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ÖZET 

ANDROJEN RESEPTÖRÜNÜN OLASI HEDEFLERĠNE 

BAĞLANMA DĠNAMĠĞĠNĠN ÇALIġILMASI 

ÖZDUMAN, Gülseren 

Yüksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dalı 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. Kemal Sami Korkmaz 

08 Ocak 2019, 43 sayfa. 

Normal prostat hücrelerine benzer şekilde prostat kanseri hücreleri, 

büyümek ve hayatta kalabilmek için androjenlere ihtiyaç duyar. Prostat kanserinin 

büyümesi, hücre çoğalması/hücre ölümü oranına bağlıdır. Prostat kanserinde, 

çoğalma oranı ölüm oranından daha yüksektir ve sürekli büyümeye neden olur. 

Androjenler ve AR bu oranın ana düzenleyicisidir. AR prostat gelişiminde ve 

karsinogenezde transkripsiyonel faktör olarak kilit rol oynamaktadır. AR‟ın olası 

hedef genlere bağlanma dinamiğini araştırmak prostat kanserinde AR 

patofizyolojisini aydınlatmak için gereklidir. Bu amaçla bu tez çalışmasında 

nutlin3a varlığında p53 stabilizasyonunun AR‟ın transkripsiyonel hedeflerine 

bağlanma dinamiği, hücre içi lokasyonunu nasıl etkilediği ve AR 

transaktivasyonu üzerindeki etkisi araştırıldı. LNCaP hücrelerine nutlin3a 

uygulanarak sağlanan p53 stabilizasyonunun AR yolağı üzerindeki etkisi western 

blot analizi yapılarak araştırıldı. AR transaktivasyonundaki değişimi araştırmak 

için nutlin3a‟nın farklı dozları uygulanarak Lüsiferaz Reporter assay analizi 

yapıldı ve transaktivasyonunun düşük dozlarda baskılandığı anlaşıldı. AR 

transaktivasyonun baskılanmasının translokasyondaki ekisini anlamak amacıyla 

immünofloresan deneyi ve sitoplazmik-nükleer fraksiyonlama sonrasında western 

blot analizi yapılarak araştırıldı ve nutlin3a‟nın MDM2 aracıklı AR 

transaktivasyonundaki azalmanın sitoplazmik tutulumdan kaynaklandığı sonucuna 

varıldı. 

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

STUDYING THE DYNAMIC BINDING OF AR INTO 

PUTATIVE TARGETS 

ÖZDUMAN, Gülseren 

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 
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1. GĠRĠġ 

Androjen erkek cinsel farklılaşmasının yanı sıra prostat gelişimi ve 

karsinogenezisin ana düzenleyicisidir. Androjen tarafından düzenlenen gen ifadesi, 

ligand bağımlı bir transkripsiyon faktörü olarak işlev gören nükleer reseptör süper 

ailesinin bir üyesi olan androjen reseptörünün (AR) etkisiyle gerçekleşir 

(Grossmann et al., 2001).   

AR, genomdaki androjen yanıt elementlerine (ARE'ler) bağlanarak veya 

spesifik tanıma bölgelerine bağlı diğer transkripsiyon faktörleri ile etkileşerek hedef 

genlerin ekspresyonunu düzenler (Wang et al., 2005).  Örneğin Probasin geninin 

promotöründeki ARE dizileri spesifik olarak AR tarafından tanınmaktadır, fakat 

diğer steroid hormon nükleer reseptör süperailesi üyesinden biri olan 

glukokortikoid reseptör (GR) tarafından tanınmaz. DBD, bir katlanma bölgesi 

tarafından ligand bağlanma alanına bağlanır (Schoenmakers E., et al., 2000). AR, 

prostat kanserinin gelişiminde ve ilerlemesinde önemli bir rol oynadığı için agresif 

ve yaygın prostat kanserinde terapötik hedef haline gelmiştir (Azeem W. et. al., 

2017).   

AR‟nin ekspresyon seviyesi ve transkripsiyonel aktivitesi MDM2 tarafından 

kontrol edilebilmektedir (Lin HK et al, 2002; Gaughan L et al, 2005). Bununla 

birlikte MDM2‟nun negatif düzenleyicisi olan p53 AR ile de etkileşebilmekte ve 

AR aracılıklı transkripsiyonun baskılanmasına yol açabilmektedir (Sengupta S et al, 

2004; Shenk JL et al, 2001). 

 p53-MDM2 etkileşimini inhibe eden nutlin3a varlığında p53 

stabilizasyonunun AR‟ın transkripsiyonel hedeflerine bağlanma dinamiğini, hücre 

içi lokasyonunu nasıl etkilediği ve AR transaktivasyonu üzerindeki etkisi LNCaP 

hücrelerinde araştırılmıştır. 



