1 12.000 g'de 15 dakika santrifiij edildi. 1.5 mL siipernatant yeni bir
tipe aktarildi. Supernatantin tizerine 1.5 mL izopropanol eklendi. 15 dakika oda
sicakliginda inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon sonrasi 12.000 g'de 15 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij isleminden sonra siv1 atilip dipteki pellet tizerine 0.5 mL %75 etanol
eklenip karstirildi. 12.000 g'de 3 dakika santrifiij yapildi. Yikama islemi 2 kez
tekrarlandi. RNA peletini kurutmadan su i¢inde ¢6ziildii. Suda 1y1 ¢oziinebilmesi i¢in 3-
5 dakika vortekslendi. Izole edilen RNAlarin 6l¢iimleri yapildi.

3.2.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Elde edilen total RNA’lardan cDNA sentezi i¢in ticari olarak temin edilen
cDNA kit1 (Jena Bioscience Gmbh, Germany) kullanildi. cDNA sentezi 6ncesi tiim
RNA konsantrasyonlar esitlendi. Toplam hacim 20 pL olacak sekilde reaksiyon 6rnek
basma tablodaki gibi gergeklestirildi. Hazirlanan reaksiyon karisim pipetleme
yapildiktan sonra kuyucuklara dagitildi ve ardindan RNA iiriinleri dagitildi. Daha sonra
plate i¢ine konulan 6rnek karisimlar konvansiyonel PCR cihazina konularak reaksiyon

asagidaki sekilde gergeklestirildi. Elde edilen cDNA 6rmekleri -20°C’de saklandi.

Tablo 3-2: cDNA sentezi reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri 1 Ornek icin Hacim
RNaz free su 10.5 pL
SCRIPT RT Reaksiyon Tamponu 4L
10 mM Deoksiniikleotid Karigimi 1uL
DTT stok soliisyonu 1uL
RNaz inhibitorii 1 uL
SCRIPT Reverse Transkriptaz 0.5 puL
RNA iiriin 2l




Tablo 3-3: cDNA sentezi reaksiyon kosullari

Sicaklik (°C) | Siire
42 10 dk.
50 60 dk.
70 10 dk.

Tablo 3-4: Cahsilan genlere ait primerler

Gen Tleri primer F (5'-3") Geri primer R (5'-3")
FMNL1 AACTTCCGTGTCTTCCTGCAA CTTGTCACTCTCGGTGAGCC
PAK1 TTGTGAAATGCTCTCGGCTATG TCACCATTTTCCCCGACTTC
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3.2.3. Gercek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

FMNL1 ve PAKI molekiillerinin mRNA ekpresyon diizeyleri SYBR Green
Master PCR Kit (Jena Bioscience Gmbh, Germany) kullanilarak LightCycler 480
(Roche Diagnostics) cihazinda ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
ile analiz edildi. Referans gen olarak B-aktin geni kullanildi. RT-PCR kosullar kitin

protokoliine gore uygulandi.

cDNA eldesinden sonra diger islem olan Real Time PCR islemi i¢in hazir ticari
kitler kullanildi. Jena Bioscience firmasinin (Jena Bioscience Gmbh, Germany Cat no:
PCR-372) qPCR Sybr Master Mix kiti kullanilarak RT-PCR ger¢eklestirildi. Tim
islemler buz igerisinde, reaksiyon hacmi 20 pL olacak sekilde gergeklestirildi. Bunun
icin 0.6 pL ileri primer, 0.6 uL geri primer 6,8 pL. PCR grade su, 10 pL qPCR
SybrMasterMix ve 2 pl. ¢cDNA igeren reaksiyon karisimi hazirlandi. Daha sonra 96
kuyucuklu plate i¢ine konulan 6rnek karigimlart RT-PCR cihazina konularak reaksiyon

tabloda gosterildigi sekilde gergeklestirildi (Tablo 3-5).

Olusan reaksiyon iirlinlerinin istenilen hedef bdlge olup olmadiginin
dogrulanmas1 ve non-spesifik ¢ogalma ile primer dimerleri gibi kontaminasyonlarin
saptanmast i¢in “erime egrisi analizi” gergeklestirildi. Bu yontemde RT-PCR
tirtinlerinin sicakliginin kademeli olarak arttirilmasiyla (55°C - 95°C, 0.2°C/sn) elde

edilen sinyalin sicakliga bagli degisimini veren erime egrileri ortaya ¢ikmaktadir.

Gen ifadelerinin analizi, iki bagimsiz tekrarli deneyin sonucunda elde edilen Ct
(cycle threshold) degerlerinin ortalamasi alinarak yapildi. Arastirilmak istenen ilgili
genin Ct degeri, referans genin Ct degerinden ¢ikartilarak normalize edilip delta Ct
(ACt) degeri hesaplandi. Daha sonra kontrol grubunun ACt degerleri, deney grubunun
ACt degerlerinden ¢ikartilarak AACt degeri bulundu. Gen ifadelerinin kat cinsinden

2-AACt

artan ya da azalan degerleri olarak hesaplandi.

ACt=Ct (kontrol) — Ct (referans)
AACt = ACt (hedef) - ACt (kontrol)
Kat degisimi = 2724



Tablo 3-5: Gercek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyon kosullar:

Basamak Sicakhk Siire

Dongii Sayisi

Ilk Denatiirasyon ve

° 2
Polimeraz Aktivasyon 95°C 2 dk.

1 doéngii

Denatiirasyon 95°C 15 sn.

Baglanma ve Uzama 60-65°C 1 dk.

40 doéngii

Tablo 3-6:

Gercek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyon bilesenleri

RT-PCR Reaksiyon Bilesenleri | 1 Ornek icin Hacim
Primer F 0.6 uL

Primer R 0.6 uL

PCR grade su 6.8 uL

qPCR SybrMasterMix 10 uL

cDNA 2 ulL

TOPLAM 20 uL

23
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3.3. Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

3.3.1. ELISA Yoéntemi
Bir ornekteki protein konsantrasyonunu tespit etmek i¢in kullanilan Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yonteminin temeli enzim araciligiyla isaretleme

islemine dayanir.

