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1.0ZET

Prostat kanseri, diinyada erkekler arasinda onde gelen saglik
problemlerinden biridir. Son zamanlarda etyopatogenezine otofajik yolaklarin da
katkida bulundugu gosterilmistir. Otofajinin kilit diizenleyicisi olarak tanimlanan
hiicre i¢i kalsiyum diizeyleri kalsiyum kanallar1 tarafindan diizenlenmektedir. Bir
kalsiyum kanali olan TRPM2’nin oksidatif stres aracili apoptozda gorevlidir.
Reaktif oksijen tiirlerinden biri olan H;O,’in hem TRPM2'yi hem de otofajiyi
aktive ettigi gosterilmesine ragmen oksidatif stress aracili otofajik yolaklarda
TRPM2’nin roliiniin olup olmadigr bilinmemektedir. Bu c¢alismada, prostat
kanseri PC-3 hiicre hattinda, otofajik yolaklarda TRPM2'nin roliiniin arastirilmasi
amaclanmugtir.

PC-3 hiicre hattinda, otofajik ve apoptotik yolaklar ve TRPM2'nin
aktivasyonu i¢in H,O, uygulandi. TRPMZ2, otofajik ve apoptotik aktiviteler
sirastyla; SIRNA, 3-MA ve z-VAD-fmk uygulamalariyla engellendi. Yapilan her
uygulama sonucunda TRPM2, otofaji ve apoptoz ile iliskili genlerin mRNA
ekspresyon profilleri kantitatif RT-PZR ile ortaya konuldu. Otofajik aktiviteyi
belirlemek amaciyla AO-EB boyamasi yapildi.

H,0, uygulamasinin hiicre canliligini azalttigi ve z-VAD-fmk+H,0,
uygulamasinin, 3-MA+H;0, uygulamasma kiyasla daha fazla hiicre o6liimiine
neden oldugu belirlendi. H,O, uygulamasi kaynakli hiicre o6liimiiniin TRPM2-
SiRNA+H,0, uygulamasindan az da olsa fazla oldugu tespit edildi. BAX ve TP73
gibi apoptotik genlerin ekspresyonlarmin H»0,, TRPM2-siRNA+H,0,, 3-
MA+H,0, ve TRPM2-siRNA+3-MA+H;0, uygulamalarinda kontrole kiyasla

arttigi belirlendi. z-VAD-fmk+H,0, uygulamasinin otofajik siireglerde yer alan



genlerin ekspresyonlarini arttirdigi bulundu. TRPM2-siRNA+z-VAD-fmk+H,0,
uygulamasi sonucu, otofajik gen ekspresyonlarinin kontrole benzer oldugu
belirlendi.

Verilerimiz, H,0,’in genel olarak hem otofajik hem de apoptotik yolaklar
icin aktivator oldugunu ve bu etkisini TRPM2 aracili olarak gergeklestirdigini
gostermektedir. Ayrica TRPM2-siRNA uygulamasinin H,0; indiiklii otofajik
yolaklar1 baskilarken apoptotik yolaklar1 aktive ettigini vurgulamaktadir. Sonug
olarak; TRPM2'nin, otofajik yolaklardaki roliiniin tam olarak aydinlatilabilmesi

icin daha detayli molekiiler genetik ¢aligmalar yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Prostat Kanseri, Otofaji, TRPM2 iyon kanali, H;O,,

Apoptoz



2. ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF TRPM2 ION CHANNEL'S ROLE ON
AUTOPHAGIC PATHWAYS IN HUMAN PROSTATE CANCER PC-3

CELL LINE

Prostate cancer is one of the leading health problems among men in the
world. Recently, it has been shown that also autophagic pathways are contribute
to its ethiopathogenesis. Intracellular calcium levels described as key regulator of
autophagy is regulated by calcium channels. TRPM2, a calcium channel, has
function in oxidative stress mediated apoptosis. Although, it has been shown
H202, one of reactive oxygen species, activates both TRPM2 and autophagy, it is
not known whether TRPM2 has a role in oxidative stress-mediated autophagic
pathways. In this study, it is aimed to investigate the role of TRPM2 on
autophagic pathways in prostate cancer PC-3 cell line.

In PC-3 cell line, H,0, was applied for activation of apoptotic and
autophagic pathways and TRPM2. TRPM2, autophagic and apoptotic activites
were blocked through siRNA, 3-MA and z-VAD-fmk, respectively. mRNA
expression profiles of genes related with TRPM2, autophagy and apoptosis was
demonstrated by quantitative RT-PCR. AO-EB staining was performed to
determine the autophagic activity.

It was determined that H,O, application led to decreased the cell viability
and application of z-VAD-fmk+H,0, caused more cell death compared to
3-MA+H,0; application. It was detected that H,O, application-induced cell death
was slightly more than application of TRPM2-siRNA+H,0,. It was determined

that the expressions of BAX and TP73 apoptotic genes were significantly



increased the exposure to H,O,, TRPM2-siRNA+H,0,, 3-MA+H,0,, TRPM2-
siRNA+3-MA+H,0, applications compared to control. It was found that the
exposure to z-VAD-fmk+H,0, was increased expression of genes, involving in
the autophagic process. It was detected that autophagic gene expressions in
TRPM2-siRNA+z-VAD-fmk+H,0, application were similar to the control.

Our data suggest that, H202, generally, is activator for both autophagic
and apoptotic pathways and performs this effect as the TRPM2 mediated.
Furthermore it emphasizes that while TRPM2-siRNA application suppressing
H202-induced autophagic pathways, activates apoptotic pathways. Consequently;
in order to clarify the fully role of TRPM2 in the autophagic pathways, more

detailed molecular genetic studies should be done.

Key Words: Prostate cancer, Authophagy, TRPM2 ion channel, H,O,, Apoptosis



3. GIRIS

Temel islevi semen {iiretimine yardimci olmak olan prostat, her erkekte
bulunan kiigiik bir salgi1 bezidir. Idrar torbasinin hemen altinda yer alan prostat
bezi, idrari, idrar torbasindan penise ulastiran idrar yolunu sarmaktadir (1).
Ekzokrin bir bez olarak tiim memeli erkeklerinde korunmustur. Bu durum bireyin
hayatta kalmasi1 acgisindan ¢ok 6nemli olmasa da tiirlerin {iremesinde hayati bir rol
oynamaktadir (2). Prostatta meydana gelen hastaliklar, benign (iyi huylu) (benign
prostat hiperplazi, prostatit vb.) ve malign (kotli huylu) (prostat karsinomu) olmak
tizere iki sinifta incelenebilmektedir (3).

Prostat kanseri (PK), diinya genelinde insanlarda erkek bireylerin kanser
iligkili 6liimlerinin 6nde gelen nedenlerinden biridir ve erkeklerde en sik goriilen
ikinci kanser tiirtidiir (4). Gelisiminde hormonal faktorlerin 6nemli oldugu bilinen
Pk, genellikle 50 yas iistii erkek bireylerde goriiliir (5). Lokal olarak diisiikk hizda
gelisen ve ilerlemesi siklikla uzun yillar alan bu hastalik sonugta prostatin
disindaki komsu dokulara ya da kan araciligiyla farkli dokulara gecis
yapabilmektedir (6). Ozellikle yash erkek bireyler arasinda 6nemli bir saglik
tehdidi olan Pk i¢in heniiz ¢6ziim saglayacak bir tedavi gelistirilememistir (7).
Hastaliga bagl degisiklikler, uygulanan tedaviler ve tedavilere bagl yan etkiler
psikolojik (anksiyete, depresyon vb.) ve islevsel (cinsel islev bozukluklari)
bozukluklara yol agabilmektedir (8). Erken teshis ve tedavi olanaklar ile
hastalarin 5 yillik sag kalim olasiligi % 99’lara ulasmaktadir (9). Genellikle 60-70
yaslarinda teshis edilen (10) Pk'nin baslangici ve ilerlemesi ile ilgili birgok teori
Onerilmis ve arastirilmis olsa da molekiiler temeli tam olarak bilinmemektedir

(11).



Pk ile ilgili yapilan bir¢ok ¢alismada Beclin 1 geninin bir allelinin eksik
oldugunun gozlenmesi, otofajinin prostatta bir timor baskilayict mekanizma
olarak islev gorebilecegini diisiindiirmektedir (12). Otofaji, hiicresel homeostazi
korumak i¢in; hasar goérmiis organellerin, uzun Omiirlii proteinlerin ve protein
kiimelerinin par¢alanmasini ve geri doniisiimiinii saglayan hiicresel katabolik bir
islevdir (13). Optimum biiyliime kosullar1 altinda hiicreler, ¢esitli uyaranlar ile
hizlica artan otofajinin, bazal seviyede kalmasmi saglarlar (14). Otofaji
mekanizmalarinda Autophagy-related genes (Atg) olarak adlandirilan otofaji
iligkili proteinler rol oynamaktadirlar (15). Atg proteinlerinin bir kismi (Atg4,
Atgl3 vb.) ve c¢esitli protein kompleksleri otofajik kesecik ve otofagozom
olusumunda yer alir (16). Otofaji sirasinda, sitoplazmik icerikler otofagozom
olarak adlandirilan cift katli membran yapilar tarafindan sarilir. Otofagozomlar,
otolizozomlar1 olusturmak icin ya endozomlarla ya da lizozomlarla kaynasir ve
olgunlagir. Sonugta, meydana gelen otolizozomun igerigi ile birlikte i¢ membrani,
lizozomal enzimler tarafindan pargalanir (17). Otofaji, hiicre homeostazindaki
temel roliine ek olarak, cesitli fizyolojik ve patofizyolojik fonksiyonlar1 ile ya
hiicre adaptasyonu ve hayatta kalimi1 ya da baz1 kosullar altinda hiicre 6liimiine
sebebiyet verir (14). Otofajik hiicre Oliimii, hiicre canliliginin kaybedilinceye
kadar sitoplazmanin otofagozom-lizozom bagimli parcalanmasini i¢eren bir siireg
anlamina gelir. Bu siire¢; apoptoz ya da nekrozu icermez. Eger otofaji
diizenlenmesi bir hastaligin muhtemel tedavisi olarak arastiriliyorsa, otofajik
hiicrelerde yasam ya da Olim kararlarinin ayrimimin anlagilmasi oldukca

onemlidir (18). Otofaji diizenlenmesindeki bozukluklarin, bir¢ok fizyolojik islevi



etkiledigi bilinmektedir ve bu durum nérodejeneratif bozukluklar, kanser gibi ¢cok
sayida hastalikta vurgulanmstir (14).

Hiicrelerde otofagozomlar, endoplazmik retikulum (ER) ile golgi
yapilarinin aralarinda bulunan ve memelilerde "otofaji olusum merkezi" olarak
adlandirilan yapilarda ortaya ¢ikarlar. Otofajik kesecik membraninin kaynagi
kesin olarak bilinmese de; bu zarm yeni sentezlendigi ya da endoplazmik
retikulum,  mitokondri dis membrani ve plazma  membranindan
kaynaklanabilecegi ileri siiriilmektedir (16).

Kalsiyum pek ¢ok hayati 6neme sahip islevi kontrol etmektedir (19).
Hiicre i¢i organellerin membranlarinda ya da plazma membraninda kalsiyuma
gecirgen iyon kanallarinin lokalize oldugu bilinmektedir (20,21). Mitokondri, ER,
lizozom ve sitosoldeki kalsiyum diizeyleri, kalsiyuma gegirgen iyon kanallari
tarafindan diizenlenmektedir. Bu iyon kanallarinin ekspresyonu ya da
fonksiyonundaki degisimler, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu ve bunun
sonucunda da kalsiyuma baglh c¢ogalma, apoptoz ve otofaji gibi islevleri
etkilemektedir (22). Elde edilen son veriler ile hiicre i¢i kalsiyum, hem bazal (23)
hem de tetiklenmis (24) otofajinin kilit bir diizenleyicisi olarak tanimlanmustir.
Kalsiyum homeostazini diizenleme mekanizmalarinin bozulmasi, kanseri de
iceren ¢ok sayidaki ¢esitli ciddi patolojilere sebebiyet verebilmektedir (25).

Yapilan c¢alismalar, Transient Receptor Potential (TRP) iyon kanal
ailesinin prostat karsinomu olusumu sirasinda kalsiyum homeostazinin
diizenlenmesinde onemli bir role sahip oldugunu gostermistir (11). TRP iyon
kanal ailesi liyeleri duyu algilama, ¢ogalma, hiicre sag kalimi ve 6liimiinii iceren

pek ¢ok fizyolojik islevde yer alir (26). Pk'nde, TRP ailesinin Melastanin (TRPM)



iyon kanal grubu iiyelerinden bazilarinin etkili rol oynadigi tespit edilmistir (27).
TRPM2, hem iyon kanali hem de enzim olmak tizere iki fonksiyona sahip
olmasindan dolayr "chanzyme" (kanal ve enzim) olarak bilinmektedir. Ciinki
TRPM2’nin karboksil ucu enzimatik olarak aktif olan adenozin difosforiboz
(ADPR) hidrolaz bolgesi icermektedir (28). Hiicre yiizeyinde kalsiyuma gecgirgen
bir kanal olarak fonksiyon goren TRPM2'nin lizozomal kalsiyum salinim kanali
olarak islev gordigl, lizozomal ve endozomal membranlarda hiicre icinde
lokalize oldugu gosterilmistir (29). Pk'nde hiicre ¢ogalmasi ile iligkili oldugu
saptanan TRPM2 (30); sitokinlerin iiretimi, insiilin salimimi, oksidatif stres ve
apoptoz gibi c¢ok sayidaki fizyolojik islevde yer alir. TRPM2’nin; ADPR,
Hidrojen peroksit (H0,), nicotinic acid-adenine dinucleotide phosphate
(NAADP), pH ve sitosolik kalsiyum gibi ¢esitli uyaranlar tarafindan etkin hale
getirildigi ve diizenlendigi gosterilmistir (31).

TRPM2'nin, temel olarak plazma membraninda eksprese oldugu ve
oksidatif stresle tetiklenmis hiicre dliimiinde kilit bir rol oynadig1 gosterilmistir
(32). Oksidatif stres; DNA hasarimni, kalsiyum iyonu (Ca*?) hareketini, otofajiyi ve
hiicre oliimiinti tetikler (33, 34). Oksidatif stres kaynaklarindan olan Reaktif
Oksijen Tirleri (ROT), otofajik kesecik olusumunda ve otofajinin hiicre 6limii
veya hayatta kalimi iizerindeki roliiniin diizenlenmesinde etkilidir (35). ROT
molekiillerinden olan H,O0,, TRPM2 iyon kanali (36) ve otofaji (35) igin
indiikleyicidir.

Calismamizda insan prostat kanseri hiicre hattinda (PC-3), TRPM2 iyon
kanallarinin inhibe edilmesinin otofajik yolaklara etkisinin olup olmadiginin

arastirilmasi amaglanmustir.



3.1. PROSTAT BEZI

Prostat; tiim erkek memelilerde korunmus, bireyin hayatta kalmasi icin
elzem olmayan ancak tiirlerin iiremesinde hayati bir role sahip olan ekzokrin bir
bezdir (2). Mesanenin hemen altinda ve prostatik iiretranin ¢evresinde yer alan
prostat yaklasik olarak 4 cm capinda ve 8-20 g agirligindadir (37). Boyutu yasa
bagl olarak degisiklik gostermekle beraber gen¢ erkek bireylerde yaklasik olarak
bir ceviz biiyiikliigiindeyken yash erkek bireylerde daha biiyiik olabilmektedir.
Biiylimesi, testosteron gibi erkeklik hormonlar1 (androjenler) olarak adlandirilan

tarafindan tetiklenmektedir (38).

Prostat it X & .
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Sekil 1. Prostat Bezinin Konumu (38)

Ekzokrin bir bez olmasmin yani sira mesanenin hemen altinda {iretray1
cevreleyen bir fibromuskiiler stroma organi olan prostat, seminal vezikiiller ile
birlikte kapiilasyonun (giftlesme) emisyon fazi sirasinda salinan insan seminal
stvist ya da ejakiilatin tamamini liretmektedir. Salinan prostat sivisi; sitrik asit,
lipidler, proteolitik enzimler (prostat spesifik antijen [PSA] gibi), cinko
(50mg/100g kuru agirhigr ile prostat tiim organlar iginde en yiiksek c¢inko

konsantrasyonuna sahip olandir) ve spermin hareketliligi ve sag kalimi i¢in elzem,



oositin dogal yollardan fertilize olmasini saglamak i¢in gerekli olan asit fosfatazi
icermektedir (39).

Normal bir prostat bezi anatomik olarak ti¢ farkli zona ayrilir. Bunlar;
1) Periferik Zon: Prostat bezinin biiyiik kismin1 olugturmaktadir.
2) Santral Zon: Prostat bezinin yaklasik olarak %25’ini olusturmaktadir.
3) Transizyonel Zon: Prostatin bazal kismini olusturmakta ve geng erkek
bireylerde prostat hacminin %5-10"unu olusturan prostatik iiretrayr sarmaktadir.
Bu kisim yash erkek bireylerde diger yapilari ve iriner fonksiyonu tehlikeye

sokan Benign Prostat Hiperplazisi (BPH) nden sorumludur (40).

Transizyonel Zon /
5

)

Santral Zon

Anterior Fibromiiskiiler Stroma

Periferal Zon

Sekil 2. Prostat Bezinin Zonal Anatomisi (41)
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Prostat bezi histolojik olarak fibromuskiiler stroma ve glandiiler
yapilardan olusmaktadir. Prostat bezinde temel olarak ii¢ farkli tip hiicre yer
almaktadir (42). Bunlar;

1) Bazal Hiicreler: Sekretuar hiicreleri bazal membrandan ayiran kiiboidal ya da
yassi sekildeki bu hiicreler karsinomlarda yer almadigindan bunlarin biyopsilerde
taninmasi oldukg¢a onemlidir (43).

2) Sekretuar Hiicreler: Sitoplazmalar soluk ya da seffaf olan, kolumnar sekilli,
genellikle bazal yerlesimli tek tip niikleus igeren hiicrelerdir (43).

3) Noroendokrin Hiicreler: Kromogranin gibi néroendokrin belirleyiciler ile
pozitif boyanarak goriiniir hale gelen, graniiler eozinofilik sitoplazmali hiicrelerdir

(44).

3.1.1. Prostat Bezi Hastaliklar:

Prostat yillar boyunca sadece sekretuar Ozelligi olan bir bez olarak
goriilerek ihmal edilmistir. Ancak prostatin olduk¢a yiiksek oranda saglik ve
ekonomik sorunlara yol agan prostat bezinin iltihabi (prostatit), BPH ve Pk olmak

tizere baslica ti¢ hastaligi vardir (45).

3.1.1.1. Prostatit

Bu terim genel olarak hem enfektif bir kokene sahip oldugu varsayilan
akut ve kronik bakteriyel prostatiti hem de herhangi bir enfektif etkenin
saptanamadigi, temeli bir ¢ok faktdre dayanan ve vakalarin biiyiik bir kisminda
belirsiz olan “prostatit sendromu” terimini kapsamaktadir (46). 50 yasin
altindaki erkeklerde en yaygin lirolojik taniyr temsil eden, ¢ok sik goriilen ve
giicten diisliren bir hastaliktir. Yaygmligr ve saglik hizmet kaynaklarina olan

olumsuz etkisine ragmen prostatitin etiyolojisi, tanis1 ve tedavisi ile ilgili olarak
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sahip olunan bilgiler celiskilidir (47). En sik rastlanan inflamatuar iirolojik

hastaliklardan olan prostatit, etiyolojisine bagli olarak tedavi edilebilmektedir

(48).

3.1.1.2. Benign Prostat Hiperplazisi (BPH)

Prostatin transizyonel zonundaki diiz kas ve epitel hiicrelerinin artmasi ile
karakterize edilen histolojik bir tan1 olan BPH (49), ileri yas erkeklerde idrar
depolama, bosaltma, iseme sonrasi semptomlara yol acan ve hastalarin yasam
kalitesini azaltan bir hastaliktir (50). Erkeklerin yaslanmayla birlikte en fazla
karsilastiklar1 hastaliklardan biri olan BPH, 60’11 yaslardaki erkeklerin %50’sinde
bulgu vermekte ve 70’li yaslarda hastaligin prevalansi %80’e ulagmaktadir (51).
Amerikan Uroloji Birligi (AUA) ve Avrupa Uroloji Birligi (EAU)'ne gore
BPH’nin tedavisi izlem, medikal tedavi, minimal invaziv cerrahi ve cerrahi tedavi
olarak 4 baglik altinda incelenmektedir (52). Tedavi secimi; hastanin tercihi yani
sira tedavinin etkinligine, etkinin baslangi¢ siiresine ve giderilebilirligine gore
degismektedir (53) BPH tedavisinde son zamanlarda medikal tedavi ve minimal
invaziv cerrahi teknikler daha fazla tercih edilmektedir. Medikal tedavi etkinlik ve
giivenilirlik agisindan basarili olmasina ragmen refrakter {iriner retansiyon,
mesane tasi, ge¢gmeyen makroskopik hematuri (kanli idrar) gibi durumlarin

varliginda cerrahi tedavi yontemleri tercih edilebilir (54).
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3.1.1.3. Prostat Kanseri (Pk)

Trilyonlarca canli hiicreden olusan viicudumuzda normal bir viicut hiicresi
diizenli bir sekilde biiyiir, yeni hiicrelere ayrilir ve oliir. Bir bireyin hayatinin
erken yillar1 sirasinda, normal hiicreler kisinin biiyiimesini saglamak i¢in hizli bir
sekilde boliiniir. Kisi olgunlastiginda ise ¢ogu hiicre sadece yipranmis, hasar
gormiis ya da 6lmekte olan hiicrelerin yerini almak i¢in boliiniir. Kanser, viicudun
herhangi bir boliimiinde yer alan hiicrelerin kontrol dis1 biiyiimeye baslamasi ile
ortaya ¢ikar. Kanserin bir ¢ok ¢esidi vardir ancak bunlarin hepsi de bu anormal
hiicrelerin  kontrol dis1 biiyiimesinden kaynaklanmaktadir. Kanser hiicreleri
O0lmezler bunun yerine biiylimeyi ve yeni kanser hiicrelerini olusturmay1
sirdiirtirler. Cogu vakada bir tiimor olusturdugu gézlenen kanser hiicreleri ayrica
normal hiicrelerin yapamadigr diger dokulara invazyonu (yayilim) da
gerceklestirebilirler (38).

