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OZET

ANDROJEN RESEPTORUNUN OLASI HEDEFLERINE
BAGLANMA DINAMIGININ CALISILMASI

OZDUMAN, Giilseren

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Kemal Sami Korkmaz
08 Ocak 2019, 43 sayfa.

Normal prostat hiicrelerine benzer sekilde prostat kanseri hiicreleri,
biiylimek ve hayatta kalabilmek i¢in androjenlere ihtiya¢ duyar. Prostat kanserinin
biiylimesi, hiicre ¢ogalmasi/hiicre 6limii oranina baghdir. Prostat kanserinde,
cogalma oranmi 6liim oranindan daha yiiksektir ve siirekli biiyiimeye neden olur.
Androjenler ve AR bu oranin ana diizenleyicisidir. AR prostat gelisiminde ve
karsinogenezde transkripsiyonel faktor olarak kilit rol oynamaktadir. AR’1n olasi
hedef genlere baglanma dinamigini arastirmak prostat kanserinde AR
patofizyolojisini aydinlatmak icin gereklidir. Bu amagla bu tez c¢alismasinda
nutlin3a varhginda p53 stabilizasyonunun AR’in transkripsiyonel hedeflerine
baglanma dinamigi, hiicre i¢i lokasyonunu nasil etkiledigi ve AR
transaktivasyonu tizerindeki etkisi arastirildi. LNCaP hiicrelerine nutlin3a
uygulanarak saglanan p53 stabilizasyonunun AR yolag: iizerindeki etkisi western
blot analizi yapilarak arastirildi. AR transaktivasyonundaki degisimi aragtirmak
icin nutlin3a’nin farkli dozlar1 uygulanarak Liisiferaz Reporter assay analizi
yapildi ve transaktivasyonunun diisiik dozlarda baskilandigr anlagildi. AR
transaktivasyonun baskilanmasiin translokasyondaki ekisini anlamak amaciyla
immiinofloresan deneyi ve sitoplazmik-niikleer fraksiyonlama sonrasinda western
blot analizi yapilarak arastirildt ve nutlin3a’min  MDM2 aracikli AR
transaktivasyonundaki azalmanin sitoplazmik tutulumdan kaynaklandig:1 sonucuna

varildi.

Anahtar kelimeler: Prostat kanseri, AR, nutlin3a, MDM2, p53






ABSTRACT

STUDYING THE DYNAMIC BINDING OF AR INTO
PUTATIVE TARGETS

OZDUMAN, Giilseren

MSc in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Kemal Sami Korkmaz
Jan 08, 2019. 43 pages.

Prostate cancer cells need androgens to grow and maintain like normal
prostate cells, both utilize that Androgen Receptor (AR) function. Androgen
receptor AR is expressed throughout the prostate cancer progression plays a
critical role as a transcription factor in castration-dependent stages of disease. AR
also interacts to many cellular proteins, including p53, to regulate apoptosis.
Further, as the stabilization of p53 protein triggers apoptosis, p53 interacting
small molecules such as nutlin3a, are interpreted as cancer therapeutics. In this
study, to find out how nutlin3a-mediated p53 stabilization effect on AR signaling.
Here, we investigated the dynamics of p53 binding to transcriptional targets of
AR, and further investigated the variations of AR intracellular localization as well
as transactivation in the presence of nutlin3a. To do this, the changes in AR
transactivation were investigated via luciferase reporter assay, which was
performed by treating LNCaPs with different doses of nutlin3a and resulted that
transactivation was suppressed by nutlin3a in a dose dependent manner. AR
transactivation and sub-cellular localization were also studied by
immunofluorescence assay and found that cytoplasmic-nuclear fractionation-
coupled western blot analysis showed that nutlin3a inhibits AR phosphorylation

and nuclear translocation regardless of androgens.

Key words: Prostate cancer, AR, nutlin3a, MDM2, p53






Xi
TESEKKUR

Yiiksek lisans c¢alisma konumun belirlenmesinde ve ¢alismanin hazirlanma
stirecinin her asamasinda bilgi, birikim ve tecriibeleri ile bana yol gosterici ve
destek olan, bunlarin yani sira biz 6grencilerine laboratuvar disinda da zaman
ayirip destek olan, degerli danigman hocam Prof. Dr. Kemal Sami KORKMAZ’a

tesekkiir ve saygilarimi sunarim.

Tez g¢alismam sirasinda kiymetli bilgi birikimini, ilgisini ve Onerilerini
gdstermekten kacinmayan sevgili Dr. Ogr. Uy. Bilge DEBELEC BUTUNER’e

cok tesekkiir ederim.

Lisans ve yiiksek lisans egitiminde birlikte yol aldigim, her tiirlii zorluga
birlikte gogiis gerdigim sevgili dostum Elif ISEL’e, calismalarim boyunca bana
her zaman her konuda destek olan sevgili Dr. Bilge Esin OZTURK ’e ve birlikte
calismaktan keyif aldigim degerli arkadaslarim Gizem Giilevin TAKIR a, iroda
SAYDULLAEVA’ya, gerek laboratuvar malzemelerini gerek bilgi ve
tecriibelerini paylasmaktan ¢ekinmeyen Ars. Gor. Arzu YILDIRIM’a ve su an
her biri ayr1 iilke ve memleketlerde olan mezun arkadaslarimdan Oznur SINGIN,
Serhan TURUNC, Aykut BOSTANCI ve Gencer Kaan AKYUZ e desteklerinden

dolay1 tesekkiir ederim.

Beni her zaman destekleyip yanimda olan canim aileme ¢ok tesekkiir

ederim.

Proje desteginden dolayr TUBITAK a tesekkiirlerimi sunarim (Proje No:
1175289).






Xiii

ICINDEKILER

Sayfa
OZET .. e VII
ABSTRACT .. IX
TESEKKUR ..ottt ettt Xl
SEKILLER DIZINT.....oooiiviiirceeeeeeceee e XV
CIZELGELER DIZINT ....oooiiiiiicecceee e XVI
€)1 2 R 1
2. GENEL BILGILER ........ccccsintiiininiriieesssitiese e 2
2.1. Normal Prostat Gelisiminde Androjenler...........ccccovviiieiiiiciicnennenn 2
2.2. Prostatin Androjenik Kontrolli .........c.ccovvviiiiiiiiiininiccc e 2
2.3.  Androjen Reseptorii (AR) Yapist ve FONKSIYONU.........ccccovvvneiiininnns 2
2.4. Prostat Kanseri ve AR EKSPreSyONnU.........ccccccveiveriiiieieesese e 7
2.5. P53, MAM2, AR THSKISI ...cveveverereeeeeieieeeieieeeieie ettt 9
2.6. NULIIN3A ..o s 10
3. MATERYAL VE METOT ...t 12
3.1, Materyal......ooovveiiec 12

B L1 CHNAZ oo 12



Xiv

ICINDEKILER (devam)
3.1.2. Sarfmalzemeler........c.ccooooiiiiiiic 12
3.2 MELOU ... 17
3.2. 1. HUCTE KUIUITL..c.veviveieicieeieee e 17
3.2.2. IMUNObIOtIAMA ....cocvvvrececiiieiceecceee e, 18
3.2.3. TranSTEKSIYON ....cvoviieiiiieiieiee e 22
3.2.4. LUSIferaz reporter @SSAY ......eeiiveriireeirressieeesnresassesessseesssssessssesssnes 22
3.2.5. Niikleer-sitoplazmik protein izolasyonu ............ccccccevvveveiieieenenne. 23
3.2.6. IMMUNOTISIESANS ....vvevirececeeeeesecteie e eets e eesestesss s seees s e e, 23
4. BULGULAR.. ..ottt 25
4.1. Mdm?2 inhibisyonunun p53 ve AR Yolagina Etkisi..............ccorvrenen. 25
4.2. Nutlin3a’nin AR Transaktivasyonuna Etkisinin Belirlenmesi........... 26
4.3. Nutlin3a’nin AR Translokasyonuna EtKisi.........cccccoevriieniniennennnn, 27
5. TARTISMA ..ottt nnes 31
6. SONUC ... ceitiiie ettt bbbt neennes 34
KAYNAKLAR DIZINT. ..ot 35

(074€) 21011 1S F OO 42



XV

SEKILLER DiZINI
Sekil Sayfa
2.1 TeStoSteron DIYOSENEZI .......cveiveeiiecie e 3
2.2 Androjen Ve AR ISI8VI ....vicviiiiiiiiici e 4
2.3 AR fonksiyonel alanlarin yapilari.........ccccociiiiiiiiiiiciie 6
2.4 Kastrasyon direncli prostat kanserinde androjen ve AR islevi........cccccervennnne 9

2.5 A: Nutlin3a yoklugunda p53-MDM?2 etkilesimi, B: Nutlin3a varliginda p53-
MDM2-AR tKIIESIMI ...veeivieiiiiiieiie et 11

4.1 LNCaP hiicrelerine 24 saat siireyle 3, 6, 12, 24, ve 48 uM nutlin3a
uygulanmasi ile p53 ve AR sinyalizasyonundaki degisim. ..............ccocue..e. 25

4.2 A: Nutlin3a’nin LNCaP hiicrelerinde AR transaktivasyonuna etkisi. B:
pProbasin-luc transfekte edilmis LNCaP hiicrelerinde RLA kat degisimi ..27

4.3 R1881 varliginda ve yoklugunda nutlin3a (2,5 puM,24 saat) uygulanmig
LNCaP hiicrelerinde AR yerlegimi. ..........ccoovivviiiiiiiiiiiciicece 28

4.4 LNCaP hiicrelerinde nutlin3a (2,5 uM, 24 saat) uygulamasi sonucunda AR ve

p21’in seviyesel degisimi ve hiicre i¢1 yerlesimi .........cccoceevvviiiiniiiiennnn, 29

4.5 Sitoplazmik - Nikleer fraksiyonlama sonucu elde edilen bantlarin

dansitometrik analiz grafikleri ............... Hata! Yer isareti tammmlanmams.



XVi

CIZELGELER DiZINi

Cizelge

3.1 Ayirma jeli bilesenlerinin degisik yiizdeler i¢in orani....

3.2 Depolama jeli bilesenlerinin degisik yiizdeler igin orani



1. GIRiS

Androjen erkek cinsel farklilasmasinin yani sira prostat gelisimi ve
karsinogenezisin ana diizenleyicisidir. Androjen tarafindan diizenlenen gen ifadesi,
ligand bagimli bir transkripsiyon faktorii olarak iglev goren niikleer reseptor siiper
ailesinin bir iyesi olan androjen reseptoriiniin (AR) etkisiyle gerceklesir

(Grossmann et al., 2001).

