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Onsoz

Prostat kanseri dinyada akciger kanserinden sonra erkelerde en sik goérulen kanserdir.
Kanser tedavisinde etkili ilaclarin gelistirilebilmesi i¢in kanserin baglamasina, gelismesine
ve metastazina neden olan mekanizmalarin anlasilmasi gerekmektedir. Prostat kanseri
timoérogenezinde, Hippo-YAP sinyal iletim sistemi ile kanser iligkisini arastirdigimiz ve
YAP’In etki mekanizmasini aydinlatmaya calistigimiz ‘Prostat Kanseri Gelisiminde Hippo
Sinyal iletim Sistemi Uyesi YAP (Yes Associated Protein)in Roliiniin Arastiriimasi’ isimli
114S419 projemiz TUBITAK 3501 Kariyer Gelistirme Programi tarafindan desteklenmistir.
Bu calismada 6nemli katkilari olan Arastirma Gorevlisi Fatma Sagira ve Yrd. Dog. Dr.
Seyma Ozkanl'ya tesekkir ederim. Calismamizin baslangicinda danisman olarak gorev
alan Yrd. Dog¢. Dr. Esra Kirim’e ve bursiyer olarak gérev alan ve sonrasinda da gonulli
arastirmaci olarak devam eden Yrd. Do¢. Dr. Ummiihan Demire de desteklerinden o&tiiri
tesekkiir ederim. Istanbul Medeniyet Universitesi personeline projenin yiritiimesi

esnasindaki burokratik igslemlerdeki yardimlari igin tesekkur ederim.

Yrd. Dog Dr. Filiz Kisaayak Collak
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OZET

YAP (Yes associated protein) transkripsiyonu ko-aktive edici bir protein olup, insanda 11922
kromozomunda yer alan Yap geni tarafindan kodlanmaktadir. YAP, Hippo sinyal iletim
sisteminde yer alan proteinlerden bir tanesidir. Hippo sinyal iletim sistemi timoér baskilayici
bir sistem olup, hlcrelerin gogalmasi, biylime, rejenerasyon gibi fizyolojik fonksiyonlarda da
roli gosterilmistir.

Hippo sinyal iletim sisteminin aktif oldugu durumda, YAP proteini fosforile edilmekte ve
sitoplazmada 14-3-3 baglama proteinleri tarafindan baglanmakta ya da pargalanmaktadir.
Boylece YAP'In ¢ekirdede gecisi ve hlicre cojalmasini saglayacak genlerin transkripsiyonu
engellenmektedir. Hippo sinyal iletim sistemindeki dizensizlikler prostat kanseri de dahil

olmak Uzere birgok kanserin timorogenezi ve metastaziyla iliskilendirilmistir.

Calismamizda prostat kanseri hiicre modelleri ve insan prostat timoér dokusu kullaniimistir.
YAP proteinin ekspresyonu susturularak ya da dogal ve mutant formu over ekspres edilerek
hicrenin canliigina, koloni olusturma kapasitesine, ankraj bagimsiz buyumesine olan etkisi
incelenmigstir. Ayrica over eksprese edildigi kosullarda sisplatin ve bicalutamide kullaniminin
hicrenin canliigina olan etkisi ve tedaviye kargi diren¢c olusturup olusturmadigi
arastirilmigtir. YAP ve androjen reseptdri (AR) arasindaki etkilesim ko-immino ¢dktlirme ve
ChIP metodlari ile tetkik edilmistir. insan prostat kanseri dokularinda YAP ve fosforlanmis
YAP’In ekspresyonuna immunohistokimya ile bakilip klinikopatolojik 6zellikler ile YAP’In

boyanma kuvveti arasindaki iligki istatistiksel yontemler ile kargilastiriimistir.

YAP’'In ekspresyonu AR- PC3 hucrelerinde AR+ LNCaP hucrelerine gore daha fazla tespit
edilmistir.  YAP’In fonksiyon kaybi deneyleri hicre canlihigini ve hicre doénusmesini
(klonojenite ve soft agar koloni olusumu) azaltmig, fonksiyon kazanimi deneylerinde fosfo
mutant YAPS127A’nin ekspresyonu hicre canhhgini arttirmigtir.  Bu durum prostat
kanserinde YAP'In tumorogenez de rolu olabilecegini dusundurmektedir. YAP ile AR protein
kompleksi olusturmakta ve YAP AR-kromatin kompleks olusumunda yer almaktadir. insan
prostat kanseri doku orneklerinde YAP’'In ekspresyonu kansere komsu normal dokuda
kanser dokusuna gére daha fazla gorilmuistir. Klinopatolojik &zelliklerden yalnizca
ekstraprostatik yayilim ile iligkili bulunmustur. YAP’In ekspresyonunun c¢ok oldugu
durumlarda ekstraprostatik yayilim daha fazla gériimustar.

Anahtar kelimeler: Prostat kanseri, Timoérogenez, YAP (Yes associated protein),androjen

reseptorl, Hippo sinyal iletim sistem
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ABSTRACT

YAP (Yes associated protein) is a transcription co-activator encoded by Yap gene in human
chromoseome 11g22. YAP is one of the member proteins in the Hippo Pathway. Hippo is
known as a tumor suppressor pathway and studies have shown that it also regulates cell

proliferation, growth and regeneration.

When the Hippo pathway is on YAP is phosphorylated and is either bound by the 14-3-3
binding proteins or degraded in the cytoplasm. As a result YAP can not enter to the nucleus
and the transcription of genes responsible for the proliferation is inhibited. Deregulation of
the pathway has been related with tumorigenesis and metastasis of various cancer types

including prostate cancer.

In our study, we used prostate cancer cell models as well as human prostate cancer tissue
samples. By loss of function (knock down of YAP) and gain of function (overexpression of
wild type and mutant YAP) experiments the effects of YAP on cell viability, colony formation
and anchorage independent growth were investigated. Furthermore, the effect of over
expression on cell viability when cells were treated with sisplatin and bicalutamide were
determined as to understand whether the YAP expression has a role in drug resistance.
YAP and androgen receptor (AR) interaction were analyzed by co-imminoprecipation and
ChIP methods. immiinohistochemical analysis was performed to see the expression of YAP
and phospho YAP in human prostate tissue samples. The relation of expression level with

the clinicopathological properties were analyzed by statistical methods.

The expression of YAP was higher in AR- PC3 cells cells compared to AR+ LNCaP. Loss of
function experiments diminished the cell viability and cellular transformation (clonogenecity
and soft agar colony forrmation) whereas in gain of function experiments the expression of
phosphomutant YAP (YAPS127A) increased the cell viability. These results showed that
YAP might have a function in prostate cancer tumorigenesis. YAP and AR formed protein
complex and was in the AR-chromatin complex. The expression of YAP was higher in tumor
adjacent normal tissues compared to tumor in human prostate cancer tissues. Extraprostatic
extension was correlated with YAP expression. When the expression of YAP was high

extraprostatic extension was observed more.

Keywords: Prostate cancer, tumorogenesis, YAP (Yes associated protein), androgen

receptor, Hippo pathway
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1. GIRIS

Bu projenin amaci, Hippo sinyal iletim sisteminin niikleer efektér Gyesi YAP (Yes associated
protein)in prostat kanserindeki roliiniin arastiriimasidir. Hippo sinyal iletim sistemi hlcre
blylimesinin kontrol sistemi olup, drosofiladan memelilere kadar korunmustur. Hicre
¢ogalmasi, apoptoz ve organ blyiklGginin dizenlenmesi gibi pek ¢ok hicresel olayda
fonksiyonu bulunmakla birlikte son yillarda yapilan calismalarda kok hicre fonksiyonu,
rejenerasyon ve tUmor baskilamada da rolleri oldugu gosterilmistir. Hippo sinyal iletim
sisteminde birgok protein gérev almaktadir. Bu sistemde, sinyal iletiminin en sonunda yer
alan ve bir transkripsiyonel koaktivatér olan YAP proteininin nikleusa gegmesi engellenerek
hidcre buyumesi sinirlandiriir. YAP 11q22 amplikonunda yerlesmistir ve birgok dokuda
onkogen olarak davranmakla birlikte meme dokusunda tumor baskilayici olarak rapor
edilmistir. Farkh tip kanserlerde YAP’In amplifikasyonu gdsteriimistir. Ozellikle hiicre
¢cekirdeginde ekspresyonunun artmasi birgok timdr tipinin gelisimi ve dislk hastalik
iyilesmesi ile iligskilendiriimistir. Ancak buna neden olan mekanizmalar henlz tam

aydinlatilamamistir.

Prostat kanseri gelismis Ulkelerde erkekler arasinda en yaygin gorulen kanser tipi olup,
akciger kanserinden sonra 6lume en ¢ok neden olan ikinci kanserdir. Prostata yerlesik
timorlerde tedavi mimkinddr ancak hastalarin yaklasik % 33’0 yerlesik tedaviye direng
gelistirmekte ve sonunda hastalik tedavi edilemez metastatik Ozellik kazanmaktadir.
Terapilere karsi olan direng¢ mekanizmalari henlz tam anlasilamamistir. Prostat kanserinin
gelisimi ve metastazinda Hippo sinyal iletim sisteminin ve 6zellikle YAP’In fonksiyonu tam
olarak bilinmemektedir. Literatirdeki arastirmalar YAP’In 6zellikle gégus, yumurtalik, kolon,
karaciger ve bas-boyun kanserlerindeki roline yogunlagmig olup YAP’In prostat kanserindeki

fonksiyonu ile ilgili arastirmalar olduk¢a az sayida olup gegtigimiz son iki yilda artmigtir.