Kanser, ekonomik olarak gelismis iilkelerde baglica 6liim nedenlerindendir
ve gelismekte olan iilkelerdeki 6liim nedenlerinin ikinci sirasinda yer almaktadir.
Ekonomik olarak gelisen iilkelerde kanserin olumsuz sonuglari; sigara, fiziksel
hareketsizlik ve batili tarzi beslenmeyi iceren kanser ile iligkili yasam tarzi
secimlerinin benimsenmesinin yani sira niifusun yaslanmasi ve biiylimesinin bir

sonucu olarak artmaktadir (55).
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Tablo 1. Erkeklerde En Sik Goriilen Kanser Tipleri (56)

SIRA  TURKIYE DUNYA IARC'A UYE AB ABD
NO 24 ULKE (28 ULKE)
1 Akciger Akciger Prostat Prostat Prostat
2 Prostat Prostat Akciger Akciger Akciger
3 Mesane Kolorektal Kolorektal Kolorektal  Kolorektal
4 Kolorektal Mide Mide Mesane Mesane
5 Mide Karaciger Mesane Bobrek Bobrek

Pk; lokal olarak yavas bir hizda, genellikle yillar boyunca siirecek sekilde,
gelisen sonunda da prostatin disindaki komsu dokulara ya da kan yoluyla farkli
dokulara go¢ ederek yayilabilen bir kanser tiirtidiir (4). Giiniimiizde erkeklerin en
onemli saglik sorunlarindan birini olusturan Pk'nin Diinya Saglhk Orgiitii (DSO)
tarafindan Diinya genelinde erkeklerde en sik tani konulan ikinci kanser tiirii

oldugu bildirilmektedir (57).

3.1.1.3.1. Epidemiyolojisi

Pk, her yil bildirilen 899000 yeni olguyla (tiim kanserlerin %14'i)
erkeklerde en yaygin ikinci kanserdir (58). Ancak, Pk insidans oran1 Avustralya
ve Yeni Zelanda, Avrupa ve Kuzey Amerika gibi en yliksek insidans oranlarina
sahip merkezlerde 25 kat degisiklik gosterir. Insidans ayrica Afrika kokenl,
Karayipli, Giiney Amerika ve Sahra alt1 Afrikali populasyonlarda da ytiksektir ve
Giliney-Orta Asya'da oldukca diisiikttir (4.1/100000). 2008'de Pk'nden 258000
kisinin 6ldiigii tahmin edilmektedir ki boylece Pk erkekler arasinda kanser nedenli

Oliimler arasinda en yaygin altinct sebep olmustur. Erkeklerde Pk'ne bagl kanser
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Oliimlerinin yiizdesi; Asya'da %0.6-%4.8, Kuzey, Orta ve Giiney Amerika Avrupa
ve Avustralya'da %9.7-%16 arasinda degisiklik gostermektedir (59).

Ulkemizde Pk epidemiyolojisi anlaminda yapilan ve iilkemizin tamamini
kapsayan ilk ve tek calisma; Uroonkoloji Dernegi tarafindan Temmuz 2008-
Haziran 2009 tarihleri arasinda 12 ilde gerceklestirilen “ProstatTURK™ Pk
insidans calismasidir. IX. Uroonkoloji Kongresi’nde sunulan verilere gére bu
calisma sonucunda bir yil icerisinde 4150 yeni Pk saptanmis ve insidans
35/100.000 olarak hesaplanmstir. 43.7/100.000 orani ile lilkemizdeki en yiiksek
Pk insidansina sahip olan sehir Istanbul iken en diisiik il 17.7/100.000 orani ile
Edirne olarak belirlenmistir. Ulkemizde yasayan kirk yas altindaki erkek
bireylerde insidans 1/100.000, 70 yas iistiinde ise 300/100.000 olarak saptanmistir
ve Pk'nin en sik gorildigi yas araligr %21.32 ile 65-69 olarak tespit edilmistir

(60).

3.1.1.3.2. Etiyolojisi
Pk'nin etiyolojisi kesin olarak bilinmiyor olsa da pek g¢ok faktoriin tek

basina ya da beraberce etki gosterebilecegi tahmin edilmektedir (61).

3.1.1.3.2.1. Risk Faktorleri

3.1.1.3.2.1.1. Yas

Pk icin en Onemli risk faktorii yastir ¢linkii yaslandikca bu hastalifa
yakalanma riski artmaktadir. Pk'nin 50 yasin altindaki erkeklerde goriilmesi
oldukca nadir bir durumken oOrnegin Birlesik Krallikta 2009-2011 yillar
arasindaki tiim olgularin yaklagik iicte biri 75 yasin istiindeki erkek bireylerde
tespit edilmis olmasit Pk ile yas arasindaki iliskiyi ¢ok net bicimde ortaya

koymaktadir (62).
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3.1.13212. Irk

Diinyada Pk igin en yiiksek insidans oranlarina Afrika kdkenli Amerikali
erkekler sahiptir. Irka gore Pk riskindeki farkliliklar beslenme, tedaviye ulagsma,
tedavi ve takip gibi ¢evresel faktorlerden ve androjen reseptor (AR) konusundaki

mikrosatellitlerin ~ polimorfik  ¢esitliligi  gibi  genetik  faktorlerden de

kaynaklanabilir (63).

3.1.1.3.2.1.3. Aile Hikayesi

Genel popiilasyona kiyasla birinci dereceden yakinlarinda Pk saptanmis
olan bireylerde goriilme ihtimali daha yiiksektir. Bunu Ornekle aciklayacak
olursak; erkek kardesi ya da babasi Pk olan bir bireyin Pk'ne yakalanma riski %15
iken hem babasi hem de erkek kardesi Pk olan bir bireyde bu oran %30
olmaktadir. Ayrica ailesinde meme kanseri bulunan bireylerin de Pk'ne yakalanma
ihtimallerinin daha fazla oldugu bildirilmektedir. Erken yaslarda ortaya ¢ikan
kanserlerde ailesel etkinin fazla oldugu ancak ileri yaslardakilerin sporadik olarak
gelistigi belirtilmistir. Buna dayanarak aile ge¢misinde Pk olan erkeklerin erken

yaslarda (40-45 yas) PSA taramalarina baslamalari 6nerilmektedir (61).

3.1.1.3.2.1.4. Diyet

Tiim diinyada latent Pk insidans1 benzer olsa da klinik Pk'nin insidans1
oldukea farklilik gostermektedir. Bu durumun ortaya ¢ikmasinda diyet ve ¢evresel
faktorlerin ¢cok O6nemli olduklarina dair kanitlar bulunmaktadir. Latent ya da
histolojik karakterdeki kanserlerin klinik kansere doniisiimiinde diyetin etkili
olabilecegi One siiriilmektedir (64). Diyet igerisindeki yag tiiketim miktari,
ozellikle c¢oklu doymamis yag tiiketimi, ile Pk arasinda bir iliski oldugu

gosterilmistir. Bu sekilde beslenen erkeklerde seks hormonu diizeyinde artiglarin
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meydana gelmesi bu durumun sebebi olmasi biiyiik ihtimaldir. Bunun yani sira
bazi yag asitleri ya da bunlarin metabolitlerinin prostat tiimor hiicrelerinin
¢ogalmasina yol actig1 ortaya konmustur. Asir1 kalsiyumun da Pk gelisiminde rol
oynadig1r gosterilmistir (65). Bu durumun hangi mekanizma araciligi ile
gerceklestigi bilinmiyor olsa da, yiiksek kalsiyum diizeylerinin D vitamini

iretimini azaltarak hiicre ¢cogalmasini tetikleyebilecegi diisiiniilmektedir (64).

3.1.1.3.2.1.5. Hormonlar

Embriyonik gelisimi de dahil olmak tizere hayatin her doneminde hormona
hassas olan prostat her tiir hormondan etkilense de androjenler, prostatik hiicre
cogalmasimi ve gelisimini en fazla etkileyen hormonlardir. Pk ile androjen-
Ostrojenler arasindaki iligki 1941 yilinda Huggins ve Hodges'in metastatik Pk'li
bireylerde orsiektomi ve Ostrojen uygulamasinin kanseri ve metastazlar
gerilettigini gosterdiklerinden beri bilinmektedir (66). Dolasimda yer alan
androjenler normal prostat gelisiminin yani sira BPH ve Pk olusumunda da etkili
olmaktadirlar. Kanser olusumundaki gorevleri tam olarak bilinmese de hiicre
bliylime ve boliinmesinde etkili olduklar1 diisiiniilmektedir. Kisiden kisiye
degisiklik gosteren serum testosteron diizeyi ile Pk gelisme riski arasinda bir iligki
saptanamamistir. Bazi caligmalarda kanser tanisi konulan hastalardaki diisiik
seviyedeki serum testosteron kotii prognostik faktdr olarak belirtilmektedir.
Androjenlerin Pk'nin ortaya c¢ikmasi, gelismesi ve ilerlemesindeki rolleri tam
olarak anlagilamamis olmakla birlikte, malign doniisiimiin ger¢eklesmesinin
ardindan hiicre aktivasyonu ve béliinmesinde 6nemli rollere sahip olduklart agiktir

(61).

17



3.1.1.3.3. Patolojisi

Prostat karsinomlarinin  %95’ini neoplastik 6zellik kazanmis farkli
paternler ortaya koyan asinuslardan olusan adenokarsinomlar olusturmaktadir.
Prostat adenokarsinom tanis1 6ncelikle yapisal patern ve buna ek olarak hiicrelerin
sitolojik Ozelliklerine dayanarak konulur. Tiimdrlerde bazal hiicre tabakasinin
olmayis1 temel olarak ortak 6zelliktir. Isik mikroskopi ¢ogunlukla tani i¢in yeterli
olabilmektedir. Kolay bir sekilde tespit edilebilen tiimorlerin yani sira normal
bezleri oldukga iyi bir sekilde taklit edebilen diisiik dereceli tiimorler ya da dogal
yapist hakkinda herhangi bir belirti vermeyen yiiksek dereceli tiimorler de
izlenebilir. Ozellikle diisiik dereceli tiimorlerde immunohistokimyasal ydntemler
kullanilarak bazal hiicre tabakasi olmayisinin ortaya konmasi taniya yardimeidir.
Prostat adenokarsinomlarinin Atrofik varyant, Pseudohiperplastik Varyant,
Kopiiksii hiicreler iceren Varyant, Tash Yiiziik hiicreli ve kolloid karsinom gibi
degisik tipleri tanimlanmis olup bunlar genellikle tipik asiner karsinoma eslik eder

(67).

3.1.1.3.4. Tespiti

En sik tan1 konulan non-kutan6z kanser olan Pk'nde genel 6liim oranlar
1993'ten bu yana hastaligin erken safthalarda tespit edilmesindeki artiglar, cerrahi
ve radyasyon terapileri gibi lokal tedavilerdeki ilerlemelerin bir araya gelmesiyle
giderek azalmaktadir (68).

Pk'nin biyolojik potansiyelinin tespitinde en gii¢lii prognoz belirleyicisi
olan Gleason Skorlama Sistemi (GSK) kullanilir. GSK, farklilasmanin daha fazla
on planda oldugu bir ‘primer evre’ ve ikinci en yaygin paternin temel alindig1 bir

‘sekonder evre’ye gore hesaplanir. Primer evre tiimoriin agresifligini
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tamimlamaktadir. Gleason skoru 6 ya da daha kii¢iik olan prostat kanserleri iyi
prognozludur. 8-10 olan kanserler kotii prognoza sahiptir ve tekrarlanma riski
oldukca yiiksektir. Skoru 7 olan kanserler degisken prognoza sahiptir ve ara
formda ele alinir (69).

PSA, ilk olarak 1971'de tanmimlanan bir kallekrein-like proteazdir (70).
Prostat epitelyal hiicrelerinden salinan PSA, 19q13.3-13.4 numarali kromozom
tizerinde yer alan androjen yanith bir gen tarafindan kodlanir (71). PSA'nin esas
fonksiyonu kendisinin proteolitik aktivitesi aracilifiyla insan semeninin
stvilagmasini saglamaktir (72). PSA baslangigta prostata 6zgii bir protein olarak
diisiiniilmiistlir ancak sonraki aragtirmalar ile PSA'nin diger bir dizi normal erkek
dokularinda ve hatta baz1 kadin dokularinda az miktarda salindig1 gosterilmistir.
PSA, Pk hastalarinin serumunda ilk olarak 1980 yilinda tespit edilmistir ve normal
PSA serum konsantrasyon limitinin erkekler i¢in 4 ng/ml oldugu daha sonra
belirlenmistir (73). PSA, su anda Pk i¢in uygun en iyi ve United States Food and
Drug Administration (FDA) tarafindan onaylanmis olan tek klinik belirteg
durumundadir.

Pk taramasinin yapilabildigi bir diger yontem de Dijital Rektal Inceleme
(DRE)dir (74). Anormal DRE verileri (palpasyonda nodiil ya da sertlik
hissedilmesi) Pk'ni destekler. PSA’nin >4 ng/mL olmas1 genelde malignite lehine
olsa da bu durum her zaman dogru degildir (75). Bu sebeple PSA degerleri 4-10
ng/mL arasinda oldugunda hastalik yonetiminde zorluklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu
sorunu ¢odziime kavusturmak amaciyla goriintiileme ve goriintiileme esliginde
doku 6rneklemesi glindeme gelmistir. Pk'nde de goriintiileme yontemleri hastanin

risk sinifina gore tespit edilir. Burada dikkate alinan hususlar; hastanin yasi, DRE
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bulgulari, PSA diizeyi, Gleason skoru ve eger daha dnce yapilmis ise pozitif

biyopsilerdir (69).

3.1.1.3.5. Molekiiler Patogenezi

Pk'nin gelisimi ve ilerlemesine yol acan molekiiler yolaklarin tespiti bu
tiimoriin heterojenitesi ve ¢ok odakliligindan dolayr oldukg¢a zor bir islemdir.
DNA mikroarray teknolojisi ve proteomiks uygulamasi gibi yeni arastirma
araglarmin ortaya ¢ikmasi Pk'nin baslangici, gelisimi ve ilerlemesi hakkindaki
bilgilerimizi arttirabilir. Epidemiyolojik olarak Pk kalitsal ve sporadik formlar
olmak tizere iki gruba ayrilsa da bu iki grubu molekiiler diizeyde ayirt etmek

imkansizdir (76).

3.1.1.3.5.1. Kalitsal Prostat Kanseri

Yatkinlik gosteren genin Mendel kalitim diizenine sahip oldugu ailesel
Pk'min bir alt tipidir ancak Pk'ne neden olan yiiksek derecede penetran yatkin
genler heniiz tanimlanmamustir (77). Buna karsin, birden ¢ok genin prostat
karsinogenezinde az ve orta derecelerde etkiye sahip olduklar1 diisliniilmektedir
(78). Pk riskinin % 42'den fazlasi kalitsal faktorlerden kaynaklanabilir (79).
Kalitimin ¢ tipi (otozomal dominant, resesif ve X'e bagli) de bildirilmistir.
Yapilan calismalar sonucunda kalitimin otozomal dominant formu 85 yasa kadar
olan toplam Pk insidansinin % 9'u olarak hesaplanmistir (80). Diger ¢alismalarda,
babas1 hasta olanlar ile karsilastirildiginda erkek kardesleri hasta olan erkek
bireylerin Pk'ne yakalanma riskinin daha yiiksek oldugunun tespit edilmesinden
dolayr Pk i¢in kalittmin X'e bagl ve resesif formlar1 ima edilmistir (81). Bu
yiizden Pk'nin kalitimina birden fazla genin katkida bulundugu diistiniilmektedir.

Aile bazli baglanti analizine dayali olarak; riboniikleaz L (RNASEL),
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Predisposing For Prostate Cancer (PCAP), Hereditary Prostate Cancer, X-Linked
(HPCX), capping protein subunit beta (CAPB), Hereditary Prostate Cancer 20
(HPC20), Hereditary Prostate Cancer 2 (HPC2)/elaC ribonuclease Z 2 (ELAC2),
Hydroxy-Delta-5-Steroid Dehydrogenase, 3 Beta And Steroid Delta-Isomerase
(HSD3B), macrophage scavenger receptor 1 (MSR1), nijmegen breakage
syndrome 1 protein (NBS1), checkpoint kinase 2 (CHEK2) gibi Pk'ne yatkinlik

gosteren bir ¢ok gen tanimlanmistir (82).

3.1.1.3.5.2. Sporadik Prostat Kanseri
Cogu Pk sporadiktir. Hastaligin baglangici, gelismesi ve yayiliminda yer

alan ¢esitli molekiiler yolaklari igerirler.

3.1.1.3.5.2.1. Tumor Baskilayic1 Genler

Normal bir tiimor baskilayict gen, tiimor hiicrelerinin gelisimini inhibe
eder. Baslangigta boyle bir genin fonksiyonunu kaybetmesi her iki allelinde
mutasyonu ya da delesyonuna baglanmistir (83) ancak sonradan epigenetik
degisiklikleri icerecek sekilde revize edilmistir. Bu epigenetik degisiklikler
arasinda; Gen promotorlarindaki CpG bolgelerinin Deoksiribo Niikleik Asit
(DNA) metilasyonu araciligiyla bir ya da her iki allelinin inaktivasyonu, kalitsal
downregiile fonksiyon, klonal bir bicimde bozulmus fonksiyon yer alir (84). Bu
yiizden, normal fonksiyondaki degisim mutasyon, promotoriin metilasyonu ya da
protein Uriiniiniin modifikasyonu araciligiyla olabilir (85). Pk'nin geligimi,
progresyonu ve androjen-bagimsiz fenotiplerin ortaya ¢ikmasinda rolii olan gok
sayida tiimor baskilayict gen tanimlanmistir. Bunlar arasinda; Tumor protein p53
(p53), Phosphatase and tensin homolog (PTEN), Cyclin-dependent kinase

inhibitor 1B (CDKN1B), NK Homeobox Family 3A (NKX3.1), Retinoblastoma
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geni (Rb), Glutatyon S-transferaz geni (GSTP1), Kruppel-like faktor 6 (KLF6),
Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A (CDKN2A/pl16), Atrial Fibrillation

Familial 1 (ATFB1) ve Anneksinler yer almaktadir (82).

3.1.1.3.5.2.2. Onkogenler

Onkogenler, proto-onkogenlerde meydana gelen genetik hasardan koken
alirlar. Proto-onkogenler, hiicrelerin normal gelisimi ve ¢ogalmasma katilirlar.
Genetik bir degisim (mutasyon, delesyon vb.) olmasi durumunda anormal hiicre
biiylimesi ve onkogenik 6zelliklere yol acan yeni islevler kazanirlar. Pk'nde rol
oynadigi tespit edilen onkogenler arasinda; B-Cell CLL/Lymphoma 2 (Bcl-2),
Prostate stem cell antigen (PSCA), V-Ets Avian Erythroblastosis Virus E26
Oncogene Homolog (ERG) ve Ets Variant 1 (ETV1), Hepsin (HPN), Pim-1 proto-
oncogene serine/threonine kinase (PIM1), A-Methyl Coenzyme A racemase
(AMACR), Androgen receptor (AR), Vitamin-D receptor (VDR), biiyiime

faktorleri ve c-Kit/tyrosine kinase receptor yer almaktadir (82).

3.1.1.3.6. Metastazi

Metastatik ilerleyis, Pk ile iliskili morbidite ve mortalitenin biiyiik bir
kismina katkida bulunur. Pk olan erkeklerin sadece % 4'linde metastaz goriilse de
metastazlarin varligt % 30 oranindaki bes yillik sag kalim ile birlikte zayif bir
prognoza isaret eder (86). Hastaligin ilerlemesi durumunda, kanser hiicreleri ilk
olarak bolgesel lenf bezlerine ve sonrasinda Oncelikle kemige yayilir. Kemige
yayilan prostat kanseri hiicreleri i¢in gerceklestirilen uzun gozlem egilimi, klinik
veriler ve otopsi ¢alismalar ile desteklenmektedir. Ornegin, 1589 Pk hastasinin
yer aldig1 yeni bir otopsi ¢alismasinda metastaz gosteren hastalarin % 90'mda

kemik tutulumu varken sadece % 10'unda karaciger, akciger, plevra ve adrenal
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bez gibi kemikle ilgili olmayan kan yoluyla ger¢eklesen metastazlar vardir (87).
Ayrica, omurga ve akciger metastazlar arasinda ters bir iligski belirlenmistir. Bu
durum bu iki metastaz modelinin bagimsiz olabilecegini vurgulamaktadir (68).

Pk bir¢ok molekiiler mekanizmanin sonucu olarak olduk¢a yiiksek bir
metastaz yapma kapasitesine sahiptir. Tiim bu molekiiler mekanizmalar kanserin
lokal invazyonuna, migrasyonuna ve metastazlarin kemik, akciger ya da karaciger
gibi belirli ikincil bolgelerde yerlesimine yol acar (87). Kanser ilerleyisinin erken
sathalar hiicre-hiicre ve hiicre-matriks baglantilarinin azalmasin1 kapsamaktadir.
Bunun sonucunda malign hiicreler hareketli hale gelir ve parcalayict enzimler
araciligiyla ekstraseliiler matriksi yikma yetenegi kazanirlar. Bu siirecte primer
Pk'nde; hiicre-hiicre baglantilarinin  kilit bir diizenleyicisi ve epitelden
mezenkimale gecis (EMT) i¢in kritik 6neme sahip bir transmembran glikoproteini
olan epitelyal kaderin (E-kaderin)'in ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. E-
kaderinin azalmasi EMT'ye olanak saglayarak  hiicre-hiicre baglantilarinin
kaybolmasina neden olur. Boylece Pk ilerler ve metastaz yapar. Ayrica, genellikle
kaderinler ile birlikte kompleks halde bulunan bir protein olan B-kateninin
anormal sinyalizasyonunda, metastaz olusumu i¢in O6nemli bir basamak olan
kaderin-katenin kompleksinin fonksiyon bozuklugu yiiziinden Pk ilerleyisine
katkida bulunmaktadir. Sonrasinda, hiicre i¢i ikincil haberciler olan Ras ve diger
GTP-binding proteinleri aktive olarak malign hiicre hareketini ve migrasyonunu
tesvik eder. Solid bir tiimor biiyiidiikce, malign hiicreler dolasima giris yapar ve
transendotelyal migrasyonu gergeklestirecekleri ikincil bolgelerdeki endotelyal
yiizeylere hizli bir sekilde tutunurlar. Bu siiregte selektin, integrin, platelet-

endotelyal hiicre adezyon molekiili 1 (PECAM-1), vaskiiler hiicre adezyon
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molekiilii 1 (VCAM-1) ve diger molekiilleri kapsayan ¢ok sayida bagli etkilesim
ortaya cikar. Ikincil bir bolgeye gectikten sonra tiimdr hiicreleri normal

mikrogevreyi bozar ve metastazin yerlesmesini saglar (88).