Bu yontemde kullanilan plakanin kuyucuklari ilgili antijene dair antikorla
kaplanmistir. Bu kuyucuklara bilinen miktarda antijen igeren standartlar ve Ornekler
eklenerek antikor-antijen baglanmasi saglanir. Baglanmayan antijenin ve diger
maddelerin yikama islemi ile uzaklastirllmasindan sonra ortama primer antikordan
farkli, enzim ile isaretlenmis sekonder bir antikor ilave edilir. Bu komplekse Antikor-
Antijen-Antikor* “enzim solid faz sandvi¢ kompleksi” denir. Yikama islemi ile
baglanmamis sekonder antikorlar uzaklagtirilarak sonraki asamada ortama sekonder
antikorun isaret enziminin substrati eklenir. Enzim substrati ile etkilestiginde 6rnekteki
primer antijen konsantrasyonu ile dogru orantili renk reaksiyonu olusur. Bu rengin
absorbansi spektrofotometrik olarak belli dalga boyunda okunarak konsantrasyonu
bilinen standartlarla ¢izilen standart egri yardimiyla orneklere ait konsantrasyonlar

belirlenir.

3.3.2. FMNLI1 Diizeylerinin Belirlenmesi

FMNLI1 protein diizeylerini belirlemek i¢in temin edilen ticari ELISA kiti
(Abbkine Scientific Co., Ltd, Wuhan, China) kullanildi. Calisma dncesinde plazma ve
idrar ornekleri -80°C’den ¢ikartilarak oda sicakligina getirildi. FMNL1 diizeylerini
belirlemek i¢in 640 pg/mL stok standarttan 20 pg/mL, 40 pg/mL, 80 pg/mL, 160 pg/mL
ve 320 pg/mL degerlerinde standartlar standart diluenti kullanilarak hazirlandi. Deney
protokolii Sekil 3.1°de belirtildigi gibi gergeklestirildi.
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Sekil 3-1: FMNL1 ELISA protokolii
Absorbanslar1 okunan ve degerleri bilinen standartlar yardimiyla ¢izilen standart
egriden hesaplanan konsantrasyon degerleri otomatik olarak okunan konsantrasyonlarla

karsilastirildi. Elde edilen konsantrasyon degerleri diliisyon faktorii (5) ile ¢arpildi.
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3.3.3. PAKI1 Diizeylerinin Belirlenmesi

PAK1 protein diizeylerini belirlemek i¢in temin edilen ticari ELISA kiti
(Abbkine Scientific Co., Ltd, Wuhan, China) kullanildi. Calisma 6ncesinde plazma ve
idrar ornekleri -80°C’den cikartilarak oda sicakligina getirildi. PAK1 diizeylerini
belirlemek icin 1200 pg/mL stok standarttan 37.5 pg/mL, 75 pg/mL, 150 pg/mL, 300
pg/mL ve 600 pg/mL degerlerinde standartlar standart diluenti kullanilarak hazirlandi.
Deney protokolii Sekil 3.2°de belirtildigi gibi gergeklestirildi.

Sekil 3-2: PAK1 ELISA protokolii
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Absorbanslar1 okunan ve degerleri bilinen standartlar yardimiyla ¢izilen standart
egriden hesaplanan konsantrasyon degerleri otomatik olarak okunan konsantrasyonlarla

karsilastirildi. Elde edilen konsantrasyon degerleri diliisyon faktorii (5) ile ¢arpildi.

3.4. Sonuglarin Degerlendirilmesinde Kullanilan istatistiksel Yontemler
Istatistiksel analizler SPSS Software (SPSS 16, Chicago, IL, USA) ile
gergeklestirildi. Degiskenlerin Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk yontemleri ile
yapilan normal dagilima uygunluk testleri sonucunda parametreler arasindaki
istatistiksel anlamliliklarin hesaplanmasi i¢in non-parametrik Mann-Whitney U testi
uygun goriildii. Anlamlilik siir1 p<0.05 olarak kabul edildi. Korelasyon katsayilar1 ve
istatistiksel anlamliliklar Spearman testi ile hesaplandi. Testlerin tanisal degerleri ROC

egrisi kullanilarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Gen Ekspresyon Diizeyleri

Plazma FMNLI1 gen ekspresyon diizeylerinin aritmetik ortalama, standart sapma
ve ortanca degerleri prostat kanserli hastalarda ve saglikli kontrollerde sirasiyla
1.33£1.96;0.66 ve 1.64+1.61;1.44 olarak bulundu. idrar FMNL1 gen ekspresyon
diizeylerinin aritmetik ortalama, standart sapma ve ortanca degerleri hastalarda
1.93+6.58;0.42; kontrollerde 1.06+1.61;1.44 olarak bulundu. Plazma PAKI1 gen
ekspresyon diizeylerinin aritmetik ortalama, standart sapma ve ortanca degerleri
hastalarda ve kontrollerde sirastyla 0.70+1.37;0.15 ve 0.96+1.52;0.25 olarak bulundu.
Idrar PAK1 gen ekspresyon diizeylerinin aritmetik ortalama, standart sapma ve ortanca
degerleri hastalarda 1.07£2.16;0.39 ve kontrollerde 0.93+0.66;0.83 olarak bulundu
(Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Prostat kanserli hasta ve saghkl kontrol gruplarinda gen ekspresyonlarinin
aritmetik ortalama (x), standart sapma (sd), ortanca (m), minimum (min) ve
maksimum (max) degerleri

Prostat kanseri Kontrol
Gen Ekspresyon (n=60) (n=20)
Diizeyleri xtsd x+sd
m(min,max) m(min,max)

1.33£1.96 1.64+1.61
Plazma FMNLL | c0.07-13.44) | 1.44(0.09-5.78)

. 1.9346.58 1.06+0.85
Idrar FMNLL 1 150.01-48.44) | 0.83(0.15-3.55)

0.70+1.37 0.96+1.52
Plazma PAK1 0.15(0.02-5.43) 0.25 (0.03-4.85)

. 1.0742.16 0.93+0.66
Idrar PAKI 0.39(0.01-11.48) | 0.83(0.03-2.09)
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Prostat kanserli hastalarda plazma ve idrar FMNL1 gen ekspresyon diizeyleri
saglikli kontrol grubuna gore diisiik bulunsa da istatistiksel ac¢idan anlamlilik
bulunamadi (p=0.182, p=0.126). Hasta grubunda plazma ve idrar PAK1 gen ekspresyon
seviyeleri kontrol grubuna gore diisiik bulundu, fakat istatistiksel anlamlilik bulunamadi

(p=0.191, p=0.071). (Tablo 4-2).