Bu calismada Hippo sinyal iletim sistemi Gyelerinden YAP’In prostat kanserindeki rolt over-
ekpresyon ve knockdown yontemleri ile arastinimistir. YAP'In Ozellikle prostat kanseri
gelisimindeki fonksiyonu ve androjen reseptori ile olan iliskisi aydinlatiimaya c¢alisiimistir.
Radikal prostatektomi uygulanmig bireylerden alinan prostat dokusu orneklerinde, toplam
YAP ve YAP'In S127°de fosforlanmis formu pYAP proteininin ekspresyonu ve lokalizasyonu
immunohistokimyasal boyama ile arastinimistir. Prostat kanseri ve kansere komsu normal
prostat dokusundaki ekspresyonlari karsilastiriimistir.  YAP’In down regllasyonunun
metastatik olan ve olmayan prostat kanseri hiicre modellerindeki fenotipik etkisine

bakilmistir. Bu amacla kilttire edilmis prostat kanseri hiicrelerinde YAP siRNA kullanilarak
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susturulmusg ve bunun proliferasyona, koloni olusumuna ve ankraj bagimsiz buyimeye olan
etkileri analiz edilmistir. YAP'In serin 127 (S127) deki fosforilasyonunun bu proteinin
sitoplazmada kalmasina ve daha sonra degrade olmasina neden oldugu yapilan 6nceki
calismalarda gosterilmistir. S127 de fosforile edilmis olan YAP inaktif olup, prostat kanseri
doku Ornekleri ve prostat kanseri hucreleri S127 fosforilasyonu agisindan
immunohistokimyasal analiz ve westernblot yéntemi ile incelenmis ve fosforilasyonun
sitoplazma ya da nukleusa yerlesik olup olmadigi tespit edilmisti. YAPIn prostat
kanserindeki rolind kanitlamak icin, ayrica YAP ve YAP’In 127 nolu serin aminoasiti alanin
(A) ile degistiriimis formu olan YAPS127A prostat kanseri hucrelerinde asiri eksprese
(overeksprese) edilerek hicrelerin gogalmasina ve ankraj bagimsiz blylimesine olan etkisi
arastirilmigtir. Androjen reseptdri ve YAP arasindaki etkilesim ko-immunogdktlirme (co-I1P)

ve kromatin immunocoktirme (ChlP) yontemleri ile arastiriimistir.

incelenen prostat kanseri hiicre hatlarinin tim hiicre lizatlarinda YAP’In ekspresyonu, AR
pozitif LNCaP’lerde AR negatif PC3’lere gbre daha az gorulmuastir. YAP1 hem sitoplazma
hem de niikleusta yerlesiktir, pYAP1 ise sitoplazmada tespit edilmistir. immunofloresans
goérintilemede YAP LNCaP’de YAP daha c¢ok nikleer lokalizasyon goésterirken, PC3'de ve
PrePec’de ise hem sitoplazmik hem de nlkleer dagihm goéstemistir. pYAP’ In de PC3 ve
LNCaP’de hem sitoplazmik hem de nlikleer lokalizasyon gdésterdigi belirlenmistir. Hlicrelerde
YAP1 proteininin ekspresyonu YAP1 mRNA’sina 6zgul siRNAlar kullanilarak susturulup
hicre canliigina MTS ile bakildiginda hem LNCaP hem de PC3 hicrelerinde kontrol
grubuna gore azalma goérulmustur. Ayrica siRNA uygulamasindan sonra PC3 hucrelerinin
sayisi kontrol grubuna goére azalmistir. Koloni formasyon ve soft agar koloni formasyon

fonksiyonel analizlerinde olusan kolonilerin sayisi azalmis ve boyutu kigilmustur.

LNCaP ve PC3 hicreleri, FLAG-kontrol, FLAG-YAP ve FLAG-YAPS127A plazmidleri ile
transfekte edilmistir. Bu hicrelerden nikleer ve sitoplazmik lizatlar elde edilerek proteinlerin
ektopik ekspresyonu FLAG antikoru kullanilarak westernblot analizi ile tespit edilmigtir.
LNCaP ve PC3 hicrelerinde ekspresyon sonucuna gore FLAG isaretli proteinler daha ¢ok
sitoplazmada yer almakta olup, nikleusa az bir miktarinin gegebildigi gordimusgtir. Hem PC3
hem de LNCaP icin YAPS127A overeksprese edildiginde hicre canliiginda artma oldugu
gorulmektedir. Bu da YAPIn aktif olmasinin kanser hucrelerinin gogalmasina sebep
olduguna isaret etmektedir. FLAG-YAP ve FLAG-YAPS127A ekspresyonu yapilan LNCaP
hiicrelerinde monolayer koloni olusumu gdézlenmemistir. PC3 hicrelerinde FLAG-YAP ve
FLAG-YAPS127A ekspresyonu yapilan hiicrelerde kontrol grubuna gore anlamli élglide fazla
koloni sayilmigtir. Ayrica FLAG-YAPS127A mutantinin koloni olusumunu daha fazla arttirdigi

g6zlenmis olup, literatirle uyumlu bir sekilde YAP’In fosforile olamadi§i icin nikleusa

2
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gectigini ve transkripsiyonu aktive ettigini disundirmektedir. Soft agar koloni formasyon
analizinde, LNCaP hicrelerinde FLAG-YAP overeksprese edildiginde kontrol vektori
ekspres edilen hicrelere gbre olusan kolonilerin daha kiguk oldugu gdzlenmistir. Bu durum
sitoplazmada yer alan YAP’In AR pozitif hicrelerde hilcre transformasyonunu engelledigi
sonucunu dusundurebilir. FLAG-YAPS127A overekspresyonu yapilan huicrelerde olusan
koloni blyUkligunin kontrol grubu ekpresyonu yapilan hicrelerdeki koloni blyUkligi ile ayni
oldugu tespit edilmistir. Bu sonug YAPS127A’nin hicre transfromasyonunu etkilemedigini

dusunduirmektedir.

LNCaP ve PC3 hiicreleri sisplatin ve bicalutamide ile muamele edilerek IC50 degerleri tespit
edilmistir. LNCaP hiicre hatti igin sisplatin IC50 degeri 100 uM ve PC3 i¢in 150 uM olarak
bulunmustur. Ancak bu deger literatlirdeki degerin ¢ok Ustlindedir. Calismamizda sisplatin
hazirlarken %0.9 NaCl kullanilmistir. Literatlrdeki c¢alismalarda DMSO ¢o6zicl olarak
kullaniimis olup bu durum sisplatinin NaCl'de yeterince iyi ¢bziinmedigini disundurmektedir.
Uygulanan bicalutamide LNCaP’in hicre canliliginda herhangi bir etkiye neden olmamigtir.
LNCaP hicrelerinde FLAG-YAPS127A ekspresyonu sonrasinda sisplatin uygulamasi hiicre
canhhgini azaltmistir. YAP’In nikleusta ekspres olmasi, ilag direngliligini engelledigini

dusundurmektedir.

LNCaP hicrelerinin tim hicre lizatlarinda co-IP deneyleri YAP1 ve AR’In protein kompleksi
olusturdugunu goéstermistir. AR-kromatin kompleksinde YAP1’in rolinG arastirdigimiz ChiP
ve semi quantitatif PCR deneylerinde, PSA promotdrinin AREI kor bdlgesine baglanan

ChIP kompleksinde YAP1’in yer aldigini géstermistir.

Yapilan bu calisma YAP’In prostat kanserinin gelismesinde rol oynadigini gostermekle
birlikte en onemli etkisinin prostat kanserinin yayilmasinda (invazyon/metastaz) oldugunu
dusundurmektedir. Klinikten elde edilen hasta o6rneklerinde YAP1 ekspresyonu ve
ekstraprostatik yayihm arasindaki iliski de bunu dogrulayici niteliktedir. YAP1'In
ekspresyonunun fazla oldugu durumda ektsraprostatik yayilim da artmigtir.
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2. LITERATUR OZETi

Prostat kanseri, erkekler arasinda gorulen en yaygin neoplazidir (Jemal vd., 2010; Maluf vd.,
2012; Mullins ve Loeb, 2012). Populasyon buyimesindeki egilime dayanarak, prostat kanseri
vakalarina 2030 yilina kadar 1.7 milyonluk yeni vakalarin eklenecegi tahmin edilmektedir
(Center vd., 2012). Prostat kanseri hicreleri blyimek ve yasamlarini strdirmek igin
androjen reseptdriine ihtiyag duyarlar. Tedavi sirasinda, luteinleyici hormon analoglari
(LHRH) ya da orsiektomi (cerrahi kastrasyon) kullanilarak androjen ortamdan uzaklastirilir.
Genellikle bu yontem baslangicta kanserin yayllmasinin kontrolinde etkili olmakta ancak
daha sonra kaginilmaz bir sekilde kanser androjene-duyarli formdan androjene duyarsiz yani
diger bir ifade ile kastrasyona direngli (CRPC- castration resistant prostate cancer) hale
gelmektedir (Sarker vd., 2009). Bu asamada etkili tedavi ilk onaylanan ila¢ docataxel ile
birlikte son yillarda onaylanan cabazitaxel, sipuleucel-T, denosumab ve abiraterone asetat ile
sinirli olup, prostat kanseri karsinogenezini ve kastrasyona direncli hale gelmesini etkileyen
molekiler olaylarin anlasiimasi tedavide elde edilecek sonucun iyilestiriimesi igin mutlaka
gereklidir (Tannock vd., 2004; Agarwal vd., 2012).