3.2. Hiicre Oliim Mekanizmalar

Diizenlenmis  hiicre oOlimii tim hayvanlarda, embriyogenezden
immiiniteye kadar ¢ok c¢esitli biyolojik siireglerde kilit roller oynamaktadir. Cok
fazla ya da ¢ok az hiicre 6liimii kanser, otoimmiinite, ndrodejenerasyon ve hasar
olusumunu igeren farkli patolojilerin temelini olusturmaktadir (89). Hiicre
Olimiiniin farkl tipleri siklikla morfolojik kriterler ile tanimlanir ve apoptotik,
nekrotik, otofajik ya da mitotik katastrof ile iliskili olarak siniflandirilir. Bunun
yani sira hiicre Olimi; proteazlar (kaspazlar, kalpainler, katepsinler ve
transglutaminazlar) ve niikleazlarin farkli smiflarin1 kapsayan enzimolojik
kriterlere, islevsel acilara (programli ya da tesadiifen, fizyolojik ya da patolojik
olarak) ya da immiinolojik karakteristiklere (immiinojenik ya da immiinojenik

olmayan) dayali olarak belirlenir (90).

3.2.1. Apoptoz

[k olarak Kerr ve arkadaslari tarafindan tanimlanmis olan apoptoz ya da
tip 1 programli hiicre 6liimi (91), 6len hiicrelerdeki; hiicre biiziismesi, niikleer
yogunlagma ve parcalara ayrilma, hiicre yiizeyinde ¢ikinti olusumu ve komsu
hiicrelere ya da ekstraseliiler matrikse olan adezyonun kayb1 gibi durumlari igeren
spesifik morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler ile karakterize edilir. Hiicre
Olimiiniin 6nemli bir tipi olan apoptoz, DNA hasar1 tamir edilemez oldugu
durumlarda ortaya ¢ikar. Apoptozun uyarilmasinda ekstrinsik-6liim reseptor

yolagi ve intrinsik-mitokondriyal yolak olmak tizere iki ana yolak mevcuttur (92).
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Ekstrinsik yolak, plazma membran 6liim reseptorii Fas (tiimor nekroz reseptor 1
ve bunun akrabalar1 gibi benzer diger reseptorler) ile kendisinin ekstraseliiler
ligand1 olan Fas-L'nin baglanmasi sonucunda tetiklenir. Oliim uyaranlar1 ortaya
ciktiginda Fas-L bir 6liim kompleksi olusturmak i¢in Fas ile birlesir. Fas/Fas L
bilesimi, 6liimli uyaran sinyal kompleksini (DISC) olusturacak hale toplayarak
Olim alani iceren protein (death domain-containing protein (FADD)) ve pro-
kaspaz-8'e yardimci olur. Sonug olarak, protein kompleksi apoptotik siirecin
yuriitiilmesinde sondan bir 6nceki enzim olan pro-kaspaz-3'in tetiklenmesini
baslatan kendi pro-kaspaz-8'ini aktive eder (91). Intrinsik yolak da apoptoza yol
acar ancak mitokondriyal pro-enzimlerin kontrolii altinda gerceklesir. Hiicrede
hem bir ekstraseliiler uyaran hem de intraseliiler sinyaller ile apoptotik siirecin
baslamis olmasi her iki durumda da dis mitokondriyal membrandan sitozole
sitokrom c'nin salinmasina neden olur. Sitokrom c, kaspaz 9/3 sinyal kaskadini
tetikleyen apoptozomu olusturmak igin Apoptotik Peptidaz Aktive Edici Faktor 1

(Apaf-1) ve pro-kaspaz 9 ile kompleks olusturur (93).

3.2.2. Nekroz

"Nekrotik hiicre 6limi' ya da nekroz' morfolojik olarak hiicre hacminde
bir artis (onkoz), organellerin sigsmesi, plazma membraninda yirtilma ve ardindan
intraseliiler igeriklerin kaybi ile karakterize edilir. Uzun bir zaman boyunca
nekroz, hiicre oliimiiniin sadece kontrolsiiz, rastlantisal bir formu olarak kabul
edilmistir ancak nekrotik hiicre 6liimii yiiriitiilmesinin bir dizi sinyal iletim yolag:
ve katabolik mekanizmalar araciligiyla hassas bir sekilde diizenlenebilecegine dair
veriler artmaktadir. Ornegin, 6liim alam reseptorleri (TNFR1, Fas/CD95 ve

TRAIL-R) ve Toll-like reseptorler (TLR3 ve TLR4)'in, ozellikle de kaspaz
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inhibitorlerinin varliginda, nekrozu ortaya ¢ikardigl gosterilmistir. Cesitli aracilar,
organeller ve hiicresel islevler nekrotik hiicre 6liimii ile iliskilendirilmistir ancak
bunlarin birbirleri ile aralarindaki iliskinin nasil oldugu hala belirsizligini

korumaktadir (16).

3.2.3. Otofaji

Otofaji, normal biiyime kosullar1 altinda hiicresel homeostazin
stirdiiriilmesinde ve stres kosullar1 altinda hiicre canliliginin korunmasinda kritik
islevlere sahip olan son derece korunmus bir siiregtir. Hiicresel kendi kendini
yeme islevi, sitoplazma ve organellerin otofagozomlar olarak adlandirilan ¢ift kat
membranli  vezikiillerde tutulmasini, ardindan lizozomlarda kargonun
pargalanmasini igerir. Boylece yeni biyomolekiillerin sentezi i¢in gerek duyulan
enerjinin ve yapi taglarinin geri doniisiimii saglanmis olur (94).

Otofajinin; makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji olmak
tizere tanimlanmis olan 3 farkl tipi vardir. Bunlarin tamami sitozolik igeriklerin
lizozomda proteolitik olarak pargalanmasim1 tesvik eder. Makrootofajide
sitoplazmik kargo, otolizozomu olusturmak i¢in lizozom ile birlesen otofagozom
olarak adlandirilan ¢ift kat membran ile cevrili bir vezikiil araciligiyla lizozoma
aktarilir. Bunun aksine mikrootofajide sitozolik icerikler lizozomal membranin
invaginasyonu araciligiyla dogrudan lizozomun kendisi tarafindan alinir. Saperon
aracili otofajide ise hedef proteinler, saperon proteinleri (Hsc-70 gibi) ile
kompleks bir sekilde lizozomal membrandan ayrilarak parcalanir. Hem makro
hem de mikrootofajide biiyiik yapilar hem se¢ici hem de secici olmayan

mekanizmalar araciligiyla kusatilabilir (95).
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Sekil 3: Otofajinin Cesitleri (96).

Otofaji, yi1Zin haldeki sitoplazmik materyallerin lizozomal olarak
islenmesine yol acacak sekilde secici olmayan bir tarzda ya da mitokondri
(mitofaji), ribozom (ribofaji) veya lipidler (lipofaji) gibi organeller ve/veya
spesifik proteinlerin hedeflenerek pargalanmasini igerecek sekilde segici tarzda
olabilir. Son yillarda secici otofajiyi diizenleyen mekanizmalar yogun
aragtirmalarin odak noktasi haline gelmistir. Bazal otofajideki defektler protein
agregatlart ve hasarli organellerin toksik birikimi ile sonuclanirken stres
aracilifiyla uyarilan otofajideki defektler esas olarak hiicre canliligini sinirlandirir.
Her iki durumda da, olasi1 genom biitiinliik ve kararliligindaki bozukluklarin
ardindan kanser, yaslanma, karaciger bozukluklar1 ve ndrodejenerasyon gibi
etiyolojik olarak otofaji defektleri ile iliskili problemlerin ortaya ¢ikmasiyla

hiicresel sihhat tehlikeye atilir (94).
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Genellikle stres kosullarma (besinsel, genotoksik, hipoksi vb.) yanitta
hiicreler icin bir sag kalim mekanizmasi olarak goriilen otofaji kontrolsiiz
oldugunda asir1 otofajinin tip 2 programli hiicre Oliimiine sebep oldugu
varsayilmaktadir (97). Artmis otofajik belirteclere ve otofaji kokenli morfolojik
Ozelliklere sahip pek cok olen hiicre 6rnegi lizerinde yapilan incelemeler otofajik
hiicre Oliim Onerisine yol agmistir. Otofajinin besin yetersizligi ve artmis
metabolik islevlerin sebep oldugu hiicresel stresin ardindan aktive olan bir yolak
oldugu diisiiniildiigiinde stresin ardindan 6liime maruz kalan hiicrelerin de otofaji
ozelliklerini gostermesi sasirtict degildir. Shen ve Codongo (2012) hiicre
Olimiiniin otofaji tarafindan gerceklestiginin belirlenebilmesi i¢in su ii¢ kriterin
yerine getirilmesinin gerektigini 6ne siirmiislerdir;

1) Hiicre 6liimii apoptozdan bagimsiz olarak olusmalidir.

2) Sadece basit bir sekilde otofaji belirteclerinde bir artis degil otofajik akista da
art1s olmalidir.

3) Genetik araglar ya da kimyasal inhibitorler kullanilarak otofajinin baskilanmasi

hiicre 6liimiinii 6nlemelidir (98, 99).

Apoptotik
(Kaspaz Bagimh)

=
Sy Apoptotik Olmayan
(Kaspaz Bagimsiz)
Sagkalimi Destekler I

Stres Altindaki Cogu Kosulda

Otofaji

o
S

indiikler

Sekil 4: Hiicrenin Sag kalim1 ve Oliimiinde Otofaji (99)
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3.2.3.1. Molekiiler Mekanizmasi

Ik calismalar, mayada otofajik kaskadin islevsel yonetimi icin zaruri olan
bircok Atg'nin tanimlanmasini saglamistir. Cogu maya Atg proteininin,
memelilerde benzer sekildeki sirali islemlere katilan homologlar1 vardir.
Otofajinin baslangic1 fagoforlar olarak adlandirilan ¢ift katli membran yapilarinin
ortaya ¢ikmasi ile karakterize edilir. Bu fagoforlar uzar ve sitoplazmik materyali
vezikiiller ya da otofagozomlar olarak cevreler. Ardindan olgun otofagozomlar,
otolizozomlar1 olusturmak icin lizozomlar ile kaynasir bdylece kargonun

par¢alanmasina ve sitoplazmaya aminoasitler ve ATP’nin salinmasina yol agar

(100).
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Sekil 5: Otofaji Basamaklarinin Sematik Gosterimi (101)
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Indiiklenme: Mayalarda otofagozom olusumunun indiiklenmesi Atgl-
Atgl13-Atgl7-Atg31-Atg29 kinaz kompleksi tarafindan diizenlenmektedir (100).
Memeli hiicrelerinde bu kompleks; Atgl'in memelilerdeki homologu ULK1 ya da
ULK?2, Atgl3'in memelilerdeki homologu ATG13 ve otofajinin indiiklenmesi
i¢in gerekli olan RB1-inducible coiled-coil 1(RB1CC1/FIP200)'den olusmaktadir
(102). Ayrica bu kompleks i¢inde mayalardaki homologu bilinmeyen, otofaji i¢in
esansiyel olan, ATG13'e dogrudan baglanan C120rf44/ATG101 yer almaktadir
(103). Memeli ULK1/2-ATG13-RB1CC1 kompleksi sabittir ve besin durumuna
bakilmaksizin olusmaktadir (104). Ancak indiikleme kompleksi ile mechanistic
target of rapamycin complex 1 (MTORCI) arasindaki etkilesim besin durumuna
gore etkilenmektedir (102). Besince zengin kosullar altinda memeli hiicrelerinde
mTORCI, indiikleme kompleksi ile birlesip ULK1/2 ve ATG13’ii fosforile ederek
bunlar inaktive eder (105). Ancak hiicreler rapamisin ile muamele edildiginde ya
da besin yetersizligi olan kosullara maruz birakildiginda MTORCI ile indiikleme

kompleksi arasindaki etkilesim kaybolarak bu bolgelerdeki defosforilasyon ve

MTORCI

otofajinin indiiklenmesi ile sonuglanir (104).

OTOFAJI

Sekil 6: ULK1/2, ATG13, RBICCl ve Cl2orfd4d'ten olusan Indiikleme
Kompleksi (106)

30



Niikleasyon: Otofagozom olusumu varsayilan bolgeye dahil olan bir
sonraki kompleks ATG14-containing class Il phosphatidylinositol 3-kinase
(PtdIns3K) kompleksidir (107). PtdIns3K kompleksi hem mayalarda hem de
memlilerde otofaji i¢in gerekli olan PtdIns3P'yi olusturur (108). Bu kompleks
fagofor niikleasyonunda yer alir ve PIK3C3/VPS34, PIK3R4/p150 (VpslS5
mayalarda) ve BECN1 (Vps30/Atg6 mayalarda)'den olusur (109). PtdIns3K
kompleksinin diizenlenmesi biiyiik cogunlukla, otofaji i¢in esansiyel olan BECN1
ile etkilesime giren proteinler araciligiyla gergeklesir (110). Antiapoptotik protein
olan BCL2, BECNI'e baglanarak BECNI1'in PIK3C3 ile etkilesim kurmasin
engeller ve boylece otofaji inhibe edilir (111). BECN1'e baglanan bir diger protein
olan KIAA0226/Rubicon, UVRAG-aracili PtdIns3K komplekslerinde PIK3C3
aktivitesini inhibe eder (112). PtdIns3K kompleksinin iki pozitif diizenleyicisi
vardir. Bunlardan biri, dogrudan BECN1'e baglanan AMBRAL digeri ise UVRAG
araciligiyla BECNI ile etkilesim kuran ve membran kavisliginin olusumunda yer

alabilecegi diistiniilen SH3GLB1/Bif-1dir (113).
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Sekil 7: Class 111 PtdIns3K Kompleksi Aktivitesinin Diizenlenmesi (106)

Uzama: Hem mayalarda hem de memelilerde, fagoforun genislemesine
katkida bulunan ubiquitin-like (UBL) proteienleri igeren iki konjugasyon sistemi
vardir (114). Ilk sistem, Atgl2-Atg5-Atgl6L1 (Mayalarda Atgl6) kompleksinin
olusumunu kapsamaktadir (115). Memelilerdeki Atg12-Atg5-Atgl6L1 kompleksi
fagofor membrani ile etkilesim halindedir ancak otofagozomun tamamlanmasinin

ardindan ayrilmaktadir (116).

32



ATGIZ2 )
C ATG16L1
( ATGI1I61L1

ATGI2 )

Sekil 8: ATG12-ATG5-ATG16L1 Konjugasyon Kompleksi (106)

Fagofor geniglemesinde yer alan ikinci UBL sistemi, Atg8/LC3 sistemidir.
Mayalarda yalnizca birer tane Atg4 ve Atg8 varken memelilerde ATG4'lin dort
izoformu ve bircok Atg8-like protein vardir. Bu Atg8-like proteinler, LC3 ve
GABARAP alt ailelerine ayrilirlar. Her iki alt aile de otofagozomlara lokalize
olabilmesine karsin LC3 alt ailesinin GABARAP alt ailesinden daha once islev
gorerek fagofor uzamasi ve tamamlanmasinin farkli sathalarinda rol aldigi
diiginiilmektedir. Memelilerdeki Atg8-like proteinler arasinda LC3 en iyi
karakterize edilmis olandir. LC3'in ATG4 ile islenmis formu LC3-1 olarak,
fosfotidiletanolamin (PE) ile konjuge olmus formu LC3-Il olarak isimlendirilir.
Memeli hiicrelerinde LC3'iin lipidasyonu besin yetersizligi ya da diger stres
kosullar1 altinda hizlanmaktadir. Ayrica ATG9'un da fagofor genislemesinde

membran katilimina katkida bulundugu gosterilmistir (106).
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Sekil 9: LC3 Konjugasyon Sistemi (106)

Otofagozomun Tamamlanmasi ve Birlesme: Otofajinin en az anlasilan
basamag1 belki de, genisleyen fagoforun sonucta olgunlasmak zorunda olmasi ve
tam bir otofagozomu meydana getirmek i¢in kapanmasi sirasinda ve bir
otolizozom olusumunda otofagozomun hangi mekanizmalar araciligiyla
endozomlar ya da lizozomlar ile birlestigi konusudur. Otofagozomlarin
lizozomlara dogru olan hareketi mikrotiibiillere baglidir (117). Otofagozomlarin
endozomlar ile bilesmesinde VTI1B yer alir (118). PtdIns3K kompleksi ile iliskili
olan UVRAG, lizozomlar ile birlesmeyi tetikleyen GTPase RAB7'yi aktive eder

(119).
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Sekil 10: Otofajinin Molekiiler Mekanizmasi (120)

3.2.3.2. Otofaji ve Kanser

Genellikle bir hiicrenin hayatta kalma mekanizmasi olarak kabul edilen
otofaji bazal kosullar altinda, hasar gérmiis organelleri ve protein kiimelerini
elemine ederek hiicresel homeostazin korunmasina yardimci olur. Buna karsin
stres kosullar1 altinda otofaji, makromolekiillerden besin saglayarak, enerji
iireterek, tehlike potansiyeline sahip elementleri ortadan kaldirarak hiicrenin

hayatta kalmasini destekleyici sitoprotektif bir yanit saglar (13). Otofajinin
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isleyisindeki bozukluklar birgok fizyolojik islevi etkilemekte ve bu durum
norodejeneratif bozukluklar, kanser gibi ¢ok sayida hastalikta vurgulanmaktadir
(121). Kanser galismalarinda elde edilen son bulgu 6zellikle tiimor baslangicinin
erken safhalarinda otofajinin bir tiimor baskilayic1 olarak islev gorebilecegini
ortaya koymaktadir (122). Aslinda birgok otofaji iliskili protein (Beclinl, ATGS,
ATG4c, ATG7) tiimor baskilayici olarak gdsterilmistir. Bunlarin yani sira bazi
yardimer proteinlerin de (Bifl, UVRAG) bu o6zellikte oldugu bildirilmistir.
Ayrica, birkag onkosupresor proteinin (DAPK, PTEN, TSC1/2, p53, LKBI)
otofajiyi tetikledigi belirtilmistir. Bunun yaninda pek ¢ok onkoproteinin ise (Bcl-
2, AKT, class 1 PI3K) otofajiyi negatif olarak diizenledigi gosterilmistir (123).
Bunun aksine yerlesik tiimorlerde, temel olarak hayatta kalma mekanizmasi olan
otofaji; hipoksi ve besin yetersizligi ile karakterize edilen sert kosullar altinda
kanser hiicresinin hayatta kalmasii destekleyici islev goriir (124). Aslinda artan
veriler, otofajinin genetik ya da kimyasal bir aragla inhibe edilmesinin, apoptotik
hiicre 6liimiinii hizlandirdig1 ve bir¢cok kanserde tiimor hiicrelerinin biiylimesini
inhibe ettigini gostermektedir (125). Ayrica artmis otofaji, kanser hiicrelerinde
radyasyon ve kemoterapiye yanitta siklikla tespit edilmektedir (126). Dahasi,
otofaji, bazi kanserlerin tedaviye olan direncine katkida bulunuyormus gibi
goriinmektedir ¢linkli otofajinin inhibisyonu ile kemoterapi tedavilerine karsi
timor hiicrelerinin hassaslastigi gosterilmistir (127). Bu yiizden, kemoterapiye ek
olarak otofajinin inhibe edilmesi bazi kanserlerin tedavisinde umut vaat eden bir

stratejidir (128).
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Sekil 11: Otofaji ve Kanser Hiicresi Metabolizmasi (94)

3.2.3.3. Otofaji ve Prostat Kanseri

Cogu Pk'nde Beclinl geninin allelik olarak delesyona ugramis oldugunun
gozlenmesi, otofajinin prostatta bir timor baskilayict mekanizma olarak iglev
gorebilecegini disiindiirmiistiir (12). Ayrica epitelyal Pk hiicrelerinde uygulanan
ileri calismalar otofajinin stresler ile karsilasan hiicrelere sag kalma mekanizmasi
saglayabilecegi ve bu nedenle Pk'nde bir tiimér tesvik edici mekanizmay1 temsil
edebilecegi gosterilmistir (129). Boylece otofaji inhibisyonu Pk hiicrelerinin pro-

apoptotik uyarilara karsi daha hassas hale gelmesinde faydali olabilir. Otofaji
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blokajinin bu hiicreleri Src tirozin kinaz inhibitoriine karsi daha hassas hale
getirdigi gosterilmistir (97). Src kinaz kompleksi, AR'ii fosforile ederek niikleer
translokasyonunu ve aktivasyonunu saglar. Bu kinaz, kastrasyona direngli hastalik
durumunun gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir (130). Aslinda Src'yi
hedefleyen tirozin kinaz inhibitorleri, Pk hiicrelerinin androjenden bagimsiz
olarak gelisimini inhibe edebilir ancak apoptozu 6nemli derecede tesvik etmez.
Bu baglamda otofaji blokaji tirozin kinaz inhibit6rlerinin pro-apoptotik etkisini
onemli derecede giiglendirmektedir (131). Kemoterapi ya da radyasyona maruz
kalan kanser hiicrelerinde otofajinin koruyucu etkisi genellikle Pk'nde terapotik
direnci etkisizlestirmek i¢in muhtemel bir klinik strateji olarak otofaji
inhibisyonunun degerlendirilmesine yogun ilgi olusumuna yol agmistir (132). Ote
yandan androjen bagimsiz Pk hiicrelerinde otofaji indiiklenmesinin hiicreleri
apoptotik uyar1 ve radyasyona daha hassas hale getirebilecegi gosterilmistir. Bu
veriler, hiicresel Ozelliklere bagli olarak otofajinin indiikklenmesi ya da inhibe

edilmesinin Pk hastalarina terapotik faydalar saglayabilecegini gostermektedir (6).

