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0z
Amag: Calismanin amaci, epigenetik regiilatorlerden lizin demetilaz 6A (KDM6A) ve/veya lizin demetilaz 6B’nin

(KDM6B) prostat kanseri olusumu ve progresyonunda rol oynayan C Terminal baglayici proteinl (CTBP1) ve
Norofibromatozis Tip2 (NF2) ekspresyonlarinin regiilasyonu tizerindeki modiile edici roliiniin aydinlatilmasidir.

Yontemler: Prostat kanseri metastatik hiicreleri LNCaP’lere KDM6 ailesi selektif inhibitorii GSK-J4 uygulanip, total RNA
izolasyonu ve cDNA sentezi yapilarak; CTBP1 ve NF2 mRNA diizeylerindeki degisiklikler reverse transcription-
quantitative real time PCR (RT-qPCR) ile gosterilmistir. Saptanan degisikliklerin transkripsiyonel inhibisyondan
kaynaklanip kaynaklanmadigini arastirmak iizere CTBP1 ve NF2 pre-spliced mRNA diizeylerindeki degisiklikler RT-
gPCR ile 6lgiilmiistiir. KDM6A ve/veya KDM6B’'nin (KDM6A/B) small interfering RNA (siRNA) aracili susturuldugu
hiicrelerde CTBP1 ve NF2 mRNA diizeylerindeki degisiklikler RT-qPCR ile gosterilerek bu genlerin KDM6 enzimlerinin
hangisi tarafindan regiile edildigi belirlenmistir.

Bulgular: CTBP1 ve NF2 rolatif mRNA diizeyleri GSK-]4 ile %45 ve %49 azalmistir. Saptanan azalmalarin CTBP1 ve NF2
mRNA ekspresyonlarinin GSK-J4 tarafindan transkripsiyonel baskilanmasiyla iligkili olup olmadigini belirlemek tizere
yapilan RT-qPCR deneylerinde CTBP1 ve NF2 pre-spliced mRNA diizeyleri de %43, %29 azalmistir. GSK-]4’iin KDM6
ailesine selektif bir inhibitdr olmasi nedeniyle CTBP1 ve NF2 mRNA ekspresyonlarinin hangi KDM6 enzimi tarafindan
kontrol edildigini belirlemek amaciyla KDM6A ve/veya KDM6B susturuldugunda; KDM6A ve KDM6B dual
inhibisyonunda CTBP1 ve NF2 mRNA diizeyleri %56, %39 azalmistir.

Sonug: Ozetle; GSK-J4 uygulanmasiyla CTBP1 ve NF2 mRNA diizeylerinde saptadigimiz azalmalarin transkripsiyondaki
degisiklikten kaynaklandigi pre-spliced mRNA verilerimizle gti¢lii bir sekilde desteklenmistir. KDM6A ve KDM6B’nin her
ikisinin de CTBP1 ve NF2 ekspresyonlarinin prostat kanserindeki regiilasyonunda kontrol edici rollerinin oldugunun
gosterilmesi; terapotik olarak hedeflenebilecek, KDM6A ve KDM6B araciligiyla CTBP1 ve NF2 ekspresyonlarini modiile
eden yeni bir mekanizmanin aydinlatilmasina katki saglayabilir.
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Investigations on KDM6A/B Mediated Epigenetic Regulation of CTBP1 and NF2 Gene
Expression in Prostate Cancer Cells

Abstract

Objective: Our aim is to investigate the modulatory role of epigenetic regulators, lysine demethylase 6A (KDM6A) and/or
lysine demethylase 6B (KDM6B), on the regulation of C Terminal binding protein1 (CTBP1) and Neurofibromatosis type2
(NF2), which play a role in prostate cancer development and progression.

Methods: LNCaP cells were treated with KDM6 family selective inhibitor, GSK-J4, followed by total RNA isolation and
cDNA synthesis. Change in CTBP1 and NF2 mRNA and pre-spliced mRNA levels were measured by RT-qPCR. To identify
which KDM6 enzyme is responsible for regulation of CTBP1 and NF2 expression individually, changes in mRNA levels of
aforementioned genes were measured by RT-qPCR in KDM6A and/or KDM6B (KDM6A/B) silenced cells via small
interfering RNA (siRNA) mediated silencing.