AR, genomdaki androjen yanit elementlerine (ARE'ler) baglanarak veya
spesifik tanima bolgelerine bagl diger transkripsiyon faktorleri ile etkileserek hedef
genlerin ekspresyonunu diizenler (Wang et al., 2005). Omegin Probasin geninin
promotoriindeki ARE dizileri spesifik olarak AR tarafindan taninmaktadir, fakat
diger steroid hormon niikleer reseptor siliperailesi iiyesinden biri olan
glukokortikoid reseptdor (GR) tarafindan taninmaz. DBD, bir katlanma bdolgesi
tarafindan ligand baglanma alanina baglanir (Schoenmakers E., et al., 2000). AR,
prostat kanserinin gelisiminde ve ilerlemesinde énemli bir rol oynadig1 i¢in agresif
ve yaygin prostat kanserinde terapotik hedef haline gelmistir (Azeem W. et. al.,
2017).

AR’nin ekspresyon seviyesi ve transkripsiyonel aktivitesi MDM2 tarafindan
kontrol edilebilmektedir (Lin HK et al, 2002; Gaughan L et al, 2005). Bununla
birlikte MDM2’nun negatif diizenleyicisi olan p53 AR ile de etkilesebilmekte ve
AR aracilikl transkripsiyonun baskilanmasina yol agabilmektedir (Sengupta S et al,
2004; Shenk JL et al, 2001).

p53-MDM2  etkilesimini  inhibe eden nutlin3a varhiginda p53
stabilizasyonunun AR’1n transkripsiyonel hedeflerine baglanma dinamigini, hiicre
ici lokasyonunu nasil etkiledigi ve AR transaktivasyonu lizerindeki etkisi LNCaP

hiicrelerinde arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Normal Prostat Gelisimi ve Androjenler

Prostatin prenatal gelisimi androjene Ozellikle de dihidrotestosterona (DHT)
bagimhidir. Fetal testis testosteron iiretse de, tam prostat morfogenezi igin
testosteronun So-rediiktaz ile hiicre igi indirgemesi gereklidir. insanda yaklasik 10
haftalik gebelikte prostatin duktal yapis1 iirogenital siniisiin epitelyal ¢ikintilarindan
kaynaklanir ve gelismekte olan mesanenin hemen altindaki ¢evre mezensime dogru
hareket eder. 5a-rediiktaz enzimi, lirogenital siniiste prostat gelisimi Oncesi ve
sirasinda mevcuttur (Shapiro E. et al.,2000; Siiteri PK. et al., 1974). Fonksiyonel
bir Sa-rediiktaz geni bulunmayan bireylerde prostat kiigiik veya tespit edilemezdir.
Sicanlarda, fetal gelisim sirasinda So-rediiktaz inhibisyonu, kismi prostat gelisimi
ile sonuclanir (Imperato-McGinley J. et al., 1985). Prostat gelisiminin baglatilmas1

fonksiyonel bir AR'e bagimlidir (Yeh S. et al., 2002).

2.2. Prostatin Androjenik Kontrolii

1875 yilinda Pelikan, Rusya'daki Skopsty tarikatinda, cinsel safligi
gelistirmenin bir yontemi olarak kastrasyon uygulayan erkeklerin ¢ocuklarla ayni
biiyiikliikte prostat bezleri oldugunu gozlemlemistir (PelikanE, 1875; Alastair D. et
al., 2014). Ancak 19401 yillara kadar, prostatin androjen regiilasyonunun gergek
oneminin, Huggins ve Clark'in kastrasyon yaparak ilk olarak prostat biiziilmesine
ve asit fosfataz salgilanmasinin azalmasina yol agtigi, testosteron enjeksiyonunun
ise zit etkiye sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Huggins prostat kanserli sekiz hastada
orsiektomi ve adrenalektominin dolasimdaki androjenleri uzaklastirdigin1 gosterdi.
Kirk yil sonra Redding ve arkadaslari, 1982'de bir GnRH analogu olan D-Trp6'nin,
344 siganda anterior hipofiz bezinin asir1 uyarilmasinda indiiklenen negatif bir geri
besleme dongiisii ile normal prostat biiylikliglinii ve timdr yiginim etkili bir

sekilde azalttigin1 gostermistir (Sekil 2.1) (Alastair D. et al., 2014).

2.3. Androjen Reseptorii (AR) Yapis1 Ve Fonksiyonu

AR geni X kromozomu iizerinde Xq11-Xq12 lokusunda bulunur (Sekil 2.2B)
(Lubahn DB. Et al., 1988; Brown CJ. et al., 1989; Migeon BR. et al., 1981). Protein



kodlama bolgesinde 2757 niikleotidi vardir ve 0.7 ile 2.6 kb boyutlarinda degisen
intronlarla birlikte sekiz ekson igerir. AR geni, 919 amino asitten olusan 110-
kDa'lik bir proteini kodlar (Sekil 2.2B) (Gelmann EP. et al., 2002). Niikleer
reseptor ailesinin diger tiyeleri gibi, AR da ii¢ ana fonksiyonel bdlgeden olusur; N-
terminal alan1 (NTD) (1-555), DNA baglama alan1 (DBD) (555-623) ve esnek bir
katlanma ‘hinge’ bolgesi (623-665) ile DBD'ye baglanan C-terminal ligand
baglama bolgesi (LBD) (665-919) (Sekil 2.2B) (Mangelsdorf DJ. et al., 1995).

Hypothalamus

uuu/

Anterior
pituitary

ACTH
Adrenal g 5Ia.nds il

LH

CYP17 ;
Testes B '."
. >95%
\ _.""Ncgati\'c
= o feedback

Sekil 2.1: Testosteron biyosentezi. Hipotalamustan salinan LHRH, on hipofiz bezinden
luteinize edici hormon (LH) ve adrenokortikotropik hormon (ACTH) da dahil olmak iizere
gonadotropinlerin salinmasina neden olur. Bunlar testosteron salinimini testislerden (toplam
testosteron iiretiminin > % 95'i) ve adrenal bezden (< % 5), testosteron-onciilii
androstenedionun sitokrom p450, alt aile 17 (CYP17) tarafindan Kolesterolden sentezlendigi
yerde uyarir. Testosteron (T) Sa-rediiktaz ile dihidrotestosterona (DHT) doniistiiriiliir. Hem
testosteron hem de DHT, androjen reseptoriine (AR) ligand olarak baglanabilir.



A Androgen and AR action in the prostate
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Sekil 2.2: Androjen ve AR islevi. Androjen reseptor geninin genom organizasyonu ve androjen
reseptor proteininin fonksiyonel domain yapisi. (A) Prostat hiicrelerinde androjen ve AR
sinyalleri. Testikiiler sentezden sonra, testosteron, prostat gibi hedef dokulara tasinir ve 5-a-
rediiktaz ile dihidrotestosterona (DHT) doniistiiriilliir. DHT, ligand baglanma bolgesine
baglanir ve 1s1 sok proteinlerinin (HSP'ler) AR'dan ayrilmasim tesvik eder. AR sonra
cekirdege transloke olur, dimerize olur ve prostata spesifik antijen (PSA) ve TMPRSS2 gibi
hedef genlerin promoter bdlgesindeki androjen yanit elementine (ARE) baglanir. AR
promotore, p160 ailesel koaktivatorler ve CREB, CBP iiyeleri gibi diger koregiilatorlere ek
olarak bazal transkripsiyon makinesi TBP (TATA-box-binding protein) ve TFIIF
(transcription factor IIF) iiyelerini de toplayabilir. SHBG: serum seks hormonu baglayan
globulin. CREB cAMP-yanit element baglayici protein. CBP; CREB baglayic1 protein. (B)
Androjen reseptor geni, X-kromozomunun uzun koluna eslenmistir (lokus: Xql1-ql12).
Degisik uzunluklarda (0.7-2.6 kb) intronlar tarafindan kesilen sekiz ekson icerir ve cesitli
islevsel alanlardan (N-terminal alam (NTD), DNA baglama alam (DBD) ve ligand baglama
alam (LBD) (9,19 amino asitten olusan bir protein kodlar), amino asit rezidii numaralar1 AR
protein domain haritasinin iizerinde belirtilmistir). Ekzon 1, NTD'yi kodlar, ekzon 2 ve 3
DBD'yi kodlar ve ekzon 4-8 hem katlanma bélgesini hem de LBD'yi kodlar.

NTD, AR'nin boyutunun yarisindan fazlasini kapsar (1-555 rezidii) ve ekson
1 ile kodlanir (Sasaki M. et al.,). DBD (rezidii 556-623), steroid hormon
reseptorleri arasinda olduk¢a korunmus olan sistein agisindan zengin bir bolgedir

(Sekil 2.3A). AR, DBD'nin kristal yapisina gore, her bir DBD monomerinin ¢inko

iyonunu koordine eden dort sistein rezidiisiinden, iki ¢inko parmaktan (Sekil 2.3B)



(PDB: 1R4I) olusan bir ¢ekirdegi vardir. AR, diger steroid reseptorleri gibi, bir 3
baz ¢iftlik bir bosluk (base pair spacer) (IR3) ile ayrilmis iki esit ortak heksamerik
yart bolge (half site) (5-AGAACA-3')' den olusan promotér DNA yanit
clementlerine baglanan bir dimer olarak islev goriir. N-terminal ¢inko parmagin a-
heliks DNA major groove hormon yanit elementinde niikleotidler ile dogrudan
etkilesime girer (Sekil 2.3B). Proksimal kutu [glisin-serin-valin] (amino asitler 577-
581; GSCKYV) olarak adlandirilan bu a-sarmalin N ucundaki ii¢ amino asit rezidiisii
progesteron reseptorii (PR), glukokortikoid reseptorii (GR) ve mineralokortikoid
reseptorii (MR)'de aynidir (Sekil 2.3A ve 2.3B) ve DNA yanit elementini spesifik
tanimadan sorumludur. AR, PR, GR ve MR, ortak bir DNA yanit elementini
baglarlarsa steroid reseptorlerinin hedef spesifikligini nasil sagladigina iliskin
yapilan calismalar spesifik AR aktivasyonuna izin veren sec¢ici androjen yanit
elementlerini (ARE'leri) (6rn. 5'-GGTTCT-3 ') tanimlamistir. ARE'lerin dogrudan
‘repeat oryantasyon hekzamerik half site’leri vardir. Yapisal arastirmalar,
seciciligin, AR'nin dogrudan yar1 tekrar bolgelerine (repeat half sites) baglanmasina
olanak taniyan distal kutu bolgesi (amino asit 596-600; ASRND) yoluyla "head-to-
head" bigimde reseptor dimerizasyonu ile saglandigini dogrulamistir (Sekil 2.3A ve
2.3B). DBD, farkli steroid reseptorleri arasinda olduk¢a korunmus oldugundan,
diger steroid reseptorlerinin segici ARE'leri tanimamasinin nedeni hala tartisma