3.2.3.4. Otofaji, Ca*? ve Ca*? Gecirgen Iyon Kanallar1

Ca*? hiicre sagkalim1/6liimii siireclerinin en 6nemli diizenleyicilerinden
biridir. Ikinci haberci olarak Ca*? enzimler, transkripsiyon faktorleri ya da
molekiiler saperonlar gibi ¢esitli diizenleyici proteinleri aktive ya da inaktive
edebilir. Bir¢ok arastirmaci tarafindan kalsiyum homeostazindaki bozukluklarin

kanser hiicrelerinde farkli tiplerdeki hiicre Oliimlerine yol actigi gosterilmistir

(133).
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Hem bazal hem de indiiklenmis otofajinin kilit bir diizenleyicisi olarak
belirlenen intraseliiler kalsiyumun hangi mekanizmalar araciligiyla otofajiyi
kontrol ettigine dair bugiine kadar elde edilen veriler oldukg¢a celigkilidir (122).
Bir¢ok calisma grubu tarafindan kalsiyumun otofaji iizerine inhibe edici etkileri
oldugu bildirilmis olmasina karsin bazilar1 tarafindan kalsiyum i¢in otofajiyi
aktive edici mekanizmalar ileri siiriilmiistir (134). Ornegin; D3 vitamini,
Thapsigargin, ATP ve ionomycin gibi kalsiyum harekete gegirici ajanlarin,
mTOR’u inhibe etmek igin AMPK’y1 dogrudan aktive eden, Ca*?-activated kinaz
CAMKK-beta’y1 da iceren bir sinyal yolagi araciligiyla otofajiyi uyardigi
gosterilmistir (24). Yine, LRRK2’nin NAADP reseptorlerini, Ozellikle de
TPC2’yi, aktive etmesiyle asidik depolardan Ca*? hareketine yol agan bunun
sonucunda da ER’dan Ca*? indiikli Ca*® salimmmi ve ardindan CAMKK-
beta/AMPK yolagi aktivasyonunu uyaran bir mekanizma ileri siiriilmiistiir (135).
Otofaji iizerine Ca**nun uyarici etkisini destekleyen bir diger bulgu kalsiyum
fosfat ¢okeltisi halinde eksojen olarak sunulan kalsiyumun Beclinl, Atg5 ve PI3K
siif III bagimli olan otofajiyi indiikklemesidir (136). Kalsiyumun otofajideki
aktive edici rolii ile aymi dogrultuda Sakaki ve ark. protein kinaz C theta’nin Ca*?
bagimli aktivasyonunun ER indiiklii otofaji i¢in gerekli oldugunu ancak aglik
indiiklii otofaji i¢in gerekli olmadigin1 gostermislerdir (137). Tam aksi sekilde,
Khan ve ark. bazal otofajik akisin ER’dan salinan IP3R bagimli Ca*? tarafindan
negatif bir sekilde diizenleniyor olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Arastirmacilar,
sitosolik Ca*? artignin AMPK bagimsiz yolak aracihgiyla artmig mTORCI
aktivitesini saglamak i¢in islev gordigiinii distindiikleri bir mekanizma ileri

stirmiislerdir (138). Bu nedenle, patolojinin (kanser, nérodejeneratif bozukluklar,
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inflamasyon vb.) yani sira Ca*? sinyalinin konumsal ve zamansal parametrelerine,
besin ve bliylime faktorii yeterliligine bagl olarak, kalsiyumun otofaji iizerine
farkli diizenleyici etkilere sahip olmasi muhtemeldir (139).

Kalsiyum homeostazi bir¢ok kalsiyum kanali1 tarafindan diizenlenmektedir.
Plasma membrane calcium ATPases (PMCA)'lar plazma membranina yerlesiktir
ve hiicrenin disina aktif bir sekilde Ca™ pompalamaktadir. Ca*? release-activated
Ca*? channels (CRACs)'da plazma membranina yerlesiktir ve store-operated
calcium channel entry (SOCE)'e aracilik eder (140). CRAC'ler, IP3-R and RyR
reseptorleri araciligiyla olusturulan kanallar ile ER'dan salinan Ca*? tarafindan
aktive edilir. Sitoplazmadaki Ca*? fazlasi, ER'da yer alan bir membran pompasi
olan sarco-/endoplasmic reticular calcium ATPase (SERCA) araciligiyla aktif bir
sekilde ER'a geri tasinir. Ayrica birgok voltaj-bagimli kalsiyum kanalinin da

kalsiyum homeostazinin diizenlenmesine katildigi bildirilmistir (133).
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Sekil 12: Otofajinin Kontroliinde Kalsiyum Ve Kalsiyuma Gegirgen Iyon
Kanallar1 (123)
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3.3. TRP iyon Kanallar

Cogalmada artis, anormal farklilasma ve 6liim olanagindaki bozulmadan
kaynaklanan hiicrelerin malign transformasyonu, kanser karakteristigi olan
kontrolsiiz genisleme ve invazyona doniisebilen anormal doku gelisiminin ana
sebebidir  (141). Bu gibi bir transformasyon siklikla iyon kanal
ekspresyonlarindaki degisiklikler ile birlikte seyreder ve sonugta da bu kanallarin
yer aldigi hiicresel yanitlarin anormal ilerlemesi gergeklesir. 60 yili askin bir siire
once plazma membrani iyon kanallarina atfedilen ilk 6nemli rol, bunlarin hiicresel
elektrogenez ve elektriksel uyarilabilirlige katilimidir. Ancak sonraki bir ¢ok
calisma, c¢ogalma, farklilasma ve apoptoz gibi doku homeostazinin
siirdliriilmesinde yer alan hayati 6neme sahip neredeyse tiim temel hiicresel
davraniglarda iyon kanallariin katkist kesin bir sekilde ortaya konmustur (142).
Bu hayati siire¢lere iyon kanallarinin katkida bulunarak aracilik ettikleri ana
mekanizmalar; esansiyel sinyalizasyon iyonlarmin akisinin saglanmasi, hiicre
hacminin diizenlenmesi ve membran potansiyelinin stirdiiriilmesidir (143).

Kanser iliskili hiicre sinyal yolaklarimin tamaminda Ca**un rolii
tartismasizdir. Ca*? homeostazindaki degisimler ¢ogalma artisini, farklilagmanin
uyarilmasimni ya da apoptozu etkilemektedir. Bir¢ok calismaya goére, TRP
ailesindeki katyonik kanallar1 kalsiyum homeostazi ve hiicre fizyopatolojisinin
kilit oyunculari olabilir (11).

TRP iyon kanallari, yakin bir zamanda kesfedilen, ilkin mekanoreseptorler
olarak tanimlanan sec¢ici olmayan bir katyonik kanal siiper ailesidir. Agirlikli
olarak epitelyal dokularda eksprese olan TRP kanallar1 kimyasal, mekaniksel ve

termal uyaranlar1 igeren pek ¢ok fonksiyonu gerceklestirmektedir ancak gorevleri
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sadece bunlarla da sinirli degildir (144). Artan bildirilere goére, voltaj bagimli
olmayan katyonik kanallarin TRP kanal ailesi, iyon homeostazinda kilit
oyunculardir. Biitiin TRP'ler, katyon secici kanallar1 olusturmak i¢in homo ya da
hetero-tetramerler olarak bir araya geldigi diisliniilen alt1 adet transmembran alan
icermektedir. Izoformlar1 arasinda farkli mono ve divalent katyonlar icin
gecirgenlik bakimindan biiyiik oranda farkliliklar gdstermelerine ragmen tiim
TRP'ler katyon kanallaridir. TRP kanallarinin karakteristik 6zelligi ¢ok c¢esitli
kimyasal ve mekaniksel uyaranlar tarafindan aktive edilebilme yetenegidir. TRP
kanallar1 intra- ve ekstraseliiler haberciler, kimyasal, mekanik ve ozmotik stres ve
bazi muhtemel intraseliiler Ca*? depolarmin doldurulmasi durumunu igeren genis
captaki uyaranlar tarafindan aktive edilir. Boyle olunca da TRP'ler hiicrenin
polimodal molekiiler sensorleri olarak ongortilebilir (145).

20 yil 6nce ilk TRP kanalinin klonlanmasindan bu yana yaklasik 30 TRP
kanali tanimlanmig olup bu kanallar canonical (TRPC), vanilloid (TRPV),
melastatin (TRPM), mucolipin (TRPML), polycystin (TRPP) ve ankyrin (TRPA)
transmembran proteinler olmak iizere alt1 farkl aile seklinde siiflandirilmistir

(146).

3.3.1. TRPM Iyon Kanallari

Memeli TRPM ailesi sekiz iiye icermektedir. TRPC'lere benzer sekilde
TRPM proteinleri transmembran segmentler i¢in bir TRP alan1 C-terminaline
sahiptir. Bu proteinlerin C terminali bdlgelerinin total aminoasit uzunluklari
(~1000-2000) ve dizileri oldukca fazla degiskenlik gdstermektedir. Aminoasit
dizilerindeki benzerlige dayali olarak bu proteinler TRPM1/3, TRPM4/5 ve

TRPM6/7'den olusan alt gruplara ayrilmaktadir. Birbirleri ile en yakin iliskili
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olmalarina ragmen TRPM2 ve TRPMS8 herhangi bir alt gruba
yerlestirilmemektedir. Ik tanimlanan memeli TRPM'si TRPM1'dir ve baslangicta
melastanin olarak isimlendirilmistir. Bu kanalin ekspresyon diizeyleri bazi
melanomik hiicre hatlarinda metastatik potansiyel ile ters orantilidir. TRPM3,
kiltiir hiicrelerinde eksojen olarak eksprese edildiginde yapisal olarak aktif bir
Ca* ve Mn" gecirgen kanal olusturmaktadir. TRPM4 ve TRPMS voltaj
modiilasyonlu, Ca™ ile aktive olan, monovalent katyon segici kanallar
olmalarindan dolayr TRP siiper ailesi arasinda sira dist kanallardir. TRPM6 ve
TRPM7 kanallar1 alisilmadik mimariye sahiptirler ¢iinkii C terminallerindeki
atipik protein kinaz alanlar ile chanzyme'lerdir. TRPMS, 1lik sicakliklar (<23-
28°C), mentol, Okapitol ve isilin gibi serinlik hissini uyandiran bilesikler
tarafindan aktive olan, termal olarak diizenlenen bir kanaldir. TRPM?2, intraseliiler
ADP-riboz, pirimidin niikleotidleri ve NAD tarafindan aktive edilen, Ca*?

gegirgen, spesifik olmayan bir katyon kanalin1 olusturmaktadir (147).

3.3.1.1. TRPM2 iyon Kanah

3.3.1.1.1. Yapisi

TRPM2 (6nceden LTRPC2 ya da TRPC7 olarak bilinen), tek bir C-
terminal ADPR pirofosfataz alanina (Nudix-like domain ya da NUDT9 homology
domain) sahip, se¢ici olmayan, Ca*®una gecirgen, cok fonksiyonlu bir katyon
kanalidir (148). TRPM6/7 gibi, TRPM2; iyon kanali ve C-terminal enzim alani
ikili fonksiyonundan dolay1 “chanzyme” olarak bilinmektedir. Insan TRPM2 geni,
kromozom 21q22.3’te yer almakta olup, 32 ekzon igermekte ve yaklasik 90 kb’lik
bir alan kaplamaktadir (149). Ote yandan, fare TRPM2 geni; 34 ekzon icermekte

ve yaklasik 61 kb’lik bir alan kaplamaktadir (150). Insan TRPM2 transkripti,
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ortalama 6,5 kb olup tahmini molekiiler kiitlesi yaklagik 170 kDa olan 1503
aminoasitlik (fare ve ratlarda 1507 aminoasitlik) bir protein kodlamaktadir (31).
TRPM2 proteininin yapisi; intraseliller N ve C terminalleri tarafindan sarili 6
transmembran segment (S1-S6) ve S5 ile S6 arasinda yer alan por olusturan lob
alanindan olusmaktadir (149). Ek olarak, TRPM2’nin N terminali 4 homolog
alana ve kanal aktivasyonunun diizenlenmesinde rol oynayan bir kalmodulin
(CaM) baglayan IQ benzeri motife sahiptir (152). TRPM2’nin islevi ya da
ekspresyonunda TRPM Homoloji alanlart (MHD)'nin 6nemi hala arastirma
konusudur. Diger yandan C terminali, bir TRP kutusu ve TRPM2’nin homo
tetramerik diizenegi i¢in kritik 6neme sahip olabilecegi diisiiniilen bir bobin-bobin

alani ihtiva etmektedir (28).

A MHR ™ CC NUDT9-H
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Sekil 13: TRPM2'nin Protein Yapisi ve Transmembran Topolojisi (28).
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3.3.1.1.2. Aktivasyonu ve Diizenlenmesi

ADPR, TRPM2’nin birincil gecis molekiilii olarak kabul edilmektedir
(153, 154). ADPR, TRPM2’nin C wucundaki Nudix-like alanina yiiksek
duyarlilikla baglanir ve bunu takiben riboz 5-fosfat ve AMP’ye hidrolize olur
(155). TRPM2 enzimatik aktivitesinin fizyolojik rolii detayli bir sekilde ortaya
konulmamis olmasina ragmen, TRPM2’nin ADPR aracili gegisini AMP’nin
antagonize etmesinden dolayi, TRPM2 aktivitesi i¢in enzimatik aktivitenin
genellikle negatif feedback inhibisyonu saglamak ic¢in islev gorebilecegi
varsayllmaktadir (156). ADPR’nin baglanmasinin ardindan, TRPM2 kanallari
agilacaktir ve sodyum (Na®), potasyum (K*) ve kalsiyum (Ca*?) iyonlarinin Pcy:
Pna yaklasik 0,3-0,9 olacak sekilde bir orandaki gecirgenlik ile hiicre igine
gecisine imkan saglayacaktir (147). TRPM2 akimlari, bir lineer akim voltajinin (I-
V) yaklasik 0 mV ters bir potansiyel ile iliskisiyle karakterize edilmektedir. Tek
bir kanalin iletkenligi olagandis1 uzun siireli agik olma ile birkag saniye araliginda
yaklagik 60 pS’dir (151).

ADPR araciligtyla TRPM2'den gecis hem inhibe edici hem de
kolaylastirict olaganiistii bir sekilde diizenleyici mekanizmalara tabidir. Negatif
diizenleyiciler icerisinde AMP ve protonlar yer almaktadir buna karsin
kolaylagtirma ise Ca*®, hidrojen peroksit (H.O,), siklik ADPR (CADPR) ve
nikotinik asit adenin diniikleotid fosfat (NAADP) araciligiyla gézlenmektedir. Bu
diizenleyicilerin bazilarinin etkilerinin dogrudan kanal proteinine oldugu buna

karsin digerlerinin ise dolayli ger¢eklestigi diisiiniilmektedir (28).
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Ekstraseliiler Ca™ ve intraseliler Ca*®> TRPM2 kanallarinin tam
aktivasyonunda da kritik bir role sahiptir. Intraseliiler Ca*?, kanalin ADPR’ye olan
hassasiyetini arttirarak TRPM2 aktivasyonunu kolaylastirmaktadir. Ca™®den
tamamen yoksun durumda ADPR tek basina katyon akimlarini indiikleyemez ve
Ca*? akimlarina olanak saglamak icin en az 30 nM internal Ca*? gerekmektedir.

*2 ya da Zn*?* tarafindan taklit

Ancak bu kolaylastirma islevi Mg+2, Ba
edilememektedir. Ote yandan TRPM2 aktivasyonunda 200 uM’lik eksternal Ca®?,
1 mM’lik Ca*®den ¢ok daha etkilidir (157). 10 uM ADPR varhiginda Ca**nin
ECs=17 uM ya da ECs0=0,5 uM olacak sekilde doza bagimli olarak kanali
dogrudan yonlendirdigi ileri siiriilmektedir. Mekanizma hala tam olarak
bilinmiyor olmasina ragmen, CaM ile TRPM2’in 1Q-like motifinin ya da diger
intraseliiler bolgelerinin Ca+2’ye bagli olarak birlesmesinden dolayr meydana
gelen konformasyonel degisiklikten kaynaklandigi diigiiniilmektedir (158). Ancak
diger arastirmalarda Ca*? indiikli aktivasyon gozlenmemistir ve yiiksek
konsantrasyonlardaki Ca*?, ADPR iiretimine ya da mitokondriden ADPR
salimimina yol agarak aktivasyona neden oldugu diisiiniilmektedir (28).

TRPM2 kanallarinin aktivasyon mekanizmalari hala belirsiz olsa da, H,0O»
ve oksijen-nitrojen tiirlerini reten diger ajanlar tarafindan da aktive
edilebilmektedir (159). Ge¢is mekanizmasinin esasen H,O,’nin mitokondriden
ADPR salimimi yapma yetenegine dayandigini ortaya koymaktadir (160). Yine,
H,0; aracili TRPM2 akimlarinin mitokondri i¢indeki ADPR konsantrasyonunun
azaltilmasiyla baskilanabildigi gosterilmistir (161). Bu hipoteze karsit olarak,
Nudix alanindan yoksun olan bir TRPM2 varyantt H;O;’ye yine de yanit

vermektedir (32). Oksidatif stres altinda bir diger ADPR kaynagi niikleustur.
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Niikleusta ADPR iiretimi, DNA hasar1 tarafindan PARP-1/PARG yolagi
aktivasyonunu igermektedir. PARP-1 hasarli DNA’ya baglanir ve NAD"in
nicotinamid ve ADPR’ye ayrilmasini katalizler (162). Daha sonra ADPR, DNA
tamir mekanizmalarini aktive eden ¢esitli niikleer proteinlere polimerlesir. Serbest
PARG tarafindan ADPR polimerlerinin pargalanmasini takiben serbest ADPR
olusturulur. PARP inhibitorleri tarafindan oksidatif stres TRPM2 aracili Ca*?
yanitin baskilanmasi, H,O, etkisinin serbest ADPR iiretiminde yer aldigini akla
getirmektedir (163). Ayrica, PARP’tan yoksun olan TRPM2 eksprese eden DT40
hiicreleri oksidatif strese bagli Ca*? yamtlar1 gdstermemektedir (164). Ilging
olarak, TRPM2 sayesinde H,0O, aracili Ca* akist deneyler oda sicakliginda
gerceklestiginde olumsuz bir sekilde etkilenmekte ve 37°C’de tekrar
diizelmektedir (165). Dahasi, rat insiilinoma RIN-5F hiicrelerinde 35°C’den
yiiksek olan sicakliklarin TRPM2 kanallarin1 aktive ettigi ya da bunlarin ADPR
ya da cADPR tarafindan aktivasyonunu kolaylastirdig1 gosterilmistir (166). Ancak
TRPM2’nin sicakliga bagl olarak diizenlenmesinde yer alan mekanizmalar daha

detayli bir sekilde ¢aligilmalidir (28).
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Sekil 14: TRPM2 Aktivasyonu i¢in Sinyal Mekanizmalar1 (28).

TRPM2’nin en yiiksek eksprese edildigi yer beyindir ancak kemik iligi,
dalak, kalp, karaciger ve akciger gibi diger dokularda ve pankreatik B hiicreleri,
endotelyal hiicreler, mikroglialar, ndronlar, kardiyomiyositler, immiin hiicreler vb.
gibi farkli hiicre tiplerinde de tespit edilmistir (28).

Aslen bir plazma membran kanali olarak tanimlanmis olmasina ragmen
simdilerde TRPM2’nin pankreatik B hiicrelerinde bir lizozomal Ca*? salimm
yapan kanal olarak islev de gordiigii kesfedilmistir (29). Lizozomlarda olmasa da
TRPV1, TRPC5, TRPC3, TRPM8, TRPML1-3 ve TRPM7 gibi diger TRP
kanallar1 i¢in de intraseliiler lokalizasyonlar bildirilmistir. TRPM2 ve ¢esitli diger
TRP kanallarinin hiicresel lokalizasyonunu belirleyen faktorler ve bu hiicresel
lokalizasyonlarin 6zel bir hiicresel islev saglayip saglamadigi arastirilmaktadir

(28).
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3.3.1.1.3. Alternatif Splicing izoformlar

TRPM2nin tam uzunluktaki izoformunun yani sira bir kag alternatif
splicing izoformu bildirilmistir. TRPM2'nin tanimlanan ilk iki splicing tipi
TRPM2-AC ve TRPM2-AN'dir. TRPM2-AC, C-terminalin ADPR baglanma
bolgesi igerisinde 34 aminoasitlik (T1292-L1325) bir uzantidan yoksundur.
TRPM2-AC, ADPR'ye duyarli degildir ancak H»O, tarafindan aktive
olabilmektedir. Bu durum H;0, araciligiyla dogrudan TRPM2 aktivasyonu
hipotezini desteklemektedir (36). TRPM2-AN, N-terminalde 20 aminoasitlik
(K538-Q557) bir delesyon gosterir ve ne ADPR ne de H,0, tarafindan aktive
edilebilir. Ugiincii tipi N-terminal ucundan ilk 214 rezidiisii kesik olan dncelikle
striatumda tespit edildigi i¢in striatum shorter form (TRPM2-SSF) olarak
isimlendirilen formdur. TRPM2-SSF kanalinin aktivitesi TRPM2'ye kiyasla
belirgin sekilde diistiktiir (150). Bir diger izoform olan TRPM2-S, olduk¢a kisa
bir tiptir ve merkez bolgede eksikligi vardir (161). TRPM2-S ile TRPMZ2'nin
birlikte eksprese olmasi1 fonksiyonel TRPM2 kanalinin ekspresyonunu
azaltmaktadir. TRPM2 alternatif splicing izoformlarinin ekspresyonu TRPM?2
kanalinin farkli dokularda, hiicrelerde ve fizyolojik/fizyopatolojik durumlarda

diizenlenmesi i¢in adaptif mekanizmalari temsil edebilir (167).