Hippo sinyal iletim sistemi, ilk olarak drosofilada bulunmus olup, organ buyukliGginin
dizenlenmesinde fonksiyonu oldugu gosterilmistir (Halder ve Johnson, 2011). Bu sistem
memelilerde korunmus olup, timdr baskilanmasinda énemli bir role sahiptir. Hippo sinyal
iletim sistemi birgok proteinden olusan bir sistemdir (Nishio vd., 2013). Birgok kati timérde
regulasyonunda duzensizlik oldugu gosterilmistir. Bu nedenle sinyal iletim sisteminin nasil
islediginin anlasiimasi yeni terapdtik yaklasimlarin gelistiriimesi agisindan énemlidir. Hippo
sinyal iletim sistemi, hucreye gelen sinyallere bagh olarak hlcre blyumesini ve gogalmasini

aktive eder ya da durdurur. Sistemde yer alan proteinler (Zhao vd., 2011):

1- MST1 ve 2 (Mammalian sterile-like kinases 1,2),

2- LATS1 ve 2(Large tumor suppressors 1,2)

3- MOB1 (Mps Once Binder Kinase activator-like)

4- YAP (Yes associated protein) olup hicrede gelisim sirasinda MST1/2 ve LATS1/2 inaktiftir
ve YAP’In nikleusa gegmesine izin verirler. Bdylece hicre buyimesinde ve yasamasinda
gorevli genler eksprese edilir (Sekill, Panel A). Hucrelerin kontakt kurdugu durumlar gibi
hicre buyUmesinin engellendigi sinyal iletiminde, aktif olan MST1/2, LATS1/2yi fosforile
eder. Fosforile olmus LATS1/2 de YAP'i Serin 127 amino asitinden fosforile eder.
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Fosforlanmis YAP sitoplazmada kalir ve daha sonra degrade olur (Sekill, Panel B) (Zeng ve
Hong, 2008, Liu vd., 2012).

BOYUME SiNYALI BUYOME iNHIBE EDICI SINYAL

| @ |
MST 1i2 | MST 1/2
'L | SAV1 \I; sAV1 ]-"

LATS 1/2 LATS 1/2 ;
MOB1 ‘ I.I'IDB1 l
YAP i \ .

|
Niklear translokasyon Sitoplazmada tutulmal
YAP'in pargalanmasi

— o /‘\

T

A B

Sekil 1. Hippo sinyal iletim sisteminde yer alan proteinler ve hicrede Panel A) Blyume

Sinyali Panel B) Bilyiime inhibe Edici Sinyal varliginda sinyal iletim mekanizmasi.

YAP (Yes associated protein), Hippo sinyal ileti sisteminin en sonunda yer alan bir
transkripsiyonel koaktivatordir (Zhang vd., 2011). DNA’ya baglanma motifi olmadigi igin tek
basina transkripsiyon aktivitesi yoktur. Fakat karboksi terminal (COOH-terminal) ucunda
potansiyel transaktivasyon domaini vardir (Yagi vd., 1999). Amino terminal (NH2- terminal)
ucunda DNA’ya baglanan protein ailesinden TEAD (TEA domain) proteinlerine baglanma
bdlgesi vardir. Boylece TEAD transkripsiyon faktorleri ile etkilesir ve onlarin transkripsiyon
aktivitelerini duzenler (Vassilev vd., 2001). YAP 11922 amplikonunda yerlesmistir
(Overholtzer vd.,2006). YAP geninin karaciger kanseri, meme kanseri ve medulloblastoma
gibi kanserlerde amplifikasyonu gosterilmigtir (Zender vd., 2006; Overholtzer vd., 2006;
Fernandez vd.,2009). Ayrica YAP proteininin kolon, karaciger, akciger ve yumurtalik
kanserlerinde fazla eksprese edildigi ve nukleusa yerlegsik oldugu tespit edilmigtir ve
bircogunda dlslk hastalik iyilesmesi ile iliskilendiriimistir (Zender vd., 2006, Zhao vd., 2007,
Steinhardt vd., 2008). Ancak meme kanserinde timor baskilayici olarak fonksiyon gérdugu
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de rapor edilmigtir (Yuan vd., 2008). Butun bu sonuclara dayanarak YAP’in ekspresyonunun
ve kanserdeki hiicre blyimesini tetikleyici ya da inhibe edici dual fonksiyonunun hiicre tipine
(Wang vd., 2013).

incelendiginde, son yillarda yapilan arastirmalarin, YAP’In 6zellikle gégus, yumurtalik, kolon,

ve hidcresel olaylara bagh olabilecegi dusunulebilir Literatar

karaciger ve bas-boyun kanserlerindeki roll Ustiinde yogunlasmis oldugunu géstermektedir.

Bu kanserlerdeki YAP’In ekspresyonu ve fonksiyonu asagidaki tabloda 6zetlenmistir.

Tablo 1. YAP'In farkli kanserlerdeki ekspresyonu ve fonksiyonu

Kanser tipi YAP ekspresyonu Kanserdeki fonksiyonu ve | Referans
arastirma sonuglari
Bas ve insan doku érneklerinde YAP’In timérlerde Metastazdan sorumludur. Ge
boyun arttigi ve 6zellikle invaziv 6zellikteki boélgede vd., 2011
skuamoz yerlestigi bulundu.
hicreli
Pankreatik timor dokularinda, YAP'In sitoplazma | Pankreatik kanser hicrelerinin | Diep
Pankreas ve nikleusta orta ve kuvvetli derecede boyandidi, | klonogenisitesinde ve blyimesinde | vd., 2012
komsu normal epitel hicrelerinin ise ya hi¢ | potansiyel olarak ©6nemli bir rol
boyanmadig! ya da zayif boyandidi tespit edildi. oynamaktadir.
Hepatosellular karsinom érneklerinde kuvvetli YAP'In  primer karaciger tumor | Bai
Karaciger nikleer boyanma tespit edildi. olusumuna  katkida  bulunmakta | vd., 2012
oldugu ileri sirdlmektedir.
Beyin Insan meningiomalarinda YAP nukleusta Meningiomalarda onkogen olarak | Baia
kuvvetli boyanmaktadir. fonksiyon gérmektedir. vd., 2012
Mide adenokarsinomlarinda YAP'In | Gastrik kanserlerde YAP onkogenik Kang vd.,
Mide ekspresyonunun arttigr gorildi. YAP'In nukleusta | Gzellik gstermektedir. 2011
bulunmasi hastaliktan sag kalhm oranindaki
invaziv 6zellikteki lobular meme kanserinde YAP | invaziv dzellikteki lobular meme kanseri Vlug vd.,
Meme nikleusa yerlesik olarak gosterildi. olusumu ve ilerlemesi, YAP tarafindan 2013
yonetilen transkripsiyon kaynakli olabilir.
Ovaryum kanserlerinde ylksek nukleer YAP ve | YAP yumurtalik kanserlerinde onkogen | Hall vd.,
Yumurtalik dusik seviyedeki sitoplazmik pYAP disik yagsam | olarak gorev almaktadir. 2010
orani ile iligkili bulundu

LiteratUr incelendiginde, YAP’In prostat kanseri gelisimi ve metastazindaki fonksiyonu ile ilgili

arastirmalarin son iki yilda yogunlastigi gorulmektedir. YAP’In prostat kanserindeki

ekspresyonunun derecesi, hicresel vyerlesimi, fosforilasyon agisindan durumu ve

klinopatolojik 6zellikler ile iliskisi hakkinda detayl galismalar ¢gok fazla degildir. Yapilan bu

calisma ile YAP’In prostat kanserindeki rolinG aydinlatici énemli sonuglar elde edilmigtir.
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3. GEREG VE YONTEM

Proje insan prostat kanseri doku érnekleri ve prostat kanseri hiicre modelleri kullanilarak

gerceklestiriimistir. Arastirma projesi sirasinda izlenen yontemler Sekil 2°de gosterilmistir.

insan Prostat Kanseri Doku
Ornekleri

HHl

Prostat Kanseri Hiicre
Modelleri

-

YAP ve pYAP’In
eskpresyon ve lokalizasyon
analizi

1- westernblot
2- immunofloresans

-

Fonksiyonel Analizler

1- Hucre canhhgi

2- Koloni olusumu

3- Ankraj bagimsiz
biyime

~

YAP-AR iligkisi
1- Ko-IP
2- ChiP

\&

N\

Sekil 2. Projede izlenen yontemlerin sematik 6zeti
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3.1 INSAN PROSTAT KANSERi DOKU ORNEKLERINDE ANALIZLER

3.1.1 immunohistokimyasal boyama:

Projede, deney grubunu belirlemek iizere istanbul Medeniyet Universitesi Géztepe Egitim ve

Arastirma Hastanesi Tibbi Patoloji Anabilimdali’'na ait patoloji arsivinde radikal prostatektomi
uygulanmig prostat kanseri olgularinin kayitlari geriye doénidk olarak incelenmigtir.
immiinohistokimyasal boyama icin 54 prostat dokusu kullanimistir. Bu calisma icin Etik
Kurul Onayi, istanbul Medeniyet Universitesi Goztepe Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik
Arastirmalari Etik Kurulu’'ndan alinmistir. Dokularda éncelikle YAP ve pYAP antikorlari (Cell
signaling) kullanilarak immun boyama gerceklestiriimistir. Bu amagla parafine gémulu doku
kesitleri standart protokole bagl olarak ksilen ve farkli alkol serilerinden gecirilerek
deparafinize ve hidrate edilmiglerdir. Prostat kanseri dokulari ve normal prostat dokulari YAP
ve 127 nolu serin aminoasiti fosforlanmis pYAP (fosfo YAP) antibodileri kullanilarak immun
boyama ile boyanmistir. immiin boyamada antijen uzaklastirmasi 5 dakikalik basingli-pisirme
teknigi ile gerceklestiriimis ve daha sonra lamlar 1 saatte oda sicakligina dusurtlmastir.
Bloklama 10 dakikada ¢ift endojen enzim bloklama ile gercgeklestiriimistir. Daha sonra
dokular primer YAP ve pYAP antibodileri ile 4 derecede gece boyunca inkube edilmigstir.
Ertesi gun drnekler horseradish peroksidaz ile 30 dakika inkibe edilmistir. Sinyaller 3,3’-
diaminobenzidine substrat hidrojen peroksit kullanilarak tespit edilmis ve hematoksilen
kullanilarak aykiri boyama yapilmigtir. En sonunda doku slidelari alkol ve xylen serilerinden
gegcirilerek dehidrate edilmis ve yapistirici kullanarak Uzerleri lamel ile kapatiimigtir. Patolojik
incelemeyle normal (benign), PIN (prostatik intraepitelyal neoplazi) ve timorll bolgeler ayirt
edilmistir. Boyanmalar yogunluklara bagl olarak pataloglar tarafindan 0, 1, 2 ve 3 olarak
derecelendirilmigtir.