Tablo 4-2: Prostat kanserli hastalar ile saghkh kontrol gruplarinda gen ekspresyon
diizeylerinin istatistiksel anlamliliklar:

PLAZMA GEN FMNL1 | PAK1
Prostat Ca. / Kontrol p=0.182 | p=0.191
IDRAR GEN FMNL1 | PAK1
Prostat Ca. / Kontrol p=0.126 | p=0.071

Hastalarin yas, evre ve PSA degerleriyle testler arasinda herhangi bir istatistiksel

anlamlilik bulunamadi (p>0.05).

Hasta ve kontrol grubunda gen ekspresyon diizeylerinin dagilimi grafiklerde

verilmigtir (Sekil 4-1-4-4).
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Sekil 4-1: Prostat kanserli hastalarin ve saghkl kontrollerin plazma FMNL1 gen
ekspresyon degerleri

Sekil 4-1’de goriildiigii gibi plazma FMNLI1 gen ekspresyon diizeyleri prostat
kanserli hastalarda ortanca degerinin (m=0.66) iizerinde dagilim goéstermekte olup
saglikli kontrol grubunda medyan degerinin (m=1.44) altinda bir dagilhim

gostermektedir.
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Sekil 4-2: Prostat kanserli hastalarin ve saghkh kontrollerin idrar FMNL1 gen ekspresyon
degerleri

Sekil 4-2’de gorildiigii gibi idrar FMNLI1 gen ekspresyon diizeyleri prostat
kanserli hastalarda ortanca degerinin (m=0.42) iizerinde dagilim gostermekte olup

saglikli kontrol grubunda ortanca degerine (m=0.83) yakin bir dagilim gostermektedir.
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Sekil 4-3: Prostat kanserli hastalarin ve saghkl kontrollerin plazma PAK1 gen ekspresyon
degerleri

Sekil 4-3’te goriildiigii gibi plazma PAKI1 gen ekspresyon diizeyleri prostat
kanserli hastalarda ortanca degerinin (m=0.15) iizerinde dagilim gostermekte olup
saglikli kontrol grubunda ortanca degerinin (m=0.25) iizerinde bir dagilim

gostermektedir.



Sekil 4-4: Prostat kanserli hastalarin ve saghkl kontrollerin idrar PAK1 gen ekspresyon
degerleri

Sekil 4-4’te goriildiigii gibi idrar PAK1 gen ekspresyon diizeyleri prostat

kanserli hastalarda ortanca degerinin (m=0.39) iizerinde dagilim gostermekte olup
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saglikli kontrol grubunda ortanca degerine (m=0.83) yakin bir dagilim gostermektedir.



Testlere ait ROC analizi gergeklestirildi ve ROC egrilerine gore Egri Altinda

Kalan Alan (Area Under Curve/AUC) hesaplandi. Yapilan degerlendirme sonucunda

testlerin tanisal degerinin diisiik oldugu belirlendi (Sekil 4-5).

ROC Curve
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Sekil 4-5: Gen ekspresyon testlerinin ROC analizi

—FMNL1_P
PAKT_P
FramLt i

—PAK1_]

AUC=0.297
AUC=0.442
AUC=0.208
AUC=0.293
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Testler arasi korelasyon Spearman testi ile saptandi. Plazma FMNLI gen

ekspresyon seviyeleri ile plazma PAK1 gen ekspresyon seviyeleri arasinda korelasyon

mevcut bulundu (p=0.005, r=0.354) (Sekil 4-6).

&,00

5,007 O

4,00

3,007

PAK1_P

2,00

1,007

0,00

R2 Linear = 0,106

D,00 2,50 5,00 7,'50 1 n',nn
FMNL1_P

Sekil 4-6: Plazma gen ekspresyonlari korelasyon grafigi

I
1250



Testler aras1 korelasyon Spearman testi ile saptandi. Idrar F
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MNLI gen

ekspresyon seviyeleri ile idrar PAK1 gen ekspresyon seviyeleri arasinda korelasyon

mevcut bulundu (p=0.002, r=0.439) (Sekil 4-7).
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Sekil 4-7: idrar gen ekspresyonlar: korelasyon grafigi



37

4.2. Protein Diizeyleri

Plazma protein FMNL1 in aritmetik ortalama (x), standart sapma (sd) ve ortanca
(m) degerleri prostat kanserli hastalarda ve saglikli kontrollerde sirasiyla
425.9+460.2;357.5 ng/L ve 389.7+68.4;379.8 ng/L bulundu. idrar protein FMNL1’in
aritmetik ortalama, standart sapma ve ortanca degerleri hastalarda 509.5+47.8;508.5
ng/L; kontrollerde 520.7+£80.3;544.8 ng/L olarak bulundu. Plazma protein PAKI1’in
aritmetik ortalama, standart sapma ve ortanca degerleri hastalarda ve kontrollerde
sirasiyla 682.5+504.4;631.8 ng/L ve 683.3+101.7;658.5 ng/L olarak bulundu. Idrar
protein PAK1’in aritmetik ortalama, standart sapma ve ortanca degerleri hastalarda
614.3+£201.1;669.5 ng/L; kontrollerde 868.8+117.2;893.5 ng/L olarak bulundu (Tablo 4-
3).