2 

 

2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Normal Prostat GeliĢimi ve Androjenler 

Prostatın prenatal gelişimi androjene özellikle de dihidrotestosterona (DHT) 

bağımlıdır. Fetal testis testosteron üretse de, tam prostat morfogenezi için 

testosteronun 5α-redüktaz ile hücre içi indirgemesi gereklidir. İnsanda yaklaşık 10 

haftalık gebelikte prostatın duktal yapısı ürogenital sinüsün epitelyal çıkıntılarından 

kaynaklanır ve gelişmekte olan mesanenin hemen altındaki çevre mezenşime doğru 

hareket eder. 5α-redüktaz enzimi, ürogenital sinüste prostat gelişimi öncesi ve 

sırasında mevcuttur (Shapiro E. et al.,2000; Siiteri PK. et al., 1974). Fonksiyonel 

bir 5α-redüktaz geni bulunmayan bireylerde prostat küçük veya tespit edilemezdir. 

Sıçanlarda, fetal gelişim sırasında 5α-redüktaz inhibisyonu, kısmi prostat gelişimi 

ile sonuçlanır (Imperato-McGinley J. et al., 1985). Prostat gelişiminin başlatılması 

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

 

2.2. Prostatın Androjenik Kontrolü 

1875 yılında Pelikan, Rusya'daki Skopsty tarikatında, cinsel saflığı 

geliştirmenin bir yöntemi olarak kastrasyon uygulayan erkeklerin çocuklarla aynı 

büyüklükte prostat bezleri olduğunu gözlemlemiştir (PelikanE, 1875; Alastair D. et 

al., 2014). Ancak 1940'lı yıllara kadar, prostatın androjen regülasyonunun gerçek 

öneminin, Huggins ve Clark'ın kastrasyon yaparak ilk olarak prostat büzülmesine 

ve asit fosfataz salgılanmasının azalmasına yol açtığı, testosteron enjeksiyonunun 

ise zıt etkiye sahip olduğu ortaya çıkmıştır. Huggins prostat kanserli sekiz hastada 

orşiektomi ve adrenalektominin dolaşımdaki androjenleri uzaklaştırdığını gösterdi. 

Kırk yıl sonra Redding ve arkadaşları, 1982'de bir GnRH analoğu olan D-Trp6'nın, 

344 sıçanda anterior hipofiz bezinin aşırı uyarılmasında indüklenen negatif bir geri 

besleme döngüsü ile normal prostat büyüklüğünü ve tümör yığınını etkili bir 

şekilde azalttığını göstermiştir (Şekil 2.1) (Alastair D. et al., 2014).  

2.3. Androjen Reseptörü (AR) Yapısı Ve Fonksiyonu 

AR geni X kromozomu üzerinde Xq11-Xq12 lokusunda bulunur (Şekil 2.2B) 

(Lubahn DB. Et al., 1988; Brown CJ. et al., 1989; Migeon BR. et al., 1981). Protein 
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kodlama bölgesinde 2757 nükleotidi vardır ve 0.7 ile 2.6 kb boyutlarında değişen 

intronlarla birlikte sekiz ekson içerir. AR geni, 919 amino asitten oluşan 110-

kDa'lık bir proteini kodlar (Şekil 2.2B) (Gelmann EP. et al., 2002). Nükleer 

reseptör ailesinin diğer üyeleri gibi, AR da üç ana fonksiyonel bölgeden oluşur; N-

terminal alanı (NTD) (1-555), DNA bağlama alanı (DBD) (555-623) ve esnek bir 

katlanma „hinge‟ bölgesi (623-665) ile DBD'ye bağlanan C-terminal ligand 

bağlama bölgesi (LBD) (665-919) (Şekil 2.2B) (Mangelsdorf DJ. et al., 1995). 

 

ġekil 2.1: Testosteron biyosentezi. Hipotalamustan salınan LHRH, ön hipofiz bezinden 

luteinize edici hormon (LH) ve adrenokortikotropik hormon (ACTH) da dahil olmak üzere 

gonadotropinlerin salınmasına neden olur. Bunlar testosteron salınımını testislerden (toplam 

testosteron üretiminin > % 95'i) ve adrenal bezden (< % 5), testosteron-öncülü 

androstenedionun sitokrom p450, alt aile 17 (CYP17) tarafından kolesterolden sentezlendiği 

yerde uyarır. Testosteron (T) 5a-redüktaz ile dihidrotestosterona (DHT) dönüĢtürülür. Hem 

testosteron hem de DHT, androjen reseptörüne (AR) ligand olarak bağlanabilir. 
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ġekil 2.2: Androjen ve AR iĢlevi. Androjen reseptör geninin genom organizasyonu ve androjen 

reseptör proteininin fonksiyonel domain yapısı. (A) Prostat hücrelerinde androjen ve AR 

sinyalleri. Testiküler sentezden sonra, testosteron, prostat gibi hedef dokulara taĢınır ve 5-α-

redüktaz ile dihidrotestosterona (DHT) dönüĢtürülür. DHT, ligand bağlanma bölgesine 

bağlanır ve ısı Ģok proteinlerinin (HSP'ler) AR'dan ayrılmasını teĢvik eder. AR sonra 