konusudur.
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Sekil 2.3: AR fonksiyonel alanlarin yapilar.. (A) AR, PR, MR ve GR'nin DNA baglanma
alaninin, ClustalW kullanilarak gerceklestirilen dizi hizalanmasi. “*” ¢inko atomunun
koordinasyonunda yer alan korunmus sisteinlerini belirtir. (B) AR, DBD'nin (pembe) (PDB:
1R41), hormon yanit elementi (kirmizi / mor) ile komplekslesmis iist kristal yapisi. DBD, iki
¢inko parmak icerir (gri). Her ¢inko iyonu dort sistein tarafindan koordine edilir (sar1). Bir
¢inko parmak, spesifik hormon yamti elementi half site 5'-~AGAACA-3 'degerini tamyan P-
kutusu (turuncu) aracili dogrudan DNA baglanmasina katilir. Diger ¢inko parmak, D-kutusu
(yesil) vasitasiyla bir ‘head-to-head’ reseptor dimerizasyonuna katihir. Alttaki sekil, AR
DBD'nin taslak gosterimi. (C) importin-a (sar1) ile komplekslestirilmis AR niikleer
lokalizasyon sinyali (NLS) peptidinin (amino asit 621-635) (turuncu) Kristal yapis1 (PDB:
3BTR). Biiyiik NLS sitesinden alinan rezidiiler 629-RKLKKL-634, importin-o baglanmasina
katkida bulunur. (D) AR ligand1 baglama alaninin (mor) (LBD) (PDB: 1E3G) kristal yapisi.
LBD tipik ii¢ katmanl, antiparalelik spiral sandvi¢ katinda diizenlenmis 11 a-helis ve iki
kiiciik, iki biikiimlii p-tabakadan olusur. Sarmal 1 ve 3 arasindaki uzun esnek linker mavidir.



2.4. Prostat Kanseri gelisimi ve Androjen reseptorii

Genel olarak prostat kanseri, farkli klinik ve morfolojik 6zelliklere sahip
heterojen ve ¢ok oadakli olarak tanimlanmustir (Ruijter et al., 1996). Prostat kanseri
genellikle agrisiz yavas ilerleyen “indolent” bir hastalik olmasina ragmen,

timorlerin % 25-30'u klinik olarak agresiftir (Greenlee et al., 2001; Coffey, 1993).

Prostat kanserinin baslangicta androjene bagimli bir tiimoér oldugu
distiniilmektedir. Bazi durumlarda, oldukc¢a invaziv androjenden bagimsiz bir
timore ilerleyebilir. Hastalik ilerlediginde, tiimdr lokal olarak yayilir, pelvik lenf
diigiimlerine metastaz yapar ve kemik gibi uzak bdlgelere yayilir. Metastaz
basladiginda prostat kanseri tedavi edilemez (Zetter, 1990; Rinker-Schaeffer et. al.,
1994; Arnold and lIsaacs, 2002). Prostat karsinogenezisi sirasinda, genetik
degisiklikler de dahil olmak iizere ¢oklu hiicresel ve molekiiler olaylar meydana

gelir (De Marzo et. al., 2003a).

Yetigkinlerde, iki ana tip prostat hastaligt meydana gelir: iyi huylu prostat
hiperplazisi (BPH) ve prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) lezyonlarindan
tiredigi diistiniilen prostat kanseri (Untergasser et. al., 2005; Chrisofos et. al.,
2007). Prostatik hastalik ile iliskisi temelinde, prostatta ii¢ farkli morfolojik bolge

tanimlanmigtir:

1) periferik bolge (peripheral zone); prostat karsinomunun olustugu yer,
2) gegis bolgesi (transition zone); BPH'nin meydana geldigi bolge
3) merkezi bolge (central zone); karsinom ve diger hastaliklara nispeten

direngli olan bolge (McNeal, 1969; McNeal, 1988).

Prostat kanseri gelisiminde, benin epitelyal bezlerden pre-malign lezyonlara
ve invaziv karsinomaya donilisiim gerceklesir. Bazt morfolojik lezyonlar, yiiksek
dereceli PIN (Chrisofos et. al., 2007) ve proliferatif inflamatuar atrofi (P1A) gibi
prostat kanserinin potansiyel onciisii oldugu ileri siiriilmiistiir (De Marzo et. al.,

1999; De Marzo et. al., 2003b).



AR, Amerikali erkekler arasinda en yaygin teshis edilen kanser olan ve
kanser Oliimlerinin ikinci 6nde gelen nedeni olan prostat kanseri ile yakindan
ilgilidir (Siegel R. et al., 2012; Hoffman RM. et al., 2011). 2010'da, prostat kanseri
icin dogrudan tibbi maliyetlerin 12 milyar dolara ulasacagi ve 2020 yilina kadar
daha da artmasi1 beklenmektedir (Mariotto AB. et al., 2011). AR'yi kodlayan gende
bulunan 1029 mutasyondan 159 mutasyon, erkeklerin prostat kanserine yatkin

olmasini saglamaktadir.

Tek basina serum androjenler prostat karsinogenezini desteklememesine
ragmen, androjen islevi ve ARmin fonksiyonel durumu prostat kanseri ilerlemesinin
onemli aracilaridir. Yeni teshis edilmis ve tedavi edilmemis prostat kanseri olan
erkeklerde diisiik serum testosteron diizeylerinin, yiiksek AR ekspresyonu, timor
icindeki artan kapiler damar yogunlugu ve daha yiiksek Gleason skoru ile iliskili
oldugu bulunmustur (Schatzl G. et al., 2002). Operasyon oncesi tedavi edilmeyen
hastalardan elde edilen klinik prostat kanseri 6rneklerinin son analizi, yiiksek AR
ekspresyonunun daha diisiik tekrarsiz sag kalim ve hastalik ilerlemesi ile iligkili
oldugunu gostermistir (Lee D. et al., 2003). Prostat kanserinin endokrin tedavisi
temel cerrahi kastrasyon ya da LHRH agonistleri ile kimyasal kastrasyon ile,
testikiiler androjenlerin dolasimindaki yoksunlugu ile AR aktivitesi modiilasyonunu
kapsar. AR'nin aktivitesi yalniz anti-androjenlerin uygulanmasiyla, cerrahi veya
kimyasal kastrasyon ile kombine halinde (kombine androjen blokaj1 olarak anilir)
da bloke edilebilir. Hastalarin % 80'inden fazlas1 androjen ablasyonuna pozitif bir
yanit gostermektedir. Bununla birlikte, metastatik prostat kanserli hastalar, androjen
yoksunlugu tedavisinden sonra 12 ila 18 aylik bir medyanda hastalik progresyonu
ile sonuglanir (Fowler JE. et al.,, 1982). Bu kastrasyon direngli bir hastaligin
gelismesidir. Hastaligin bu tiirii 6ldiiriiclidiir ve hastalar artik birinci basamak
androjen yoksunlugu tedavisine yanit vermemektedir. Kastrasyona direngli prostat
kanseri (CRPC) hastalari, genellikle hayatta kalma avantaji sagladigi gosterilen
anti-mitotik bilesik dosetaksel iceren kemoterapi ile tedavi edilir. Kastrasyon
direncinin mekanizmalari belli olmamasma ragmen c¢ok c¢esitli oldugu

diistiniilmektedir. Bunlar;

1) AR’1n agonistlerine duyarliliginin artmast,



2) AR mutasyonlarmin, androjen olmayan ligandlara reseptér yanitini

degistirmesi,

3) Ligandtan bagimsiz AR aktivasyonu ve

4) AR- Bagimsiz mekanizmalardir (Sekil 2.4) (Tan MH. et al.,2012).

/’ Tumor steroidogenesis Reoeptor \
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Sekil 2.4: Kastrasyon direncli prostat kanserinde androjen ve AR islevi. Kastrasyon direncli
prostat kanserinin mekanizmasi. Birka¢ mekanizma, kastrasyon direncli prostat kanserinin
ilerlemesini desteklemektedir: (1) AR asir1 ekspresyonu, devam eden tiimor steroidogenezi ile
birlikte. (2) mutant AR"in 6strojen (E2), progesteron (P), glukokortikoidler (C) ve flutamid (F)
gibi alternatif ligandlarla baglanmasi ve aktivasyonu. (3) AR'yi fosforilatlandiran Akt, HER2
ve Ackl kinazlariyla ¢apraz iz yoluyla ve AR hedef genlerinin transkripsiyonunu uyarmak
icin AR'ye baglanan uzun kodlamayan RNA'lar (6rnegin PCGEM1) yoluyla, ligandtan
bagimsiz AR aktivasyon mekanizmalari. (4) Kanser hiicrelerinin sagkalimi ve bilylimesinin
Stat3 sinyallemesi veya anti-apoptotik Bcl-2'nin upregiilasyonu ile yonlendirildigi AR'dan
bagimsiz yollar. Glukokortikoid reseptor (GR), kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi icin
gerekli AR hedef genlerinin benzer bir setini aktive ettigi bulunmustur.

2.5.p53, MDM2, AR iliskisi

p53 proteini, c¢esitli hiicre stres formlarina yanit olarak hiicre dongiisi
arrestini veya apoptozu indiikleyebilen giiglii bir tiimor baskilayicidir (Levine A.J.,
1997). Stressiz kosullar altinda, p53 negatif regiilator MDM2 tarafindan
otoregiilasyonlu bir feedback dongiisii aracilifiyla sikica kontrol edilir (Wu X. et
al., 1993 ; Bond GL. et. al., 2005) . p53 MDM2 geninin transkripsiyonunu aktive
eder ve buna karsilik MDM?2 proteini p53 transkripsiyonel aktivitesini inhibe eder.
Ayrica MDM2, ubikitasyon ve proteazomal degredasyon i¢in p53'i hedefleyen
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pS3'e 6zgii bir E3 ligazdir (Honda R. et al., 1997). Bu otoregiilasyon dongiisiiniin
diizgiin ¢alismast sonucunda p53 ve MDM2 diisiik seviyelerde tutulur. Strese yanit
olarak, p53'iin hiicresel seviyesi ana fonksiyonlariyla, ¢oklu hedef genlerin ve p53
yolaginin aktivasyonuna neden olur: hiicre dongiisiinii durdurma ve apoptoz (Tovar
et al., 2011). Bu antitiimor sonuglar, p53'i farmakolojik aktivasyon i¢in istenen bir

hedef yapar (Brown CJ. et al., 2009).