Tablo 4-3: Prostat kanserli hasta ve saghkh kontrol gruplarinda protein diizeylerine ait
aritmetik ortalama (x), standart sapma (sd), ortanca (m), minimum (min) ve
maksimum (max) degerleri

. Prostat Ca. Kontrol
PROTEIN
.. . (n=60) (n=20)
DUZEYLERI
x+sd x+sd
(ng/L)
m(min,max) m(min,max)
425.9+460.2 389.7+68.4
Plazma FMNL1
357.5(219.0-3505.0) | 379.8(266.5-553.5)
] 509.5+47.8 520.7+80.3
Idrar FMNL1
508.5(421.0-637.0) | 544.8(330.0-592.0)
682.5+504 .4 683.3£101.7
Plazma PAK1
631.8(242.5-4175.0) | 658.5(514.5-846)
. 614.3+201.1 868.8+117.2
Idrar PAK1
669.5(197.5-950.5) | 893.5(457.0-1005.0)
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Prostat kanserli hastalarda plazma ve idrar protein FMNLI1 diizeyleri saglikli
kontrol grubuna gore diisiik olsa da istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir
(p=0.077, p=0.068). Prostat kanserli hasta grubuyla saglikli kontrol grubu plazma
protein PAKI1 diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir
(p=0.089). Prostat kanserli hastalarda idrar protein PAK1 diizeyleri saglikli kontrol
grubuna gore diisiik bulunmus ve istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p=0.00)

(Tablo 4-4).

Tablo 4-4: Prostat kanserli hastalar ile saghkh kontrol gruplarinda protein diizeylerinin
istatistiksel anlamhliklar: (p degerleri)

PLAZMA PROTEIN FMNL1 | PAK1
Prostat Ca. / Kontrol p=0.077 | p=0.089
IDRAR PROTEIN FMNL1 | PAK1
Prostat Ca. / Kontrol p=0.068 | p=0.000

Hastalarin yas, evre ve PSA degerleriyle testler arasinda herhangi bir istatistiksel

anlamlilik bulunamamistir (p>0.05).

Hasta ve kontrol grubunda gen ekspresyon diizeylerinin dagilimi grafiklerde

verilmigtir (Sekil 4-8-4-11).
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Sekil 4-8: Plazma FMNL1 Dagilim Grafigi

Sekil 4-8’de goriildiigii gibi plazma FMNLI1 protein diizeyleri prostat kanserli
hastalarda ortanca degerinin (m=357.5 ng/L) altinda bir dagilim gostermekte olup
saglikli kontrol grubunda ortanca degerine (m=379.8 ng/L) yakin dagilim

gostermektedir.
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Sekil 4-9: idrar FMNL1 Dagihm Grafigi

Sekil 4-9°da gorildigl gibi idrar FMNLI1 protein diizeyleri prostat kanserli
hastalarda ortanca degerine (m=508.5 ng/L) yakin dagilim gostermekte olup saglikli
kontrol grubunda ortanca degerine (m=544.8 ng/L) yakin dagilim gdstermektedir.
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Sekil 4-10: Plazma PAK1 Dagilim Grafigi

Sekil 4-10’da goriildiigii gibi plazma PAKI1 protein diizeyleri prostat kanserli
hastalarda ortanca degerinin (m=631.8 ng/L) altinda bir dagilim gostermekte olup
saglikli kontrol grubunda ortanca degerinin (m=658.5 ng/L) iizerinde dagilim

gostermektedir.
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Sekil 4-11: idrar PAK1 Dagihm Grafigi

Sekil 4-11°de gorildigli gibi idrar PAKI protein diizeyleri prostat kanserli
hastalarda ortanca degerinin (m=669.5 ng/mL) biraz altinda bir dagilim gostermekte
olup saglikli kontrol grubunda ortanca degerine (m=893.5 ng/mL) yakin dagilim

gostermektedir.



43

Testlere ait ROC analizi gerceklestirildi ve ROC egrilerine gore AUC
hesaplandi. Yapilan degerlendirme sonucunda testlerin tanisal degerinin diisiik oldugu

belirlendi (Sekil 4-12).

ROC Curve
1.0
—FMNL1_P  AUC=0.353
-PAK1_ P AUC=D.372
FMNL1 | Auc=0.219
0.8+ —PAK1_|  Auc=no23
= 0,677
= _
= i J
(71
S SRS N
f_ﬂ S
0,4
0,27
e
0,0 T T T T T
0,0 02 0.4 05 0,8 10

Sekil 4-12: Protein testlerinin ROC analizi
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Testler aras1 korelasyon Spearman testi ile saptandi. Plazma protein FMNL1

seviyeleri ile idrar protein PAKI1 seviyeleri arasinda korelasyon mevcut bulundu

(p=0.000, r=0.779) (Sekil 4-13).

R2 Linear = 0,064
(o}
1250,0
o
1000,0
o ©
-
E o
& 7500 o
&
500,01 %Q:;
e
250,07
1 | | | |
00 10000 2000,0 3000,0 4000,0

FMNL1_P

Sekil 4-13: Plazma protein seviyeleri korelasyon grafigi



45

Idrar FMNLI1 protein seviyeleri ile idrar PAK1 protein seviyeleri arasinda

korelasyon mevcut bulundu (p=0.000, r=0.627) (Sekil 4-14).
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Sekil 4-14: Idrar protein seviyeleri korelasyon grafigi
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5. TARTISMA

Prostat kanseri; goriilme sikligi, metastaz gelisimi ve bunlara bagli olarak hayat
kalitesini diisiirmesi nedeniyle arastirmalara fazlasiyla konu olmus bir kanser tipidir.
Hastaligin  tanisinin -~ konulmasi, tedavi etkinliginin  takibi, metastaz riskinin
degerlendirilmesi i¢in rutinde kullanilan yontemlerin yeterli bilgi saglamamasi hem

biyokimyasal hem molekiiler belirte¢ arayislarini giindemde tutmaktadir.

Kanser metastazi, EMT, invazyon, intravazasyon, ekstravazasyon ve metastatik
koloni olusumu basamaklarint igerir. Hiicre baglantilarin1 saglayan proteinlerin
ekspresyonunda azalma ve fonksiyon kaybi ile ECM yapisint bozan proteinlerin
ekspresyonunun artmasi, hiicre iskeletinin yapisinit bozarak tiimoriin yayilimina yol agar.
Hiicre iskeletinin temel yap1 elemanlarindan olan aktin mikrofilamentleri, hiicreye sagladig:
mekanik destek ile hiicrenin seklini belirler ve hareketini saglar. Aktin iskeletinin yapisal
degisimi sonucunda hiicre uzantilarinin olugsumu ile hiicre hareketinde artig, hiicre-matriks
baglantilarinda (adezyon plakalari) ve hiicre-hiicre baglanti komplekslerinde azalma

goriilmesiyle hiicrenin invaziv kapasite kazanmasi kolaylasir.