çekirdeğe transloke olur, dimerize olur ve prostata spesifik antijen (PSA) ve TMPRSS2 gibi 

hedef genlerin promoter bölgesindeki androjen yanıt elementine (ARE) bağlanır. AR 

promotöre, p160 ailesel koaktivatörler ve CREB, CBP üyeleri gibi diğer koregülatörlere ek 

olarak bazal transkripsiyon makinesi TBP (TATA-box-binding protein) ve TFIIF 

(transcription factor IIF) üyelerini de toplayabilir. SHBG: serum seks hormonu bağlayan 

globulin. CREB cAMP-yanıt element bağlayıcı protein. CBP; CREB bağlayıcı protein. (B) 

Androjen reseptör geni, X-kromozomunun uzun koluna eĢlenmiĢtir (lokus: Xq11-q12). 

DeğiĢik uzunluklarda (0.7-2.6 kb) intronlar tarafından kesilen sekiz ekson içerir ve çeĢitli 

iĢlevsel alanlardan (N-terminal alanı (NTD), DNA bağlama alanı (DBD) ve ligand bağlama 

alanı  (LBD) (9,19 amino asitten oluĢan bir protein kodlar), amino asit rezidü numaraları AR 

protein domain haritasının üzerinde belirtilmiĢtir). Ekzon 1, NTD'yi kodlar, ekzon 2 ve 3 

DBD'yi kodlar ve ekzon 4-8 hem katlanma bölgesini hem de LBD'yi kodlar.                                  

NTD, AR'nin boyutunun yarısından fazlasını kapsar (1-555 rezidü) ve ekson 

1 ile kodlanır (Sasaki M. et al.,). DBD (rezidü 556-623), steroid hormon 

reseptörleri arasında oldukça korunmuş olan sistein açısından zengin bir bölgedir 

(Şekil 2.3A). AR, DBD'nin kristal yapısına göre, her bir DBD monomerinin çinko 

iyonunu koordine eden dört sistein rezidüsünden, iki çinko parmaktan (Şekil 2.3B) 
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(PDB: 1R4I) oluşan bir çekirdeği vardır. AR, diğer steroid reseptörleri gibi, bir 3 

baz çiftlik bir boşluk (base pair spacer) (IR3) ile ayrılmış iki eşit ortak heksamerik 

yarı bölge (half site) (5'-AGAACA-3')' den oluşan promotör DNA yanıt 

elementlerine bağlanan bir dimer olarak işlev görür. N-terminal çinko parmağın α-

heliks DNA majör groove hormon yanıt elementinde nükleotidler ile doğrudan 

etkileşime girer (Şekil 2.3B). Proksimal kutu [glisin-serin-valin] (amino asitler 577-

581; GSCKV) olarak adlandırılan bu α-sarmalın N ucundaki üç amino asit rezidüsü 

progesteron reseptörü (PR), glukokortikoid reseptörü (GR) ve mineralokortikoid 

reseptörü (MR)'de aynıdır (Şekil 2.3A ve 2.3B) ve DNA yanıt elementini spesifik 

tanımadan sorumludur. AR, PR, GR ve MR, ortak bir DNA yanıt elementini 

bağlarlarsa steroid reseptörlerinin hedef spesifikliğini nasıl sağladığına ilişkin 

yapılan çalışmalar spesifik AR aktivasyonuna izin veren seçici androjen yanıt 

elementlerini (ARE'leri) (örn. 5'-GGTTCT-3 ') tanımlamıştır. ARE'lerin doğrudan 

„repeat oryantasyon hekzamerik half site‟leri vardır. Yapısal araştırmalar, 

seçiciliğin, AR'nin doğrudan yarı tekrar bölgelerine (repeat half sites) bağlanmasına 

olanak tanıyan distal kutu bölgesi (amino asit 596-600; ASRND) yoluyla "head-to-

head" biçimde reseptör dimerizasyonu ile sağlandığını doğrulamıştır (Şekil 2.3A ve 