3.3.1.2. TRPM2 ve Prostat Kanseri

Son zamanlarda insan prostat hiicrelerindeki TRPM2 varligi lazer ile
mikrodiseksiyon yapilmis tiimorlii epitelde kantitatif RT-PCR kullanilarak
gosterilmistir. Analizler, cerrahi drneklerin mikrodissekte edilmis uygun benign
hiicrelere kiyasla malign epitel hiicrelerin % 75’inde TRPM2 transkriptlerinin

yiiksek ekspresyonunu ortaya koymustur. Ayrica, LNCaP ve PC-3 hiicrelerinde de
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TRPM2 RNA’s1 tespit edilmistir. PC-3 hiicrelerinde TRPM2, niikleer
ekspresyonunun olmadigi benign hiicre hatlarinin aksine sadece plazma membrani
ve sitosolde degil ayn1 zamanda niikleusta da eksprese edildigi gosterilmistir. En
onemlisi de TRPM2 ayrica lizozomlarda da eksprese edilmektedir. Bu agidan
lizozomal Ca*? salinimi yapan kanal olarak islev gérmesi muhtemeldir. Dahast,
PC-3 hiicrelerinde TRPM2'nin siRNA araciligiyla knockdown edilmesi hiicre
gelisimini inhibe etmektedir ancak bu durumun benign prostat hiicrelerinde
gerceklesmemesi, TRPM2'nin Pk hiicre c¢ogalmasi igin esansiyel oldugunu

diistindiirmektedir (27).

3.3.1.3. TRPM2 ve Hiicre Oliimii

TRPM2 insan beyni, lenfositleri ve monositlerinden klonlanmaktadir
(151). TRPM2, H,0, ve reaktif oksijen tiirlerini iireten diger ajanlar tarafindan
aktive edilmekte ve aktivasyonu intraseliiler serbest kalsiyum (Ca*?)
konsantrasyonunda bir artis ile sonuglanmaktadir (36). TRPM2'nin HEK293
hiicrelerindeki heterolog ekspresyonu, Ca*? yiikselmesi ile iligkili olan H,O,-
indiiklii hiicre Oliimiine hassasiyet saglamaktadir. Dahasi, endojen TRPM2
ekspresyonunun rat inslilinoma RIN-5F ve monosit U937 hiicrelerinde
baskilanmas1 Ca™® akiminda ve H,O, ya da timér nekrozis faktér (TNF)
tarafindan indiiklenen hiicre O6liimiinde Onemli derecede bir azalmaya sebep
olmustur (158). Bu veriler, oksidatif stresi takiben hiicre 6liimiine aracilik eden
H,O, tarafindan aktive edilen kalsiyuma gegirgen endojen bir kanal olarak
TRPM2'min fizyolojik roliinii giliclii bir sekilde desteklemektedir. Zhang ve
arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada (2003), insan hematopoietik hiicrelerinde, tahmin

edilen alt1 C-terminal transmembran alanin dort tanesinden ve kalsiyuma gegirgen
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putatif por bolgesinden yoksun olan TRPM2'min kesik bir izoformunu tespit
etmislerdir. TRPM2'nin bu kisa formunun (TRPM2-S) tam uzunluktaki (TRPM2-
L) ile dogrudan iliskili oldugu belirlenmistir. Dijital bir video goriintiilleme sistemi
kullanilarak, sadece transfekte edilmis TRPM2-S eksprese eden 293T hiicreleri
yesil fliioresan protein (GFP) varligi ile ve transfekte edilmis TRPM2-L eksprese
eden hiicreler mavi fliloresan proteinin (BFP)'nin saptanmasi ile tanimlanmistir.
Calismada Ca* es zamanli olarak Fura Red fliioresan ile Olgiilerek, TRPM2-L
araciligilyla TRPM2-S'in H,0,-indiiklii kalsiyum akisin1 baskilama yetenegi
gosterilmistir. Ayrica TRPM2-S, TRPM2-L aracili H,0, tarafindan indiiklenen
hiicre 6liimiine olan hassasiyeti inhibe etmistir. Bu veriler, TRPM2-S ile TRPM2-
L arasindaki iliskinin oksidatif strese hiicresel yanitin yan1 sira kanal aktivitesinin

diizenlenmesi i¢in de 6nemli bir mekanizma oldugunu diisiindiirmektedir (161).

3.4. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Reaktif oksijen tiirleri (ROT); siiperoksit anyon (O, ) ve hidroksil radikal
(OH ) gibi asir1 derecede reaktif serbest oksijen radikalleri ve hidrojen peroksit
(H20,) gibi stabil, radikal olmayan oksidantlar1 kapsayan bir molekiil ailesidir.
ROT hiicrelerde oksijen metabolizmasi araciligiyla iiretilir ve yiiksek seviyeye
ulastiklarinda aktif bir sekilde fagositler i¢cinde mikrobiyal eliminasyona katilarak
ve genomik istikrarsizliga katkida bulunarak yikici molekiiller olarak islev
goriirler. Boylece hiicre olimii ve/ve ya tiimorogenez gergeklesir. Ancak son
donemde daha diisiik fizyolojik seviyelerdeki ROT; kinaz ile ¢alisan yolaklar1
diizenleyen, bunun sonrasinda da bliylime faktorleri, besin yetersizligi ya da
hipoksi gibi eksternal uyaran ya da zorluklara hiicresel yanitlar1 olusturmada

aracilik eden intraseliiler sinyal iletim molekiilleri olarak tanimlanmistir (168).
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Mitokondriler, intraseliler ROT’nin ana kaynagidir ¢ilinkii  oksidatif
fosforilasyondan sizan elektronlar ve a-gliserofosfat dehidrogenaz, a-ketogluterat
dehidrogenaz gibi enzimatik kompleksler oksijen varliginda kisa Omiirlii
stiperoksit anyonlarini iiretirler. Bu anyonlar mitokondriyal matrikste yerlesik bir
protein olan siiperoksit dismutaz (Mn-SOD) tarafindan nispeten daha stabil ve
membran1 gegebilen hidrojen peroksite hizli bir sekilde doniistiriiliir (169).
Peroksizomlar gibi diger organellerin yani sira ROT’nin diger 6nemli intraseliiler
kaynaklar1 arasinda nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) oksidazlari,
ksantin oksidaz (XO), ER luminal tiyol oksidaz (Erol) ve myeloperoksidaz gibi
enzimler yer almaktadir (170).

Fizyolojik diizeylerde ROT, redoks sensitif sistein rezidiilerinin
oksidasyonu ve sinyal kaskadlarini negatif olarak diizenleyen fosfatazlarda
meydana gelen inhibisyon sayesinde sinyal molekiilleri olarak islev goriir, buna
karsin asirt ROT, hiicrelerde oksidant ile antioksidant yanitlar arasinda bir
dengesizlik olusturur. Boylece meme, akciger, karaciger ve prostat kanserleri gibi
bircok malignansinin patogenezinde etiyolojik olarak rol oynayan oksidatif stres
ortaya ¢ikar (171). Anormal derecede yiiksek ROT seviyeleri; niiklear ve
mitokondrial DNA, proteinler ve lipidlerin oksidasyonu ile sonug¢lanarak bunlarin
yapisinda ve islevinde bozulmalar meydana getirir ve tiimorii tesvik eden protein
ve/ve ya yolaklarin anormal ekspresyon ve diizenlenmesine yol agar (172).
Gercekten de meme kanseri hastalarindan alinan plazma orneklerinde normal
kontrol oOrnekleri ile kiyaslandiginda daha yiiksek seviyede, bir lipid
peroksidasyon belirteci olan, malondialdehit gozlenmistir (173). Buna karsit

olarak, insan meme kanseri hiicre hatlarinda, antioksidant enzimler olan
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copper/zinc sliperoksit dismutaz (SODI1) ve manganez siiperoksit dismutaz
(SOD2)’in overekspresyonu ksenograft tlimor gelisimini baskilamistir (174) ve
PyMT farelerde katalazin transgenik overekspresyonu tiimor invazifligini ve

metastazini azaltmistir (175).

3.4.1. ROT ve Prostat Kanseri

Son 10 yildir Pk riski ile oksidatif stres arasinda bir iligki oldugu kabul
edilmektedir. Epidemiyolojik, deneysel ve klinik ¢alismalar Pk'nin gelisimi ve
ilerlemesinde oksidatif stresin bir rolii oldugunu net bir sekilde ortaya
koymaktadir (176). Oksidatif stres; lipidlerin, proteinlerin ve DNA'nin toplu
hasarma yol agan reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve ROT'nin hiicresel diizeylerini
kontrol eden detoksifikasyon enzimlerinin dengesizliginden kaynaklanmaktadir.
Muhtemelen inflamasyon hormonal deregiilasyon, diyet ve/veya GSTPl'in
susturulmasi gibi epigenetik modifikasyonlarin bir sonucu olarak prostat, oksidatif
strese karsi oldukca duyarli gibi goriinmektedir. Oksidatif stres ile Pk baslangict
arasindaki baglantiya dair bulgular, insan prostatic intraepithelial neoplasia (PIN)
ve Pk'nde azalan ana antioksidan enzimleri bununla birlikte oxidized DNA adduct
8-oxy-7,8,dihydro-29-deoxyguanosine (8-oxy-dG)'de tesadiifi bir artis1 gosteren
iligkili ¢aligmalar1 kapsamaktadir. Ayrica, APE genindeki polimorfizmler artan Pk
riski ile iligkili iken kilit enzimlerin redoks kontroliinde ve baz eksizyon tamirinde
yer alan ¢ok fonksiyonlu bir enzim olan APE/Refl Pk'nde upregiile olmustur.
Benzer sekilde, genetik olarak tasarlanmis fare Pk modellerinde kanserin
ilerlemesi ile birlikte oksidatif strese yanit yolaklarinda karigikliklar gézlenmistir.
Ilging bir sekilde fare prostatinda Nkx3.1 homeobox geninin fonsiyonunun kaybi

oksidatif hasara yanit genlerinde deregiile ekspresyona ve PIN baslangici ile
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iliskili olan 8-oxy-dG diizeylerinde artisa yol agmaktadir. Pk hiicre hatlarinda
NKX3.1 homeobox geni fonksiyonundaki artis DNA hasarina karsi koruma

sagladig1 gosterilmistir (177).

3.4.2. ROT ve Otofaji

Artmig ROT diizeylerinin, hiicrelerde otofajiyi uyardiklari gdsterilmistir.
Ozel kosullar altinda besin yetersizligini takiben otofajinin uyarilmasi, Atg8
proteinin olgunlagsmas1 ve delipidasyonunda yer alan bir enzim olan Atg4'i
oksidize eden H;O.nin {iretimini  gerektirmektedir. Bu  oksidizasyon
modifikasyonu 6zellikle Atg4'iin delipidasyon aktivitesini inaktive ederek LC3-
iligkili otofagozomlarin olusumunda artiga yol agar. Dolayli bir yolla, ROT, AMP-
activated protein kinaz (AMPK) araciligiyla otofajiyi diizenleyebilir. Aslinda,
oksijen ve besin yetersizligi AMP:ATP birikimini ve mTORC1'in inhibisyonu ve
otofaji indiiklenmesine yol agcan AMPK'nin aktivasyonunu indiikler. AMPK
ayrica besin yetersizligine bagli otofajinin uyarilmasi igin aktivasyonu gerekli
olan ULK1/ATG1'i fosforile ederek otofajiyi diizenler. AMPK, oksidatif strese
hassastir ve kendi aktivasyonuna ve otofajinin dolayli uyarilmasina yol acan H,0;
birikimini takiben upstream AMPK kinaz (AMPKK) tarafindan fosforile
edilebilir. ROT ayrica kanser hiicrelerinde otofaji gen ekspresyonlarinin
uyarilmasimma yol acan NF-kB gibi transkripsiyon faktor aktivitelerinin

diizenlenmesi araciligiyla otofajiyi diizenleyebilir (151).
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3.4.3. ROT ve TRPM2

TRPM2, oksidatif stresin iyi belirlenmis bir hiicresel sensoriidiir. H,O»,
cesitli hiicre tiplerinde TRPM2 aktivasyonunu ve ardindan Ca*? artigini
indiiklemektedir. H,O, tarafindan TRPM2 aktivasyonu tiirli uzun zamandir
tartisilmaktadir ve artan kanitlar H,O,'nin TRPM2 kanalin1 ya dogrudan ya da
dolayli olarak aktive edebilecegini akla getirmektedir. Oksidatif stresin ADPR
olusumunu indiikledigi 1yi bir sekilde bilinmektedir. Bu ylizden, H,O,-indiikl{i
TRPM2 aktivasyonu ¢ogunlukla ADPR'nin olusumu ile agiklanmaktadir. Ancak,
H20, TRPM2'yi dogrudan aktive edebilir. TRPM2 splays tiirii olan TRPM2-AC
ADPR'ye kars1 duyarli degildir ama yine de H,O,'ye yanit verir ki bu sebeple
H,O,'nin TRPM2 iizerine dogrudan etkisi akla gelir (167).

Ca*
Ca*

TRPM2 Ekstraseliiler
‘ . intraseliiler
Pankreatik B hiicrelerinden insiilin salinimi

[Caz"]| T,:> E> I:>j
Inflamatuar hiicrelerde sitokin iiretimi

TRPM2 Hiicre Olimii

Ca*

Endotelyal Gegirgenlikte Artig

Lizozom Ca* Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin Proliferasyonu
ve Migrasyonu

Sekil 16: Oksidatif Stres Sensorii Olarak TRPM2 Kanalinin Fonksiyonel Rolii
(167)
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TRPM2 iyon kanalinin, plazma membraninin yani sira lizozomal ve
endozomal membranlarda da yer aldigi bilinmekte ve otolizozom olusumunda
otofaji ile endozom/lizozom iligkisi belirtilmektedir. Otofajik kesecik
membraninin  kaynagmin kesin olarak bilinmemesi ve bu membranin yeni
sentezlendigi ya da endoplazmik retikulum, mitokondri dis membrani veya
plazma membranindan kaynaklanabilecegi ihtimali TRPM2 iyon kanalimi
igerebilecegini akla getirmektedir. Ayrica TRPM2 ve otofaji igin H,O,'nin
indiikkleyici  oldugu  bildirilmektedir. Bu  bilgiler, TRPM2'nin  otofaji
mekanizmasinda yer alabilecegini diisiindiirmektedir. Bu sebeple ¢alismamizda
insan prostat kanseri hiicre hattinda (PC-3), TRPM2 iyon kanallarinin inhibe
edilmesinin  otofajik yolaklara etkisinin olup olmadigmin arastirilmasi

amagclanmustir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Hiicre Kiiltiirii

4.1.1. Geregler

Biyogiivenlik Kabini (NUVE)

Derin Dondurucu (-86) (NUAIRE)

Inverted Faz kontrast (Floresans Atagmanli) Istk mikroskobu (NIKON)
Karbondioksitli inkiibatér (NUVE)

Hiicre Sayim Cihazi (BIO-RAD)

Vorteks (LAB NET)

Santrifiij Cihazi

S1vi Azot Tanki (international Cryogenics. Inc.)
Mikropipet (Eppendorf)

25/75 cm? Flask (NEST)

6/12/24/96 Kuyucuklu Plate (COSTAR)
Falkon Tiip (CORNING)

Thoma Lami (ISOLAB)

Hiicre Sayim Slide (BIO-RAD)

10/20/200/1000 pul Mikropipet Ucu (AXYGEN)
Pastor Pipet

500/1000/1500 pl Ependorf Tiip

2 ml Kriyo Tiip

RPMI 1640 (LONZA (Kat. No:BE12-918F))

OPTI-MEM (GIBCO (Kat. No: 31985-062))
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e DMEM (PAN BIOTECH (Kat. No: P04-03588))

e H,0, (SIGMA (Kat. No: SZBE0090V))

e Fotal Sigir Serumu (SIGMA (Kat. No: 080M3397))

e L-Glutamin (SIGMA Kat. No: RNBB7408))

e PBS (Fisher Bioreagents (Kat. No: 135974))

e 90,25 Tripsin-EDTA Soliisyonu (SIGMA (Kat. No: 11G804))
e Antibiyotik (Biological Industries (Kat. No: 030321B)
e DMSO

e Steril Su

e TRPM2 siRNA (Qiagen)

e Hiperfect Transfektan (Qiagen)

o Etil alkol

e 3-MA (SIGMA (Kat. No: M9281))

e z-VAD-fmk (ABCAM Biochemicals (Kat. No: AB120382))

4.1.2. Hiicre Hatt1 Secimi ve Temini

Insan prostat kanseri ¢alismalarinda genellikle DU145, LNCaP ve PC-3
hiicre hatlar1 kullanilmaktadir. Bu hiicre hatlar1 metastatik 6zellikleri bakimindan
karsilastirildiklarinda PC-3 hiicre hattinin digerlerine kiyasla daha yiiksek
seviyede metastaz yapma oOzelligine sahip oldugunun belirtilmesinden dolay1
calismamizda PC-3 hiicre hatt1 kullanilmistir.

Calismada kullanilan androjen-bagimsiz insan prostat kanseri hiicre hatti
PC-3 Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi

Dog. Dr. Siilleyman SANDAL’dan temin edilmistir.
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4.1.3. Hiicrelerin Beslenmesi

PC-3 hiicreleri, %10 FBS, %1 antibiyotik ve %1 L-glutamin ilave edilen
RPMI 1640 besiyeri iceren 25 ve 75 cm?lik flasklerde CO,'li etiivde 37 °C'de
cogaltildi. Her giin canlilik, c¢ogalma ve enfeksiyon bakimindan inverted
mikroskop kullanilarak degerlendirilen flasklardaki besiyeri her 2-3 giinde bir

degistirildi.

4.1.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Inverted mikroskop altinda degerlendirilen flasklardaki yiizeye tutunmus
olan hiicre yogunlugunun %90-100 oldugu tespit edildiginde flask i¢indeki
besiyeri dokiildii ve flask yiizeyine tutunmus olan hiicreler serbest hale gelmeleri
icin 4 ml tripsin-EDTA ile muamele edildi. 5 dk 37°C'de inkiibe edildikten sonra
inverted mikroskop altinda hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadiklar
kontrol edildi. Flask i¢inde serbest hale geldikleri tespit edilen hiicrelere 4 ml
besiyeri ilave edilerek tripsin-EDTA'nin olumsuz etkisi nétralize edildi. Falkon
tiiplere aktarilan bu karisim 2300g'de 3 dk santrifiij edildi ve siipernatant kisim
dokiilerek yerine taze besiyeri eklendi. Flask igerisine aktarilmadan 6nce homojen
bir silispansiyon olugmasi i¢in vorkteks yapildi ve hiicreler iki farkli flaska

aktarildi.

4.1.5. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Hiicrelerin dondurulmas: i¢in flask i¢indeki besiyeri dokiilerek hiicreler 4
ml tripsin-EDTA ile muamele edildi. 5 dk 37°C'de inkiibe edildikten sonra flask
icinde serbest hale geldikleri tespit edilen hiicrelere 4 ml besiyeri ilave edildi.
Falkon tiiplere aktarilan bu karisim 2300g'de 3 dk santrifiij edildi. Siipernatant

kisim atildiktan sonra elde edilen hiicre pelleti iizerine %70 oraninda DMEM,

61



%20 oraninda FBS ve %10 oraninda DMSO igeren soliisyon ilave edildi. Kriyo
tiiplere bu karisimdan 1'er ml aktarilarak asamali olarak (oda sicakligi/+4°C/-
20°C/-80°C) sogutulup, -80°C’de derin dondurucuda muhafaza edildi.

Donmus olarak saklanan hiicrelerin ¢6zdiirtilmesi dondurma isleminin aksi
yonde asamali olarak gergeklestirildi. -80°C derin dondurucudaki hiicreler
cikarilarak -20, +4 ve oda sicaklig1 ve ardindan 37°C’ye 1sitilmig besiyeri ilave

edilerek flasklara ekildi.

4.1.6. Hidrojen Peroksit Uygulamasi

6'lik platelere 2 x 10° hiicre/ml olacak sekilde 20 ml hiicre ekimi yapilarak
hiicreler CO2'li etiivde 37 °C'de 24 saat inkiibe edildi. 24. saatte her bir dozdan 3
tekrarli olacak sekilde platelerdeki kuyucuklara farkli dozlarda H,O, ilave edildi.
CO.'li etiivde 37 °C'de 1 saat bekletildikten sonra 1 ml tripsin-EDTA ile muamele
edilerek hiicreler tutunduklart yiizeyden kaldirildi ve falkon tiiplerine aktarildu.
2300g'de 3 dk santrifiij edildikten sonra dipteki hiicre pelletine dikkat gosterip tist
faz dokiilerek 3 ml PBS eklendi ve pastor pipeti ile pipetleme yapildi. Tekrar
2300g'de 3 dk santrifiij edildikten sonra iist faz dokiildii ve falkon tiipleri -80°C'de

saklandi.

4.1.7. Otofaji Inhibitorii (3-MA) Uygulamasi

6'lik platelere 2 x 10> hiicre/ml olacak sekilde 20 ml hiicre ekimi yapilarak
CO.'li etiivde 37 °C'de 24 saat inkiibe edildi. 23. saatte platelerdeki kuyucuklara 3
tekrarli olacak sekilde 40 nM 3-MA ilave edildi. CO,'li etiivde 37 °C'de 2 saat
bekletildikten sonra 1 ml tripsin-EDTA ile muamele edilerek hiicreler yapistiklar
yizeyden kaldirildi ve falkon tiiplerine aktarildi. 2300g'de 3 dk santrifiij

edildikten sonra dipteki hiicre pelletine dikkat gdsterip list faz dokiilerek 3 ml PBS
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eklendi ve pastor pipeti ile pipetleme yapildi. Tekrar 2300g'de 3 dk santrifiij

edildikten sonra iist faz dokiildii ve falkon tiipleri -80°C'de saklandi.