Hiicre boliinmesi, membran trafigi, go¢, morfogenez ve filopodyum olusumu gibi
aktin bazli siiregler son yillarda timor invazyonu ve metastaziyla daha fazla
iliskilendirilmektedir. Aktin dinamiklerinin diizenleyicileri olarak bilinen forminler aktin
polimerizasyonunu stimiile ederek hiicre hareketini arttirmakta ve tiimor invazyonu ile
metastazinda rol oynamaktadir. Aktinle birlikte sitoplazmada yerlesim gosteren FMNL1’in;
niikleasyon, uzama, polimerizasyon, depolimerizasyon ve paketlenme gibi aktin ile iliskili
temel siireglerde rol oynadigi diisiiniilmektedir ancak, islevi tam olarak agikliga
kavusturulamamistir. FMNL1’in miyeloid 16semi, lenfoid 16semi, non-Hodgkin lenfoma
gibi hematopoietik kokenli bir¢cok kanser tipinde ekspresyonunun yiikseldigi tespit
edilmistir fakat solid tiimorlerde ekspresyonu, iizerinde yeni g¢alisilmaya baslanmig bir
konudur. Giinlimiize kadar yayinlanan arastirmalarda kanda ve diger viicut sivilarinda
yapilmig bir calismaya rastlanmamistir. Calismamiz bu molekiiliin prostat kanserindeki
etkinligine dair yapilmis ilk calisma olmakla beraber plazma ve idrardaki ekspresyonunun

arastirildigi tek calismadir.

FMNLI1 ilk defa Favaro ve arkadaslari tarafindan 2003 yilinda lenfoid
tiimdrlerde izole edilmistir (3). Ayni ekibin daha sonra yaptiklar1 calismalarda T hiicreli

non-Hodgkin lenfomalarda da hem Western blot, hem de immiinohistokimya
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yontemleriyle yiiksek ekspresyonunu tespit edilmis olup l6semi hiicrelerinin de

proliferasyon ve gociinde etkili oldugu belirtilmistir (4, 93).

2008 yilinda Kilpinen ve ekibinin ¢alismasinda 18 farkli doku tipinin hem saglikli
hem tiimorli 6rneklerinde FMNL1 mRNA ekspresyon profili ¢ikarilmis olup, prostatin hem

saglikli hem tiimorlii dokularinda az da olsa ekspresyonu gozlenmistir (94).

2011 yilinda Jurkat, HeLa ve pankreas kanseri hiicre hatlarinda da ekspresyonlari
bulunarak FMNL1’in epitelyal kanserlerde varliginin ilk defa gosterildigi calismada
FMNLI’in hem Golgi mimarisini diizenledigi, hem de F-aktin’in dikenli uclarini
baglayarak aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesinden sorumlu oldugu bulunmustur. Bu
bulgular metastaz potansiyeli yliksek solid timorlerde yiiksek FMNLI ekspresyonu oldugu

diisiincesine yonlendirmektedir (95).

Hematolojik kanserler disindaki kanser tiplerinde FMNLI1 protein ekspresyonunu
raporlayan ilk ¢aligma olarak 2014’te yapilan ve 28 farkli kanser dokusunun incelendigi
calisma goze ¢arpmaktadir. PCa da dahil olmak {izere bircok dokunun immiinohistokimya
yontemiyle incelenmesinde epitel hiicrelerde ekspresyona rastlanmamis, diiz kas
hiicrelerinde yiiksek ekspresyon goriilmiistiir (5). Doku disina dokiilen hiicreler genellikle
epitel doku kaynakli oldugu icin hasta grubumuzda plazma ve idrarda diisiik seviyelerle
karsilasmis olmamiz bu calismanin bulgulartyla uyumlu olup ayni ¢aligmada neoplastik
olmayan dokularda da FMNLI1 ekspresyonuna rastlanmis olmasi bizim saglikli grubumuzda

buldugumuz yiiksek seviyelerle tutarlilik gostermektedir.

Yi Yang ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada 117 kiiglik hiicre dis1 akciger kanseri
(KHDAK) dokusu, 37 KHDAK kemik metastaz dokusu ve 70 normal akciger dokusunda
FMNL1 mRNA ekspresyonuna ve protein seviyelerine bakilmis olup, kanserli dokuda
normal dokudan daha yiiksek, metastaz dokusunda da primer kanser dokusundan daha
yiiksek seviyeler tespit edilmistir. Yiiksek FMNLI1 seviyeleri hastaligin kotii prognozuyla
iliskilendirilmistir. Ayrica hem hasta dokularinda hem hayvan modellerinde FMNL1’in
susturulmasinin EMT iligkili genleri ve TGF-B1 sinyal yolagini baskilayarak hiicre gd¢iinii
inhibe ettigini ve kemik metastazin1 yavaslattigini gdstermis ve FMNL1’in KHDAK’de
kemik metastazlarin1 diizenlemede Onemli rol oynadigini belirtmislerdir (96). PCa da
cogunlukla kemik metastazi goriilen bir tiimdr tipi oldugu i¢in bu ¢alismayla yakin sonuglar
goriilebilecegini diigiinmiis olsak da bizim calismamizda metastatik hasta sayisi ¢cok az
oldugu i¢cin bu baglamda istatistiksel olarak degerlendirebilecek bir sonu¢ elde

edilememistir.
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Nazofarenks kanserine dair yapilan c¢alismalarda kanserli dokularda saglam
dokulara gére FMNLI1 ekspresyonunun arttig1, yiiksek FMNL1 ekspresyonunun da TNM
evresiyle, diisik sagkalim oram1 ve kotii prognozla da korele oldugu belirtilmistir.
Susturulmast durumunda proliferasyon, go¢ ve invazyonun baskilandigi belirtilmistir.
FMNLI gen amplifikasyonu veya iligkili miR (miR16 ve miR143) baskilanmasindan
kaynaklanan yiiksek FMNLI1 ekspresyonu nazofarenks kanserinin agresif fenotipinde rol
oynamaktadir. FMNLI aktivasyonu HDACI’in Profilin2’ye baglanmasiyla MTA1’in
aktivasyonunu saglayarak hiicrenin malign 06zelligini kazanmasmm ve EMT’yi tesvik

etmektedir (72, 97).