2.3B). DBD, farklı steroid reseptörleri arasında oldukça korunmuş olduğundan, 

diğer steroid reseptörlerinin seçici ARE'leri tanımamasının nedeni hala tartışma 

konusudur. 
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ġekil 2.3: AR fonksiyonel alanların yapıları. (A) AR, PR, MR ve GR'nin DNA bağlanma 

alanının, ClustalW kullanılarak gerçekleĢtirilen dizi hizalanması. “*” çinko atomunun 

koordinasyonunda yer alan korunmuĢ sisteinlerini belirtir. (B) AR, DBD'nin (pembe) (PDB: 

1R4I), hormon yanıt elementi (kırmızı / mor) ile kompleksleĢmiĢ üst kristal yapısı. DBD, iki 

çinko parmak içerir (gri). Her çinko iyonu dört sistein tarafından koordine edilir (sarı). Bir 

çinko parmak, spesifik hormon yanıtı elementi half site 5'-AGAACA-3 'değerini tanıyan P-

kutusu (turuncu) aracılı doğrudan DNA bağlanmasına katılır. Diğer çinko parmak, D-kutusu 

(yeĢil) vasıtasıyla bir „head-to-head‟ reseptör dimerizasyonuna katılır. Alttaki Ģekil, AR 

DBD'nin taslak gösterimi. (C) importin-α (sarı) ile kompleksleĢtirilmiĢ AR nükleer 

lokalizasyon sinyali (NLS) peptidinin (amino asit 621-635) (turuncu) kristal yapısı (PDB: 

3BTR). Büyük NLS sitesinden alınan rezidüler 629-RKLKKL-634, importin-α bağlanmasına 

katkıda bulunur.  (D) AR ligandı bağlama alanının (mor) (LBD) (PDB: 1E3G) kristal yapısı. 

LBD tipik üç katmanlı, antiparalelik spiral sandviç katında düzenlenmiĢ 11 α-helis ve iki 

küçük, iki bükümlü β-tabakadan oluĢur. Sarmal 1 ve 3 arasındaki uzun esnek linker mavidir. 
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2.4. Prostat Kanseri geliĢimi ve Androjen reseptörü  

Genel olarak prostat kanseri, farklı klinik ve morfolojik özelliklere sahip 

heterojen ve çok oadaklı olarak tanımlanmıştır (Ruijter et al., 1996). Prostat kanseri 

genellikle ağrısız yavaş ilerleyen “indolent” bir hastalık olmasına rağmen, 

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

Prostat kanserinin başlangıçta androjene bağımlı bir tümör olduğu 

düşünülmektedir. Bazı durumlarda, oldukça invaziv androjenden bağımsız bir 

tümöre ilerleyebilir. Hastalık ilerlediğinde, tümör lokal olarak yayılır, pelvik lenf 

düğümlerine metastaz yapar ve kemik gibi uzak bölgelere yayılır. Metastaz 

başladığında prostat kanseri tedavi edilemez (Zetter, 1990; Rinker-Schaeffer et. al.,  

1994; Arnold and Isaacs, 2002). Prostat karsinogenezisi sırasında, genetik 

değişiklikler de dahil olmak üzere çoklu hücresel ve moleküler olaylar meydana 

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

Yetişkinlerde, iki ana tip prostat hastalığı meydana gelir: iyi huylu prostat 

hiperplazisi (BPH) ve prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) lezyonlarından 

türediği düşünülen prostat kanseri (Untergasser et. al., 2005; Chrisofos et. al., 

2007). Prostatik hastalık ile ilişkisi temelinde, prostatta üç farklı morfolojik bölge 

tanımlanmıştır:  

1) periferik bölge (peripheral zone); prostat karsinomunun oluştuğu yer, 

2) geçiş bölgesi (transition zone); BPH'nin meydana geldiği bölge 

3) merkezi bölge (central zone); karsinom ve diğer hastalıklara nispeten 

dirençli olan bölge (McNeal, 1969; McNeal, 1988).  

Prostat kanseri gelişiminde, benin epitelyal bezlerden pre-malign lezyonlara 

ve invaziv karsinomaya dönüşüm gerçekleşir. Bazı morfolojik lezyonlar, yüksek 

dereceli PIN (Chrisofos et. al., 2007) ve proliferatif inflamatuar atrofi (PIA) gibi 

prostat kanserinin potansiyel öncüsü olduğu ileri sürülmüştür (De Marzo et. al., 

1999; De Marzo et. al., 2003b). 
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AR, Amerikalı erkekler arasında en yaygın teşhis edilen kanser olan ve 

kanser ölümlerinin ikinci önde gelen nedeni olan prostat kanseri ile yakından 

ilgilidir (Siegel R. et al., 2012; Hoffman RM. et al., 2011). 2010'da, prostat kanseri 

için doğrudan tıbbi maliyetlerin 12 milyar dolara ulaşacağı ve 2020 yılına kadar 

daha da artması beklenmektedir (Mariotto AB. et al., 2011). AR'yi kodlayan gende 

bulunan 1029 mutasyondan 159 mutasyon, erkeklerin prostat kanserine yatkın 

olmasını sağlamaktadır. 