Results: CTBP1 and NF2 mRNA levels were decreased by 45% and 49% with GSK-J4. CTBP1 and NF2 pre-spliced mRNA
levels, which are surrogate marker of transcriptional rate, were also shown to be decreased by 43% and 29%,
respectively with GSK-J4. Our data obtained from siRNA mediated silencing of KDM6A/B demonstrated that CTBP1 and
NF2 mRNA levels were decreased by 56% and 39%, respectively by dual inhibition of KDM6A and KDM6B.

Conclusion: Our pre-spliced mRNA data strongly supported that the reductions in mRNA levels by GSK-]J4 were caused
by the changes in transcriptional rate. Demonstration of both KDM6A and KDM6B controlling roles in the regulation of
CTBP1 and NF2 levels has contributed to elucidating a novel therapeutically targetable mechanism that modulates CTBP1
and NF2 expressions via KDM6A and KDM6B in prostate cancer.

Keywords: CTBP1, NF2, prostate cancer, epigenetic, KDM6A/B

GIRIS

Prostat kanseri sadece genetik degil epigenetik

genin ekspresyonunda artisa neden olan histon
demetilaz enzimleridir8.

degisiklikler sonucunda ortaya ¢cikan kompleks
ve heterojen bir hastaliktirl-3. Epigenetik,
orijinal tanimiyla, DNA sekansinda degisiklik
olmadan kromatin yapisinda meydana gelen
kalitsal degisiklikler olarak ifade edilir#>.
Tiimo6r olusumunun erken evrelerinde baslayan
ve hastaligin progresyonu boyunca devam eden
epigenetik degisikliklerin katkida bulundugu
prostat kanseri “epigenetik katastrof” olarak
tanimlanmaktadir®?. Epigenetik regiilasyon
mekanizmalarindan biri olan post translasyonel

histon modifikasyonlarinin kanser
hiicrelerindeki degisimi; ilgili histon modifiye
edici  enzimlerin = ekspresyonlar1  veya
aktivitelerindeki degisimler ile
iliskilendirilmistirz.,. ~KDM6A ve KDMG6B

enzimleri ise gen ekpresyonunda baskilanmaya
neden olan post translasyonel
modifikasyonlardan histon3 lizin27
trimetilasyonunu (H3K27met3) azaltarak ilgili

CTBP1 c¢esitli kanser tiplerinde rol oynadigi
bilinen transkripsiyonel bir ko-represordiir?-11.
CTBP1’'in metastatik prostat kanserinde asiri
eksprese edildigi, susturulmasinin prostat
kanseri hiicrelerinde bazi timoér ve metastaz
baskilayici genlerin ekspresyonunu aktive
ettigi, proliferasyonu ve invazyonu inhibe ettigi
ve prostat kanseri hiicrelerinin radyasyon
tedavisine duyarliliginin saglanmasiyla iliskili
oldugu gosterilmis!? ve CTBP1 ekspresyonunu
regiille eden mekanizmalarin aydinlatilmasinin
prostat kanseri progresyonu icin fonksiyonel
onem tasiyan bir terapotik hedef olabilecegi
belirtilmistir. NF2 ise farkli kanser tiplerinde rol
oynadigl bilinen bir tiimoér baskilayici gendirl3.
NF2’nin prostat kanserindeki roliinii inceleyen
literatiirde yer alan son derece sinirl sayidaki
calismalardan birinde tiimoér baskilayici gen
NF2’nin genetik veya epigenetik mekanizmalar
aracili inaktivasyonunun hastaligin daha agresif
evrelere ilerlemesine katkida bulundugu
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bildirilmis* ve NF2'yi regiille eden yeni
mekanizmalarin aydinlatilmasinin yeni
kemoterapotik yaklasimlar acisindan 6nemli
oldugu belirtilmistir.