Higa ve arkadaslarinin ¢alismasinda glioblastomali 217 vakanin doku 6rneklerinde
immiinohistokimya yontemiyle FMNLI1 ekspresyonu incelenmis olup c¢alisma sonucunda
yiiksek FMNLI1 seviyelerinin kotii prognoz ve diisiik sagkalim gdstergesi oldugu, FMNL1
susturulmasinin aktin polimerizasyonunu baskilayarak glioblastomada hiicre gog¢ii ve
invazyonunu bloke ettigi agiklanmigtir. FMNL1'in lamellipod, fokal adezyon, invadopod,
metastaz ve migrasyonla iliskili gen setleri ile anlamli iliskisi, bu genin tliimoriin agresif

fenotipini etkiledigi fikrini daha da giiclendirmektedir (98).

306 berrak hiicreli renal hiicreli karsinom dokusunda yapilan immiinohistokimya ve
mRNA ekspresyon c¢alismasinin sonucunda FMNL1’in berrak hiicreli renal hiicreli
karsinomda yiiksek eksprese oldugu ve CXCR2 indiiksiyonu aracilifiyla prometastatik
aktiviteyi arttirdigi gozlemlenmistir. Yiiksek FMNLI ekspresyonunun hiicre goclinii ve
istilasin arttirarak yiiksek tiimor derecesi, tiimor metastazi ve kotii prognoz ile iligkili

oldugu belirtilmistir (74).

Calismamizda prostat kanserli hastalar ve kontrollerin FMNL1 mRNA ekspresyon
seviyeleri arasinda hem plazma hem idrar Orneklerinde istatistiksel bir farklilik
bulunamamistir. Protein seviyelerinde de aym sekilde istatistiksel bir anlamlilik
bulunamamistir (p>0.05). Hastalarin PSA ve diger klinik o6zellikleriyle plazma ve idrar

FMNLI1 seviyeleri arasinda herhangi bir iliski bulunamamustir.

Serin/treonin kinaz olan PAK ailesi liyelerinin cesitli kanser tiplerinde yiiksek
ekspresyonu ve aktivasyonunun oldugu bilinmektedir. PAK izoformlar1 arasinda, grup I
PAKlar (6zellikle PAK1 ve PAK?2) kanserlerde en iyi karakterize edilmis ve en c¢ok
deregiile olanlardir (9, 99, 100).

Kanserde asir1 PAK1 ekspresyonunun hem gen amplifikasyonu, hem de miRNA

etkilesiminin sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Mesane, over ve meme kanserlerinde
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PAK1’in bulundugu 11ql13 bolgesinde 11q13.5-q14 amplifikasyonlar1 tespit edilmistir
(101-103). Reddy ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada ise endojen miRNA-7
seviyelerinin ¢esitli kanser hiicre hatlarinda PAK1 ekspresyonu ile ters orantili oldugu ve
miRNA-7 transfeksiyonunun meme kanseri hiicrelerinde PAK1 ekspresyonunu azalttig:
tespit edilmistir (104). Arastirmalar, PAK1'in potansiyel bir tiimor onkogeni davranisi

sergileyebilecegini ve kanser tedavisi i¢in terapdtik bir hedef olabilecegini 6ne stirmektedir.

PAK1 ile ilgili ¢ogunlukla gastrointestinal sistem tiimorleri olmak iizere, over, bag-

boyun, pankreas ve prostat kanserlerinde ¢aligmalar yapilmistir.

Gastrodzofageal tiimor dokularinda PAK1 protein ve mRNA seviyelerinin normal
epitel, atipik hiperplazi ve adenokarsinomaya dogru progresyon yolunda agama asama artisi
goriilmiis ve PAK1 asir1 ekspresyonu lenf nodu metastazi, ileri tiimor evresi, biiyiik timor

boyutu, pozitif cerrahi sinir ve kotii sagkalimla iligkili bulunmustur (105).

Kolorektal kanserde yapilan ¢alismalarda PAKI1 ekspresyonu ve aktivitesinin
tiimoriin agresif davranisiyla iliskili oldugu belirtilmistir. PAK1 aktiflenmesi fokal adezyon
kompleksleri olusumunu engelleyerek hiicre motilitesi ve invazyonunu arttirirken

susturulmasi da hiicre go¢iinii ve invazyonunu azaltmaktadir (106, 107).

Gastrik  kanserle iliskisinin incelendigi ¢alismalarda ise PAKI1’in asir1
ekspresyonunun progresyon, metastaz ve prognozla iligkili oldugu, susturulmasi durumunda

ise gastrik kanser hiicrelerinin biiyiimesinin inhibe edildigi gézlemlenmistir (108).

Over kanserli hastalardan alinan peritoneal ve plevral efiizyonlarda yiiksek
gradli tiimorlerde daha fazla olmak lizere PAK1 boyanmasi goriilmiis olup kemoterapi
oncesi hastalarda yliksek PAK1 seviyeleri daha uzun sagkalimla iligkili, yliksek boyanma
derecesi de daha iyi progresyonsuz sagkalimla korele bulunmustur. Kemoterapi sonrasinda
ise tam tersi sekilde yiiksek PAK1 boyanma derecesi kotii sagkalimla korele bulunmustur.
Hasta takiplerinin sonunda yiiksek boyanma derecesinin primer tiimorde uzun
progresyonsuz sagkalimi, niiks hastalikta daha diisiik sagkalimi gosterdigi bulunmustur. Bu
calisma PAK1’in primer ile niiks hastalikta ters prognostik rolleri oldugunu ve hiicresel

fonksiyonunun kemoterapi ile degisebilecegini gostermektedir (109).