Hiicre dongiisii arresti ve apoptozdaki roliiniin yan1 sira p53 AR
diizenlenmesinde de rol oynar (Cronauer MV. et al., 2004). p53'in AR iizerindeki
kontrol mekanizmasi agikca anlagilmasa da, pS3 asir1 ifadesinin, androjen bagiml
genlerin ekspresyonunda azalma ile goriiniiste androjen fonksiyonunu azalttig

gosterilmistir (Shenk JL et al, 2001; Nesslinger NJ. et al., 2003).

Bununla birlikte, fizyolojik seviyelerde p53'lin androjen sinyalizasyonunu
korumak igin hareket edebilecegi goz Oniine alindiginda, bu diizenleme oldukga
karmagiktir. Tersine, androjen sinyali etoposid ile muamele edilen LNCaP
hiicrelerinde azalmaktadir, ¢ilinkii stabilize p53, AR geni promotdriine
baglanmaktadir. Dolayisiyla, p53, AR promotoruna baglanmak icin AR ile
yarigsmali rekabet ederek AR sinyalizasyonunun azaltilmasin1 kolaylastirabilir
(Sekil2.5). Yapilan bir calismada AR protein seviyesinin diizenlenmesinde
MDM2’nin ubikitin bagimli degredasyon i¢in hedeflendigi gosterilmistir (Lin HK.,
etal., 2002).

2.6. Nutlin3a

Nutlin3a, p53-MDM2 etkilesiminin gligli ve segici kiicik molekiillii
inhibitoriidiir. Nutlin3a, MDM2 molekiiliiniin ylizeyindeki p53 baglanma bolgesine
baglanarak p53 stabilizasyonu saglar ve in-vivo ve in-vitro p53 yolagini aktive eder.
Boylece p53 yolunun aktivasyonuna yol agan p53-MDM2 baglanmasini etkin bir
sekilde bozar. Yabanil tip p53°e sahip tiimorlerde tedavi secenegi saglamaktadir

(Vassilev L.T. et al., 2004).
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Sekil 2.5: A: Nutlin3a yoklugunda p53-MDM2 etkilesimi, B: Nutlin3a varhginda p53-MDM2-
AR etkilesimi

p53, ARE bolgelerine baglanmak {izere AR ile yarigarak transkripsiyonu
baskilayabilecegi i¢in ve AR, MDM2 tarafindan parcalanmak iizere
hedeflenebildiginden c¢alismamizda LNCaP (lenf noduna metastaz olan prostat
kanseri hiicre hatt1) hiicrelerinde nutlin3a aracilikli olarak p53-MDM2 etkilesimini
inhibe ederek AR’nin transkripsiyonel hedeflerine baglanma dinamigini, hiicre i¢i
lokasyonunu nasil etkiledigi ve AR transaktivasyonu {izerindeki etkisi igi
lokasyonunu nasil etkiledigi ve AR transaktivasyonu {iizerindeki etkisi LNCaP

hiicrelerinde arastirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
Cihaz

3.1.1.

Biyogiivenlik kabini - Sinif II (Esco, Hollanda)

Sogutmali Santrifiij (Sigma, B6916, ABD)

Karbondioksitli inkiibatér (Sanyo, MCO-18AIC, Japonya)

pH 6l¢tim cihazi (Hanna, HI221, Almanya)

Isitmali Manyetik Karistiric1 (Wisd, MSH-20A, Almanya)

Kuru blok 1sitic1 (Grant, QBA2, Ingiltere)

Spektrofotometre cihaz1 (Amersham Biosciences, Ultraspec. 100Pro,
ABD)

Santrifiij (Eppendorf 5415D ve 5415R, ABD)

Dikey Elektroforez Sistemleri (Biorad — 1658000FC, ABD)

Western blot 4’1 transfer modiilii (Biorad-1660828EDU, ABD)
Inverted 151k mikroskobu (Leica DMIL, Almanya)

Calkalayic1 (DUOMAX 1030 ve Heidolph, ROTAMAX120, Almanya)
Test tube karistiric (YellowLine, TTS2, Fransa)

Sogutma ayarl santrifiij (Eppendorf 5415R, UK)

Floresan mikroskop (Leica DMIL, Germany)

Mikro hacimli spektrofotometre (Thermo Nanodrop 1000, Wilmington,
DE, ABD)

Karistiric1 (Biosan PSU-2T, Latvia)

Inkiibasyon/inaktivasyon su banyosu (WiseBath WB-6, Kore)
Buzdolab1 (BEKO, Izmir, Tiirkiye)

Kirik buz makinesi (ITV, ABD)

Orbital inkiibator - ¢alkalamali (Biosan-PSU-2T, Letonya)
Homojenizatdr (Sonoplus HD 2070, Berlin, Almanya)

Florimetrik ve liminometrik mikroplate okuyucu (Thermo Scientific,
Fluoroskan Ascent Fl, Shangai, Cin)

Enjektorler (Ayset, Tiirkiye)
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3.1.2. Sarf malzemeler

Pastor pipet (Marienfeld, Germany)

Hemaositometre (Neubauer, Marienfeld, Almanya)

Tripan mavisi % 0,4 (Sigma, T-6146, ABD)

Whatman kagitlar1 (GE Healthcare Amersham, Buckinghamshire, UK)
Kuvars kiivet (Hellma, 105. 202-QS, Almanya)

FBS - Fetal dana serumu (Gibco, 10270, ABD)

Erlen (ILMABOR TGI, Almanya)

Hiicre kaziyic1 (TPP 9903, isvicre)

Manyetik Karistiric1 (Wisd-MSH20A, Almanya)

TE, Tripsin-EDTA (Gibco, 3103382, ABD)

Mikrosantrifiij tiipleri (Greiner, 616201, Almanya)

P/S ; Pensilin/Streptomisin (Gibco15140, ABD)

L-Glutamin (Gibco, 25030, ABD)

Pipet uglar1 (VWR, ABD)

DMSO (Merck K 33960212-504, ABD)

Gliserol (Sigma, G5150, Almanya)

Lamel 22X22 mm No: 1 (Marienfeld, Konigshofen, Almanya)

6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar1 (Greiner, Almanya)

RPMI Hiicre ortami; (Gibco, 31330, ABD)

Hiicre kiiltir kaplart (6 cm) (Sarstedt AG&G, D-51588, Niimbrecht,
Almanya)
Hiicre kiiltiirii kaplar1 (10 cm) (Sarstedt AG&G, D-51588, Niimbrecht,
Almanya)

[B-merkaptoetanol (Sigma, M3148, ABD)

Fosfataz inhibitor kokteyli (Roche, 04906837001, Almanya)

Sodyum floriir; NaF 100X (100mM), (Merck, B815549 606, ABD)
Falkon tiipler (15 ml ve 50 ml) (Jet Biofil, CFT-011-150, italya)

Steril pipetler (2,5- 5- 10 ve 25 ml) (Orange, Italya)

Otomatik pipetler (1-10, 20-200 ve 100-1000 ul) (Brand, Transferpette-
S, Almanya)
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ECL PLUS kiti (HRP) (GE Healthcare Amersham Western Blot
detection system, RPN2132, ABD)
PVDF (Polyvinylidene fluoride) transfer membrani (Roche,
03010040001, Almanya)
Proteaz inhibitor kokteyli (Roche, 04693159001, Almanya)
Western blot pozlama kaseti (Amersham Hypercassette, RPN 11643,
Buckinghamshire, UK)
Izopropanol (Merck, K35707095 607, ABD)
X-Ray Film (Carestream Healt MXB, Fransa)
Fikser soliisyonu (Kimetsan, Fast X-Ray Fikser Sol., Tiirkiye)
Asetat kagitlar1 (Tiirkiye)
Developer soliisyonu (Kimetsan, Fast X-Ray Developer Sol., Tiirkiye)
EtOH, Etanol (Merck, K41414186 038, ABD)
MetOH, Methanol %100 (Merck, 1552608 034, ABD)
TEMED (Sigma, T9281, Almanya)
PMSF 100X (100 mM) (Fluka, 93482)
DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) soliisyonu:
v"0.25 pg/ml DAPI dilactate (Sigma, D9564, Almanya),
v" % 30 gliserol (Sigma, Almanya),
v % 70 PBS)
4X SDS-PAGE ayirma jeli ¢ozeltisi
v' 1.5 M Tris/HCI (Sigma, T5, Almanya941),
v" % 0,4 SDS (Sigma, L4390, Almanya), pH 8.8
Modifiye RIPA ¢ézelltisi:
v" 10 mM Tris.Cl pH=8,0 (Sigma, T5941, Almanya),
% 0,1 SDS (Sigma, L4390, Almanya),
% 1 Triton X-100 (Sigma, T8787, Almanya),
% 0,1 Sodyum Deoksikolat (Sigma, D6750, Almanya),
1 mM EDTA (Sigma K5134, Almanya),
1 mM EGTA (Sigma, E3889, Almanya),
v" 140 mM NaCl (Sigma, S3014, Almanya)
BCA kiti (Sigma, 088K6138, Almanya)