Bu baglamda; epigenetik degisikliklerin geri
dontisli  (reversibl) dinamik degisiklikler
oldugu, farmakolojik olarak hedeflenebilen
histon modifiye edici enzimler tarafindan
regile edildikleri ve genetik degisikliklerden
once meydana gelmeleri nedeniyle hastalik
etiyolojisine daha yakin olduklar1 géz o6niine
alindiginda; prostat kanseri olusumu ve
progresyonunda rol oynayan CTBP1 ve NF2 gen
ekspresyonlarinin KDM6A/B aracili epigenetik
reglilasyonunun arastirilmasi c¢alismanin ana
hedefini olusturmaktadir.

YONTEMLER
Hiicre Kiltiri

Calismada prostat kanseri lenf nodu metastatik
hiicre hatti LNCaP kullanilmistir. Calisma ticari
olarak tedarik edilebilen hiicre hatlarindan
LNCaP hiicre hattinda gergeklestirildigi icin etik
kurul onay1 gerektirmemektedir. Hiicre kiiltiiri
%10 fetal sigir serumu (FBS, (GIBCO, katalog
no: 10270098)), %1 L-glutamin (GIBCO, katalog
no: 25030024), %1 penisilin-streptomisin
(GIBCO, katalog no: 15140122) eklenmis RPMI-
1640 (GIBCO, katalog no: 21875034)15
medyumunda %5 CO:z saglanan 37 °C
inkiibatérde yapilmistir. Pasajlama islemi rutin
olarak hiicrelerin Dulbecco’s phosphate
buffered saline (D-PBS, (GIBCO, katalog no:
14190094) ile yikanmasindan sonra Tripsin-
EDTA (GIBCO, katalog no: 25200056)
uygulanmasi sonrasinda yeni kiltiir kabina
ekilmeleri ile gerceklestirilmistir. Calismamizda
kullanilan KDM6 ailesi selektif inhibitorii GSK-
J416 stoklar1 tretici firmanin direktiflerine
uygun olarak DMSO icinde hazirlanmistir.
Kontrol grubundaki LNCaP hiicrelerine DMSO
(%0,1), inhibitor uygulanan hiicrelere ise
optimizasyon ¢alismalari (veri gosterilmedi) ile
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belirledigimiz 30 pM GSK-J416 18 saat siireyle
uygulanmistir.

RNA izolasyonu, cDNA sentezi, RT-qPCR
(Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Inkiibasyon siirelerinin sonunda en az iig
biyolojik replikadan toplanan orneklerden
RNeasy Mini Kit (QIAGEN, katalog no: 74104)
kullanilarak  tretici firmanin  direktifleri
dogrultusunda total RNA izolasyonu yapilmis ve
RNA orneklerinin konsantrasyonlar1 Nanovette
(Beckman Coulter) cihazinda 6l¢tilmiistiir. 100
ng RNA oOrnegi QuantiTect Reverse
Transcription Kiti (QIAGEN, katalog no:
205311) kullanilarak iireticinin direktiflerine
uygun sekilde cDNA’ya cevrilmistir. cDNA
ornekleri LightCycler@ 480 SYBR Green I
Master mix'i ve Tablo I'de gosterilen dizayn
ettigimiz primer setleri kullanilarak
LightCycler® 480 Real-Time PCR System
cihazinda amplifiye edilmistir. Calismamizda
yer alan biitiin PCR verileri housekeeping gen
olarak kullandigimiz 36B4’e gore normalize
edilerek sunulmustur. Her gen icin rolatif
ekspresyon diizeylerindeki degisiklik 2(-2ACp)
metodu kullanilarak hesaplanmistir??.