Park J ve ekibinin bas-boyun karsinomu hiicrelerinde yaptig1 ¢alismada PAK1’in
tiimdr hiicresi gocii ve invazyonunda rol oynadigi, asir1 ekspresyonunun timor hiicresinin

agresif davranigi ve diisiik sagkalim ile korele oldugu belirtilmistir (110).
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Han ve ekibi tarafindan primer ve metastatik pankreas kanserli dokularda
yapilan ekspresyon caligmasinda ise metastatik dokularda primer dokulara gére daha
disik PAKI seviyeleri tespit edilmistir. Primer timér dokularindaki PAKI1
seviyelerinin de literatiirdeki diger calismalarin tersine iyi diferansiyasyon derecesi ve
daha uzun sagkalim ile iligkili oldugu bulunmustur. Caligmanin sonucunda PAK1’in
pankreas kanseri metastazinda etkisinin diislik olabilecegi diisiincesi belirtilmis olup, bu
bulgular her dokuda ayni etkiye sahip olmadigini, hiicresel fonksiyonlarinda degiskenlik

gosterebilecegini diisiindlirtmektedir (111).

Prostat kanserinde grup II PAKlardan (PAK4, 5, 6) PAK4 ve PAK6'nin yiiksek
ekspresyonunun bilinmektedir (112, 113). Bu yiizden prostat dokusunda mevcut
olmasma ragmen, grup I PAKlar (PAKI1, 2, 3) prostat kanserinde ¢ok fazla

calisilmamustir.

PAKTI’in PCa’daki roliine dair yapilan ilk ¢alismada doku ve hiicre hatlarinda
PAK1 seviyeleri PAK6 ile karsilagtirilmigtir. 2013 yilinda yayinlanan g¢alismada
PAK1’in invaziv/metastatik potansiyeli yliksek hiicre hatlarinda erken evre tiimorli
hiicre hatlaria gore ¢ok daha yiiksek ekspresyonu goriiliirken PAK6 ekspresyonu biitiin
hiicre hatlarinda yakin seviyelerde tespit edilmistir. PAK1 protein seviyeleri normal ve
benign hiperplazi dokularinda en diisiik degerlerde iken timorlii ve metastatik

dokularda ¢ok daha yiiksek degerlerde bulunmustur (114).

73 PCa ve 40 BPH hastas: ile yapilan ¢alisjmada PAKI1 seviyelerinin PSA
degerleri ile korele oldugu bulunmus olup PAKI mRNA seviyeleri en yliksek
metastatik hiicre hatlarinda, sonrasinda erken evre PCa hiicre hatlarinda ve en az normal
prostat epitelyal hiicre hattinda tespit edilmistir. PAK1 gen ifadesinin susturulmasiyla

proliferasyon, gé¢ ve invazyonun yavasladigi gosterilmistir (115).

Calismamizda prostat kanserli hastalar ve kontrollerin PAK1 mRNA ekspresyon
seviyeleri arasinda plazma orneklerinde istatistiksel bir farklilik bulunmamistir (p>0.05).
Protein seviyelerinde de plazma oOrneklerinde anlamli fark bulunamazken (p>0.05) idrar
orneklerinde hastalarda kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur (p=0.00). Hastalarin PSA
ve diger klinik 6zellikleriyle plazma ve idrar FMNL1 seviyeleri arasinda herhangi bir iligki

bulunamamustir.

Tiimor hiicrelerinin dolagimda tespit edilebilmesi i¢in hiicrelerin birbirinden ayrilip

ECM komponentlerine tutunmasi, ECM’yi degrade ederek damar disina c¢ikmalari



51

gereklidir. Lokal evredeki kanserlerde tiimor hiicreleri heniiz yayilma asamasinda olmadigi
icin dolagimda veya diger viicut sivilarinda tiimdre dair hiicresel elemanlarin tespiti zor
olmaktadir. Tiimor dokusunda yapilan ¢alismalarda hastalik hangi evrede olursa olsun
tiimor hiicreleri ve onlarin komponentleri gerek kalitatif gerek kantitatif olarak daha kolay

tespit edilebilmektedir.

Literatiirdeki bilgiler dogrultusunda FMNL1 ve PAK1’in PCali hastalarda yiiksek
ekspresyon gosterecegini diislinlirken, doku disinda ve ¢ogunlugu erken evre hastalarda
calistigimizdan dolay1 sonug¢larimizin bu yénde oldugunu diisiinmekteyiz. Calismamiz
FMNLI ve PAKI’in hem gen hem protein {iriiniiniin dolasimda ve idrarda tespit edilerek
karsilastirildigr ilk caligmadir ve her iki marker molekiilin de erken evre PCa’da diisiik

ekspresyon seviyeleri oldugunu gostermesi agisindan 6nem tagimaktadir.
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FORMLAR

HASTA BILGILENDIRME ve GONULLU OLUR FORMU

I-Arastirmayla Tlgili Bilgi
Calisma Adi: Prostat Kanserli Hastalarda FMNL1 ve PAKI1 Seviyelerinin

Karsilastirilmasi
Tez Ogrencisi M.Sc. Elif BILGIN DOGRU
Tez Danismani: Prof. Dr. Derya DURANYILDIZ

Amac: Literatiirde, prostat kanserinde diagnostik ve/veya prognostik olarak onemli
oldugu diisiiniillen FMNL1 ve PAK1’in hem protein hem de mRNA diizeylerini plazma
ve idrar materyalinde arastiran bir ¢alisma bulunmadigindan 6nemli ve faydali bir
calisma olacagimi diisiinmekteyiz. Amacimiz bu molekiillerin prostat kanserinde ne
diizeyde sentezlenip sentezlenmedigini gostermektir.

Calismaya tanilar1 patolojik olarak konulmus prostat kanserli 60 hasta dahil
edilecek, 1.U Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Laboratuarlarinda yapilacak deneyler
sonucu elde edilecek sonuglar saglikli kontroller (n=40) ile karsilagtirilacaktir.

Caligma ilerlerken eger gerekli goriiliirse ayrilan plazma Orneklerinde basta

belirtilen parametrelerin diginda baska biyokimyasal testler de ¢aligilacaktir.

Konunun Ozgiinliigii ve Bilimsel Onemi: Literatiirde prostat kanserinde yapilmis
benzer bir ¢alisma bulunmadigindan, elde edilecek sonuglarin prostat kanserli hastalarin

tan1 ve takibinde klinik bulgularla birlikte faydali bir ¢aligma olacagini diistinmekteyiz.