3.1.2 istatistiksel analiz:

Veriler istatistiksel olarak analiz edilmistir. Bu amacla Kruskal Wallis H-test kullaniimistir. Bu
test 2 veya daha fazla bagimsiz degiskenin, ordinal bir degiskene bagh olarak test edilmesi
prensibine dayanir. Bizim analizimizde ordinal bagimli degisken hicrenin boyanmasi,
bagimsiz degisken de duruma bagh olarak; protein turt (YAP veya pYAP), hucresel yapi
(cekirdek veya sitoplazma), hiicre tiirii (benign, PIN veya timér) olmustur. ikiden fazla grup
karsilastirilirken, Kruskal Wallis H-test kullanilarak istatistiksel olarak anlamh bir fark
bulundugunda, birbirinden farkli gruplarin belirlenmesi icin post-hoc ikili analizler
gerceklestirilmigtir.
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Olgulara ait patoloji preparatlari PNi (perinéral invazyon), cerrahi sinir, Gleason skoru,

ekstraprostatik yayilim ve seminal vezikil tutulumu acgisindan degerlendirilmistir.
3.2 PROSTAT KANSERIi HUCRE MODELLERINDE ANALIZLER

Bu projede androjene duyarli, androjen resptoru pozitif (AR+) LNCaP ve androjene duyarli
olmayan, androjen reseptori negatif (AR-) PC3 prostat kanseri hicreleri kullaniimistir.
Hucreler DSMZ hticre bankasindan satin alinmistir. Ayrica kontrol grubu olarak LONZA'dan
temin edilen primer prostat epitel hicreleri (PrePEC) tercih edilmigtir. LNCaP ve PC3
hicreleri % 10 fetal bovin serum (Gibco) ve %1 Penisilin/Streptomisin (Gibco) iceren RPMI
1640 (Gibco) besiyerinde, %5 CO, varliginda 37°C’de inkiibe edilmislerdir. PrePEC
hicrelerinin buyutidlmesi icin 6zel bir besiyeri ( PreEBM Basal Medium, LONZA) ve blyime
faktorlerinin yer aldigi bir kit (PrEGM SingleQuot Kit Suppl. & Growth Factors, LONZA)

karisimi kullaniimigtir.
3.2.1 YAP ve pYAP proteinlerinin ekpsresyon ve lokalizasyon analizleri:

Prostat kanseri hiicre soylarinda (LNCaP ve PC3) YAP’In ve pYAP’In protein seviyeleri tim
hicre lizatlarinda ve sitoplazmik ve nukleer lizatlarda westernblot analizi ile incelenmistir.
Tdm hicre lizati eldesi buzda sogutulmus lizis solisyonu kullanilarak (20 mM HEPES pH
(7.4), 150mM NaCl, % 0.5 Nonidet P-40, 1mM EDTA, proteaz inhibitorleri ve fosfataz
inhibitorleri) yapilmistir. Sitoplazmik ve nukleer lizatlar, nikleer ekstraksiyon kiti (Affimetrix)
ile Uretici firmanin protokoll uygulanarak elde edilmistir. Primer prostat epitel hicre
(PrePEC) soyu kontrol grubu olarak kullaniimistir.

3.2.2 YAP’In ekspresyonunun susturulmasi ve fonksiyonel analizler:

YAP’a spesifik siRNA kullanilarak, prostat kanseri hicrelerinde (LNCaP ve PC3) YAP’In
ekspresyonu baskilanmistir. Bu amagla 10 ve 20 nM’lik siRNA (Dharmacon) hicrelere
transfeksiyon sollisyonu (Dharmafect) kullanilarak transfekte edilmis ve 72 saat sonra
western blot analizi ile ekspresyon kontrol edilmistir. Her iki konsantrasyonda da YAP
ekspresyonunda mock (yalnizca transfeksiyon sollisyonu iceren drnek) ve kontrol grubu
(scramble) siRNA’larina gore azalma gorulmuagtir. Fonksiyonel analizlere 20 nM

konsantrasyonunda siRNA kullanilarak devam edilmistir.
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Hiicre canliligina olan etkisinin incelenmesi: Radyoaktif olmayan, hiicre canhhigini élgen

MTS analizi ile incelenmistir. Bunun icin 96 kuyucuklu tabaklarda LNCaP (15000/kuyucuk) ve
PC3 (5000/kuyucuk) htcreleri buyuttlerek 20 nM YAP siRNA ve kontrol (scramble) siRNA
Dharmafect 2 (Dharmacon) reaktifi kullanilarak transfekte edilmistir. 72 saat sonra radyoaktif
olmayan huicre ¢ogalmasini dlgcmek icin siklikla kullanilan 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) (Promega) ile inkiibasyona
tabi tutulmustur. Bir saat sonra mikroplaka okuyucuda (Thermoscientific) 490 nm’deki
absorbans degerleri ol¢limustir. Yalnizca transfeksiyon reaktifi iceren kuyucuklar mock (M)

ve kontrol siRNA (scramble (K)) iceren kuyucuklar kontrol grubu olarak kullaniimistir.

Monolayer koloni olusumuna olan etkisinin _incelenmesi: Hucreler alti-kuyucuklu kultar
tabaklarinda kiltiire edilmiglerdir. 20nM’'lik siRNA ile transfekte edildikten iki glin sonra YAP

siRNA uygulamasi tekrar edilmistir. ikinci uygulamadan 24 saat sonrasinda hiicreler (500-

1000/kuyucuk) alti kuyucuklu ya da 10cm’lik tabaklara alinmistir. 15 giin sonrasinda olusan
koloniler formaldehit ile sabitlenmis ve kristal viole boyasi ile boyanmistir. Bu deney ¢ kez
tekrarlanmis ve olusan koloniler sayilmistir. Monolayer koloni olusumu in vitro hlicre yasama
analizi olup, tek bir hicrenin koloniye dénlisme yetenegini gdsterir (Franken vd., 2006). Bu
yontem ile YAP'In ekspresyonunun durdurulmasinin hicreye sagladigi canlilik agisindan

onemi arastiriimistir.

Soft agarda koloni olusumuna olan etkisinin incelenmesi: Hucreler alti-kuyucuklu kaltar

tabaklarinda kdltire edilmislerdir. 20 nM’lik siRNA ile ilk transfeksiyondan 48 saat sonra
ikinci kez transfeksiyon yapilmistir. ikinci transfeksiyondan 24 saat sonra, hiicreler (5000
hucre/kuyucuk) tabaninda %0.5’lik agaroz igeren alti-kuyucuklu kultar tabaklarina % 0.3’10k
agaroz ve medium egliginde eklenerek soft agarda koloni olusturma yetenekleri
incelenmistir. Hucreler 21 gun blyudukten sonra, her bir hicre kultart kaplarinda olugsan
kolonilerin buyudkligid ve sayilari kontrol gruplari ile karsilastinimistir. Soft agar koloni
olusumu ankraj bagimsiz buyime analizi olup, YAP’In karsinogeneze olan etkisi konusunda

bilgi saglamistir. Kontrol grubu olarak scramble siRNA’lar kullaniimistir.

3.2.3 YAP ve YAPS127A’nin overekspres edilmesi ve fonksiyonel analizler:

Bu amagla, FLAG isaretli insan YAP1 proteinini ve 127 nolu serin amino asidi alanine
dondstirilmius mutant YAPS127A proteinini kodlayan plazmidler (p2XFLAGhYAP1-17791
ve p2XFLAGhYAPS127A-17790 Addgene) kar gdézetmeyen plazmid bankasi firmasi olan
Addgene’den satin alinmigtir. Kontrol vektord icin Kpnl ve Xbal restriksiyon enzimleri
(Takara) ile p2XFLAGhYAP1 plazmidinden FLAGhYAP1 kesilerek c¢ikartiimis ve blunt-end

10
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ligasyonu gergeklestiriimistir. FLAG isaretli YAP ve YAPS127A proteinlerinin ekspres edilip
edilmedigini goérmek amaciyla, LNCaP (400000 hicre/kuyucuk) ve PC3 (300000
hicre/kuyucuk) prostat kanseri hiicre soylari 6 kuyucuklu hicre kultart tabaklarina ekilerek
buyuatulmustar. % 80 yogunluga ulasan hicreler, FLAG isaretli YAP ve YAPS127A ekspres
eden plazmidler ile transfekte edilmigtir. Transfeksiyon igin Lipofectamine 2000
(Thermoscientific) kullaniimistir. 48 saatlik overekspresyon sonunda tim hcre lizatlari SDS
page jellerde yurGtiimustdr. FLAG antikoru kullanilarak westernblot ile native ve mutant
YAP?'lerin ekspresyonu kanitlanmistir. Ayrica 48 saatlik overekspresyon sonrasinda
sitoplazmik ve nukleer ektraksiyon yapilmis ve ekpresyonlarin hicresel lokalizasyonuna

FLAG antikoru kullanilarak westernblot ile bakilmistir.