Tablo I: Calismada kullanilan RT-qPCR primer listesi

Primer ad1 5'-3' yoniinde primer dizisi
forward CGCAGTCCACGCAGGAGATCCA
CTBP1
reverse CGATGATGCGGAGGGCTTTGAACT
Pre-spliced | forward | ATGGTCAAACTGAGGCACAGAGGC
CTBP1 reverse CGTAGAAGAGCACGTTGAAGCCGA
forward | AGAGGAAGCAACCCAAGACGTTCA
NF2 reverse | GGCCAAGAAGTGAAAGGTGACTGG
Pre-spliced | forward | TGTCCCATCTCAGTGTTCAAGGCA
NF2 reverse CCAGAAGTTTTGCCTCCTCCTCGG
forward | GCCAGCGAAGCCACGCTGCTGAAC
soB4 reverse | CGAACACCTGCTGGATGACCAGCCC

siRNA Aracili Gen Susturumu

LNCaP hiicreleri 24 kuyucuklu kultir kaplarinin
her bir kuyucuguna yaklasik olarak 6x104 hiicre
olacak yogunlukta ekildikten sonra gece
boyunca inkiibatérde inkiibe edilmistir.

222



Yildirim Buharalioglu G.

Ardindan yaptigimiz validasyon ¢alismalarina
(veri gosterilmedi) gore KDM6A veya KDM6B
diizeylerini anlamh olarak  azalttigimi
belirledigimiz optimum transfeksiyon kosullari
geregi LNCaP  hiicreleri {retici firmanin
direktiflerine uygun sekilde Lipofectamine
2000 Transfeksiyon Reajani kullanilarak her bir
siRNA’dan 20 pmol olacak sekilde siNegatif
kontrol (Ambion, Silencer TM Select Negative
Control No.1, katalog no: 4390843), siKDM6A
(Ambion, si  oligo ID: s14736, 5'
GCAUUGUGAAAGUAAUAGAtt 3') ve/veya
siKkDM6B (Ambion, si oligo ID: s23109, 5'
UCCUGUUCGUGACAAGUGALtt 3') ile transfekte
edilerek 72 saat silireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresinin  sonunda hiicreler
toplanarak yukarida belirtildigi sekilde total
RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve RT-qPCR
yapilarak rolatif CTBP1 ve NF2 mRNA
diizeylerindeki degisiklikler dlciilmustiir.

istatistiksel Analiz

Calisma kapsaminda yapilan biitiin deneylerde
birbirinden bagimsiz 3 biyolojik replikadan
gelen hiicreler ile yapilan 3 deneysel tekrara
(n=3) ait deney verileri GraphPad Prism
istatistiksel analiz programi kullanilarak
ortalama #* ortalamanin standart hatasi
verilerek sunulmustur. Verilerin istatistiksel
analizi veri setine uygun olarak secilen
unpaired t test veya one way ANOVA sonrasi
Dunnett post testi kullanilarak yapilmistir.
Istatistiksel anlamliliklar * p < 0.05, ** p < 0.01
olarak gosterilmistir.

BULGULAR
KDM6 ailesi tliyeleri KDM6A ve KDM6B'nin
demetilaz aktivitelerini inhibe ederek

fonksiyonel rollerini arastirmak {izere dizayn
edilmis KDM6 ailesi (KDM6A ve KDMG6B)
selektif inhibitori GSK-J4 ile CTBP1 ve NF2
rolatif mRNA dilizeylerinde meydana gelen
degisiklikleri 6lcmek amaciyla GSK-]J4

uygulanan LNCaP hiicrelerinden sirasiyla total
RNA izolasyonu, cDNA sentezi yapilmis,
ardindan Tablo I'de gosterilen primerler
kullanilarak RT-qPCR deneyleri yapilmistir.
GSK-J4 uygulamasi ile CTBP1 rolatif mRNA
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli sekilde
%45 (Sekil 1, Panel A), rolatif NF2 mRNA
duzeyleri ise %49 azalmistir (Sekil 1, Panel B).

Panel A) Panel B}
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Rélatif mRNA dizeyerindeki dedisiklik

0 04

DM50 GEK-J4 DM50 GEK-J4

Sekil 1: GSK-]4 rolatif CTBP1 ve NF2 mRNA diizeylerinde
azalmaya neden olmustur. CTBP1 ve NF2 mRNA
dizeylerinde kontrol grubu DMSO’ya gore GSK-J4 ile
meydana gelen rolatif degisikligi gostermek amaciyla
grafiklerde DMSO oOrneklerinin diizeyi “1” olarak
gosterilmis ve GSK-J4 6rnekleri buna gore kiyaslanarak
verilmistir. Veriler + ortalamanin standart hatasi olarak
sunulmustur (n=3). P degerleri unpaired t test
uygulanarak hesaplanmistir. * p< 0.05 kontrol grubu
olarak kullanilan DMSO ile karsilastirildiginda.