AN NN N



15

% 30 akrilamid karigimi i¢in
V' % 29 akrilamid (Sigma, A9099, Almanya) ve
v" % 1 N, N- metilenbisakrilamid (Sigma, M2022, Almanya)
karisim1 hazirlanarak filtrelendi ve gazi alinarak kullanildi.
5 ml steril enjektor (Ayset, Tiirkiye)
Yagsiz siit tozu (Meier, Almanya)
SDS-PAGE jel 10X transfer tamponu, toplam hacim 1L (1x olarak
kullantlir):
v" % 20 metanol (Merck, K34212908503, ABD),
v"30.0 g Tris baz (Sigma, T6066, Almanya),
v' 144.0 g Glisin (Biochemika/FLUKA, 50046, Almanya)
4X SDS-PAGE depolama jel tamponu:
v' 0.5 M Tris/HCI (Sigma, T5941, Almanya),
v" % 0,4 SDS (Sigma, L4390, Almanya), pH 6.8
% 10’luk Amonyum Persiilfat (APS) (Sigma, A9164, Almanya)
1L hacim i¢in SDS-PAGE jel 10X yiiriitme tamponu (1X olarak
kullanilir):
v" 30 g Trizma baz (Sigma, T6066, Almanya),
v 144 g Glisin (Biochemika/FLUKA, 50046, Almanya)
v'10.0 g SDS (Sigma, L4390, Almanya)
LNCaP hiicre hatt1 (CRL-1740) (ATCC, Manassas, Virgingia, ABD)
4X Yiikleme tamponu:
v" 40 mM Tris HCI (pH 8,0 , Almanya),
v' 0.4 mM EDTA (Sigma, K5134, Almanya),
v" % 4 SDS (SIGMA L4390, Almanya),
v" % 20 Gliserol (Sigma, G5150, Almanya),
v" Brom fenol mavisi 200 ul (Merck, L54971322-525, ABD)
10 X TBS (pH 7.6), toplam hacim 1L.:
v' 2,19 Tris baz (Sigma, T6066, Almanya),
v 80.0 NaCl (Sigma, S3014)
TBS-T i¢in 1X TBS i¢ine % 0,1 Tween 20 (Sigma, E1383, ABD) ilave

edilmistir.
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Fosfat Tamponu (Phosphate Bufferred Saline / PBS):

v' 8 g NaCl (Sigma, S3014, ABD),

v' 0,2 g KCI (Merck, ABD),

v' 1,57 g Na,HPO,.2H,0 (Merck, K22287176), ABD,

v 1LdH;0,pH 7.4
Anti-rabbit 1gG horse radish peroxidase (HRP) (Amersham, NA934,
ABD)
Anti-mouse IgG sekonder antikor (Invitrogen Molecular Probes Alexa
Fluor 488) (Invitrogen- A11001, ABD)
R1881 (Metribolone, sentetik androjen, Sigma Aldrich, ABD)
Anti-rabbit 1gG sekonder antikor (Invitrogen Molecular Probes Alexa
Fluor 488) (Invitrogen- A11008, Kanada)
FuGene HD Transfection reagent, (Promega, E2311, ABD)
Anti-Androgen Receptor Antibody (Millipore-06-680, rabbit)
Anti-NKX3.1 antikoru (Prof. Dr.Fahri Saat¢ioglu’nun laboratuvarinda
Prof. Dr. Kemal Sami Korkmaz tarafindan tiretildi)
Anti-p53 antikoru (Santa Cruz FI-393, rabbit, ABD)
Anti p21 antikoru (Santa Cruz 187, mouse, ABD)
Anti p-AR (ser-213/210) (Imgenex, mouse)
Anti p-AR (ser-81) (Millipore, rabbit)
Anti-GAPDH antikoru (Ambion, mouse, 447288, ABD)
Anti-B-Aktin antikoru (Sigma- A5316, Almanya)
Liisiferaz Assay kit (Promega, E1500, ABD)
PBS (1X)

v' 8 g NaCl (Sigma- S3014, ABD)

v' 0.2 g KCI (Merck- 1049360250, ABD)

v' 1.57 g Na;HPO,4.2H,0 (Merck- K22287176, ABD) ile dH,0O

icerisinde hazirlanarak 1M HCl ile pH 7.4’e ayarlandi.
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3.2. Metot
3.2.1. Hiicre kiiltiirii

3.2.1.1. Hiicrelerin bakimi ve pasajlanmasi

Hiicrelerin bakimi i¢in % 10 FBS, % 1 L-glu, % 1 P/S ile desteklenen RPMI-
1640 kullanildi. Kiiltir kabmin yiizeyini tamamen kaplayacak kadar
cogalmadiklarinda, yiizeye tutunan hiicrelerin ortami pastér pipeti kullanilarak
uzaklagtirildi ve kiiltiir kabinin kenarindan hiicrelere yavasca yeni ortam eklendi.
Hiicreler yiizeyi kaplayana kadar ortamlari giin asir1 degistirildi. Hiicreler, 75
cm?’lik flasklarda 10 ml, 100 x 20 mm’lik hiicre kiiltiir kaplarinda 8 ml ve 60 mm
hiicre kiiltiir kaplarinda 3 ml besi ortaminda, 37 °C’de % 5 CO;’li inkiibatorde
biiyiitiildiiler. Hiicreler kiiltiir kabimin yiizeyini dolduracak kadar gogaldiklarinda

pasajlandilar.

Aspirasyon pompasina steril cam pastor pipeti takilmak suretiyle vakum
yardimiyla ortam uzaklagtirildi.  Tripsin uygulamasimin etkisinin arttirilmasi
amaciyla Ca** ve Mg”* bulundurmayan steril PBS ile kiiltiir yiizeyi bir kez yikandi.
PBS ortamdan gekildikten sonra kiiltiir kabiin yiizeyini kaplayacak kadar tripsin-
EDTA soliisyonu eklendi ve 37 °C’de % 5 CO2’li incubator i¢inde hiicreler
yiizeyden kalkana kadar yaklastk 4 dk muamele edildi. Onceden 37 °C’ye
ayarlanmis su banyosunda 1sitilan besi ortami Hiicre yogunluguna uygun hacimde
hiicrelere ilave edildi ve hiicreler serolojik pipet kullanilarak homojen hale getirildi.
Daha sonar yeni kiiltiir kabina taze besi ortam1 eklendi ve homojen hale getirilen
hiicreler bu ortamin iizerine Kibarca eklenerek ve biiyimeleri i¢in 37 °C’de % 5

CO2’li inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

3.2.1.2. Hiicrelerin dondurulmasi ve cozdirillmesi

Hicreler stirekli olarak kiiltiir edildikleri zaman yapisal, islevsel, biiyiime ve
karyotipik olarak farklilagsmaktadir. Hiicre kiiltiirleri in vitro pasaj sayisina bagimli
farkliliklar gosterir Dondurulan hiicrelerin  6zelliklerinde uzun siire farklilik
olmadan saklanabilir. Calisma siiresince, hiicreler belli pasaj sayilarinda

donduruldu. Dondurma isleminden hiicrelerin zarar gormemesi amaciyla hiicrelerin
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tizerine Kriyoprotektan ajani olarak % 5 DMSO kullanildi ve her kriyotiipe 1,5 ml

aktarilarak daha sonar kullanilmak tizere -80 °C saklandi.

Cozdiiriilecek hiicreler -80 °C derin dondurucudan alinarak hizla énceden 37
°C’ye 1s1t1lmis su banyosunda ¢oziilene kadar (yaklasik 2 dk) bekletildi. Daha sonra

hiicreler, kiiltiir kabindaki 37 °C’ye 1sitilmis ortam {izerine ilave edildi.

3.2.1.3. Hiicre sayimi

Hiicre miktarini belirlemek igin hiicre sayimi yapildi. Hiicreler pasajlanirken,
yeni kiiltiir kabina istenen miktarda hiicre alabilmek igin hemositometrik lam ile
sayildi. Sayim igin hiicre siispansiyonundan 10 ul alindi ve tripan mavisiyle 100
ul’ye tamamlandi (10 kat seyreltme yapilmis oldu). Karisim pipetle homojen hale
getirildi. Hemositometre ve onun flzerine konulan lamel arasina, hiicre
siispansiyonu pipetle hemositemetrik lamin olugundan yayildi. Hemositometre
tizerinde bulunan 9 farkli biiyiikliikte olan karelerin igindeki hiicre miktar1 sayildi.
Mililitredeki hiicre sayisini (hiicre sayisi/ml) bulabilmek i¢in asagidaki formiil
kullanildi.

Hiicre sayisi/ml= [Sayilan hiicre miktar1 x Dillisyon orani (10) x 1079

3.2.2. immunoblotlama

3.2.2.1. Protein izolasyonu

Hiicreler inkiibatérden alindiktan sonra direkt buz ilizerine alindi ve kendi
ortamlart iginde ‘scraper’ (kaziyict) kullanilarak toplandi. 300 Xg’de santrifiij
edilerek ortam uzaklastirildi. Hiicreler, 1 ml soguk PBS ile siispanse edildi ve tekrar
santrifiijlenerek PBS wuzaklastirildi. Hiicre miktarmma uygun miktarda RIPA
modified tamponu (proteaz inhibitér karigimi, PMSF, fosfataz inhibitor karigima,
NaVO3 ve NaF igeren) ile slispanse edildikten sonra buz iizerinde 45 dk bekletildi.
Sonra % 25 gii¢ ile, 20 sn sonikasyon yapildi ve 12.000 xg'de 10 dk santrifiij

edilerek siipernatant yeni tiipe alindi, protein lizati olarak -80 °C'ye kaldirildu.
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3.2.2.2. Protein miktarinin belirlenmesi

Hazirlanan lizatlardaki protein miktar1 BCA kiti kullanilarak belirlendi. Olgiim
icin santrifiij tiiplerine 149 ul modifiye RIPA tamponu ve 1 ul protein lizat1 ilave
edildi. BCA ¢alisma reaktifi her 6rnek igin 75 ul QA, 75 ul QB ve 3 ul QC olmak
iizere tiim ornekler ve blank (kor) i¢in gerekli tiim karisim hazirlandi. Hazirlanan
BCA karisimi vortex ile karistirilarak ornek tiiplerine 6rnek basma 150 ul olacak
sekilde eklendi. Blank olarak protein lizati igermeyen 150 ul RIPA kullanildi.
Tiipler vortekslenip, kisaca santrifiijlendikten sonra 60 °C’de 1sitic1 blokta 1 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi bittikten sonra érneklerin oda sicakligina
gelmesi beklendi ve 562 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbanslari
olgtildi. Elde edilen degerler protein standart egrisine (curve) gore hesaplanarak

ug/ul olarak protein miktarlar1 belirlendi.