Tek başına serum androjenler prostat karsinogenezini desteklememesine 

rağmen, androjen işlevi ve AR'nin fonksiyonel durumu prostat kanseri ilerlemesinin 

önemli aracılarıdır. Yeni teşhis edilmiş ve tedavi edilmemiş prostat kanseri olan 

erkeklerde düşük serum testosteron düzeylerinin, yüksek AR ekspresyonu, tümör 

içindeki artan kapiler damar yoğunluğu ve daha yüksek Gleason skoru ile ilişkili 

olduğu bulunmuştur (Schatzl G. et al., 2002). Operasyon öncesi tedavi edilmeyen 

hastalardan elde edilen klinik prostat kanseri örneklerinin son analizi, yüksek AR 

ekspresyonunun daha düşük tekrarsız sağ kalım ve hastalık ilerlemesi ile ilişkili 

olduğunu göstermiştir (Lee D. et al., 2003). Prostat kanserinin endokrin tedavisi 

temel cerrahi kastrasyon ya da LHRH agonistleri ile kimyasal kastrasyon ile, 

testiküler androjenlerin dolaşımındaki yoksunluğu ile AR aktivitesi modülasyonunu 

kapsar. AR'nin aktivitesi yalnız anti-androjenlerin uygulanmasıyla, cerrahi veya 

kimyasal kastrasyon ile kombine halinde (kombine androjen blokajı olarak anılır) 

da bloke edilebilir. Hastaların % 80'inden fazlası androjen ablasyonuna pozitif bir 

yanıt göstermektedir. Bununla birlikte, metastatik prostat kanserli hastalar, androjen 

yoksunluğu tedavisinden sonra 12 ila 18 aylık bir medyanda hastalık progresyonu 

ile sonuçlanır (Fowler JE. et al., 1982). Bu kastrasyon dirençli bir hastalığın 

gelişmesidir. Hastalığın bu türü öldürücüdür ve hastalar artık birinci basamak 

androjen yoksunluğu tedavisine yanıt vermemektedir. Kastrasyona dirençli prostat 

kanseri (CRPC) hastaları, genellikle hayatta kalma avantajı sağladığı gösterilen 

anti-mitotik bileşik dosetaksel içeren kemoterapi ile tedavi edilir. Kastrasyon 

direncinin mekanizmaları belli olmamasına rağmen çok çeşitli olduğu 

düşünülmektedir. Bunlar; 

1) AR‟ın agonistlerine duyarlılığının artması,  
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2) AR mutasyonlarının, androjen olmayan ligandlara reseptör yanıtını 

değiştirmesi, 

3) Ligandtan bağımsız AR aktivasyonu ve  

4) AR- Bağımsız mekanizmalardır  (Şekil 2.4) (Tan MH. et al.,2012).  

 

ġekil 2.4: Kastrasyon dirençli prostat kanserinde androjen ve AR iĢlevi. Kastrasyon dirençli 

prostat kanserinin mekanizması. Birkaç mekanizma, kastrasyon dirençli prostat kanserinin 

ilerlemesini desteklemektedir: (1) AR aĢırı ekspresyonu, devam eden tümör steroidogenezi ile 

birlikte. (2) mutant AR'ın östrojen (E2), progesteron (P), glukokortikoidler (C) ve flutamid (F) 

gibi alternatif ligandlarla bağlanması ve aktivasyonu. (3) AR'yi fosforilatlandıran Akt, HER2 

ve Ack1 kinazlarıyla çapraz iz yoluyla ve AR hedef genlerinin transkripsiyonunu uyarmak 

için AR'ye bağlanan uzun kodlamayan RNA'lar (örneğin PCGEM1) yoluyla, ligandtan 

bağımsız AR aktivasyon mekanizmaları. (4) Kanser hücrelerinin sağkalımı ve büyümesinin 

Stat3 sinyallemesi veya anti-apoptotik Bcl-2'nin upregülasyonu ile yönlendirildiği AR'dan 

bağımsız yollar. Glukokortikoid reseptör (GR), kanser hücrelerinin hayatta kalması için 

gerekli AR hedef genlerinin benzer bir setini aktive ettiği bulunmuĢtur. 