Rolatif mRNA diizeylerinde (steady state

mRNA) saptadigimiz azalmalarin
transkripsiyonel baskilanmayla iliskili olup
olmadigini test etmek lizere ise

transkripsiyonel sentezdeki degisikligi yansitan
belirteclerinden biri olan pre-spliced mRNA18
diizeylerindeki rolatif degisiklikler her iki gen
icin dizayn ettigimiz Tablo I'de gosterilen ilgili
pre-spliced primerleri kullanilarak RT-qPCR ile
Olclilmistiir. Rolatif CTBP1 pre-spliced mRNA
diizeyleri GSK-J4 uygulamas: ile istatistiksel
olarak anlaml sekilde %43 azalirken (Sekil 2,
Panel A), NF2 pre-spliced mRNA diizeyleri %29
(Sekil 2, Panel B) azalmistir.
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Sekil 2: GSK-]4 rolatif CTBP1 ve NF2 pre-spliced mRNA
diizeylerinde azalmaya neden olmustur. CTBP1 ve NF2
pre-spliced mRNA diizeylerinde kontrol grubu DMSO’ya
gore GSK-J4 ile meydana gelen rolatif degisikligi
gostermek amaciyla grafiklerde DMSO o6rneklerinin
diizeyi “1” olarak gosterilmis ve GSK-J4 érnekleri buna
gore kiyaslanarak verilmistir. Veriler * ortalamanin
standart hatasi olarak sunulmustur (n=3). P degerleri
unpaired t test uygulanarak hesaplanmistir. * p< 0.05

kontrol  grubu olarak  kullanilan = DMSO ile
karsilastirildiginda.
GSK-J4'lin KDM6A ve KDM6B'nin iiyesi

olduklar1 KDM6 ailesine selektif bir inhibitér
olarak dizayn edilmis!® olmasi sebebiyle mRNA
ve pre-spliced mRNA diizeylerinde GSK-]J4
tarafindan regiile edildigini gosterdigimiz (Sekil
1, Sekil 2) CTBP1 ve NF2 mRNA diizeylerinin

KDM6 ailesi tyeleri KDM6A ve KDM6B
enzimlerinin  hangisi  tarafindan regiile
edildigini belirlemek amaciyla KDM6A ve

KDM6B'nin siRNA aracili gen susturumu
yoluyla tek basina ve birlikte susturuldugu
orneklerde rolatif CTBP1 ve NFZ mRNA
ekspresyonu diizeylerindeki degisiklikler RT-
gPCR ile 6l¢tilmiistiir.

KDM6A veya KDM6B'nin siRNA aracili olarak
susturuldugu hiicrelerde rolatif CTBP1 mRNA
diizeylerinde = azalma  yOniinde egilim
gozlenmekle birlikte istatistiksel anlamlhiliga
ulasmamistir (Sekil 3, Panel A). Ancak KDM6A
ve KDM6B'nin birlikte susturuldugu kosullarda
CTBP1 mRNA ekspresyonu istatistiksel olarak
anlamli sekilde %56 azalmistir. CTBP1 mRNA
diizeylerindeki degisim paternine benzer
sekilde KDM6A veya KDM6B'nin siRNA aracili
olarak ayr1 ayr1 susturulduklar1 6rneklerde
rolatif NF2Z mRNA ekspresyon diizeylerinde
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diisiis yoniinde egilim gozlenmekle birlikte
istatistiksel anlamliliga ulasmazken; KDM6A ve
KDM6B'nin dual inhibisyonunda rolatif NF2
mRNA diizeyleri istatistiksel olarak anlamli
sekilde %39 azalmistir (Sekil 3, Panel B).
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Sekil 3: CTBP1 ve NF2 mRNA ekspresyonlar1 LNCaP’lerde
KDM6A ve KDM6B tarafindan regiile edilmektedir. CTBP1
ve NF2 rolatif mRNA diizeylerinde kontrol grubu
siNegatif Kontrol'e (siNegK) goére siKDM6A ve/veya
siKDM6B ile transfekte edilen 6rneklerde meydana gelen
rolatif degisiklikleri gostermek amaciyla grafiklerde
siNegK orneklerinin diizeyi “1” olarak gosterilmis ve
siKDM6A ve/veya siKDM6B ile transfekte edilen
orneklerdeki diizey buna gore kiyaslanarak verilmistir.
Veriler + ortalamanin standart hatasi olarak sunulmustur
(n=3). P degerleri one-way ANOVA sonrasi Dunnett post-
testi kullanilarak hesaplanmistir. * p< 0.05, ** p< 0.01
kontrol  grubu olarak kullanilan siNegK ile
karsilastirildiginda.