3.2.2.3. Proteinlerin SDS-PAGE ile ayrilmasi

Camlar sirasiyla dH,O-EtOH-izopropanol ile temizlendi. Hazirlanan jel
dokme aparatina uygun yiizdede ayirma jelleri dokiildi (Cizelge 3.1). Jelin diizgiin
donabilmesi igin iizeri izopropanol ile kaplandi. Ayirma jelinin donmasi
beklendikten sonra, donan jelin tizerindeki izopropanol dokiilerek uzaklastirildi ve
tizerine depolama jeli hazirlanip dokiilerek tarak yerlestirildi (Cizelge 3.2). 4x
yiikleme buffer1 icerisine % 10 olacak sekilde f-merkaptoetanol (kullanmadan 6nce
gerekli miktarda) eklendi ve karistirildi. Protein lizatlarindan her 6rnekten 30 pg-
80 pg miktarlarina karsilik gelen hacimlerde yeni tiiplere drnekler kondu ve esit
hacimde olmalart i¢in {izeri su ile tamamlandi, sonra 4x yiikleme tamponu eklendi.
Hazirlanmis olan protein drneklerinin 90-95 °C’de 5 dk bekletilerek denatiirasyonu
yapildi. Denatiirasyon isleminin hemen sonrasinda ornekler buza alindi ve jele
yiiklemeden once kisaca santrifiij yapildi. Kuyucuklara yiiklenen 6rnekler uygun
voltajda (60-80 V) ve siirede (2,5-4 saat) yiirtitiildii.
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Cizelge 3.1: Ayirma jeli bilesenlerinin degisik yiizdeler i¢in oram

Ayirma Jeli (10 ml) % 6 % 8 % 10 % 12 % 15
dH,O (ml) 54 4,7 4,1 3,4 2,4
% 30 Akrilamit karisimi 2,0 2,7 3,3 4 5

4x Ayirma Jeli Tamponu 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
% 10 APS (ml) 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
TEMED (ml) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

Cizelge 3.2: Depolama jel bilesenlerinin degisik yiizdeler icin oram

Depolama Jeli (10 ml) 10 ml 5ml 2,5ml
dH,O (ml) 5,7 2,85 1,425
% 30 AKkrilamit karisim 1,7 0,85 0,425
4x depolama jeli tampon 2,5 1,25 0,625
% 10 APS (ml) 0,1 0,05 0,025
TEMED (ml) 0,01 0,005 0,005
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3.2.2.4. Membrana aktarma

PVDF membran MetOH icinde 1slatildi. Immiinoblot transfer kasetine
sirasiyla stinger, Whatman, protein yiiriitillen jel, PVDF membran, Whatman ve
stinger konularak transfer 6rnegi hazirlandi. Transfer kaseti tanka yerlestirildi ve +4
°C’de 16-18 saat boyunca 90 mA’de transfere birakildi.

3.2.2.5. Primer antikor isaretlemesi

Transferden ¢ikarilan membran iki defa TBS-T ile yikandi. TBS-T ile
hazirlanan yagsiz siit tozu (% 5) ile oda sicakliginda 1 saat bloklamaya birakildu.
Membran bloklama sonrasinda TBS-T ile 2 kez ¢alkalandi. Kullanma orani1 daha
onceden denenerek belirlenmis olan primer antikor, TBS-T'ye % 5 BSA veya % 0,5
stit tozu ilave ederek hazirlandi. Membran primer antikor karisimi igierisinde, oda
sicakliginda 1 saat veya +4 °C’de gece boyu yavas calkalamali olarak inkiibe
edildi. Membran 2 defa c¢alkalandi, 1 defa 15 dk ve 3 defa 5’er dk olacak sekilde
TBS-T ile yikandi.

3.2.2.6. Sekonder antikor isaretlemesi

Kullanma oran1 daha oOnceden denenerek 1/5000 veya 1/10.000 olarak
belirlenmis HRP- bagl tavsan, fare ya da ke¢i sekonder antikorlar1 TBS-T'ye % 5
BSA veya % 0,5 siit tozu ilave ederek hazirlandi. Membran sekonder antikor
karisimi igierisinde, oda sicakliginda 1 saat yavas ¢alkalamali olarak inkiibe edildi.
Membran 2 defa calkalandi, 1 defa 15 dk ve 3 defa 5’er dk olacak sekilde TBS-T
ile yikandu.

3.2.2.7. Bant goriintiilenmesi

Membrana hazirlanan ECL-plus kiti soliisyonu (soliisyon A: soliisyon B orani
40:1 olacak sekilde membran biiyiikliigline uygun hacimde hazirlandi) karanlik
odada dokiildii ve 4 dk inkiibasyona birakildi. Goriintiileme kasetinin igerisinde iki

adet asetat kagidi arasina konulan membran {izerine film yerlestirerek degisik
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stirelerde pozlama yapildi. Film 1 dk developer soliisyonunda bekletildikten sonra

fikser soliisyonuna alinarak film {izerinde bantlar gériintiilendi.
3.2.3. Transfeksiyon

Transfekte edilecek LNCaP hiicreleri 10* hiicre/kuyu olacak sekilde poli-D
lizin kapli 96 kuyulu hiicre kiiltirii kaplarinda biyiitildi. Hiicrelerin
transfeksiyondan 6nce besi ortami uzaklastirilarak % 20 serum igeren antibiyotiksiz
ortam ilave edildi. Plazmid transfeksiyonu yapmak i¢in kuyu basina 0,1 ug DNA
iizerine 0,3 pl FuGene reagent (1:3 DNA/FuGene orani) olacak sekilde kullanildi.
Transfeksiyon yapmak i¢in kullanilacak antibiyotik icermeyen serumsuz ortam ise
transfeksiyon hacmi 100 pl’ye tamamlanacak sekilde hesaplandi. Oncelikle uygun
hacimdeki (100ul) ortama eklenecek DNA miktarina bagli FuGene eklendi.
Hazirlanan karisim oda sicakliginda 5 dk bekletildi. Daha sonra bu karisimin igine
0,1 ug DNA ilave edilerek oda sicakliginda 15 dk bekletildi. En sonunda olusan
karisim mikropipet kullanilarak hiicrelere damlatildi. Hiicreler 24 saat boyunca 37
°C'de % 5 CO>’li inkubatdrlerde inkiibasyon igin birakildi.

3.2.4. Liisiferaz reporter assay

Promega liisiferaz assay kiti (E1500) kullanilarak yapildi. Transfeksiyon ve
gerekli madde uygulamalar1 yapilarak hazirlanan hiicrelere 1X Pasif Lizis Buffer
“PLB” eklenerek dijital mini orbital karistirici tizerinde 30 dk oda sicakliginda
inkiibe edilerek lizis edildi. Lizatlar mikro santrifiij tiibiine aktarilarak 13.200
rpom’de 2 dk santrifiij edilerek siipernatant yeni mikro santrifiij tiipiine aktarildu.
Elde edilen lizatlardan protein konsantrasyonunu 6lgmek icin 1’er pl alindi. Kalan
lizatlar 96 kuyulu opak ‘mikroplate’e aktarildi. Ilgili kuyulara eklenen lizatlarm
(lisiferaz enzimi) her birine 100’er pul eklenecek sekilde substrat (liisiferaz assay
reagent; LARII) hesaplandi. -86 °C'de saklanan gerekli miktarda substrat (liisiferaz
assay reagent; LARII) oda sicakligina getirilerek 1sitildi ve mikroplate okuyucunun
‘dispenser’ina yerlestirildi. Liiminometrik 6l¢iim i¢in ‘measurement type: ‘single’,

‘integration time: 10.000 ms’ ve ‘filter: none’ olarak secilip okuma yapildi.
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3.2.5. Niikleer-Sitoplazmik protein izolasyonu

Niikleer-sitoplazmik protein izolasyonu yapmak i¢in iki farkli tampon
kullanildi. Tampon A; 50mM HEPES (Ph:7,4), 10mM KCI, 1mM EDTA, 1mM
EGTA. Tampon B; 50mM HEPES (Ph:7,4), 400mM KCI, 1ImM EDTA, 1mM
EGTA, % 0,5 TritonX-100. Her iki tampon da kullanilmadan hemen once 1x
proteaz inhibitorii, 1x fosfataz inhibitord, 1Xx NaVO3, 1x NaF, 1mM DDT, 1mM
PMSF eklendi. 10° yogunlukta ekilen LNCaP hiicresine madde uygulamalari
yapildiktan sonra hiicreler besi ortami i¢inde kaziyic1 yardimiyla toplandi ve 4000
xg’de 5dk santrifiij edildi. 500 pl PBS ile yikama yapilip tekrar santrifiij edildi.
Hiicrelerin tizerine 250 ul Tampon A eklendi ve yarim saat +4 °C’de karistirmali
sekilde inkiibe edildi. 4000 xg’de 30 dk santrifiij edildi ve siipernatant sitoplazmik
lizat olarak saklandi. 500 ul Tampon A ile 4 kez siispanse edilerek yikandi ve
slipernatant atildi (yitkama sayist hiicrenin tipine gore belirlenmelidir, fazla yikama
ile c¢ekirdekler kaybedilmemelidir. Yikama aralarinda mikroskopta kontrol
edilebilir).  Santrifiijler 4000 xg’de 5 dk. yapildi. Pelletin {izerine Tampon B
eklendi ve pipetleme ile iyice karistirildiktan sonra 30 dk 4 °C’de karistirmali
olarak inkiibe edildi. 14000 xg 30 dk santrifiij edildi ve siipernatant niiklear lizat
olarak ependorf tiipe aktarildi. Lizatlar ve pellet -86 °C’de saklandi ve protein

miktarlar 6l¢ildii.
3.2.6. Immiinofléresans yontemi

Hiicreler, i¢ine % 70 etanol ile yikanarak steril edilmis lamel konulan kiiltiir
kaplarina pasajlandi ve ¢ogalmasi i¢in 37 °C’de % 5 COy’li inkiibatore birakildi.
Hiicreler yeterince ¢ogaldiktan sonra ortami g¢ekilerek PBS ile bir defa yikandi.
Hiicreler lamellere tespit (fiks) edilmesi i¢in % 100 MetOH ortamina alindi ve -20
°C’de 30 dk bekletildi. Tespit edilen hiicreler bir kez PBS ile yikanmig ve % 0,2
Triton X-100 igeren PBS’li ortama alinmistir. Gegirgenligin saglanmasi amaciyla
hiicreler bu ortamda oda sicakliginda calkalayici ilizerinde 5 dk inkiibe edildi.
Hiicreler 1 defa PBS ile yikandi ve % 1 BSA igeren PBS (bloklama soliisyonu)
ortamina alinarak oda sicakliginda calkalayici iizerinde 5 dk inkiibasyona birakildi.
Bloklama soliisyonu uzaklastirildiktan sonra % 1 BSA’l1 PBS igerisinde hazirlanan

primer antikorlar lamelin yiizeyini kaplayacak miktarda (50 pl hacimde) hiicrelerin
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iizerine uygulandi. Lameller parafilmle kapatildi. Ardindan 37 °C’de 1 saat inkiibe
edildi. Parafilmler ¢ekildi. 4 kez PBS ile yikama yapildi. Floresan boya ile konjuge
sekonder antikor, % 1 BSA’li PBS igerisinde 1:500 oraninda hazirlandi ve her
lamele uygun hacimde (50 ul) uygulandi. Lameller parafilmle kapatildi. Ardindan
ornekler 37 °C’de 20 dk inkiibe edildi. Parafilmler uzaklastirildi ve 4 kez PBS ile
yikama yapildi. Dehidrasyonun saglanmasi amaciyla hiicreler —20 °C’de saklanan
% 70 EtOH ve % 100 EtOH ile sirastyla 1’er dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
Daha sonra lameller kiiltiir kaplarindan ¢ikarildi ve kurumalari i¢in beklendi.
Lamellerin tstiine DAPI’den [(4',6-Diamidino-2-Phenylindole) DNA’ya baglanan
bir boya] 15 ul eklendi. Daha sonra lameller ters gevirilerek lamlarin {izerine

kapatildi. Hazirlanmis olan 6rnekler floresan mikroskobu ile incelendi.
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4. BULGULAR
4.1. MDM2 inhibisyonunun p53 ve AR Yolagina EtKisi