Hicre canliigina olan _etkisinin_incelenmesi: LNCaP (15000 hicre/kuyucuk) ve PC3

(6000 hdcre/kuyucuk) prostat kanseri hiicre soylari 96 kuyucuklu hicre kultart tabaklarina
ekilerek bulyutilmuastir. Lipofectamine 2000 transfeksiyon kimyasali kullanilarak, FLAG
isaretli YAP ve YAPS127A eksprese eden plazmidler hiicrelere transfekte edilmistir. 48 saat
ektopik olarak ekspresyonu gerceklestiriien YAP ve YAPS127A’in hiicre ¢ojalmasina olan
etkisi MTS (Promega) kullanilarak élgtlmustir. Bu amagla MTS ile 1 saat muamele edilen
hicrelerin 490 nm’deki absorbans degerleri mikroplakada belirlenmistir. Sonuglar kontrol

vektord ile karsilastiriimistir.

Monolayer koloni olusumuna olan _etkisinin_incelenmesi: Hucreler alti-kuyucuklu kualtir
tabaklarinda kultire edilmiglerdir. Overekspresyon igin FLAG-YAP ve FLAG-YAPS127A
plazmidleri hiicrelere transfekte edildikten 72 saat sonra hticreler (500 ya da 1000 hicre) alti

kuyucuklu ya da 10 cm’lik tabaklara alinmis ve iki hafta sonra olusan koloniler formaldehit ile
sabitlenmis ve kristal viole boyasi ile boyanmistir. Bu deney U¢ kez tekrarlanmis ve olusan

koloniler sayiimistir.

Soft agarda koloni olusumuna olan etkisinin incelenmesi: Hucreler alti-kuyucuklu kultar

tabaklarinda kulture edilmiglerdir. Overekspresyon icin plazmidler transfekte edildikten 72
saat sonra, tabaninda %0.5’ lik agaroz iceren alti-kuyucuklu kultir tabaklarina % 0.3’luk
agaroz ve medium esliginde (5000 hicre/kuyucuk) eklenerek soft agarda koloni olusturma
yetenekleri incelenmistir. Hucreler 21 gun buyudukten sonra, her bir hucre kulturi kaplarinda
olusan kolonilerin blyUklagu ve sayilari incelenmigtir. Sonuglar birbirleri ve kontrol gruplari ile

kargilastiriimistir.

Sisplatin_ve bicalutamide ile_ muamele edilmesi: LNCaP ve PC3 hicreleri apoptozu

tetikleyen bir kemoterap6tik ajan olan sisplatin ve prostat kanseri tedavisinde kullanilan anti-

11
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androjen ajan olan bicalutamide ile muamele edilmislerdir. Kontrol grubu olarak bos vektér
transfekte edilmis LNCaP ve PC3 hiicreleri kullanimistir. Uclii seriler halinde 96 kuyucuklu
tabaklara ekilmis hucrelere sisplatin, bicalutamide ve kontrol olarak DMSO ya da NaCl
eklenmistir. Sisplatin ve bicalutamide ile 72 saatlik inkiibasyon sonunda, sisplatin ve
bicalutamide’in 1C50 degeri bulunmusgtur. YAP ve YAPS127A overekspresyonu varliginda

kullanilan ilaglarin hiicre canhhiina olan etkisine bakilmistir.
3.2.4 YAP ve androjen reseptorii (AR) arasindaki iligkinin aragtiriimasi:

Protein kompleksi olusumunun tespit edilmesi: Hicrede endojen olarak ekspres edilen

YAP ve endojen olarak eksprese edilen AR arasinda protein kompleksinin olusup olusmadigi
tespit edilmistir. Ko-immuno ¢oktlirme (co-IP) ve westernblot yontemi kullaniimistir. Bunun
icin htcre lizatlar elde edilmis, lizatlardaki proteinler anti-AR antikoru (tim gece boyu) ve
daha sonra protein-A/G sefaroz topcguklari (sepharose beads) ile bir saat inkibe
edilmiglerdir. YAP ve AR arasinda protein kompleksinin olusup olusmadidi westernblot ile

YAP antikoru kullanilarak tespit edilmistir.

ChIP (Kromatin immiino c¢coktiirme) yontemi ile genomik diizeyde tespit edilmesi:

YAP’In androjen reseptérl transkripsiyon kompleksine yerlesip yerlesmedigini bulmak igin
kromatin immuno ¢dktirme (ChIP) yontemi uygulanmigtir. Bu amagcla ChlIP kiti kullaniimigtir
(Pierce). Dihidrotestesteron (DHT) ile muamele edilen hicrelerden tim hdcre lizati elde
edilmistir. Uretici firmanin protokolii takip edilerek anti-YAP, anti-AR ve negatif kontrol olarak
IgG ile muamele edilmistir. DNA-protein kompleksleri etanol ¢oktirme ydntemi ile
¢okturilmus ve sonrasinda proteinaz K ile proteinler uzaklastirilmistir. Bu islemden sonra da
PSA proksimal promotdrinin (ARE 1) androjen cevapli element (androgen responsive

element) kor (AREc) bdlgesine 6zel primerler kullanilarak semi kuantitatif PCR yapilmigtir.

12
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 INSAN PROSTAT KANSERiI DOKU ORNEKLERINDE ANALIZLER

4.1.1 immunohistokimyasal boyama

Prostat kanseri timdrogenezindeki YAP’In rolinl anlamak igin, 54 prostat dokusu érneginde
YAP1 ve pYAP?1in ekpresyonu immunohistokimyasal boyama ile arastinimigtir. Farkli
olgulardan alinan doku érneklerinde YAP1 ve pYAPY'in hem sitoplazmayi hem de nukleusu
boyadigi gérulmastir (Sekil 3). Boyanmanin, farkh doku &érneklerinde zayiftan kuvvetliye
degisen farkli yogunluga sahip oldugu tespit edilmisti. pYAPL1In genel olarak zayif
boyandigi izlenmigtir. Bu da YAPlve pYAP1’in homojen boyanma o6zelligi gostermedigini

dusunduirmektedir.

Sekil 3. Prostat kanseri doku érneklerinin YAP (10X blyutme orani) ve pYAP (20X buyutme

orani) antikorlari ile immunohistokimyasal boyanmasi.

4.1.2 istatistiksel Analiz

Patolojik incelemeyle dokularda normal (benign), PIN (prostatik intraepitelyal neoplazi) ve
tumorlt  bolgeler ayirt edilmistir. ' YAP ve pYAP antikorlari ile yapilan boyanmalar

13
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yogunluklara bagli olarak 0, 1, 2 ve 3 olarak derecelendirilmigtir. Veriler istatistiksel olarak
analiz edilmistir. Bu amacla Kruskal Wallis H-test kullaniimistir. Bu test 2 veya daha fazla
bagimsiz degiskenin, ordinal bir degdiskene bagl olarak test edilmesi prensibine dayanir.
Bizim analizimizde ordinal bagimli degisken hicrenin boyanmasi, bagimsiz degiskende
duruma bagh olarak; protein turi (YAP veya pYAP), hucresel yapi (gekirdek veya
sitoplazma), hticre turli (benign, PIN veya timor) olabilir. Ikiden fazla grup karsilastirilirken,
Kruskal Wallis H-test kullanilarak istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundugunda,
birbirinden farkli gruplarin belirlenmesi icin post-hoc ikili analizler gerceklestiriimistir.

istatistiksel analizlerin 6zeti Tablo 2, 3, 4 ve 5°te verilmistir.

YAP’In boyanma diizeyinin karsilastinlmasi: Tablo 2’de YAP'In boyanmasinin median

degerleri ve p-degerleri verilmistir.

YAP’In boyanmasinin benign, PIN ve tumodr hucrelerinin sitoplazmalarinda
karsilastirnimasi: 0.005 p-dederi ile YAP’In boyanmasi benign, PIN ve tumor hicrelerinin
sitoplazmalarinda farklilik géstermektedir. Post-hoc ikili karsilastirma analizleriyle; timorli ve
PIN hicrelerin sitoplazmasinda YAP'In boyanmasinin, benign hcrelerin sitoplazmasindan
daha az oldugu goéraimustar.

YAP’In boyanmasinin benign, PIN ve timor hucrelerinin c¢ekirdeklerinde
karsilastiriimasi: 0.004 p-dederi ile YAP’ In boyanmasi benign, PIN ve timor hicrelerinin
cekirdeklerinde farklilik gostermektedir. Post-hoc ikili karsilastirma analizleriyle; timorli ve
PIN hcrelerin ¢ekirdeginde YAP’In boyanmasinin, benign hiicrelerin ¢ekirdeginden daha az
oldugu gorulmasgtar.