4.1.8. Apoptoz Inhibitérii (z-Vad-fmk) Uygulanmasi

6'lik platelere 2 x 10° hiicre/ml olacak sekilde 20 ml hiicre ekimi yapilarak
COz'li etiivde 37 °C'de 24 saat inkiibe edildi. 23. saatte platelerdeki kuyucuklara 3
tekrarl olacak sekilde 10 nM z-Vad-fmk ilave edildi. CO,'li etiivde 37 °C'de 2
saat bekletildikten sonra 1 ml tripsin-EDTA ile muamele edilerek hiicreler
yapistiklart yiizeyden kaldirildi ve falkon tiiplerine aktarildi. 2300g'de 3 dk
santrifiij edildikten sonra dipteki hiicre pelletine dikkat gdsterip iist faz dokiilerek
3 ml PBS eklendi ve pastor pipeti ile pipetleme yapildi. Tekrar 2300g'de 3 dk

santrifiij edildikten sonra iist faz dokiildii ve falkon tiipleri -80°C'de sakland.

4.1.9. siRNA Uygulamasi

Transfeksiyon islemi gerceklestirilmeden 6nceki giin 6'lik plate'lere her bir
kuyucukta 2x10° hiicre/ml olacak sekilde 20 ml ekim yapilarak CO,'li etiivde 37
°C'de 24 saat inkiibe edildi. Besin ortamu1 degistirilerek kuyucuk basina 2.3 ml
DMEM eklendi. 10 uM'lik siRNA'dan 9 pl aliarak 100 ul OptiMEM igerisinde
seyreltildi. Seyreltilmis siRNA {izerine 12 pl HiPerFect eklendi ve 3 kez 1'er
saniye vortekslenerek karigtirildi. Lipozomlarin olusumu igin oda sicakliginda 5-
10 dk inkiibe edildikten sonra bu karisim pipetaj yapilmadan hiicreler iizerine
damla damla olacak sekilde eklendi ve plate hafifce karistirildi. CO,'li etiivde 37
°C'de inkiibe edildi ve transfeksiyon isleminden 24 saat sonra besiyeri degistirildi.

siRNA transfeksiyon iglemi toplamda 48 saat siirdiirtildii.
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4.1.10. Hiicre Oliim Analizi
4.1.10.1. Gerecler

e Akridin-Oranj Boyasi

¢ Etidyum Bromid Boyasi

e Tripan Mavisi Boyasi

e Falkon Tiip

e Ependorf Tiip

e Santrifiij Cihazi

e Flouresan Mikroskop

e Mikropipet

e Mikropipet Ucu

e PBS
e Lam
e Lamel

e Fotograf Makinesi
e Hiicre Sayim Cihaz1

e Hiicre Sayim Slide

4.1.10.2. Akridin Oranj (AO)-Etidyum Bromid (EB) ve Tripan Mavisi
Boyamalan

Hiicre 6liimii, plazma membranimin Akridin Oranj (AO)-Etidyum Bromid
(EO) ya da tripan mavisine karsi gecirgenliginin olgiilmesi ile degerlendirildi.
Hiicre siispansiyonu bir ependorf tiip icerisinde 2300g’de 3 dk santrifiij edildi.
Stipernatant kisim uzaklastirildi ve hiicre pelleti 100-300 pl PBS ile yeniden

siispansiyon haline getirildi. Hiicreler PBS igerisinde 5 pl AO (100 pg/ml) ve EB
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(100 pg/ml) kokteyli ile boyandi. Lam {izerine 10 pl siispansiyon konularak iizeri
bir lamel ile kapatildi ve hiicreler flouresan mikroskop altinda incelendi. EB'e
kars1 gegirgen olmayan canli hiicreler AO'a karsi gegirgendir ve AO, asidik
karakterdeki yapilar1 kirmiziya boyar. Olii hiicreler ise hem AO'a hem de EB'e
kars1 gecirgendir ve EB, DNA'y1 kirmiziya boyar. Bu kirmiziya boyanma,
sitoplazmada otolizozomlarin AO boyamasindan farklidir. Her uygulama i¢in en
az 200 hiicre sayildi.

Ayrica hiicre 6liimii tripan mavisi kullanilarak Bio-Rad TC20 otomatik
hiicre sayim cihaz1 ile de degerlendirildi. Ozetle, bir Falkon tiip icerisinde
santrifiij edilen hiicre slispansiyonundan siipernatant kisim uzaklastirilarak hiicre
pelleti 0,2-0,5 ml PBS ile yeniden siispansiyon haline getirildi. 10 pl hiicre
siispansiyonu ile 10 pl tripan mavisi bir ependorf tlip igerisinde iyice pipetaj
yapilarak karistirildi. Tripan mavisi hiicreler i¢in toksik oldugundan karistirma
islemi yapildiktan sonraki 5 dk. icerisinde karigimdan 10 pl alinarak hiicre sayim

slide'ma konuldu ve otomatik hiicre sayim cihazinda 6l¢lim tamamlandi.

4.1.11. Total RNA izolasyonu
4.1.11.1. Gerecler

e TRI-Reagent (MRC gene)

e PBS (Invitrogen)

e Etil Alkol (Pharmco)

e Izopropil alkol (Fisher Scientific)

e Kloroform (Fisher Scientific)

e Niikleaz Igermeyen Steril Su (Gibco)

e RNase ZAP™ (Ambion)
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e 15 mL Falcon Tiip (Corning)
e 1,5 mL Ependorf Tiip

e 10CC siringa (Genject)

e 18G siringa ignesi (Genject)
e Santrifiij Cihazi

e Vorteks

e Mikropipet

e Mikropipet Ucu

4.1.11.2. Yontem

Flasklardan alinan PC-3 hiicreleri 15 ml'lik falcon tiiplerine aktarildi ve 5
ml PBS ilave edilerek yikama islemi gerceklestirildi. 2300g'de 3 dakika santrifiij
islemi ardindan pellet olusturan hiicrelerin iistiinde kalan sivi kisim dikkatli bir
sekilde dokiilerek PBS ile yikama islemi bir kez daha tekrar edildi. Elde edilen
hiicre pelleti 1,5 ml'lik ependorf tiiplerine aktarildiktan sonra 1 ml Trizol ilave
edilerek 18 gauge enjektor ile pellet parcalandi ve 5 dk. oda sicakliginda inkiibe
edildi. 200 pl kloroform (Trizol hacminin 1/5'1 kadar) ilave edilerek 30 saniye
vorteks yapildi ve 2-3 dk. oda sicakliginda bekletildi. +4 °C'de 10000 g'de 20 dk.
santrifiij edildikten sonra en lstteki sivi kisim yeni ependorf tiiplere aktarildi.
Eldeki s1v1 kisim ile esit hacimde izopropanol eklenerek vorteks yapildi ve 10 dk.
oda sicakliginda bekletildi. RNA pelleti i¢in +4 °C'de 10000 g'de 20 dk. santrifiij
edildi ve tstteki s1v1 kisim uzaklastirildiktan sonra 1 ml. %75'lik etanol ile yikama
islemi gerceklestirildi. +4 °C'de 10000 g'de 5 dk. santrifiij isleminin ardindan bu
yikama islemi tekrarlandi ve etanol tamamen uzaklastirildiktan sonra 30 pl

Niikleaz-free su eklenerek kullanilana kadar -80°C'de saklanda.
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4.1.12. Spektrofotometrik RNA Ol¢iimii
4.1.12.1. Gerecler

e BioSpec-nano (Shimadzu) cihazi

e Mikropipet

e Mikropipet Ucu

e Niikleaz Icermeyen Steril Su

4.1.12.2. Yontem
Isleme gecmeden énce DNAaz-RNAaz icermeyen steril su ile kor 6lciim
yapildi. BioSpec-nano (Shimadzu) cihazinin 6l¢tim alanina 1 pl RNA konularak

RNA miktar1 ng/pl olarak 6l¢iildii. Bu islem her bir 6rnek i¢in tekrarlandi.

4.1.13. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

4.1.13.1. Geregler
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti (Applied Biosystems)(10xRT
Buffer, 25xdNTP mix, 10xRT Random Primers ve Multiscribe™ Reverse
Transcriptase)
PCR Cihazi
500/1500 pl Ependorf Tiip

Niikleaz Igermeyen Steril Su

4.1.13.2. Yontem

500 pl hacimli ependorf tiiplerde toplamda 20 ul hacimde gerceklestirilen
cDNA sentezi icin RNA o6rneklerinden 10 pl kullanilirken 2 pl 10xRT Buffer, 0,8
ul 25xdNTP mix, 2 pl 10xRT Random Primers, 1 pul Multiscribe™ Reverse

Transcriptase ve 4,2 pl niikleaz-free su kullanildi. Termal dongii cihazina
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yerlestirilen 6rnekler; 25 °C'de 10 dk, 37 °C'de 120 dk, 85 °C'de 5 dk ve 4 °C'de
olacak sekilde cihazda bekletilerek sonunda olusan cDNA o6rnekleri -20 °C'de
saklandi.

Tablo 2: cDNA Karisim Miktar1

BILESIK HACIM (ul)
10x RT Tamponu 2.0
25x ANTP Karisim (100mM) 0.8
Multiscribe™ Reverse Transkriptaz 1.0
10x RT Random Primer 2.0
Niikleaz icermeyen H,0O 4.2
Karisimin Toplam 10.0

Tablo 3: cDNA Sentezi i¢in Uygulanan PZR Programi

1. BASAMAK 2. BASAMAK 3. BASAMAK 4. BASAMAK

SICAKLIK 25°C 37°C 85°C 4°C

SURE 10 dk 120 dk 5 dk 0
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4.1.14. Kantitatif Ger¢cek Zamanh (Real Time)-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ile cDNA Cogaltin

Revers transkripsiyon sonucunda elde edilen cDNA'lar spesifik primerlerin
varliginda Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ile ¢ogaltildu.
Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH (Qiagen (Kat. No: OT00079247)),
TRPM2 (Qiagen (Kat. No: QT01870407)), Realtimeprimers Otofaji Panelinde yer
alan Beta aktin (Actb), Microtubule-associated protein 1 light chain 3 alpha
(MAP1LC3A), Microtubule-associated protein 1 light chain 3 beta (MAP1LC3B),
BCL-2 associated X protein (BAX), B-cell CLL/lymphoma 2 (Bcl-2),
Autophagy/beclin-1 regulator 1 (AMBRA1), ATG12, ATGI16L1, ATGS5,
BECLIN1, BECN1L1, Lysosomal-associated membrane protein 1 (LAMP1),
Lysosomal-associated membrane protein 2 (LAMP2), Lysosomal-associated
membrane protein 3 (LAMP3), Phosphoinositide-3-kinase class 3 (PIK3C3),
Phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 4 (PIK3R4), RB1-inducible coiled-
coil 1 (RB1CC1), SH3-domain GRB2-like endophilin B1 (SH3GLB1), Tumor
protein p53 (TP53), Tumor protein p73 (TP73), Unc-51-like kinase 1 (ULK1),
Unc-51-like kinase 2 (ULK2) ve UV radiation resistance associated gene
(UVRAG) genlerinin ekspresyonlar1 belirlendi. Gen ekspresyonlari arasindaki

TAMCT etodu kullanilda.

farkliliklarin hesaplanmasinda 2
siRNA susturma yiizdesinin hesaplanmasinda asagidaki hesaplama metodu

kullanildi.

AACT Degeri = ACT siRNA - ACT Kontrol

o-AACT

Kat Degisimi =

Susturma Yiizdesi = 100 x (1- Kat Degisimi)

69



Uc tekrarli olarak gerceklestirilen Kantitatif RT-PZR yoénteminde plate
hazirlanirken her bir kuyucuga 1 ul cDNA 6rnegi konuldu. Her bir 6rnek igin 2 pl

qPCR mix, 1 pl primer ve 6 ul DNAaz ve RNAaz icermeyen steril su ilave edildi.

Tablo 4: RT-PZR i¢in her bir kuyucuga konan bilesikler

BIiLESIKLER HACIM (ul) x ORNEK SAYISI
cDNA 1.0
gPCR Mix 2.0
Primer 1.0
Su 6.0
Toplam 10

Gen ekspresyon diizeyleri Applied Biosystems 7500 Real Time PCR
sistemi ile belirlendi. Caligmada kontrol gen (housekeeping) olarak GAPDH ve
beta-aktin kullanildi. Is1 kosullari 1 kez 95 °C'de 15 dk ve 40 kez 95 °Cde 15 sn-

60 °C'de 30 sn-72 °C'de 30 sn olacak sekilde ayarlandi.

Tablo 5: Uygulanan RT-PZR Programi

DONGU BASAMAGI SICAKLIK SURE DONGU SAYISI
BASLANGIC AKTIVASYONU 95 °C 15 dk 1
DENATURASYON 95 °C 15sn
ANNEALING 60-65 °C 30sn 40
UZAMA 72 °C 30 sn
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4.1.15. istatistiksel Analizler

Tiim istatistiksel analizler i¢in IBM SPSS Statistics programi 22. siiriim
paket programi kullanildi. Hiicre sagkalim verilerinin gruplar arasindaki
karsilastirilmasinda ki-kare testi uygulandi. RT-PZR parametrelerinin gruplar
arasinda karsilastirllmasinda kat artis1 kullanildi. 1 kat artis degeri istatistiksel

agidan anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Hiicre Saymm Verilerinin Degerlendirilmesi

5.1.1. H,0; Konsantrasyon Farkhliklarinin Hiicre Canlihgi Uzerine
Etkisi

Tripan mavisi ile yapilan boyama sonucunda hem hiicre sayim cihazi hem
de thoma lami ile mikroskop altinda yapilan hiicre sayimindan elde edilen verilere
gore; hiicrelere uygulanan H,O; konsantrasyon miktari arttik¢a hiicre canliliginin

azaldig tespit edildi (Sekil 17).

B CANLILIK ORANI (%)

100 100
87
82
60
26 25

KONTROL 12,5puM 25 puM 50 uM 75uM  100puM 150 pM
H202 H202 H202 H202 H202 H202

Sekil 17. Doza Bagimli H,0, Uygulamasimnin Hiicre Canlilig1 Uzerine Etkisi
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5.1.2. Tiim Gruplarin Hiicre Canhilik Oranlar

Calismamizda PC-3 hiicre hattinda; hi¢bir uygulama yapilmayan Kontrol
Grubu, 48 saat boyunca Kontrol-siRNA'ya maruz birakilan Kontrol-siRNA
Grubu, 48 saat boyunca TRPM2'ye spesifik siRNA'ya maruz birakilan TRPM2-
SiRNA Grubu, 1 saat boyunca H,O;'ye maruz birakilan H,O, Grubu, 48 saat
boyunca TRPM2'ye spesifik sSiRNA ve 1 saat boyunca H,O;'ye maruz birakilan
TRPM2-siRNA+H,0, Grubu, 2 saat boyunca 3-MA'ya maruz birakilan 3-MA
Grubu, 2 saat boyunca 3-MA ve 1 saat boyunca H,O,'ye maruz birakilan 3-
MA+H,0, Grubu, 48 saat boyunca TRPM2'ye spesifik SiRNA ve 2 saat boyunca
3-MA'ya maruz birakilan TRPM2-siRNA+3-MA Grubu, 48 saat boyunca
TRPM2'ye spesifik sSiRNA, 2 saat boyunca 3-MA ve 1 saat boyunca H,O;'ye
maruz birakilan TRPM2-siRNA+3-MA+H,0, Grubu, 2 saat boyunca z-VAD-
fmk'ya maruz birakilan z-VAD-fmk Grubu, 2 saat boyunca z-VAD-fmk ve 1 saat
boyunca H,0;'ye maruz birakilan z-VAD-fmk+H,0, Grubu, 48 saat boyunca
TRPMZ2'ye spesifik siRNA ve 2 saat boyunca z-VAD-fmk'ya maruz birakilan
TRPM2-siRNA+z-VAD-fmk Grubu, 48 saat boyunca TRPM2'ye spesifik
siRNA, 2 saat boyunca z-VAD-fmk ve 1 saat boyunca H,O,'ye maruz birakilan
TRPM2-siRNA+z-VAD-fmk+H,0, Grubu olmak iizere 13 farkli grup

olusturuldu.
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Sekil 18. Yapilan Uygulamalarin Canlilik Uzerine Etkisi

Tripan mavisi ile yapilan boyama sonucunda hem hiicre sayim cihazi hem
de thoma lami ile mikroskop altinda yapilan hiicre sayimindan elde edilen verilere
gore; HO, uygulamasi yapilan tiim gruplarda 6nemli derecede hiicre oliimii

gercgeklestigi tespit edildi (Sekil 18).
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5.3. Kantitatif RT-PZR Verilerinin Degerlendirilmesi
5.3.1. Otofajik Yolagin indiiklenme Asamasinda Yer Alan Genlerin

mRNA Ekspresyon Diizeyleri

4 - m ULK1

3,5 -

2,5 -

1,5 -

0,5 -

Sekil 19. Olusturulan Gruplarda ULK1 Geninin RT-PZR Kat Artis1 Grafigi

Kantitatif Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyon Analizi bulgularina
gore; ULK1 gen ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla
TRPM2-siRNA, TRPM2-siRNA+H,0,, TRPM2-siRNA+3-MA+H,0,,
TRPM2-siRNA+z-VAD-fmk+H,05, TRPM2-siRNA+3-MA ve
TRPM2-siRNA+z-VAD-fmk gruplarinda istatistiki olarak anlaml diizeyde arttig

belirlendi (Sekil 19).
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Sekil 20. Olusturulan Gruplarda ULK2 Geninin RT-PZR Kat Artis1 Grafigi

ULK2'nin; TRPM2-siRNA, TRPM2-siRNA+H;0;,  3-MA+H;0,,
TRPM2-siRNA+3-MA+H,0,,  z-VAD-fmk+H;0,, TRPM2-siRNA+z-VAD-
fmk+H,0,, Kontrol-siRNA, TRPM2-siRNA+3-MA, z-VAD-fmk ve TRPM2-
SiRNA+z-VAD-fmk gruplarindaki gen ekspresyonunun kontrole kiyasla istatistiki

olarak anlamli diizeyde arttig1 tespit edildi (Sekil 20).
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Sekil 21. Olusturulan Gruplarda RB1CC1 Geninin RT-PZR Kat Artis1 Grafigi
RB1CC1 gen ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla z-VAD-fmk+H,0,,
TRPM2-siRNA+3-MA ve z-VAD-fmk gruplarinda istatistiki olarak anlamli

diizeyde arttig1 belirlendi (Sekil 21).
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5.3.2. Otofajik Yolagin Niikleasyon Asamasinda Yer Alan Genlerin

mRNA Ekspresyon Diizeyleri
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Sekil 22. Olusturulan Gruplarda PIK3C3 Geninin RT-PZR Kat Artig1 Grafigi
Kontrol grubuna kiyasla PIK3C3 gen ekspresyonundaki artigin yalnizca z-
VAD-fmk+H,0; ve z-VAD-fmk gruplarinda istatistiki olarak anlamli diizeyde

oldugu belirlendi (Sekil 22).
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Sekil 23. Olusturulan Gruplarda PIK3R4 Geninin RT-PZR Kat Artis1 Grafigi

PIK3R4'lin kontrol grubuna kiyasla sadece z-VAD-fmk+H,0, ve z-VAD-
fmk gruplarindaki gen ekspresyonu artisinin istatistiki olarak anlamli diizeyde

oldugu belirlendi (Sekil 23).
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Sekil 24. Olusturulan Gruplarda AMBRAL Geninin RT-PZR Kat Artis1 Grafigi
AMBRAL'in gen ekspresyonundaki artisin kontrol grubuna kiyasla

TRPM2-siRNA, TRPM2-siRNA+H,0,, TRPM2-siRNA+3-MA+H,0,, TRPM2-

SiRNA+z-VAD-fmk+H,0, ve TRPM2-siRNA+3-MA gruplarinda istatistiki

olarak anlamli diizeyde oldugu belirlendi (Sekil 24).
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Sekil 25. Olusturulan Gruplarda SH3GLB1 Geninin RT-PZR Kat Artis1 Grafigi
Kontrol grubuna gére SH3GLB1 gen ekspresyonu artiginin istatistiki

olarak anlamli diizeyde oldugu gruplar; 3-MA+H,0;, z-VAD-fmk+H,0,,

TRPM2-siRNA+3-MA, 3-MA, z-VAD-fmk ve TRPM2-siRNA+z-VAD-fmk

olarak belirlendi (Sekil 25).
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Sekil 26. Olusturulan Gruplarda UVRAG Geninin RT-PZR Kat Artis1 Grafigi

UVRAG gen ekspresyonun kontrol grubuna kiyasla yalmzca TRPM2-
SiRNA+3-MA+H,0, ve TRPM2-siRNA+3-MA gruplarinda istatistiki olarak

anlamli diizeyde arttig1 tespit edildi (Sekil 26).
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Sekil 27. Olusturulan Gruplarda BECN1L1 Geninin RT-PZR Kat Artis1 Grafigi

BECNILI’in gen ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla TRPM2-
SiIRNA+3-MA+H,0,, 3-MA+H,0,, z-VAD-fmk+H;0,, TRPM2-siRNA+3-MA,
3-MA ve TRPM2-siRNA+z-VAD-fmk gruplarinda istatistiki olarak anlamli

diizeyde bir artis belirlendi (Sekil 27).
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Sekil 28. Olusturulan Gruplarda BECLIN1 Geninin RT-PZR Kat Artis1 Grafigi

BECLIN1'in gen ekspresyonundaki artis kontrol grubuna kiyasla Kontrol-
SiRNA, z-VAD-fmk+H,0, ve tim TRPM2-siRNA uygulanan gruplarda istatistiki

acidan anlaml olarak belirlendi (Sekil 28).
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5.3.3. Otofajik Yolagin Uzama Asamasinda Yer Alan Genlerin mRNA
Ekspresyon Diizeyleri
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Sekil 29. Olusturulan Gruplarda ATG12 Geninin RT-PZR Kat Artis1 Grafigi

ATG12'nin gen ekspresyonundaki artisin kontrol grubuna kiyasla z-VAD-
fmk+H,0,, TRPM2-siRNA+3-MA, z-VAD-fmk ve TRPM2-siRNA+z-VAD-fmk

gruplarinda istatistiki olarak anlaml diizeyde oldugu belirlendi (Sekil 29).