MDM2'nin AR’in ekspresyon seviyelerini ve transkripsiyonel aktivitesini
kontrol edebildigi (Lin HK et al, 2002 ; Gaughan L et al, 2005), p53'in AR ile
etkilesebilecegi ve AR aracilikli transkripsiyonun baskilanmasina yol ac¢tigi daha
onceki yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Sengupta S et al,2004; Shenk JL et al,
2001). MDM?2 inhibitorii olan nutlin3a’nin segici olarak p53 stabilizasyonuna
neden oldugu bilindiginden (Tovar et al,2006; Anshu A. et al, 2006; Shenk JL et al,
2001), calismamizda p53 stabilizasyonunun 6zellikle AR yolagi lizerindeki etkisini
arastirmak amaciyla LNCaP hiicrelerine 24 saat stireyle 3, 6, 12, 24 ve 48 uM
nutlin3a uygulandi. Nutlin3a uygulanmis lizatlarla p53, p21, AR ve NKX3.1
proteinlerinin seviyesel degisikligi immunoblot yontemiyle gosterildi (Sekil 4.1).
Nutlin3a’nin artan konsantrasyonlarina bagli olarak p53 proteininin 3 pM’lik
nutlin3a uygulamasiyla baslayarak artan konsantrasyonlarda stabilize oldugu
goriildii. Bununla birlikte p53°lin transkripsiyonel hedefi olan p21 proteininin

p53°iin doz bagimli stabilizasyonuna bagl olarak seviyesinde artis gézlendi.

Nutlinda (M) 0 3 6 12 24 48
P53 T e - -

p21 L e e
AR -

NKX3.] .
pacn. —

Sekil 4.1: LNCaP hiicrelerine 24 saat siireyle 3, 6, 12, 24, 48 pM nutlin3a uygulanmasiyla p53
ve AR sinyalizasyonundaki degisim.

Nutlin3anin 24 saat boyunca uygulanmasi, LNCaP hiicrelerinde AR
seviyelerinde doza bagli 6nemli bir azalmaya neden oldu. AR seviyesindeki bu
azalmanin bir sonucu olarak NKX3.1 protein seviyesi nutlin3a’nin artan

konsantrasyonlarinda doz bagimli olarak azaldig1 gézlendi.
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4.2. Nutlin3a’min AR Transaktivasyonuna Etkisinin Belirlenmesi

p53 ve AR’nin MDM2 onkogeninin kodladigit E3 ubikitin ligaz ile
ubikitinlendigi bilindiginden (Logan et. al, 2007) nutlin3a'nin AR transaktivasyonu
tizerindeki etkileri arastirildi. Tasarlanan deneylerde promoter bolgesi igermeyen
pGL3Basic reporter vektorii negatif kontrol olarak kullanildi. Daha o6nceden
pGL3Basic reporter vektoriine gen ifadesi androjen ile diizenlenerek prostatta
eksprese oldugu bilinen (Yeung et al. 2003) probasin geninin promotor bolgesi
klonlanarak elde edilmis olan pProbasin reporter vektorii pozitif kontrol olarak
kullanildi. 96 gdzlii hiicre kiiltiir kabmim bir géziine 10* LNCaP hiicresi olacak
sekilde 48 goze ekim yapildi. Hem pozitif hem de negatif kontrol reporter
vektorleri FugeneHD transfeksiyon ajani kullanilarak transfekte edildi. 24 saat
beklemenin ardindan hiicrelere sentetik androjen olan R1881 (10nM, 6saat)
varliginda ve yoklugunda 24 saat siire ile 2.5, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarda
nutlin3a ile birlikte uygulandi. Olgiim kitinin prosediiriine uygun olarak yapilan
lisiferaz deneyinde, uygulamanin ardindan liisiferaz aktivitesi (RLA) ol¢iildii.
Firefly aktivitesinin protein konsantrasyonuna bdoliinmesi ile normalizasyonu
yapilan ve pGL3Basic ile transfekte edilen kontrol hiicrelerine gére RLA’deki kat
degisimi grafiklendi (sekil 4.2A).

pGL3Basic reporter vektorii transfekte edilen LNCaP hiicrelerinde anlaml
aktivite gozlenmezken pProbasin reporter vektorii transfekte edilmis olan LNCaP
hiicrelerinde R1881 uygulanmamis olan hiicre grubunda bir miktar aktivite
gozlenmektedir. Bu bazal aktiviteyi temsil etmektedir. Pozitif kontrol grubunda
kontrol hiicrelerine gore R1881 uygulanan hiicre grubunda androjenin etkisiyle
yaklagik 34 katlik artis g6zlenmektedir. Bu sonug reporter assay i¢in kullandigimiz
araglarin galistigim1 gostermektedir. pProbasin-luc liisiferaz vektorii transfekte
edilmis LNCaP hiicreleriyle hazirlanan deney grubunda androjen yoklugunda
kontrol, 2.5, 5 ve 10 uM nutlin3a uygulanmis hiicrelerde liisiferaz aktivitesi
sirastyla 22.1, 26.1, 51.0 ve 85.5 RLA iken 10nM androjen uygulamasi ile lisiferaz
aktivitesi sirasiyla 755.9, 495.8, 650.6 ve 901.0 RLA olarak gozlendi. Pozitif
kontrol grubu olan pProbasin transfekte edilen hiicrelerden androjen uygulanmig
hiicrelerdeki aktiviteden androjen uygulanmamis olan bazal aktivite ¢ikarilarak

androjenin etkisiyle gerceklesen relatif liisiferaz aktivitesi grafiklendi (Sekil 4.2B).
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Sekil 4.2: A: Nutlin3a’nin LNCaP hiicrelerinde AR transaktivasyonuna etkisi. B: pProbasin-
luc transfekte edilmis LNCaP hiicrelerinde relative liisiferaz aktivitesi. Cont: Kontrol, 2,5 N:
2,5 uM nutlin3a, 5N: 5 pM nutlin3a, 10N: 10 uM nutlin3a

4.3. Nutlin3a’nin AR Translokasyonuna Etkisi

Nutlin3a uygulanmis LNCaP hiicrelerinde AR’nin hiicre i¢i yerlesiminin

aragtirllmasi amaciyla androjen varliginda ve yoklugunda 2,5uM nutlin3a ile 24

saat siireyle muamele edildi. Immiinofloresan y&ntemi ile arastirildi. Kontrol

hiicrelerinde hem sitoplazmik hem niikleer olarak bulunabilen AR, nutlin3a

uygulamasiyla niikleusta Onemli

Olgiide

azalmistir.

Hiicrelere

androjen

uygulanmasiyla niikleusta 6nemli miktarda AR birikimi gozlenirken, androjen

varliginda nutlin3a uygulamasiyla birlikte AR’nin niikleusta azaldig1 sitoplazmada

ise kontrole gore bir miktar arttig1 goriildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: R1881 varhginda ve yoklugunda nutlin3a (2,5 pM,24 saat) uygulanms LNCaP
hiicrelerinde AR yerlesimi.

Nutlin3a uygulamasina bagli olarak AR’nin sitoplazma ve niikleer
yerlesimdeki degisikliginin sebebinin belirlenmesi ve azalan transaktivasyonun
dogrulanmasi amaciyla, androjen varliginda ve yoklugunda 2,5uM nutlin3a ile 24
saat silireyle muamele edilen LNCaP hiicrelerinden sitoplazmik ve niikleer
proteinler ayr1 olarak izole edildi ve AR, p-AR ser-81, p-AR ser-213/210, p21,
GAPDH ve B-actin proteinlerinin seviyeleri western blot teknigi ile karsilastirild:
(Sekil 4.4).



Sitoplazmik Nikleer
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Sekil 4.4: LNCaP hiicrelerinde nutlin3a (2,5 pM, 24 saat) uygulamasi sonucunda AR ve p21’in
seviyesel degisimi ve hiicre ici yerlesimi. N: Nutlin3a

Elde edilen sonuglar imageJ programinda B-actin’e gore normalize edilerek
dansitometrik analizi yapildi ve her proteinin sitoplazmik kontroliine gore kat
degisikligi olarak elde edilen degerler Sekil4.4’te gortildiigl gibi ilgili bandin altina
yazildi.

Total AR’nin sitoplazmada kontrole gore nutlin3a uygulanmis hiicrelerde 0.8
kat (1.0/1.2) artarken niikleusta 1.4 (1.1/0.8) kat azaldigi gozlendi. AR’nin
transkripsiyonel aktivitesini etkileyen fosforilasyonlarda da degisiklik olup
olmadigin1 anlamak i¢in AR ser-81 ve AR ser-213/210 fosforilasyonlarini da
inceledik. AR ser-81 fosforilasyonu sonucunda niikleer lokalilazsyonu artmis olup
nutlin3a etkisiyle bu fosforilasyonda sitoplazmada kontrole gore 2.5 kat (1.0/0.4)
azalirken, niikleusta 1.9 (1.3/0.7) kat azaldigi gorildi. AR ser-213/210
fosforilasyonu sitoplazmada kontrole gore 2 kat (1.0/0.5) azalirken niikleusta 1.2
kat (1.5/1.3) azaldigi gorilmustiir. AR ser-213/210 fosforilasyonunun androjen
uygulanan hiicrelerde kontrole gore sitoplazmada 3 kat, nukleusta ise 1.5 kat
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azaldig1 goriildii. Androjen ile birlikte nutlin3a uygulanmis hiicrelerde yalniz
nutlin3a uygulanan hiicrelere gore sitoplazmada 2.1 kat azalirken niikleusta 1.2 kat

arttig1 gorildii.