TARTISMA

Epigenetik mekanizmalar kanser olusumu ve
progresyonuna mutasyonlar ile birlikte katkida
bulunmaktadir. Bugiine kadar farkl epigenetik
mekanizmalar: inhibe ederek etki gosteren alt1
ilac (DNA metil transferaz inhibitorleri;
Azasitidin ve Desitabin, Histon Deasetilaz
inhibitorleri; Romidepsin, Panobinostat,
Belinostat ve Vorinostat) Amerikan Gida ve ilag
Dairesi (Food and Drug Administration, FDA)
tarafindan hematolojik kanserlerin
tedavilerinde kullanilmak lzere
onaylanmistir!®. Kanser olusumuna katkida
bulunan epigenetik mekanizmalarin
aydinlatilmasinin yeni ilag ve tedavilerin
bulunmasi agisindan son derece énemli oldugu
aciktir. Prostat kanserinde rol oynadig1 6nceki
calismalarda gosterilen CTBP1 ve NF2
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genlerinin ekspresyonlarinin regiilasyonunda
epigenetik regulatérlerden KDM6A ve/veya
KDM6B’nin rolinii arastirdigimiz c¢alismada,
KDM6 ailesi selektif inhibitorii GSK-]4 ile CTBP1
ve NF2 mRNA ve pre-spliced mRNA
diizeylerinin  azaldigi ve bu genlerin
ekspresyonlarinin KDM6A ve  KDM6B
tarafindan  birlikte  kontrol  edildikleri
gosterilmistir. Bu veriler ileri ¢alismalar ile
desteklenmek suretiyle prostat kanseri
tedavisinde kullanilabilecek epigenetik ilaclarin
bulunmasina katki saglayici olabilir.

CTBP1 asiri-ekspresyonunun pro-tiimorojenik
olarak degerlendirildigi bir¢cok kanser tiiriinde
hiicrelerin  malign davraniglariyla iliskili
genlerin transkripsiyonel regiilasyonlarindaki
rolleri nedeniyle CTBP1; kanseri karakterize
eden bircok siirecle iliskilendirilmistir2?. Bu

baglamda glinimiize kadar yapilan
calismalarda CTBP1  asiri-ekpresyonunun
iliskilendirildigi en iyi anlasilmis

mekanizmalarin hiicre 6liimiinden kacis, artan
epitelyal mezenkimal gecis, proliferasyona yol
acma ve hiicre biiylimesinin baskilanmasindan
kacis oldugu bildirilmistir?0, CTBP1’in prostat
kanserinde asiri-eksprese edildigi farkl
calismalarda rapor edilmistir!22l. CTBP1’'in
prostat kanserindeki roliinii aydinlatmaya
yonelik  yapilmis  ¢alismalardan  birinde
metastatik prostat kanserinde asiri-eksprese
edilen CTBP1’'in susturuldugu prostat kanseri
hiicrelerinin proliferasyon ve invazyonunu
inhibe ettigi gosterilmis ve yapilan ekspresyon
profili calismalarinda bir¢ok tiimoér baskilayici
genin ekspresyonunun CTBP1 tarafindan
baskilandig bildirilmistirl2. Bir diger ¢alismada
ise  CTBP1 asiri-ekspresyonunun hiicre
adezyonunu biiyiik olasilikla kadherinler,
integrinler  gibi adezyon  molekillerini
baskilamalarina  bagh olarak  azalttig1
bildirilmistir?22, Bu g¢alismalardan CTBP1’in
prostat kanseri progresyonunda Onemli rol
oynadiginin anlasilmasi CTBP1
ekspresyonunun regiilasyon mekanizmalarinin