85



4 - W ATG5

3,5 -
3 4
2,5 -
2 -
1,5 -
1 -
0,5 -
0 .

d ¥y ¥ o I ¥ QYOS
& & & ¥ RN s *
+© «Q\o Q® &$ @ &é ,@ ‘\(Q xV f\@

SR S K X S N
O < RS & &y

N S S X @
<& & S W/ X
R &S
Qg <& ,v"}
o\ Q@

Sekil 30. Olusturulan Gruplarda ATG5 Geninin RT-PZR Kat Artis1 Grafigi

ATGS5'In gen ekspresyonundaki artisin kontrol grubuna gére TRPM2-
SiRNA, TRPM2-siRNA+H,0,, TRPM2-siRNA+3-MA+H,0,, z-VAD-fmk+H,0,,
TRPM2-siRNA+z-VAD-fmk+H,0,, TRPM2-siRNA+3-MA, z-VAD-fmk ve
TRPM2-siRNA+z-VAD-fmk gruplarinda istatistiki olarak anlamli diizeyde

oldugu belirlendi (Sekil 30).
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Sekil 31. Olusturulan Gruplarda ATG16L1 Geninin RT-PZR Kat Artis1 Grafigi

ATG16L1'in kontrol grubuna kiyasla Kontrol-siRNA, z-VAD-fmk+H,0,,
3-MA+H,0;, z-VAD-fmk ve tim TRPM2-siRNA uygulanan gruplarda istatistiki

olarak anlamli diizeyde artt1g1 tespit edildi (Sekil 31).
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Sekil 32. Olusturulan Gruplarda MAPLC3A Geninin RT-PZR Kat Artig1 Grafigi

MAPLC3A'nin kontrole kiyasla H,O,, 3-MA+H,0,, z-VAD-fmk+H,0,,
3-MA ve z-VAD-fmk gruplarindaki gen ekspresyon artisinin istatistiki olarak

anlamli diizeyde oldugu tespit edildi (Sekil 32).

88



5 - m MAPLC3B

4,5

4 -
35 -
3 4
2,5 -
2 .
15 -
1 4
05 -
0 -

S & & F NPT & &S
S S g YR X R 2 2
€ & & & ¥ & &S & S

SN 2 s LD X
O R RN R\ N &

SONIPAS s A
<& <& £ \ e
\ NS
Q® /\Qg 'a&
& v
<
&

Sekil 33. Olusturulan Gruplarda MAPLC3B Geninin RT-PZR Kat Artis1 Grafigi

MAPLC3B gen ekspresyon artisinin kontrole kiyasla H,O,, 3-MA+H;,0,,
z-VAD-fmk+H,0,, TRPM2-siRNA+3-MA, 3-MA ve z-VAD-fmk gruplarinda

istatistiki olarak anlamli diizeyde oldugu tespit edildi (Sekil 33).
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5.3.4. Otofagozomun Tamamlanmas1 ve Lizozom ile Birlesmesi

Asamasinda Yer Alan Genlerin mRNA Ekspresyon Diizeyleri
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Sekil 34. Olusturulan Gruplarda LAMP1 Geninin RT-PZR Kat Artig1 Grafigi

LAMP1'in kontrole kiyasla TRPM2-siRNA, TRPM2-siRNA+H,0,,
TRPM2-siRNA+3-MA+H,0,, TRPM2-siRNA+z-VAD-fmk+H,05,
TRPM2-siRNA+3-MA, z-VAD-fmk  ve = TRPM2-siRNA+z-VAD-fmk
gruplarindaki gen ekspresyon artiginin istatistiki olarak anlamli diizeyde oldugu

tespit edilmistir (Sekil 34).
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Sekil 35. Olusturulan Gruplarda LAMP2 Geninin RT-PZR Kat Artis1 Grafigi

LAMP2 gen ekspresyon artisinin kontrol grubuna gore yalnizca z-VAD-
fmk ve z-VAD-fmk+H,0; gruplarinda istatistiki olarak anlamli diizeyde oldugu

tespit edilmistir (Sekil 34).
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Sekil 36. Olusturulan Gruplarda LAMP3 Geninin RT-PZR Kat Artig1 Grafigi

LAMP3'lin kontrole kiyasla 3-MA, 3-MA+H,0,, z-VAD-fmk ve z-VAD-
fmk+H,0O, gruplarindaki gen ekspresyon artiginin istatistiki olarak anlamli

diizeyde oldugu tespit edilmistir (Sekil 36).
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5.3.5. Apoptoz ile iliskili Genlerin mRNA Ekspresyon Diizeyleri
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Sekil 37. Olusturulan Gruplarda BAX Geninin RT-PZR Kat Artis1 Grafigi

BAX gen ekspresyonun kontrol grubuna kiyasla Kontrol-siRNA grubu
disindaki tiim gruplarda istatistiki olarak anlamli diizeyde arttig1 belirlendi

(Sekil 37).
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Sekil 38. Olusturulan Gruplarda BCL-2 Geninin RT-PZR Kat Artig1 Grafigi

BCL-2'nin kontrol grubuna kiyasla H,0,;, 3-MA+H,0,, z-VAD-
fmk+H,0,, TRPM2-siRNA+3-MA, 3-MA ve z-VAD-fmk gruplarinda gen

ekspresyonunun istatistiki olarak anlaml diizeyde arttig1 belirlendi (Sekil 38).
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Sekil 39. Olusturulan Gruplarda TP53 Geninin RT-PZR Kat Artis1 Grafigi

TP53'lin gen ekspresyonunda meydana gelen degisikliklerin kontrol
grubuna kiyasla hicbir grupta istatistiki agidan 6nemli olmadig: tespit edildi (Sekil

39).

95



12 mTP73

10 -
8 .
6 .
4 .
2 .
0 .

S A G R At O SRR
OO AR/ \d ¥ 2 3 N
+ &Q\O Q@ > N .&e N & <V &

¥ N\l 2

€ N N Y

Q & v S o
2\ SN RUB
N\ & &
N S
N @'\'
&
N

Sekil 40. Olusturulan Gruplarda TP73 Geninin RT-PZR Kat Artis1 Grafigi

TP73'in kontrol grubuna kiyasla gen ekspresyonunda meydana gelen
artiglarin Kontrol-siRNA ve TRPM2-siRNA disindaki tim gruplarda istatistiki

acidan anlaml diizeyde oldugu belirlendi (Sekil 40).
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5.3.6. TRPM2 mRNA Ekspresyon Diizeyleri

5.3.6.1. Tiim Gruplarin TRPM2 mRNA Ekspresyon Diizeyleri

Kantitatif Real Time PCR Analizi bulgularina gére, TRPM2 gen
ekspresyon diizeyinin siRNA gubunda 6nemli miktarda azaldig1 buna karsin H,O;

grubunda 6nemli derecede arttig1 belirlendi (Sekil 41).
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Sekil 41. Olusturulan Gruplarda TRPM2 Geninin RT-PZR Kat Artis1 Grafigi
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5.3.6.2. siRNA Verimlilik Oram

Kantitatif Real Time PCR Analizi bulgularina gore, TRPM2 gen
ekspresyon diizeyinin SIRNA uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla énemli
derecede azaldigi tespit edildi. Elde edilen bu bulgular siRNA’nin susturma
yiizdesinin hesaplanmasinda kullanildi ve %87,5 susturma yiizdesi elde edildi

(Sekil 42, 43).
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KONTROL KONTROL-siRNA TRPM2-siRNA

Sekil 42. TRPM2-siRNA Uygulamasi Sonucu TRPM2 mRNA Kat Artig Grafigi
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Sekil 43. TRPM2-siRNA Uygulamasinin Verimlilik Yiizdesi Grafigi



5.3.7. Farkhh H,O, Konsantrasyonlarinin Otofajik Gen Ekspresyon
Diizeyleri

Doza bagli H,O, uygulamalarinin otofaji ve apoptoz belirtegleri olan
genlerin ekspresyonlart {izerine olan etkilerini belirlemek i¢in yapilan RT-PZR
analizi sonucunda, 75 pM'lik H;O; uygulamasinin otofajinin en Onemli
belirteglerinden biri olan MAPLC3B gen ekspresyonunda onemli derecede bir

artis sagladigi belirlendi (Sekil 44).

2,5 - H MAPLC3A
E MAPLC3B
m BAX
2 A E BCL-2
1,5 -

KONTROL  12,5pM 25 pM 50 pM 75 pM 100puM 150 uM
H202 H202 H202 H202 H202 H202

Sekil 44. Doza Baglhh H,0O, Uygulamasinin Bazi Otofajik ve Apoptotik Gen

Ekspresyonlar1 Uzerine Etkisi
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5.4. AO-EB Boyamasi Verilerinin Degerlendirilmesi

Olusturulan tim gruplarin AO-EB boyamasi yapilmadan once inverted
mikroskop (100 kat biiyiitme) ve AO-EB boyamasi yapildiktan sonra floresan
mikroskop (400 kat biiylitme) goriintiilerinin degerlendirilmesi sonucunda H,0,
uygulamasi yapilan tiim gruplarda otofajinin arttig1 gozlendi. Sekiller iizerinde yer
alan ok isaretleri otofajinin olustugu bdlgeleri gostermektedir (Sekil 45, 46, 47,

48).

Kontrol Grubu Kontrol-siRNA Grubu TRPM2-siRNA Grubu

Sekil 45. Kontrol, Kontrol-siRNA ve TRPM2-siRNA Uygulanan PC-3
Hiicrelerinin AO-EB Boyamas1 Oncesi inverted Mikroskop ve AO-EB Boyamasi

Sonrasi Floresan Mikroskop Goriintimleri
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H202 Grubu TRPM2-siRNA+H202 3-MA Grubu

Sekil 46. H,O,, TRPM2-siRNA+H,0, ve 3-MA Uygulanan PC-3 Hiicrelerinin
AO-EB Boyamasi Oncesi Inverted Mikroskop ve AO-EB Boyamas: Sonrasi

Floresan Mikroskop Goriiniimleri
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3-MA+H202 TRPM2-siRNA+3-MA TRPM2-siRNA+3-MA+H202
Grubu Grubu Grubu

Sekil 47. 3-MA+H,0,, TRPM2-siRNA+3-MA ve TRPM2-siRNA+3-MA+H,0,
Uygulanan PC-3 Hiicrelerinin AO-EB Boyamasi Oncesi Inverted Mikroskop ve

AO-EB Boyamasi Sonrasi Floresan Mikroskop Gortintimleri
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2-VAD-fmk+H202 TRPM2-5iRNA+z-VAD-fmkt ~ TRPM2-siRNA+z-VAD-fmk+H202
Grubu Grubu Grubu

Sekil 48. z-VAD-fmk+H,0,, z-VAD-fmk+TRPM2-siRNA ve z-VAD-
fmk+H,0,+TRPM2-siRNA Uygulanan PC-3 Hiicrelerinin AO-EB Boyamasi
Oncesi Inverted Mikroskop ve AO-EB Boyamasi Sonrasi Floresan Mikroskop

Gortinimleri
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6. TARTISMA

Diinyada erkek bireylerin sagligini tehdit eden baslica hastaliklardan biri
olmasina ragmen metastatik Pk icin tedavi secenekleri olduk¢a sinirlidir. Bu
sebeple hastaligin  gelisimi ve ilerlemesinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin iyi bir sekilde anlagilmasi elzemdir (179). Son c¢aligmalarda elde
edilen bulgular TRP iyon kanal siiper ailesinin prostat karsinogenezi sirasinda
kalsiyum homeostazinin diizenlenmesinde Onemli bir rolii oldugunu ortaya
koymaktadir (11). X Zeng ve ark 2010 yilinda gergeklestirdikleri ¢alismada; Pk
hiicre hatlarinda (DU-145, LNCap ve PC-3) TRPM2 mRNA ekspresyonunu
degerlendirmek amaciyla RT-PZR analizi uygulamiglar ve degerlendirilen tim
hiicre hatlarinda net bir TRPM2 PZR iiriin band1 elde ettiklerini bildirmislerdir
(30). Sikka C ve ark 2005 yilinda cesitli prostat ve Pk hiicre hatlar1 kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada, tiim Pk hiicre hatlarinda TRPM2 transkriptlerinin normal
prostat epiteli ya da BPH hiicrelerine kiyasla 4-10 kat arasinda olacak sekilde asiri
derecede eksprese oldugunu gostermislerdir. Yaptiklar1 calismada TRPM2'in
normal ya da benign epitelyal hiicrelere kiyasla Pk hiicrelerinde se¢ici olarak
eksprese oldugu ilk kez ortaya konmustur. Boylece TRPM2 kanalinin Pk
baslangict ve ilerlemesinde kilit bir rol oynayabilecegi Oongoriilmiistiir (180).
Yaptigimiz calisma sonucunda elde etti§imiz veriler, PC-3 hiicre hatt1 {izerinde
TRPM2 transkriptlerinin varligimi desteklemektedir. TRPM2 kanalinin Pk
ilerlemesinde ve hiicre 6liimiindeki rolii bilinmemektedir. Sonug¢ olarak bu hiicre
hattinin kanser ilerlemesinin altinda yatan TRPM2 mekanizmasinin ¢alisilmasi

icin uygun bir model olacag: diislinlilmiistiir.
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Kanser hiicreleri artan metabolik stres ve ¢ogalma kapasitesi nedeniyle
normal hiicrelerden daha yliksek diizeylerde ROT firetirler (181). ROT'nin kanser
baslangic1t ve ilerlemesinde, DNA hasarinda, genetik istikrarsizlikta, hiicresel
hasarda, ilag duyarliligina degisimde ve hiicre 6liimiinde yer aldig1 bilinmektedir.
Kanser hiicreleri ROT'ni tolere edilebilir seviyelerde tutmak i¢in manganaz-
superoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
enzimlerle ROT'ni elimine ettikleri bir antioksidan sisteme sahiptir (182). Boylece
kanser hiicreleri yiiksek endojen ROT diizeylerinden dolay1 oksidatif strese karsi
daha hassas olabilir ve hiicre Oliimiinii tetiklemek icin secici bir mekanizma
sunabilir (183). Qian WANG 2014 yilinda PC-3 hiicre hatlar1 {izerinde yaptigi
calismada; H»0; wuygulamasinin hiicre Oliimiini  artirdigini ve TRPM2
inhibisyonunun H,0O, tarafindan uyarilan hiicre Olimiinii 6nemli derecede
azalttigini tespit etmistir (184). Calismamizda elde ettigimiz bulgular; Hy0,
uygulamasinin hiicre canliligini énemli derecede azalttigini, apoptotik yolaklarin
baskilanip H,O, uygulamasi yapildiginda (z-VAD-fmk+H,O, Grubu) meydana
gelen hiicre olim oraninin (% 64) otofajik yolaklarin baskilanarak H;0,
uygulamasi yapilmasi (3-MA+H;0;, Grubu) sonucunda olusan hiicre Sliimiinden
(% 48) daha fazla oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, HO,’in hem apoptotik
hem de otofajik hiicre 6liimiinii indiikledigini ortaya koyabilir.

TRPM?2 inhibisyonunun hiicreleri oksidatif stres indiiklii hiicre 6liimiinden
korudugu yaygin olarak kabul edilmektedir (185). PC-3 hiicreleri gibi insan
prostat kanseri hiicreleri oksidatif strese karsi duyarlidir ve TRPM2 bu hiicrelerde
eksprese olmaktadir (30). TRPM2, oksidatif stres ile aktive olan ve hiicre

Oliimiine yatkinlig1 saglayan Ca*®na gecirgen bir kanaldir (186). Oksidatif stres
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sirasinda  sitozolde olusturulan H;O,, niikleus ve mitokondride ADP-riboz
olusumunu uyararak TRPM2 kanallarinin agilmasimi saglamaktadir (187).
Boylece TRPM?2 kanallar1 oksidatif stres tarafindan uyarilan Ca* girisi
sinyalizasyonuna ve dolayisiyla Ca*? bagimli hiicresel islevlere katilabilir (158).
Bircok arastirmaci tarafindan niikleus ve mitokondrilerde ADP-riboz olusumunun
uyarilmasinda H;O;'in dolayli bir etkinligi oldugunun gosterilmesine ragmen
miyeloid hiicreler i¢in TRPM2 iizerine H,O,'in dogrudan agonist bir etkisinin
oldugu 6ngoriilmektedir (32). Cladue M. Hecquet ve ark 2008 yilinda yaptiklari
calismada; endotelyal hiicrelerde, TRPM2'nin eksprese oldugunu gostererek
endotelyal gecirgenlikteki H,O; indiiklii artisa TRPM2'nin Ca*? akisim aktive
etmesiyle aracilik ettigini tespit etmislerdir (188). TRPM2 aracili Ca*? akisinin
sitokin tlretimi ve endotelyal bariyer fonksiyon bozuklugunun yami sira ROT
tarafindan wuyarilan hiicre Oliimiinde de kritik bir 6neme sahip oldugu
belirtilmistir. Ancak TRPM2'nin intraseliiler Ca*? salimimina aracilik eden bir
Ca*? kanal formu olduguna dair veriler artmaktadir. Pankreatik beta hiicrelerinde
TRPM2 kanali Ca*®na gecirgen bir hiicre yiizeyi kanali olmasmin yani sira
lizozomal bir Ca*? salim kanali olarak da faaliyet gostermekte ve her ikisi de ROT
tarafindan uyarilan hiicre 6liimiine katkida bulunmaktadir. Jie Zou ve ark 2013
yilinda yaptiklari ¢alismada makrofaj hiicrelerinde H,O,’in biyolojik olarak uygun
konsantrasyonlarina erken yamt sirasinda TRPM2'nin Ca*? sinyalizasyonuna ve
hiicre 6liimiine aracilik etmesindeki destegi ve mekanizmalarin arastirilmasin
amaglamislar ve sonu¢ta TRPM2 kanalinin hiicre 6liimii {lizerindeki rollerini
belirlemislerdir (186). Yaptigimiz calismada, TRPM2 mRNA ekspresyonunun

kontrol grubuna kiyasla, H,O, grubunda (1,023 kat artma) istatistiki olarak
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anlamli diizeyde artmis oldugunun goézlenmesi, TRPM2’nin, H,O, tarafindan
indiiklendigini ortaya koyabilir. Ayrica, TRPM2 mRNA ekspresyon diizeyinin, z-
VAD-fmk+H,0, grubuna kiyasla 3-MA+H,0, grubunda (1,011 kat artma)
istatistiki olarak anlamli diizeyde yiiksek olmast TRPM2’nin apoptotik yolaklara
pozitif sekilde aracilik ettigini ancak otofajik yolaklarda negatif bir diizenleyici
olarak islev gorebilecegini diisiindiirmektedir.

Otofaji ile hiicre oliimii arasindaki molekiiler baglantilar hakkinda ¢ok az
bilgi mevcuttur (189). Philippe Wyrsch ve ark 2012 yilinda oksidatif stres
sonuglarmin diizenlenmesinde rol alan iki enzim (PARP1 ve PARP2) iizerinde
yaptiklar1 ¢aligmada oksidatif stresin bu iki enzimin faaliyeti sonucu TRPM2
kanallarini aktive ettigini gostermislerdir. Bu Ca*? kanal, plazma membranlari ve
lizozomlarda faaliyet gostermektedir. Asir1 hiicresel Ca*? yiiklenmesinin sag
kalimdan, otofaji ve hiicre oliimiine kadar pek cok sitotoksik stres yanitlarina
neden oldugu iyi bir sekilde ortaya konmustur (34). Wang Q 2014'te yaptig
calismanin sonucunda elde ettigi tiim verilerin, TRPM2 eksprese eden PC-3
hiicrelerinde H»O,'in apoptozu indiikledigini fakat otofajiyi inhibe ettigini
gosterdigini  belirtmistir. Ayrica, TRPM2’nin inhibe edildigi PC-3 hiicre
hatlarinda hiicrelerin sagkalim igin otofajiyi indiikledigini bildirmistir. Sonug
olarak; ROT’nin TRPM2 araciligiyla Ca*? akimimi tetiklemesinin oksidatif stres
altinda hiicrenin apoptoz ya da otofajiye yonelmesini belirledigine dair ipucu
verebilecegini ongormiistiir (184). Calismamizda; TRPM2'in, H,0, araciligiyla
(H202 Grubu) hiicre canliligini 6nemli derecede azalttigi (% 40) ve siRNA
araciligiyla susturulmasi sonucunda (TRPM2-siRNA+ H;0, Grubu) hiicre

canliligim1 6nemli derecede olmasa da arttirdig: tespit edilmistir. Elde edilen bu
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veriler, TRPM2’nin, Hy0;, aracili hiicre Oliimiinde yer aldigmi gosterebilir.
Ayrica, TRPM2-siRNA+3-MA grubu ile TRPM2-siRNA+z-VAD-fmk grubu
arasinda hiicre canlilif1 agisindan 6nemli bir fark gézlenmemesi ve her ikisinde de
hiicre canliliginin yiiksek seviyede oldugunun belirlenmesi, TRPM2'in
susturulmasi durumunda apoptotik ve otofajik 6liimiin engellenmis olabilecegini
ifade edebilir.

ULK1 ve homologu olan ULK?2, otofajinin indiiklenmesinde yer alan kilit
molekiillerdir.  Otofajinin  indiiklenmesinde ULK'nin rolii tam olarak
belirlenememis olmasina ragmen, ULK1'in otofagozomlarin onciil formlar1 olan
fagoforlarin olusumunu diizenlemek icin, otofaji indiiklenmesinde bir diger kilit
aract olan PIK3C3 ile etkilesim kurdugu gosterilmistir (190). W Gao ve ark
2011'de yaptiklar1 ¢alismada, ULK1 ve ULK2'yi, tiimor baskilayici p53'iin kesin
birer transkripsiyonel hedefi oldugunu gostermistir. DNA hasarina yanitta p53'iin,
ULK1/2 transkripsiyon diizeylerini arttirdigini ve devamli otofajiyi baslattigini
One siiren bu arastirmacilar, bdyle bir senaryoda otofaji indiiklenmesinin artmis
apoptotik olmayan hiicre 6liimiine yol actigini belirtmislerdir. p53'e ek olarak bazi
baska transkripsiyon faktorleri de ULK2 ekspresyonunun artmasinda onemli
olabilir. p53'in iki homologu olan p63 ve p73 bunlara 6rnek olarak verilebilir.
DNA hasarina yanmit sirasinda ULK kinazlarin p63/p73 tarafindan da
diizenlenebilmesi olast bir durumdur (191). Calismamizda, ULKI1 mRNA
ekspresyon diizeyinin kontrol grubuna kiyasla, TRPM2-siRNA (1,08 kat artma)
ve TRPM2-siRNA+H,0; (1,21 kat artma) gruplarinda istatistiki olarak anlamli bir
artis gosterdigi ancak H,O; grubunda (0,06 kat artma) kontrole kiyasla anlaml1 bir

farklilik gbstermedigi tespit edilmistir. Bu sonuglar, ULK1 ile TRPM2 arasinda
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mRNA diizeyinde, otofaji ile TRPM?2 arasindakine benzer sekilde, ters yonlii bir
iliski  oldugunu gostermektedir. Calismamizda ayrica, ULK2 mRNA
ekspresyonunda kontrol grubuna goére, TRPM2-siRNA (4,74 kat artma) ve
TRPM2-siRNA+H,0, (5,71 kat artma) gruplarinda istatistiki olarak anlamli bir
artis saptanirken, H,O, grubunda (0,45 kat artma) ise istatistiki agidan anlamli
olmayan bir artisin meydana geldigi belirlemistir. Bu sonuglar, ULK2 ile TRPM2
arasinda ters orant1 oldugunu ortaya koymaktadir.