Yonetim Diizeni: Proje yoneticisi, ¢aligmanin siirdiiriilmesi i¢in birimler arasindaki
iletisimi saglayacak ve deneysel calismalarda yer alacaktir. Proje ydneticisi konuyla
ilgili literatiir bilgilerinin toplanmasi ve degerlendirilmesi, hastalardan alinan serum

orneklerinin  uygun kosullarda saklanmasi, deneylerin yapilmasi, verilerin
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degerlendirilmesi ve sonuglarin klinik anlamda karsilastirilmast ve degerlendirilmesi
asamalarindan sorumludur.

[.U. Onkoloji Enstitiisii'ndeki arastiricilar, hastalarin anamnezi alinarak ve
gerekli muayeneleri yapilarak klinik olarak tanilarinin konulmasi, plazma ve idrar
orneklerinin uygun olarak alinmasi agsamalarinda, gorev alacaklardir.

Calisma kapsaminda yapilacak olan plazma ve idrarda bildirilen parametrelerin
kantitatif ~diizeylerinin belirlenmesi 1.U. Onkoloji Enstitiisi  Temel Onkoloji

Laboratuarlarinda gerceklestirilecektir.

II-Géniilliiniin Haklariyla Tlgili Bilgi

Bu calismaya goniillii olmaya karar verirseniz bu bilgilendirilmis olur (onay)
formunu imzalamaniz gerekecektir. Sadece kendi rizaniz ile hi¢ bir baski ve zorlama
olmaksizin, tedaviniz esnasinda doktorunuza danigilarak alinacak 7-10 cc.’lik kan
Orneginiz ve idrar orneginiz ile bu bilimsel ¢alismaya katilmis olacaksiniz. Calisma
ilerlerken eger gerekli goriiliirse ayrilan kan ve idrar orneklerinizde basta belirtilen
parametrelerin disinda baska biyokimyasal testler de calisilacaktir. Kan alma sirasinda
kan alinan bolgede aci, morarma, kanama ya da diger rahatsizliklar meydana gelebilir,
fakat bu giicliiklerin en aza indirilmesi i¢in onlemler alinacaktir. Size kisisel bilgileriniz
olarak sadece yasiniz sorulacaktir. Etik kurullar inceleme amaciyla medikal kayitlardaki
kisisel medikal bilgilerinize ve bu calismadan elde edilen bilgilere erisebilirler. Medikal
bilgilerinize erisim calisma icin gereken verilerin toplanmast ve islenmesi ile smirl
olacaktir.

Aragtirma amagli bu ¢calismanin sonuglar1 bilimsel toplantilarda ya da yayinlarda
sunulabilir, ancak bu sunumlarda sizin kimliginiz agiklanmayacaktir. Ayrica sizden
aragtirma ile ilgili olarak herhangi bir maddi talepte bulunulmayacak ve size de
herhangi bir iicret 6denmeyecektir. Katilmaya karar verdikten sonra da herhangi bir
zamanda bu c¢alismaya katilma i¢in olurunuzu geri ¢ekebilir ve ¢alismadan
cikabilirsiniz. Bu karar medikal tedavinizi etkilemeyecektir. ayrica bu arastirmaya
katilmaya karar verdiginiz takdirde ileriye doniik olarak hastaligimiz hakkinda elde
edilecek bilgilerle bilim diinyasin1 konuyla ilgili olarak &nemli derecede katki
saglayacaginiz kesindir. Goniillii olmaya karar verdiginiz ve bu bilgilendirilmis goniillii

onay ve riza formunu imzaladigimiz takdirde yukarida yazilanlari okuyup kabul
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ettiginizi ve higbir baski ve zorlama olmaksizin ailenizin bilgisi dahilinde sadece kendi

rizaniz ile karar verdiginizi onaylamis olacaksiniz.
Katilimcinin/Hastanin Beyam

Saymm M.Sc. Elif Bilgin Dogru tarafindan 1.U. Onkoloji Enstitiisii Temel
Onkoloji Anabilim Dali’nda tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu aragtirma ile
ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir aragtirmaya
“katilme1” (denek) olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile
aramda kalmas1 gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik
0zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel
amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana
yeterli gliven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak ig¢in arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 da tutulabilirim.

Aragtirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde,
her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
M.Sc. Elif Bilgin Dogru’yu _ no’lu telefondan ve 1.U. Onkoloji
Enstitiisii’'nden arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayict bir davranisla karsilasmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Kendi

basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilime1”
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(denek) olarak yer alma kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiikk bir
memnuniyet ve goniilliilikk i¢erisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.

GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniilliiye arastirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1

kabul ediyorum.

Goniilliiniin Adi-soyady/ Imzasy/Tarih/ Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Arastirma ekibinde yer alan ve yetkin bir arastirmacinin

Adi-soyady/ Imzasy/ Tarih

Gerekiyorsa olur islemine tamik olan Kkisinin Adi-soyady/ ImzasyTarih/ Adresi

(varsa telefon no., faks no.,...)

Gerekiyorsa yasal temsilcisinin Adi-soyady/ imzasi/Tarih/ Adresi (varsa telefon

no., faks no....)



INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

PROSTAT KANSERLI HASTALARDA FMNL1 VE PAK1
DUZEYLERININ BELIRLENMESI-2

DRMALLFE RaPoRL

19 %12 3 13

BENZERLIK EMIRERS] INTERMET RAYMAKLARD  YAYIMLAR AGRENC] ODEVLERI
EBRNCIL KAYHaRLAR
n Submitted to Istanbul University 8
Ogrend Cded %
nek.istanbul.edu.tr:4444 “
= internet Kaynag %
www.anadoluissagligi.com 7
g Internet Kaynag %
Submitted to Halic Universitesi 4
Ofrend Codew %
r.
?ﬁm Ege.edu.tr %
- yrag)
E docplayer.biz.tr d
inkternet Kaynag %
. - "
www.onkoloji.dergisi.org "
mtermet Kaynag
M www.uroonkoloji.org d
8 %
Internet Kaynag
E acikerisim.istanbul.edu.tr e
Internet Kaynag %

68