LNCaP hiicrelerinde nutlin3a uygulamasimin apoptotik yaniti incelendiginde
androjen varliginda ve yoklugunda nutlin3a uygulanan hiicrelerde yalnizca
sitoplazmada protein ekspresyonunda degisim gozlendi. Kontrol hiicrelerinde p21
protein ekspresyonu gézlenmezken nutlin3a etkisiyle sitoplazmik seviyesinin arttigi
gozlendi. Aymi sekilde yalnizca androjen uygulanan hiicrelerde p21 protein
ekspresyonu gozlenmezken androjen varliginda nutlin3a etkisiyle sitoplazmada

sitoplazmik seviyesinin arttig1 gézlendi.
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5. TARTISMA

Prostat kanserinin progresyonu sirasinda, kritik hiicresel yolaklarda
mutasyonlar meydana gelir ve bdylece tiimoér antikanser tedavilerinden kurtulur.
Ortaya ¢ikan dnemli bir mutasyon, tiimdr baskilayici transkripsiyon faktorii p53 ile
ilgilidir (Guseva NV., et al.) Metastatik prostat kanserlerde p53 mutasyonlari sik
gortiliirken primer prostat kanserinde p53 mutasyonlar1 nadirdir. Fonksiyonel p53’e
sahip tiimor hiicrelerinin aktive edilmesi tedavi i¢in umut vericidir. Ayrica Huggins
ve Hodges, prostat kanserinin androjen yoksunluguna duyarhiligini ilk kez
gosterdiginden prostat kanserinin biiylime ve sagkalim i¢in AR aktivasyonuna bagl
oldugu agiktir (Davey R.A and Grossmann M., 2016). AR aktivitesini diizenleyen
yollardan biri p53-MDM2 etkilesimidir. Androjen bagimli prostat kanseri hiicre
hatt1 LNCaP hiicrelerinde androjen sinyali, stabilize p53’iin AR geni promotdriine
rekabet ederek baglanmasimi dolayisiyla da AR sinyalizasyonunun azaltilmasini
kolaylastirmaktadir. Yabanil tip p53'ii eksprese eden kanser hiicrelerindeki p53
yolagi, MDM?2 spesifik inhibitorii olan nutlin3a ile aktive edilebilmektedir (Lin
HK., et al., 2002).

Bu tez calismasinda nutlin3a varliginda p53 stabilizasyonunun AR’in
transkripsiyonel hedeflerine baglanma dinamigini, hiicre i¢i yerlesimini nasil
etkiledigi ve AR transaktivasyonu {iizerindeki etkisi androjene yanit veren ve
yabanil tip p53’e sahip olan prostat kanseri hiicre hatt1 olan LNCaP hiicrelerinde

arastirildi.

Logan ve arkadaglarinin yaptigi calismada LNCaP hiicrelerine 24 saat
nutlin3a uygulamasi yapildiktan sonra western blot deneyi yapilmistir. Deney
sonuglarma goére p53’tin korundugu ve onun transkripsiyonel hedefi olan p21
proteininin stabilize oldugu, AR proteininin azaldigir goériilmiistiir. Ayrica LNCaP
hiicrelerinde nutlin3a’nin apoptotik etkisini arastirmak amaciyla clv-kaspaz3, clv-
kaspaz8, p53 proteinine bakilmis ve bu proteinlerin seviyelerinin arttig1
gozlenmistir. (Logan L.R. at al). Bu tez calismasinda transkripsiyonel aktivite,
nutlin3a uygulanarak p53 ve/veya MDM2 aracili AR seviyesel degisikligi artan
konsantrasyonlarda  uygulanarak  arastirildi.  Nutlin3a  varhiginda  p53

stabilizasyonunun 0zellikle AR yolag1 iizerindeki etkisi i¢in p53, p21, AR ve
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NKX3.1 protein seviyelerine bakildi. Logan’in sonuglarina benzer sekilde western
blot sonuclarimizda p53’tin korundugu ve p2l proteininin de stabilize oldugu

goriildil.

Daha 6nceki p53 stabilizasyonu ¢alismalarindan elde edilen veriler ile deney
sonuglarimiz  karsilastirildiginda, nutlin3a’nin AR seviyesini  degistirerek
transaktivasyonu baskilamis olabilecegi diisiiniildii. AR transaktivasyonunun bir
sonucu olarak androjen duyarli hiicre hatlarinda NKX3.1 ekspresyon
degisikliklerinin kontrol olarak kullanilmasi ile sonug¢larnmizda NKX3.1
seviyesinin azaldigi ve bu azalisin AR transaktivasyonunun baskilanmasi ile

gergeklestigi goriildii (Sekil 4.1).

Nutlin3a’nin AR transaktivasyondaki etkisinin dogrulanmast amaciyla
lisiferaz reporter assayi yapildi. pProbasin-luc transfekte edilen LNCaP
hiicrelerinde androjen uygulanmis olan kontrol, 2.5, 5 ve 10 puM nutlin3a
uygulanmis hiicre grubunun lisiferaz aktivitesinden androjen uygulanmamig
hiicrelerin bazal aktivitesi ¢ikarilidiginda aktivitenin kontrol, 2.5, 5 ve 10 uM
nutlin3a konsantrasyonlarinda sirasiyla 733.8, 469.8, 599.6, 815.5 oldugu goriildii
(Sekil 4.2B). Elde ettigimiz sonuglara goére nutlin3a’nin 2.5 ve 5 uM
konsantrasyonunda AR transaktivasyonunun baskilandigi ancak ilging bir sekilde
artan doza bagli olarak AR transaktivasyonunu artirdigi gozlendi. Calisilan dozlar
icinde en iyi baskilanma 2.5 pM konsantrasyonda gergeklestigi i¢in daha sonraki

tasarlanan deneylerde nutlin3a’nin 2,5 uM kullanilmasina karar verildi.

2.5 uM konsantrasyondaki nutlin3a aracili AR transaktivasyonundaki
baskilanma ile AR translokasyonu iizerindeki etkisinin arastirilmasi amaciyla
immiinofloresan deneyi yapildi ve nutlin3a uygulanmis hiicrelerde AR’nin
niikleusta kontrol hiicrelerine gére anlamli miktarda azaldigir goézlendi. Androjen
varliginda nutlin3a uygulanmis hiicrelerde yalnizca androjen uygulanmis hiicrelere
gore AR’nin niikleusta azaldig1 gosterildi ve bu azalmanin sebebinin sitoplazmik
tutulum olabilecegi diisliniildii. Bunu arastirmak amaciyla ayni deney seti ile
sitoplazmik-niikleer fraksiyonlama yapildi ve western blot analizi ile AR

fosforilasyonlart ile total AR, p21, GAPDH ve B-actin protein seviyeleri arastirildi.
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Total AR’nin sitoplazmada kontrole gore nutlin3a uygulanmis hiicrelerde 0.8
kat (1.0/1.2) artarken niikleusta 1.4 (1.1/0.8) kat azaldig1 gozlendi. Androjen ile
birlikte nutlin3a uygulanmis hiicrelerde yalniz androjen uygulanan hiicrelere gore
niikleusta 1.3 kat (1.3/1.0) azalma olurken sitoplazmada 0,6 kat (0.3/0.5) artis
goriildii. Nutlin3a uygulanan orneklerde total AR seviyesi niikleusta azalirken
sitoplazmada arttig1 goriildi. Bunun iizerine AR fosforilasyonlar1 incelendi.
AR'nin, sadece steroid hormonu olan androjen ile degil, kinazlar da dahil olmak
iizere diger yolaklardan gelen sinyaller i¢in de bir toplanma noktasi oldugu agiktir
(Gioeli D. et. al., 2002). Bilindigi gibi androjen aktivitesi ¢oklu fosforilasyon
bolgelerinde fosforilasyon yoluyla diizenlenebilmektedir. Fosforilasyon ile
modifikasyonlar hiicresel lokalizasyonu, stabiliteyi ve transkripsiyonel aktiviteyi
iceren AR fonksiyonunu degistirebilmekte ve sonucta hastalik ilerlemesinde
degisikliklere sebep olabilmektedir (Daniels G. et al., 2013). Prostat kanseri
hiicrelerinde AR ser-81 fosforilasyonunun arttig1 (Li Z. et al.,2006; Chen S. et al.,
2006) ve AR’nin niikleer lokalizasyonunun arttig1 bilinmektedir (Chen S. et al.,
2012). Bizim sonuglarimizda da ser-81 fosforilasyonu sonucunda niikleusta AR
lokalilazsyonu artmis olup nutlin3a etkisiyle bu fosforilasyonda sitoplazmada
kontrole gore 2.5 kat (1.0/0.4) azalirken, niikleusta 1.9 (1.3/0.7) kat azaldigi
goriildii. Androjen ile birlikte nutlin3a uygulanmis hiicrelerde androjen uygulanan
hiicrelere kiyasla ser-81 fosforilasyonunun niikleusta 0.8 kat (2.2/2.7) arttig1
goriildii. Benzer sekilde ser-213/210 fosforilasyonu androjenle birlikte nutlin3a
uygulanmis hiicrelerde yalniz androjen uygulanan hiicrelere kiyasla niikleusta 0.8

kat (1/1.3) arttig1 goriildii.

Niikleusta serin fosforilasyonlarinin seviyesinin artmasina karsin total AR
seviyesinde niikleusta azalma meydana gelirken sitoplazmada artis olmasi
nutlin3a’nin AR fosforilasyonlarin1 etkilemedigi ancak AR’nin sitoplazmada

tutulumuna veya niikleustan sitoplazmaya tasin neden oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC

Tez calismasi i¢in prostat kanserinde onemli role sahip olan AR’ p53
stabilizasyonu durumunda transaktivasyonu ve translokasyonunun nasil etkiledigi
LNCaP prostat kanseri hiicre hattinda arastirtldi. p53 stabilizasyonu igin spesifik
MDM?2 inhibitdrii olan nutlin3a kullanildi. inhibitriin p53 stabilizasyonu sagladig,
p21 protein seviyesini artirarak apoptoza katkida bulundugu, AR yolagina etki
ettigZi AR protein seviyesinde azalma ve AR’in transkripsiyonel hedefi olan
NKX3.1 protein seviyesinde azalma meydana geldigi goriildii. AR yolagindaki bu
degisim liisiferaz reporter aktivitesine bakilarak da incelendiginde nutlin3a’nin doz
bagimli olarak transaktivasyonu baskiladig1 ve en etkili dozun diisiik doz (2,5 uM)
oldugu goriildii. Diisiik doz nutlin3a uygulanmasiyla yapilan hiicre i¢i lokasyon ve
fraksiyonlama deney sonuglarina goére nutlin3a AR’nin  sitoplazmik
lokalizasyonunu arttirtp niikleer translokasyonunu azaltarak transkripsiyonel

aktivitesini inhibe ettigi gorildii.
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