2.5. p53, MDM2, AR ĠliĢkisi 

p53 proteini, çeşitli hücre stres formlarına yanıt olarak hücre döngüsü 

arrestini veya apoptozu indükleyebilen güçlü bir tümör baskılayıcıdır (Levine A.J., 

1997). Stressiz koşullar altında, p53 negatif regülatör MDM2 tarafından 

otoregülasyonlu bir feedback döngüsü aracılığıyla sıkıca kontrol edilir (Wu X. et 

al., 1993 ; Bond GL. et. al., 2005) . p53 MDM2 geninin transkripsiyonunu aktive 

eder ve buna karşılık MDM2 proteini p53 transkripsiyonel aktivitesini inhibe eder. 

Ayrıca MDM2, ubikitasyon ve proteazomal degredasyon için p53'ü hedefleyen 
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p53'e özgü bir E3 ligazdır (Honda R. et al., 1997). Bu otoregülasyon döngüsünün 

düzgün çalışması sonucunda p53 ve MDM2 düşük seviyelerde tutulur. Strese yanıt 

olarak, p53'ün hücresel seviyesi ana fonksiyonlarıyla, çoklu hedef genlerin ve p53 

yolağının aktivasyonuna neden olur: hücre döngüsünü durdurma ve apoptoz (Tovar 

et al., 2011). Bu antitümör sonuçlar, p53'ü farmakolojik aktivasyon için istenen bir 

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

Hücre döngüsü arresti ve apoptozdaki rolünün yanı sıra p53 AR 

düzenlenmesinde de rol oynar (Cronauer MV. et al., 2004).  p53'ün AR üzerindeki 

kontrol mekanizması açıkça anlaşılmasa da, p53 aşırı ifadesinin, androjen bağımlı 

genlerin ekspresyonunda azalma ile görünüşte androjen fonksiyonunu azalttığı 

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

Bununla birlikte, fizyolojik seviyelerde p53'ün androjen sinyalizasyonunu 

korumak için hareket edebileceği göz önüne alındığında, bu düzenleme oldukça 

karmaşıktır. Tersine, androjen sinyali etoposid ile muamele edilen LNCaP 

hücrelerinde azalmaktadır, çünkü stabilize p53, AR geni promotörüne 

bağlanmaktadır. Dolayısıyla, p53, AR promotoruna bağlanmak için AR ile 

yarışmalı rekabet ederek AR sinyalizasyonunun azaltılmasını kolaylaştırabilir 

(Şekil2.5). Yapılan bir çalışmada AR protein seviyesinin düzenlenmesinde 

MDM2‟nin ubikitin bağımlı degredasyon için hedeflendiği gösterilmiştir (Lin HK., 

et al., 2002).  

2.6. Nutlin3a 

Nutlin3a, p53-MDM2 etkileşiminin güçlü ve seçici küçük moleküllü 

inhibitörüdür. Nutlin3a, MDM2 molekülünün yüzeyindeki p53 bağlanma bölgesine 

bağlanarak p53 stabilizasyonu sağlar ve in-vivo ve in-vitro p53 yolağını aktive eder. 

Böylece p53 yolunun aktivasyonuna yol açan p53-MDM2 bağlanmasını etkin bir 

şekilde bozar. Yabanıl tip p53‟e sahip tümörlerde tedavi seçeneği sağlamaktadır 

(Vassilev L.T. et al., 2004).   
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ġekil 2.5: A: Nutlin3a yokluğunda p53-MDM2 etkileĢimi, B: Nutlin3a varlığında p53-MDM2-

AR etkileĢimi  

 

p53, ARE bölgelerine bağlanmak üzere AR ile yarışarak transkripsiyonu 

baskılayabileceği için ve AR, MDM2 tarafından parçalanmak üzere 

hedeflenebildiğinden çalışmamızda LNCaP (lenf noduna metastaz olan prostat 

kanseri hücre hattı) hücrelerinde nutlin3a aracılıklı olarak p53-MDM2 etkileşimini 

inhibe ederek AR‟nin transkripsiyonel hedeflerine bağlanma dinamiğini, hücre içi 

lokasyonunu nasıl etkilediği ve AR transaktivasyonu üzerindeki etkisi içi 

lokasyonunu nasıl etkilediği ve AR transaktivasyonu üzerindeki etkisi LNCaP 

hücrelerinde araştırılmıştır. 
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3. MATERYAL VE METOD 

3.1. Materyal 

3.1.1. Cihaz 

 Biyogüvenlik kabini - Sınıf II (Esco, Hollanda) 

 Soğutmalı Santrifüj (Sigma, B6916, ABD) 