arastirllmasi1  gerekliligini de beraberinde
getirmistir. Bu baglamda gastrik kanser
hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada; CTBP1'in
mikroRNA’lardan miR-539-3P’nin dogrudan
hedefi oldugu ve ylksek CTBP1
ekspresyonunun epitelyal mezenkimal gecise
yol acarak gastrik karsinom progresyonunu
kolaylastirdigr gosterilmis ve CTBP1'in miR-
539-3P aracili epigenetik regiilasyonun teshis
ve tedavi acgisindan potansiyel 6nem tasidig
belirtilmistir?3. Ancak bildigimiz kadariyla
literatiirde CTBP1 ekspresyonunun prostat
kanserindeki epigenetik regilasyon
mekanizmalarini  arastirmis  bir ¢alisma
bulunmamaktadir, bu nedenle CTBP1
ekspresyonunun KDM6A/B enzimleri aracili
epigenetik regiilasyon mekanizmasinin
aydinlatilmasini saglayan ¢alismamiz bu agidan
katki saglayabilir.

NF2 geni tarafindan kodlanan Merlin proteini

kontakt-bagimlh proliferasyonun onemli
regulatorlerindendir ve serin-518
rezidiisiinden  fosforilasyonunun  Merlinin
hiicre biiylimesini baskilayici fonksiyonunu
inaktive  ettigi = gosterilmistir?4.  Prostat
kanserinde NF2 inaktivasyonunun kanserin
daha invaziv ve kemorezistan evreye

progresyonuna, Merlinin prostat kanseri hiicre
hatlarinda yoklugu veya inaktivasyonunun
timor gelisimi ve progresyonuna katkida
bulundugu bildirilmistir!3. NF2'nin en iyi
karakterize edildigi santral sinir sisteminin
benign tiimoérlerinden schwannomda yapilan
bir calismada mutasyonel NF2
inaktivasyonunun NF2 iliskili schwannomlar ve
sporadik schwannomlarin ¢ogunun nedeni
olmakla birlikte; NF2'nin transkripsiyonel
inaktivasyonunun NF2 iligkili schwannomlarin
%15,3', sporadik schwannomlarin ise
%19,3’liniin nedeni oldugu bildirilmistir2>. NF2
ekspresyonunu regiille eden molekiiler
mekanizmalarin ve NF2 gen ekspresyonunun
mutasyon veya epigenetik degisiklikler ile
down-regiile edilip edilmediginin arastirildig:
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bir c¢alismada; vestibular schwannomlarin
yaklasik olarak %60’1inda NF2 promotorunda tig
CpG bolgesinin metile oldugu ve bu durumun

azalan promotor aktivitesi ve mRNA
ekspresyonu ile korele oldugu gosterilmistir2e.
Oldukca agresif tlimorlerden malign
mezotelyomalilarin %40'1nda Merlin

fonksiyonel aktivitesini ortadan kaldiran NF2
genetik bozukluklar1 saptanmis ve NF2'yi
inaktive eden mekanizmalarin arastirilmasinin
gerekliligi vurgulanmistir??. Bir diger calismada

ise kolorektal kanser hiicrelerinde NF2
ekspresyonunun azaldigy, NF2 asiri-
ekspresyonunun ise  kolorektal kanser

hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir28, NF2/Merlin inaktivasyonun
farkli kanser tirlerindeki roli dikkate

alindiginda; kanser teshisi, progresyonu ve
tedavi agisindan tasidigi potansiyel nedeniyle
NF2 ekspresyonunu regiile eden yeni molekiiler

mekanizmalarin  aydinlatilmasinin ~ 6nemi
ortaya ¢cikmaktadir.
Sekil 1, Panel A ve Panel B’de sunulan