Tumor hiicrelerinin gekirdek ve sitoplazmalarinda YAP boyanmasinin karsilastiriimasi:
Tamor hdcrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda YAP’In boyanma miktari acisindan bir fark
yoktur. (p-degeri:0.741)

Benign  hucrelerinin  g¢ekirdek ve sitoplazmalarinda YAP boyanmasinin
karsilagtirnimasi: Benign hicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda YAP’In boyanma miktari

acisindan bir fark yoktur. (p-degeri:0.714)

PIN hiicrelerinin cekirdek ve sitoplazmalarinda YAP boyanmasinin
karsilagtinlmasi:PIN hicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda YAP’In boyanma miktari
acisindan bir fark yoktur. (p-degeri:0.6819)
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Tablo 2. YAPIn farkh 6rneklerde (benign, PIN, timdr) ve hicresel yapilarda boyanma

dagihmi
Benign | PIN Timor p-degeri
YAP
Sitoplazmik | 3 2 2 0.005
Nukleer 3 2 2 0.004
p- 0.714 0.681 | 0.741
degeri

PYAP’In boyanma duzeyinin karsilagtinimasi: Tablo 3'de pYAP’In boyanmasinin median

degerleri ve p-degerleri verilmistir.

pYAP’ In boyanmasinin benign, PIN ve timor hicrelerinin sitoplazmalarinda
karsilagtinlmasi: 0.077 p-degeri ile benign, PIN ve tumor hucrelerinin sitoplazmalarinda

pYAP miktari farklilk géstermemektedir.

pYAP’'In boyanmasinin benign, PIN ve tiumor hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde
karsilastinimasi: 0.5749 p-degeri ile pYAPin boyanmasi benign, PIN ve timdr hlcrelerinin
cekirdeklerinde farkhlik gdstermemektedir. Literatlirle uyumlu sekilde pYAPin boyanma

duzeyi 0 olarak belirlenmistir ve ¢cekirdekte bulunmamaktadir.

Timor  hicrelerinin  gekirdek ve sitoplazmalarinda pYAP boyanmasinin
karsilagtirnimasi: 0’a yakin bir p-degeri ile tGmor hicrelerinin ¢gekirdek ve sitoplazmasinda

PYAPin boyanma miktari dnemli farkliik gostermektedir.

Benign hicrelerinin gekirdek ve sitoplazmalarinda pYAP boyanmasinin
karsilagtinlmasi: 0’a yakin bir p-degeri ile benign hicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda

PYAP’In boyanma miktari dnemli farkhhk géstermektedir.
PIN hucrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinda pYAP boyanmasinin karsilastiriimasi:

0’a yakin bir p-degeri ile PIN hicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda YAP’In boyanma

miktari agisindan énemli bir fark géstermektedir.
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Tablo 3. pYAP'In farkh 6rneklerde (benign, PIN, kanser) ve hiicresel yapilarda boyanma

dagihmi
pYAP Benign | PIN | Timér | p-degeri
Sitoplazmik |1 1 1 0.077
Nukleer 0 0 0 0.05749
p- 0.0 0.0 [ 0.0
degeri

pYAP ve YAP’In boyanmasinin karsilastinlmasi: Bitin hicre tipleri icin (benign, PIN,
timor); hem sitoplazma hem de c¢ekirdekte YAP ile pYAPin boyanma miktarlari birbirinden

farkhlik gdstermektedir. Tablo 4'te median boyanma degerleri ve p-degerleri gosterilmigtir.

Tablo 4. YAP ve pYAP’In boyanma dagiliminin karsilastiriimasi

sitoplazmik | niikleer

benign

YAP |3

PYAP
p- 0.0 0.0
degeri
PIN

YAP |2

pYAP
p- 0.0 0.0
degeri
kanser

YAP |2

PYAP
p- 0.0 0.0
degeri

YAP boyanmasi ve klinikopatolojik parametreler arasinda regresyon analizi: YAP'In
boyanmasi ile klinikopatolojik parametreler arasinda karsilastirma yapmak igin ordinal
regresyon analizi yapilmistir. Karsilastirma yapilan klinikopatolojik parametreler: perinéral
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invazyon (PN inv), cerrahi sinir (CS), ekstraprostatik ekstensiyon (yayihm) (EPE), seminal
vezikll tutulum (SV tutulum)'dur. Tablo 5'te gosteriimektedir. Tumor hicrelerinde YAP’In
hem sitoplazmik hem de nukleer boyanmasi ile EPE arasinda anlamli bir iliski bulunmusgtur.
YAP’In fazlaligi durumunda, ekstraprostatik yayillim 3.61 kat artmistir.

Tablo 5. immiinohistokimyasal boyama yapilan doku érneklerinin klinikopatolojik ézellikleri

Ornek sayisi | p-degeri Goreli
(N=54) oranti
(Odd ratio)
PN inv
pozitif | 37
negatif | 17
CS
pozitif | 18
negatif | 36
Gleason
skor
<7 32
>7 22
EPE 0.037 (YAP boyanma | 3.61
ile)
pozitif | 15
negatif | 39
SV tutulum
Pozitif | 11
negatif | 43

PN inv:perindral invazyon, CS: cerrahi sinir, EPE: ekstraprostatik yayilim , SV tutulum:

seminal vezikul tutulum
4.2 PROSTAT KANSERiI HUCRE MODELLERINDE ANALIZLER

4.2.1 YAP ve pYAP proteinlerinin ekspresyon ve lokalizasyon analizleri:

Westernblot analizinde (Sekil 4 ) tim hiicre lizatlarinda en yiksek YAP ekspresyonu PrePEC
hucrelerinde gorilirken, LNCaP hucrelerinde PC3 hucrelerine goére daha az YAP
ekspresyonu goruldi. pYAP ekspresyonu LNCaP hicrelerinde diger hiicrelere gbre daha

fazla idi.
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YAP1

PrPec LNCaP PC3

Sekil 4. PrePEC, LNCap ve PC3 hucrelerinden elde edilen tim hicre lizatlarinda YAP ve
pPYAP protein seviyeleri. B-aktin yukleme kontrolu olarak kullaniimigtir.

YAP ve pYAP’In sitoplazmik ve nukleer dagihiminin karsilagtiriimasi i¢in yaratilen Sekil 5'teki
SDS-page jel analizi sonuglarina gore incelenen prostat kanseri hiicrelerinde sitoplazma ve
nikleusta YAP1 protein miktari, AR pozitif LNCaP’lerde AR negatif PC3’lerden azdir.
LNCaP’lerde, pYAPL1 sitoplazmada hem PrePEC hem PC3 hucrelerine gére daha fazla olup,

nikleusta hucreler arasinda ¢ok buyuk farkhhk gézlenmemistir.

PrPec PrPec LNCaP LNCaP PC3 PC3
sito nuk sito nuk sito nuk

pYAP1

— - Lamin A/C

Sekil 5. YAP ve pYAPIn, PrePEC, LNCaP ve PC3 hicrelerindeki sitoplazmik (sito) ve

nukleer (nlk) ekspresyonunun westernblot ile analizi. Lamin A/C nukleer fraksiyon yukleme

kontrolu olarak kullaniimistir.

YAP ve pYAP’In hiicresel lokalizasyonu in-situ olarak immunofloresan yéntemle ayrica
incelenmigtir. immunofloresan yéntemi in-situ yani hiicre yapisini koruyarak proteinlerin
hicre igindeki lokalizasyonlarini belirlemede kullanilan ¢ok o6nemli bir ydntemdir.
Sitoplazmik/nikleer ekstraksiyon ve arkasindan western blotlama ile de bir proteinin

lokalizasyonu incelenmistir. Ancak bu durumda hicresel yapilarin bozulmasi gerekir. Sekil
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6'da goruldigi gibi LNCaP’de YAP daha c¢ok nikleer lokalizasyon godstermektedir (Sekil
6C,D). PC3 (Sekil 6G,H) de ve PrePEC’de (Sekil 61,J) ise hem sitoplazmik hem de nikleer
dagihm gérmek mumkundur. pYAP’In de PC3 (Sekil 6E,F) ve LNCaPde Sekil 6A,B) hem

sitoplazmik hem de nukleer lokalizasyon goésterdigi belirlenmistir.

-B

.H
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Sekil 6. YAP ve pYAP icin immunofloresan boyama.
A)LNCaP-pYAP, B)LNCaP-DAPI, C)LNCaP-YAP, D)LNCaP-DAPI, E)PC3-pYAP, F)PC3-
DAPI, G)PC3-YAP, H)PC3-DAPI, I)PrePEC-YAP, J)PrePEC-DAPI.

4.2.2 YAPIn ekspresyonunun susturulmasi (knockdown edilmesi) ve fonksiyonel
analizler:

6 kuyucuklu hdcre tabakalarinda buyutilen LNCaP ve PC3 hucreleri % 80 hicre
yogunluguna ulastiginda, YAP’a spesifik siRNA ve kontrol siRNA'lar ile Dharmafect 2
(Thermoscientific) kullanilarak Uretici firmanin protokolu takip edilerek transfekte edilmistir.
YAP’In ekspresyonunun susturulmasi sirasinda 10 ve 20 nM siRNA kullanilarak 72 saat
sonra tum hiicre lizat eldesinde westernblot analizi ile YAP’In susturulmasi kontrol edilmistir.
Sekil 7’de de goéruldigu gibi her iki sSiRNA konsantrasyonunda da protein ekspresyonunun
inhibe edildigi gézlenmistir. siRNA’larin hicrelerde efektif olarak galistigi dogrulandiktan

sonra is paketinde belirtilen ¢galismalara baslanmistir.