 Karbondioksitli inkübatör (Sanyo, MCO-18AIC, Japonya) 

 pH ölçüm cihazı (Hanna, HI221, Almanya) 

 Isıtmalı Manyetik Karıştırıcı (Wisd, MSH-20A, Almanya) 

 Kuru blok ısıtıcı (Grant, QBA2, İngiltere) 

 Spektrofotometre cihazı (Amersham Biosciences, Ultraspec. 100Pro, 

ABD) 

 Santrifüj (Eppendorf 5415D ve 5415R, ABD) 

 Dikey Elektroforez Sistemleri (Biorad – 1658000FC, ABD) 

 Western blot 4‟lü transfer modülü (Biorad-1660828EDU, ABD) 

 İnverted ışık mikroskobu (Leica DMIL, Almanya) 

 Çalkalayıcı (DUOMAX 1030  ve Heidolph, ROTAMAX120, Almanya) 

 Test tube karıştırıcı (YellowLine, TTS2, Fransa) 

 Soğutma ayarlı santrifüj (Eppendorf 5415R, UK)  

 Floresan mikroskop (Leica DMIL, Germany) 

 Mikro hacimli spektrofotometre (Thermo Nanodrop 1000, Wilmington, 

DE, ABD) 

 Karıştırıcı (Biosan PSU-2T, Latvia) 

 İnkübasyon/inaktivasyon su banyosu (WiseBath WB-6, Kore) 

 Buzdolabı (BEKO, İzmir, Türkiye) 

 Kırık buz makinesi (ITV, ABD) 

 Orbital inkübatör - çalkalamalı (Biosan-PSU-2T, Letonya) 

 Homojenizatör (Sonoplus HD 2070, Berlin, Almanya) 

 Florimetrik ve lüminometrik mikroplate okuyucu (Thermo Scientific, 

Fluoroskan Ascent Fl, Shangai, Çin) 

 Enjektörler (Ayset, Türkiye) 
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3.1.2. Sarf malzemeler 

 Pastör pipet (Marienfeld, Germany) 

 Hemositometre (Neubauer, Marienfeld, Almanya) 

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

 Whatman kağıtları (GE Healthcare Amersham, Buckinghamshire, UK) 

 Kuvars küvet (Hellma, 105. 202-QS, Almanya) 

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

 Erlen (ILMABOR TGI, Almanya) 

 Hücre kazıyıcı (TPP 9903, İsviçre) 

 Manyetik Karıştırıcı (Wisd-MSH20A, Almanya) 

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

  Mikrosantrifüj tüpleri (Greiner, 616201, Almanya) 

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

  L-Glutamin (Gibco, 25030, ABD) 

  Pipet uçları (VWR, ABD) 

  DMSO (Merck K 33960212-504, ABD) 

  Gliserol (Sigma, G5150, Almanya) 

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

  6 kuyulu hücre kültür kapları (Greiner, Almanya) 

  RPMI Hücre ortamı; (Gibco, 31330, ABD) 

 Hücre kültür kapları (6 cm) (Sarstedt AG&G, D-51588, Nümbrecht, 

Almanya) 

 Hücre kültürü kapları (10 cm) (Sarstedt AG&G, D-51588, Nümbrecht, 

Almanya) 

  -merkaptoetanol (Sigma, M3148, ABD)  

  Fosfataz inhibitör kokteyli (Roche, 04906837001, Almanya) 

  Sodyum florür; NaF 100X (100mM), (Merck, B815549 606, ABD)  

  Falkon tüpler (15 ml ve 50 ml) (Jet Biofil, CFT-011-150, İtalya) 

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

  Otomatik pipetler (1-10, 20-200 ve 100-1000 µl) (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 membranı (Roche, 

03010040001, Almanya) 

  Proteaz inhibitor kokteyli  (Roche, 04693159001, Almanya)  

  Western blot pozlama kaseti (Amersham Hypercassette, RPN 11643, 

Buckinghamshire, UK) 

  İzopropanol (Merck, K35707095 607, ABD) 

  X-Ray Film (Carestream Healt MXB, Fransa) 

  Fikser solüsyonu (Kimetsan, Fast X-Ray Fikser Sol., Türkiye)  

  Asetat kağıtları (Türkiye) 

  Developer solüsyonu (Kimetsan, Fast X-Ray Developer Sol., Türkiye)  

  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) solüsyonu:  

 0.25 μg/ml DAPI dilactate (Sigma, D9564, Almanya),  

 % 30 gliserol (Sigma, Almanya),  

 % 70 PBS) 

  4X SDS-PAGE ayırma jeli çözeltisi  

 1.5 M Tris/HCl (Sigma, T5, Almanya941),  

 % 0,4 SDS (Sigma, L4390, Almanya), pH 8.8  

  Modifiye RIPA çözelltisi:  

 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),  

 140 mM NaCl (Sigma, S3014, Almanya)  

  BCA kiti (Sigma, 088K6138, Almanya) 
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  % 30 akrilamid karışımı için  

 % 29 akrilamid (Sigma, A9099, Almanya) ve  

 % 1 N, N- metilenbisakrilamid (Sigma, M2022, Almanya)  

karışımı hazırlanarak filtrelendi ve gazı alınarak kullanıldı.  