RBI1CCI; hiicre gelisimi, boliinmesi, gogii, otofaji ve apoptozu koordineli
olarak diizenlemek i¢in bircok sinyal yolagi ile etkilesim halindedir. Meme
kanserinde bir timor baskilayici protein olarak da islev gordiigii belirtilen
RB1CCI1, otofagozom olusumunun baslamasi i¢in gerekli olan esansiyel bir
kinazdir. Otofajide, ULK1'in stabilitesi ve fosforilasyonu icin gereklidir (192).
Tokuhiro Chano ve ark 2010'da yaptiklar1 ¢alismada, RBICC1'in muhtemel bir
araci olarak RB1 ve p53 yolaklar ile baglanti kurdugunu, p53 ile bir kompleks
olusturarak RB1 yolagini genel olarak hizlandirdigini gostermislerdir (193).
Eugenia Morselli ve ark 2011 yilinda yaptiklar ¢alismada, p53'in RB1CCI1 ile
dogrudan baglant1 kurmasinin otofajik mekanizmay1 bloke ettigini géstermislerdir
(192). Yaptigimiz ¢alismada, RBICC1 mRNA ekspresyonu kontrol grubuna
kiyasla, TRPM2-siRNA (0,26 kat artma), TRPM2-siRNA+H,0, (0,16 kat artma)
ve H;O, (0,53 kat artma) gruplarinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik
gostermedigi saptanmistir. Bu sonucglar, RB1CC1 ile TRPM?2 arasinda bir baglanti

olmadigim diisiindiirmektedir.
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Otofaji diizenlenmesinde, mTOR'a ek olarak PI-3 kinazlar da 6nemli
rollere sahiptir. mMTOR'u aktive eden smif I PI-3 kinaz otofoji lizerinde negatif bir
etkiye sahiptir. Mayalardaki Vps34'in homologu olan Simf III PI-3 Kkinaz,
otofagozomlarin olusumunda Atg protein komplekslerinin birlesmesi i¢in PI-3-
P'yi olusturur. Otofajik proteinlerin artmasi hiicrelerde otofajik stiregleri aktive
eder ya da hizlandirir (194). PIK3C3, fosfoinositid'leri fosforile ederek, vezikiiler
akis icin gerekli olan Fosfoinositid-3-Fosfat (PI3P)'1 olusturur. Memeli
hiicrelerinde, 6zellikle hiicre hatlarinda PIK3C3 ¢alisilmis ve endositik akisi,
fagozom olgunlagsmasini ve otofagozom olusumunu diizenledigi tespit edilmistir
(195). Calismamizda, PIK3C3 ve PIK3R4 mRNA ekspresyonlarinin kontrol
grubuna kiyasla TRPM2-siRNA (0,07 kat azalma / 0,11 kat azalma) , H,0O, (0,23
kat artma / 0,19 kat artma) ve TRPM2-siRNA+H,0, (0,2 kat azalma / 0,09 kat
azalma) gruplarinda istatistiki olarak anlamli bir farlilik gostermedigi
belirlenmistir. Bu sonug¢lar, TRPM2’nin, PIK3C3 ve PIK3R4 ile bir iliski
igerisinde olmayabilecegini ortaya koymaktadir.

BECLIN 1, otofajide merkezi bir role sahiptir. BECLIN 1 etkilesimli bir
protein olan AMBRA1, BECLIN 1 bagiml otofajiyi pozitif bir sekilde
diizenlemektedir. AMBRAL1'in fare embriyolarindaki fonksiyonel eksikligi,
otofajinin azlig1 (bozuklugu) ile iligkili olan noroepitelyal hiperplaziye ve asiri
apoptotik hiicre oliimiine sebebiyet vermistir. AMBRAI, otofaji baslangicinin
diizenlenmesinde hayati 6neme sahip bir faktor olarak tanimlanabilir. Bir anti-
apoptotik faktor olan BCL-2'nin asir1 ekspresyonu, ¢ogu apoptoz indiikleyicisine
kars1 koruyucu bir etki baslatir. Flavie Strappazzon ve ark 2011 yilinda yaptiklari

calismada, AMBRA1 ve BCL-2'nin BECLIN 1'e ayn1 bdlge iizerinden
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baglandigimi bu yiizden AMBRA1'in BECLIN 1'e baglanmak i¢in BCL-2 ile
yarigtigmmi  gostermiglerdir  (196). AMBRATI'in ekspresyonundaki azalma,
rapamisinin diizeyi ve besin yoklugu ile indiiklenen otofajide dnemli diizeyde bir
diisiise yol acarken, AMBRAT1'in asir1 ekspresyonu bazal ve rapamisin indiikli
otofajiyi artirmaktadir (197). Calismamizdaki RT-PZR sonuglarina gore,
AMBRAI mRNA ckspresyonunun kontrole kiyasla, TRPM2-siRNA (1,48 kat
artma) ve TRPM2-siRNA+H,0, (1,1 kat artma) gruplarinda istatistiki agidan
anlaml1 bir artis gosterdigi ancak H,O, grubunda (0,03 kat azalma) meydana gelen
degisimin istatistiki olarak anlamli olmadig:1 tespit edilmistir. Bu sonuglar,
TRPM2 ile AMBRAI arasinda ters orantt oldugunu ortaya koymaktadir.

Son zamanlarda, SH3GLBI’in de otofajik siirece dahil oldugu
belirlenmistir. SH3GLB1’in, besin yetersizligi kaynakli otofajinin tetiklenmesi
icin, ATG9 akisini diizenledigi ve otofajik dondr membranlarinin par¢alanmasina
aracilik ettigi ongorilmektedir (198). Calismamizin verileri, SH3GLB1 mRNA
ekspresyonunun kontrol grubuna gore, TRPM2-siRNA (0,86 kat artma), TRPM2-
siRNA+H,0, (0,75 kat artma) ve H,0, grubunda (0,45 kat artma) gruplarinda
istatistiki acidan anlamli olmayan artiglarin meydana geldigi belirlenmistir. Bu
sonuclar, TRPM2’nin SH3GLBI ile bir iligki igerisinde olmayabilecegini akla
getirmektedir.

UVRAG, otofaji bagimli ya da bagimsiz yolaklar araciligiyla kanser
hiicrelerinde tiimor baskilayict aktivite gostermektedir. Acik bir sekilde, memeli
hiicrelerinde UVRAG, BECLIN 1 kompleksinin aktivasyonu yoluyla otofagozom
olusumunu ve otofagozom olgunlagsmasim1 baglatir. Hiicrelerde UVRAG

ekspresyonunun baskilanmasi, otofajik akisi ya da otofagozom olusumunu
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etkilememektedir. UVRAG tarafindan tetiklenen otofagozom olgunlagsmasi ve
endositik akis BECLIN 1'den bagimsizdir. Bu bulgular, UVRAG'1n, otofaji siireci
ve membran akisinin diizenlenmesinde bilinmeyen bazi rolleri oldugunu ortaya
koymaktadir. BECLIN 1 ya da PIK3C3'in yoklugu, besin yetersizligi tarafindan
indiiklenen otofajide UVRAG protein diizeylerini azaltmaktadir (197).
Calismamizda, UVRAG mRNA ekspresyonunun kontrole kiyasla, TRPM2-
siRNA (0,05 kat artma), H,O, (0,06 kat artma) ve TRPM2-siRNA+H,0, (0,42 kat
artma) gruplarinda istatistiki agidan anlamli bir farklilik gostermedigi
saptanmistir. Bu sonuclar, TRPM2’nin UVRAG ile bir iligkisinin olmadigini
isaret edebilir.

BECLIN 1, ¢ok fonksiyonlu bir protein olup BCL-2 baglanma 6zelligine
sahiptir. Ozellikle otofaji ve apoptozun diizenlenmesinde &nemli roller
iistlenmektedir (199). BECLIN1’in PIK3C3 ile etkilesimi, PI3P olusumunu
katalizlemek icin gereklidir. Diger taraftan BECLIN1, BCL-2 ile birlesip
mitokondriden BAX’in ayrilmasina neden olarak apoptozu indiiklemektedir.
BECLIN 1; ubikutinasyon, epigenetik susturma, mikroRNA diizenlenmesi ve
ozellikle fosforilasyon olmak iizere pek cok diizeyde diizenlenebilmektedir (200).
Fosforile BECLIN 1, BCL-2 ile birlesir sonugta BAX salinimini gergeklestirerek
apoptoza neden olur. BECLIN 1’in, VPS34/PIK3C3 ile birlesmesiyle olusan
kompleksin ise otofajik yolaklar1 aktive ettigi gosterilmistir (201). Calismamizda,
BECLIN 1 mRNA ekspresyonunun kontrole grubuna gére, TRPM2-siRNA (2,55
kat artma) ve TRPM2-siRNA+H,0; (2,4 kat artma) gruplarindaki artisin istatistiki
olarak anlamli oldugu ancak H,O, grubunda (0,05 kat azalma) anlamli bir farklilik

gostermedigi belirlenmistir. Bu sonuglar, TRPM2 ile BECLIN 1 arasinda mRNA
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diizeyinde ters yonlii bir iliskinin oldugunu ifade edebilir. Bu ¢alismada elde
ettigimiz veriler ayni zamanda, BECNI1L1 mRNA ekspresyonunun kontrole
kiyasla, TRPM2-siRNA (0,04 kat artma), H,O, (0,35 kat artma) ve TRPM2-
SIRNA+H,0, (0,42 kat artma) gruplarinda istatistiki agidan anlamli bir farklilik
gostermedigini ortaya koymustur. Bu sonuglar, TRPM’nin BECNILI1 ile bir
iliskisinin olmadig1 seklinde yorumlanabilir.

ATG12, hem otofagozom olusumunu baslatarak hem de baz1 BCL-2 ailesi
iiyelerine baglanip inaktif hale getirmek suretiyle apoptozu dogrudan
diizenleyerek iki farkli sekilde hizmet edebilmektedir (202). Calismamizda elde
ettigimiz veriler, ATG12 mRNA ekspresyonunun kontrole kiyasla, TRPM2-
siRNA (0,66 kat artma), H,O, (0,02 kat artma) ve TRPM2-siRNA+H,0, (0,7 kat
artma) gruplarinda gosterdigi farkliliklarin istatistiki olarak anlamli olmadigi
tespit edilmistir. Bu sonuglar, TRPM2 ile ATG12 arasinda mRNA diizeyinde bir
iligkinin olmadig1 seklinde yorumlanabilir.

ATGS, otofagozom uzamasinda yer almasindan dolay1 otofaji i¢in gerekli
olan merkezi bir diizenleyicidir. ATGS’in zorunlu ekspresyonu hem in vivo hem
de in vitro olarak tiimor hiicrelerini anti kanser ila¢ uygulamalarina kars1 hassas
hale getirmektedir. Buna karsin siRNA araciligiyla inhibe edilmesi kemoterapiye
kars1 kismi bir diren¢ olugmasina neden olmaktadir (203). Dong-Yun Ouyang ve
ark 2013 yilinda insan prostat kanseri hiicreleri lizerinde yaptiklar1 ¢aligmada,
VPA (anti kanser etkilere sahip bir histon deasetilaz inhibitorii) uygulanmasiyla
LNCap ve PC-3 hiicrelerinde otofajinin indiiklendigini ancak DU145 hiicrelerinde
ise engellendigini gozlemlemislerdir. ATGS'in, LNCAP ve PC3 hiicrelerinde

tespit edildigi ancak DU145 hiicrelerinde ATGS mRNA alternatif splicelerinin
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fonksiyonel olmayan kesik iiriinlere yol agmasindan dolayr ATGS5 eksik oldugu
belirlenmigtir. Wild tip ATG5 geninin DU145 hiicrelerine transfekte edilmesinin
ardindan hiicrelerde otofaji saglandig tespit edilmistir (204). Yaptigimiz
calismada, ATG5 mRNA ekspresyonunun kontrole gére, TRPM2-siRNA (0,98
kat artma) ve TRPM2-siRNA+H,0; (1,5 kat artma) gruplarinda istatistiki a¢idan
anlamli derecede arttigt ancak H,O, grubundaki (0,19 kat artma) farkliligin
istatistiki olarak anlamsiz oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, TRPM2 ile ATGS5
arasinda mRNA diizeyinde ters yonlii bir iliskinin oldugunu ifade edebilir.

Temel otofaji proteinlerinden biri olan ATG16'nin, izolasyon membraninin
genislemesinde gorev aldigi gosterilmistir. ATG16, otofaji mekanizmasinin iki
ubikitin benzeri protein konjugasyon sistemlerinden birinin bir pargasidir ve
ATG12-ATGS konjugati ile kovalent olmayan bir sekilde baglantilidir. Fare
embriyonik fibroblastlarinda, bir ATG16 tiyesi olan ATG16L1 eksikligi, ATG12-
ATGS konjugatinin izolasyon membranina katilim islevini bozar ve LC3 igindeki
PE baglantisinin kaybi ile sonuglanir (205). Calismamizda, ATG16L1 mRNA
ekspresyonunun kontrole kiyasla, TRPM2-siRNA (2,73 kat artma) ve TRPM2-
siRNA+H,0, (2,5 kat artma) gruplarinda meydana gelen artisin istatistiki olarak
anlamli oldugu ancak H,O, grubundaki (0,05 kat artma) farkliligin anlamli
olmadig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar, TRPM2 ile ATG16L1 arasinda mRNA
diizeyinde ters yonlii bir iliskinin oldugunu diistindiirmektedir.

MAPLC3 (LC3), memeli hiicrelerinde yaygin bir sekilde bulunur ve
otofagozomlarin olusumu igin esansiyeldir. Besin yetersizligine bagl olarak
indiiklenen otofajide, LC3 ekspresyonu artmaktadir. Bu yiizden otofaji i¢in

spesifik bir belirteg olarak kullanilmaktadir (206). Memeli hiicrelerinde LC3'"lin;
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LC3A, LC3B ve LC3C olmak tiizere 3 izoformu bulunmaktadir ancak LC3B diger
iki izoforma kiyasla daha sik bir sekilde otofaji belirteci olarak kullanilmaktadir
(204). Shuhua Wu ve ark. 2015°te yaptiklar1 ¢alismada, LC3’iin, kolorektal kanser
dokularinda kanserli olmayanlara kiyasla hem mRNA hem de protein diizeyindeki
ekspresyonunun 6nemli derecede artmis oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica,
kanser hiicrelerinde otofajik aktivite ya da otofaji potansiyelinin arttigini
gostermislerdir (206). Bu ¢alismada elde ettigimiz verilere gére, MAPLC3A ve
MAPLC3B mRNA ekspresyonlarinin kontrole kiyasla, TRPM2-siRNA (0,31 kat
azalma / 0,21 kat artma) ve TRPM2-siRNA+H,0, (0,15 kat azalma / 0,5 kat
artma) gruplarinda istatistiki agidan anlamli farklilik gostermedigi ancak H,0O»
grubunda (2,27 kat artma / 2,46 kat artma) anlamli bir artig gosterdigi
belirlenmistir. Bu sonuglar, MAPLC3A ve MAPLC3B’nin, TRPM2 ve H,0; ile
dogrusal bir iliski igerisinde olduklarini gostermektedir.

Calismamizda, LAMP1 mRNA ekspresyonunun kontrol grubuna gore,
TRPM2-siRNA (1,56 kat artma) ve TRPM2-siRNA+H,0, (1,15) gruplarinda
istatistiki olarak anlamli diizeyde arttigi ancak H,O, grubunda (0,16 kat artma)
anlaml bir farklilik gostermedigi saptanmistir. Bu sonuglar, TRPM?2 ile LAMP1
arasinda mRNA diizeyinde ters yonlii bir iliskinin oldugunu ifade edebilir.

Bu caligmada, LAMP2 ve LAMP3 mRNA ekspresyonlariin kontrole
kiyasla, TRPM2-siRNA (0,19 kat azalma / 0,26 kat azalma), H,0O, (0,41 kat artma
/ 0,44 kat artma) ve TRPM2-siRNA+H,0; (0,2 kat azalma / 0,26 kat azalma)
gruplarinda istatistiki agidan anlamh bir farklilik gdstermedigi tespit edilmistir.
Bu sonug, TRPM2’nin LAMP2 ve LAM3 ile bir iliskisinin olmadig1 seklinde

yorumlanabilir.
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Timor baskilayici P53 ailesi; p53, p63 ve p73'ti kapsayan birbiriyle iligkili
tic proteini igermektedir. Wild tip P53 bir transkripsiyon faktorii olup hiicre
dongiisiinlin durmas1 ve apoptozda gorevli genlerin uyarilmasinda gorevlidir. P53
ailesinin diger iiyesi olan P73; P53'e benzer fonksiyonlara sahiptir ve hem G1°de
hiicre dongiisiiniin durmasini hem de apoptozu uyarmaktadir. BCL-2 ailesinin
tiyeleri mitokondrial membran gegirgenliginin diizenlenmesinde ve apoptozda
kritik role sahip olan mitokondrial membranda kanallar olusturulmasinda
gorevlidirler. Proapoptatik bir gen olan BAX mitokondriden sitoplazmaya gecerek
sitokrom ¢ salinmasini saglar. H,O,, BAX'm sitoplazmadan mitokondriye
translokasyonuna ve sitokrom c’ nin salinmasina neden olmaktadir. Bdylece
H,07'in indiikledigi stres, apoptotik hiicre Oliimiine yol ag¢maktadir (207).
Hiicrelerde apoptoz, P53'ten bagimsiz olarak, P73{in transkripsiyonel artisiyla da
indiiklenebilmektedir. P73"lin indiikledigi apoptozda; BAX, Puma ve Noxa olarak
bilinen proapoptotik genler aracidir. Singh M ve ark, HeLa hiicrelerinde yaptiklari
calismada, H»O;‘in mitokondriyal yolak araciligiyla apoptozu indiikledigini
belirlemislerdir (208). Calismamizda, BAX mRNA ekspresyonunun kontrol
grubuna gore, TRPM2-siRNA (1,47 kat artma), H,O, (3,22 kat artma) ve
TRPM2-siRNA+H,0, (2,12 kat artma) gruplarinda istatistiki olarak anlamli
derecede arttigi belirlenmistir. Ancak, H,O, grubundaki BAX mRNA
ekspresyonunun TRPM2-siRNA grubuna kiyasla istatistiki a¢idan anlamli
diizeyde artig gostermesi TRPM2 ve H,0,’nin BAX ile pozitif bir iliski i¢inde
oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, BCL-2 mMRNA ekspresyonunun kontrole
kiyasla, TRPM2-siRNA (0,09 kat azalma) ve TRPM2-siRNA+H,0, (0,2 kat

artma) gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gdstermedigi ancak
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H,O, grubunda (1,79 kat artma) anlamli diizeyde arttigt bulunmustur. Bu
sonuglar, BCL-2’nin, TRPM2 ve H,0, ile dogrusal bir iliski i¢erisinde oldugunu
gostermektedir. Calismamizda, TP53 mRNA ekspresyonunun kontrole gore,
TRPM2-siRNA (0,55 kat artma), H,O, (0,18 kat azalma) ve TRPM2-
SiRNA+H,0, (0,61 kat artma) gruplarinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik
gostermedigi tespit edilmistir. Bu sonuglar, TP53 ile TRPM2 arasinda mRNA
diizeyinde net bir iliskinin olmadig1 seklinde yorumlanabilir. Son olarak, TP73
mRNA ekspresyonunun kontrole kiyasla, H,O, (8,16 kat artma) ve TRPM2-
siRNA+H,0, (6,52 kat artma) gruplarinda istatistiki agidan anlamli derecede artis
gosterdigi TRPM2-siRNA grubunda (0,59 kat artma) ise anlamli bir farklilik
gostermedigi tespit edilmistir. Bu sonuglar, TP73’iin TRPM2 ve H,0; ile pozitif
bir iliski i¢erisinde oldugu seklinde yorumlanabilir.

Sonug olarak; ROT’nin, TRPM2 araciligiyla, hiicrenin apoptoz ya da
otofajiye yonelmesini belirledigine dair ipucu verebilecegi Ongoriilmektedir.
TRPM2 iyon kanalinin, hiicre 6liimii iizerindeki rolii belirlenmis olup bu kanala
spesifik olarak gelistirilecek aktivatorler, TRPM2’in aracilik ettigi apoptozun
artirilmasinin hedeflendigi kanser tedavilerinde yararli olacaktir. TRPM2-siRNA
uygulamasi, agik bir sekilde, otofajik yolaklarda gorevli olan genlerin sentezlerini
artirmaktadir. Bu veri, TRPM2 baskilanmasinin bir taraftan apoptozu engelleyip
diger taraftan otofajik mekanizmalar1 aktive edebilecegini gostermektedir. Ayrica,
kanserde, hem hiicrenin sag kalimi hem de 6liimiine yol agabilecek sekilde iki
farkli islev gosterebilecegi belirlenen otofajinin, TRPM2 ile iligkili oldugunun

belirlenmesi, TRPM2’yi hedef alarak otofajinin inhibe edilmesi ya da asir
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arttirtlmasi saglanip hiicrenin otofajik Sliimiine yol acacak kanser tedavilerinin

gelistirilmesine katkida bulunabilir.
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