verilerimize gore rolatif CTBP1 ve NF2Z mRNA
diizeylerinin KDM6 ailesi selektif inhibitori
GSK-J4 ile azaldiginin gosterilmesi; KDM6 ailesi
liyeleri KDM6A ve/veya KDM6B'nin CTBP1 ve
NF2 mRNA ekspresyonunun regiilasyonuna
katkida bulundugu yoéniinde veri saglamistir.
Bununla birlikte rolatif mRNA dizeylerinde
saptanan bu azalmalarin CTBP1 ve NF2
ekspresyonlarinin transkripsiyonel
inhibisyonuna bagh olarak ortaya ¢ikip
cikmadigini tespit edebilmek i¢in s6z konusu
genlerin pre-spliced mRNA18 diizeylerindeki
degisiklikler o6l¢tilmiistiir. RT-qPCR ile dlciilen
mRNA diizeyleri (steady state mRNA) temel
olarak sentez (transkripsiyon) ve degradasyon
olmak tUzere iki parametre tarafindan
belirlendigi i¢in2° olglilen degisiklikler her
zaman transkripsiyondaki degisikligi
yansitmayabilmektedir. Bu nedenle
calismamizda mRNA diizeylerindeki
degisikliklere ek olarak pre-spliced mRNA
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diizeylerindeki degisiklikler  6l¢tilmiistiir3O.
Sekil 2 Panel A ve Panel B’de sunulan
verilerimize gore CTBP1 ve NF2 pre-spliced
mRNA diizeylerindeki degisikliklerin Sekil 1
Panel A ve Panel B’de sunulan CTBP1 ve NF2
mRNA diizeylerindeki degisiklikler ile azalma
yoniinde benzer patern cizdigi gorilmektedir.
Bu nedenle Sekil 1 ve Sekil 2’de sunulan
verilerimize gore CTBP1 ve NF2 mRNA
diizeylerinde GSK-J4 ile meydana gelen azalma
yoniindeki degisikliklerin en azindan kismen
transkripsiyondaki degisiklikten kaynaklandigi
glcli bir sekilde desteklenmektedir.

CTBP1 ve NF2 mRNA diizeylerinin GSK-J4 ile
transkripsiyonel inhibisyona bagh olarak
azaldiginin gosterilmesinin ardindan; GSK-
J4'tin KDM6 ailesine selektif bir inhibitor olarak
dizayn edilmis olmasi nedeniyle hem GSK-J4 ile
Sekil 1’de elde ettigimiz verilerin validasyonu
hem de CTBP1 ve NF2 mRNA ekspresyonlarinin
selektif olarak KDM6 enzimlerinden hangisi
tarafindan regiile edildigini belirlemek amaciyla
KDM6A ve/veya KDM6B’'nin siRNA aracili
olarak susturuldugu orneklerde rolatif CTBP1
ve NF2 mRNA diizeylerindeki degisiklikler
Olglilmistiir. Sekil 3 Panel A ve Panel B'de
sunulan verilerimize gore rolatif CTBP1 ve NF2
mRNA diizeylerinin her ikisinin de KDM6A ve
KDM6B'nin dual inhibisyonu ile azalmasi, bu
genlerin regililasyonunun hem KDM6A hem
KDM6B bagimli oldugunu gostermistir.

Sonuc¢ olarak, bu c¢alisma ile CTBP1 ve NF2
mRNA diizeylerinin kromatin modifiye edici
enzimlerden KDM6A/B aracili epigenetik
regiilasyon mekanizmasinin aydinlatilmasina
katki saglanarak; prostat kanseri
progresyonundaki rolii onceki c¢alismalarda
gosterilen bu genlerin ekspresyonlarini kontrol
eden, promotor diizeyinde yapilacak ileri
calismalar ile  desteklenmek  kosuluyla
antineoplastik olarak hedeflenebilecek yeni bir
mekanizma aydinlatilmistir.

Etik Kurul Kararn: Calisma ticari olarak tedarik
edilebilen hiicre hatlarindan LNCaP hiicre hattinda
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