LNCaP PC3
M K 10nM 20nM

M K 10nM 20nM

S e~ | YAP D G s == | /P

Sekil 7. YAP’a spesifik siRNA ile LNCaP ve PC3 huicrelerinde YAP'In ekspresyonun

susturulmasinin westernblot analizi. Mock (M) ve Scramble (K) siRNA’lar kontrol amacli

kullaniimigtir.
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Hiicre canlihigina olan etkisi:

YAP’a spesifik siRNA transfekte edilmis LNCaP hicrelerinin proliferasyonu, mock (p=0.03)
ve kontrol grubu (p=0.03) siRNA kullanilan LNCaP hucrelerine gére azaldi (Sekil 8). PC3
hicrelerinin proliferasyonunda da YAP siRNA kullanildiinda mocka gdére anlamli derecede
(p=0.001) azalma gorildu. Yine ayni hicrelerde kontrol grubu siRNA kullanildiginda da
proliferasyonda mocka gére goérilen azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0.09).
Kontrol grubuna gére YAPsiRNA’da izlenen azalma istatistiksel olarak anlamliydi (p=0.001).
Sonu¢ olarak hem LNCaP hem de PC3de YAP'In siRNA ile ekspresyonunun

susturulmasinin hiicrelerde canlihidr azalttigi tespit edildi.

LNCaP
0,50 M-YAP siRNA p=0.001

K-YAP siRNA p=0.03

o o
w -
o o

490 nm absorbans
o
~
o

M K YAP siRNA

PC3

1 M-YAP SIRNA p=0.03

o
()
—

o
»

K- YAP siRNA p= 0.001

490 nm absorbans
o
'S

o
N

o

M K YAP siRNA
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Sekil 8. YAP siRNA’'nin LNCaP ve PC3 hicrelerinde proliferasyona olan etkisinin MTS ajani
kullanilarak olgiimesi. Mock (M), scramble siRNA (K siRNA), YAP'a spesifik siRNA
(YAPsiRNA). (p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.)

Monolayer koloni olusumuna olan etkisi:

Deney sonucuna gore YAP siRNA ile transfekte olan PC3 hicrelerinin koloni olusturma

Ozelliklerinin mock (p=0.025) ve kontrol (p=0.049) grubuna goére anlamli derecede azaldigi
belirlenmigstir (Sekil 9, 10).

Sekil 9. YAP siRNA'nin PC3 hicrelerinin klonojenititesine olan etkisi. Koloniler sabitlenerek,
kristal viole boyasi ile boyanmistir. Mock (M), scramble siRNA (K siRNA), YAP’a spesifik
SsiRNA (YAPsIRNA).

PC3
120

100
80
60
40
20

M-Yap siRNA p=0.025

K-Yap siRNA p=0.049

Koloni Sayisi

M K YAP siRNA
Sekil 10. Koloni formasyonunun &lgim grafigi. Mock (M), scramble siRNA (K), YAPa
spesifik siRNA (YAPsIiRNA) kullanimini PC3 hicrelerinin koloni olusumuna olan etkisi
koloniler sayilarak hesaplanmigstir (p<0.05 istatistiksel olarak anlaml olarak kabul edilmigtir.)
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Soft agar koloni olusumuna etkisi:

Sonuglara gére, mock grubunda daha fazla sayida ve daha buyuk koloniler gbézlendi. Kontrol
grubunda da YAP siRNA ile transfekte edilen PC3 hiicrelerine goére daha fazla sayida ve
daha blyUk koloniler tespit edildi. En az sayida ve en kii¢lk koloniler YAP siRNA transfekte
edilen hicrelerde géruldi (Sekil 11). Bu sonuglar YAP'In ekspresyonunun susturulmasinin

koloni olusumunu negatif olarak etkiledigini gostermektedir.

Sekil 11. Soft agar koloni olusumu. Mock (M), scramble siRNA (KsiRNA), YAP’a spesifik
siRNA (YAPsiRNA) transfekte edilmis PC3 hulcrelerinin ayri hicre tabaklarindaki 20X
biayutmedeki koloni olusumlari goriantulenmistir.

4.2.3 YAP ve YAPS127A’nin overekspres edilmesi ve fonksiyonel analizler:

PC3 (Sekil 12A) ve LNCaP (Sekil 12B) hucrelerinde FLAG isaretli YAP ve YAPS127A
proteinlerinin ekspresyonu westernblot analizi ile goésterilmistir. Daha sonra asagidaki
adimlar takip edilmigtir.

A B

PC3 LNCaP

-— e FLAG — —

— = = [—

Kontr YAP S127A Kontr YAP S127A
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Sekil 12. Western blot ile YAP ve YAPS127A’nin overekspresyonlarinin gosterilmesi.
A)PC3, B)LNCaP (Kontr.-kontrol vektdr, YAP-FLAGYAP plazmidi, S127A-FLAGS127A
plazmidi).

Hiicre canliligina olan etkisi:

Ekspresyon igin kullanilan plasmid transfekte edilen hucreler kontrol grubu olarak
kullaniimistir. Sonuglar Sekil 13'te gésteriimektedir. Hem PC3 hem de LNCaP igin YAP
S127A overeksprese edildiginde hicre canliiginda artma oldugu goérilmektedir. Bu da

YAP’In aktif olmasinin kanser hticrelerinin gogalmasina sebep olduguna isaret etmektedir.

PC3 LNCaP

’5\200 ‘5\200
c - -
> 150 = 150
X100 2100 -
5 50 - mPC3 § 50 - W LNCaP

0 - 0 -

Flag Flag YAP Flag Flag  Flag Flag
control S127A control YAP S127A

Sekil 13. YAP veya YAPS127A'nin 48 saat overekspresyonundan sonra MTS ile hicre

canliliginin belirlenmesi. PC3 ve LNCaP hucreleri kullaniimistir.

Hiicredeki lokalizasyona olan _etkisi: FLAG-YAP ve FLAG-YAPS127A plazmidi ile

transfekte edilen LNCaP ve PC3 hicrelerinden nikleer ve sitoplazmik lizatlar elde edilerek

proteinlerin ektopik ekspresyonu FLAG antikoru uygulanarak westernblot analizi ile tespit
edilmigtir. PC3'de ekspresyon LNCaP’e gore daha fazladir. Her iki hucre hattinda FLAG
isaretli proteinler daha c¢ok sitoplazmada yer almakta olup, nikleusa az bir miktarinin
gecebildigi gorulmustar (Sekil 14).
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LNCaP LNCaP LNCaP PC3 PC3 PC3
Cont  YAP S127A Cont YAP S127A
C N C N C N C N C N C _N
[ Sl N
LNCaP PC3
wcl wcl
Cont YAP S127A Cont YAP S127A
-—-— FLAG

Sekil 14. YAP ve YAP S127Anin overekspresyondan sonra hicre igindeki
lokalizasyonlarinin western blot ile gosterilmesi. (Cont:Kontrol, C:Sitoplazmik, N:Nukleer,

wcl: total hiicre lizati)

Monolayer koloni olusumuna olan etkisi: LNCaP hicrelerinde koloni olusumu
g6zlenmemigtir. PC3 hucrelerinde FLAG-YAP ve FLAG-YAPS127A ekspresyonu yapilan

hicrelerde kontrol grubuna gore anlamli élglide fazla koloni sayilmistir (Sekil 15). Ayrica

FLAG-YAPS127A mutantinin koloni olusumunu daha fazla arttirdigi gdzlenmis olup,
literatirle uyumlu bir sekilde YAP’In fosforile olamadigi igin nikleusa gectigini ve

transkripsiyonu aktive ettigini distindirmektedir.

A

pc3 total

160 C-S127Ap=0,0003

140
r—t
yap-s127ap=0,037

120 L

C-YAP p=0,02
100 p=0)

80

60

40

20

Control YAP S127A
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Sekil 15. FLAG-YAP veya FLAG-YAP S127Anin overekspresyonunun monolayer koloni
olusumuna etkisi. A) Sayilan kolonilerin grafik olarak ifadesi, B) Monolayer kolonilerin temsili

resmi.

Soft agar koloni olusumuna etkisi:

LNCaP hicrelerinde FLAG-YAP ve FLAG-YAPS127A ekspresyonu yapilan hicrelerde
kontrol grubuna goére koloni sayisi agisindan bir fark goézlenmemisti. FLAG-YAP
ekspresyonu yapilan hucrelerde olusan kolonilerin blyUkligu kontrol grubuna gére daha
kUguktar (Sekil 16). Androjene duyarli, AR+ LNCaP hucrelerinde YAP’In tUmoér olusumunu
engelleyici bir 6zelligi olabilecegini dusundirmektedir.

LNCaP

Sekil 16. FLAG-YAP veya FLAG-YAP S127Anin overekspresyonunun LNCaP hiicrelerinde

soft agar koloni olusumuna etkisi.

PC3 hicrelerinde FLAG-YAP ve FLAG-YAPS127A ekspresyonu yapilan hicrelerde kontrol
grubuna gore koloni blyUkligu ve sayisi agisindan anlamli bir fark gézlenmemistir (Sekil
17). Westernblot analizlerinde overeksprese edilen proteinlerin daha ¢ok sitoplazmada
lokalize oldugu goérulmektedir. Literatirde sitoplazmik YAP’in fosforile edilerek degrade
oldugu ya da 14-3-3 baglanma proteinleri ile baglanip sitoplazmada tutuldugu bilinmektedir.

Nuikleusa gegmeyen YAP bdoylelikle proliferasyonu ya da tumoérogenezi aktive
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edemeyecektir. Mutant YAP’In de ¢ogunlukla sitoplazmada kaldigi igin fosforlanmasa dahi

nukleer fonksiyonunu yerine getiremedigi disinilmustar.

PC3

kontr YAP YAP S127A

Sekil 17. FLAG-YAP veya FLAG-YAP S127Anin overekspresyonunun PC3 hicrelerinde soft
agar koloni olugsumuna etkisi.

Sisplatin ve bicalutamide ile muamele edilmesinin hiicre canlihgina olan etkisi: LNCaP

ve PC3 hucreleri icin apoptozu tetikleyen bir kemoterapdtik ajan olan sisplatin igin ICs, degeri
PC3 igin 150 yM LNCaP icin 100 uM olarak bulunmustur (Sekil 18A,B). Bu miktar hicre
canhhdinin  arastirildigi  durumlarda kullanilan  c¢alismalardaki miktarin  Ustindedir.
Calismamizda ¢ozlicu olarak %0.9’luk NaCl kullaniimistir. Bu da sisplatin icin iyi bir ¢dzUcu
olmadigini dustundurmektedir. Ancak kullanilan miktar hdcrelerde apopitozun indiklendigi
miktar ile aynidir ve ilagla muameleyi 72 saat strdurdigimuz i¢in 24 saatlik sure icerisinde
gbézlenen hucre canliliindaki etkisini géremiyor olmamiz muhtemeldir. PC3 hucrelerinde
FLAGYAP ekpresyonu sonrasinda kullanilan sisplatin bir etki géstermezken (Sekil 18C),
FLAGS127A ekspresyonunun oldugu durumda sisplatin uygulamasi hicre canliligini
azaltmistir (Sekil 18 C). Bu durum niikleer YAP’In hiicrelerde sisplatine duyarlihgi arttirdigini
dusUndurmektedir.
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42 . PC3 - LNCaP
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Sekil 18. Prostat kanseri hacrelerinin  sisplatin ile  muamele edilmesi ve YAP
overekspresyonunun sisplatin muamelesine etkisi. A) PC3 B) LNCaP hicreleri artan
konsantrasyonda sisplatin ile 72 saat muamele edilmis ve MTS ile canliliklari belirlenmistir.
C) PC3 D) LNCaP hicrelerinde YAP veya YAP S127A 48 saat overeksprese edildikten

sonra sisplatin ile 48 saat boyunca muamele edilmis ve MTS ile canhliklari belirlenmistir.

Androjen reseptor pozitif LNCaP hicreleri anti-androjen ajan olan bicalutamide ile muamele
edilmiglerdir. Kontrol grubu olarak DMSO uygulanmis hucreler kullaniimistir. Artan
konsantrasyona ragmen LNCaP’in hicre canhihdina olan herhangi bir etkisi gézlenmemistir
(Sekil 19). Bu yuzden YAP ve YAPS127A overekspresyonu varliginda bicalutamide

uygulamasinin hucre canliligina olan etkisine bakilmamistir.

o . LNCap

£ 100 I I -

=]

o o080 | =
5 I .

N l

8 0.40

Cells only contr40 bic40pM contr60 bic60pM  cont80 bic 80 uM

Sekil 19. Prostat kanseri hiicrelerinin bicalutamide ile muamele edilmesi LNCaP hcreleri 24
saat serumsuz besi yerinde tutulduktan sonra 48 saat artan dozlarda bicalutamide ile

muamele edilmigtir. Hicre canlihgi MTS ile belirlenmistir.
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4.2.4 YAP ve androjen reseptorii (AR) arasindaki iliskinin arastiriimasi:

Protein kompleksi olusumunun tespit edilmesi:

Ko-immuino ¢oktirme (co-IP) ve westernblot yontemi ile LNCaP hicrelerinde YAP ve AR

arasinda protein kompleksi olugtugu tespit edilmigtir (Sekil 20).

IP: AR contlgG wcl
WB: v ramaees =

AR

YAP

Sekil 20. AR ve YAP proteinlerinin LNCaP hcrelerinde koimmunopresipitasyonu. LNCaP
hicrelerinden hazirlanan hicre lizatlari AR antikoru ile ¢oktirilmustir. Olusan
immunopresipitatta AR ve YAP proteinleri western blot ile incelenmistir. (wcl: total hicre
lizat, pozitif kontrol olarak kullaniimistir.)

ChIP (Kromatin immiino ¢coktirme) yontemi ile genomik diizeyde tespiti:

ChIP yontemine gbre YAP androjen reseptdri transkripsiyon kompleksine yerlesik olarak

gOrulmastar (Sekil 21).

cont-AR cont-YAP cont-lgG DHT-AR DHT-YAP DHT-IgG cont-input DHT-input

Sekil 21. LNCaP hucrelerinde AREI genomik bdlgesine YAP ve AR’'in baglanmasinin ChIP
yontemiyle gdOsteriimesi. LNCaP hucreleri DHT ile 2 saat muamele edildikten sonra AR ve
YAP antikorlari ile kromatin immunopresipitasyon (ChlP) gerceklestiriimistir. AREI bdlgesi
icin spesifik primerler ile PCR yapilmigtir. (Cont-IgG negatif kontrol olarak kullaniimigtir.)
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5. SONUG

Calismamizda, LNCaP ve PC3 prostat kanseri hiicre soylarinda fonksiyon kaybina dayali
analizler YAP In timoér indiUkleyici bir roli oldugunu dusindirmektedir. Fonksiyon
kazanimina dayali analizlerde de hlcre canliigi ve klonojenite deneyleri de ayni sonuglari
vermistir. Yalnizca soft agar koloni olusumunda bir fark gézlenmemistir. Bu durum over-
ekpsresyonumuzun kalici (stable) olmayip gegici (transient) olmasindan kaynaklaniyor
olabilir.

YAP1'in ekspresyonu tim hicre lizatlarinda en fazla primer prostat epitel hiicrelerinde iken,
LNCaP hicrelerinde PC3 hiicrelerine gére daha az YAP1 ekspresyonu gértlmastir. Yine
tim hcre lizatlarinda pYAP ekspresyonu LNCaP hicrelerinde diger hiicrelere gére daha
fazla tespit edilmistir. Sitoplazma ve nikleusta YAP1 protein miktari, AR pozitif LNCaP’lerde
AR negatif PC3’lerden azdir. LNCaP’lerde, pYAP1 sitoplazmada hem PrePEC hem PC3
hicrelerine goére daha fazla olup, nikleustaki ekspresyonda hiicreler arasinda ¢ok buyuk

farklilk gdézlenmemigtir.

insan prostat kanseri dokusu dérneklerinde, YAP1’in ekspresyonu sitoplazma ve niikleusta
timoére komsu normal dokuda, PIN ve tiumér dokusuna gore daha fazla gértlmastir.
pYAP'In sitoplazmadaki boyanma derecesi de timoére komsu normal dokuda PIN ve timoér

dokusuna gore ylksektir. Tim doku c¢esitlerinde pYAP nikleusta boyanmamistir.

Tamdr dokularinda, karsilastirma yapilan klinikopatolojik parametrelerden yalnizca
ekstraprostatik ekstensiyon (EPE) ile YAP'In boyanmasi arasinda bir iligki gozlenmistir.
YAP’In hem sitoplazmik hem de nukleer boyanmasi ile EPE arasinda anlamli bir iligki
bulunmustur. YAP’In fazlahdi durumunda, ekstraprostatik yayihm 3.61 kat artmistir. Bu
durum YAPIn prostat kanseri migrasyonu ve invazyonunda bir roli oldugunu
dusundirmektedir.  YAP?1’in PC3’'de siRNA ile susturulmasi sonrasi migrasyon ve
invazyonun azalmasi da klinikte goérdugumiz sonucu destekler niteliktedir (sonug

gosterilmedi).

Yaptigimiz calisma YAP’In prostat kanseri timdrogenezinde bir roli oldugunu
kanitlamaktadir. Primer prostat epitel hicrelerinde YAP’In ekspresyonu fazla iken, en az
ekspresyon LNCaP hucrelerinde gorilmuastir. PC3’de ekspresyonu da LNCaP’e goére

fazladir. Bu durum prostat kanserinde YAP’In regllasyonunun bozuldugunu
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dusundurmektedir. Ayrica EPE’nin oldugu durumlarda YAP’In ekspresyonunun fazla olmasi

bu proteinin prostat kanseri metastazinda bir fonksiyonu olabilecegini ve hatta metastaz igin
bir marker olarak kullanilabilecegi fikrini dogurmustur.

YAP ve AR arasinda bir protein kompleksi olustugu bulunmustur. Ayrica YAP, -170’inci
pozisyondaki (AREI- androgen response elements |I) PSA (prostate specific antigen)
proksimal promotdrinde aktif androjen reseptorl baglanma bolgesindeki transkripsiyon
kompleksine yerlesik olarak gortlmustir. Bu sonu¢ YAP'In androjen reseptorinin sorumlu

oldugu genlerin transkripsiyonunda bir ko-aktivator olabileceqi fikrini cagristirmaktadir.

ilerleyen dénemdeki calismalarda YAP'In gergekten metastazi etkileyip etkilemedigini
anlamak icin EMT (epitelyal mezenkimal degisim) belirteglerindeki degisimlere bakilmasi
planlanmaktadir. Ayrica ila¢ yeniden konumlandiriimasi (drug repositionig ile) klinikte baska
amagclarla kullanilan ilaglar ya da klinikte kullaniimayip etki mekanizmasi bilinen inhibitorleri
potansiyel metastaz inhibitora olarak kullanip YAP’In etkisini azaltmayl saglayacak

ilag/kimyasal bulunmasi ¢alismalari da 6ngérilmektedir.
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