  5 ml steril enjektör (Ayset, Türkiye) 

  Yağsız süt tozu (Meier, Almanya)  

 SDS-PAGE jel 10X transfer tamponu, toplam hacim 1L (1x olarak 

kullanılır):  

 % 20 metanol (Merck, K34212908503, ABD),  

 30.0 g Tris baz (Sigma, T6066, Almanya), 

 144.0 g Glisin (Biochemika/FLUKA, 50046, Almanya)  

  4X SDS-PAGE depolama jel tamponu:  

 0.5 M Tris/HCl (Sigma, T5941, Almanya),  

 % 0,4 SDS (Sigma, L4390, Almanya), pH 6.8  

  % 10‟luk Amonyum Persülfat (APS) (Sigma, A9164, Almanya)  

  1L hacim için SDS-PAGE jel 10X yürütme tamponu (1X olarak 

kullanılır):  

 30 g Trizma baz (Sigma, T6066, Almanya),  

 144 g Glisin (Biochemika/FLUKA, 50046, Almanya) 

 10.0 g SDS (Sigma, L4390, Almanya)  

  LNCaP hücre hattı (CRL-1740) (ATCC, Manassas, Virgingia, ABD) 

  4X Yükleme tamponu:  

 40 mM Tris HCl (pH 8,0 , Almanya),  

 0.4 mM EDTA (Sigma, K5134, Almanya),  

 % 4 SDS (SIGMA L4390, Almanya),  

 % 20 Gliserol (Sigma, G5150, Almanya),  

 Brom fenol mavisi 200 ul (Merck, L54971322-525, ABD)  

 10 X TBS (pH 7.6), toplam hacim 1L:  

 2,1 g Tris baz (Sigma, T6066, Almanya),  

 80.0 NaCl (Sigma, S3014)  

 TBS-T için 1X TBS içine % 0,1 Tween 20 (Sigma, E1383, ABD) ilave 

edilmiştir. 
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 Fosfat Tamponu (Phosphate Bufferred Saline / PBS):  

 8 g NaCl (Sigma, S3014, ABD),  

 0,2 g KCl (Merck, ABD),  

 1,57 g Na2HPO4.2H2O (Merck, K22287176), ABD,  

 1 L dH2O, pH 7.4 

 Anti-rabbit IgG 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 IgG 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 Saatçioğlu‟nun laboratuvarında 

Prof. Dr. Kemal Sami Korkmaz tarafından üretildi) 

 Anti-p53 antikoru (Santa Cruz Fl-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-β-Aktin antikoru (Sigma- A5316, Almanya) 

 Lüsiferaz Assay kit (Promega, E1500, ABD) 

 PBS (1X) 

 8 g NaCl (Sigma- S3014, ABD) 

 0.2 g KCl (Merck- 1049360250, ABD) 

 1.57 g Na2HPO4.2H2O (Merck- K22287176, ABD) ile dH2O 

içerisinde hazırlanarak 1M HCl ile pH 7.4‟e ayarlandı. 
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3.2. Metot 

3.2.1. Hücre kültürü 

3.2.1.1. Hücrelerin bakımı ve pasajlanması 

Hücrelerin bakımı için % 10 FBS, % 1 L-glu, % 1 P/S ile desteklenen RPMI-

1640 kullanıldı. Kültür kabının yüzeyini tamamen kaplayacak kadar 

çoğalmadıklarında, yüzeye tutunan hücrelerin ortamı pastör pipeti kullanılarak 

uzaklaştırıldı ve kültür kabının kenarından hücrelere yavaşça yeni ortam eklendi. 

Hücreler yüzeyi kaplayana kadar ortamları gün aşırı değiştirildi. Hücreler, 75 

cm
2
‟lik flasklarda 10 ml, 100 x 20 mm‟lik hücre kültür kaplarında 8 ml ve 60 mm 

hücre kültür kaplarında 3 ml besi ortamında, 37 ºC‟de % 5 CO2‟li inkübatörde 

büyütüldüler. Hücreler kültür kabının yüzeyini dolduracak kadar çoğaldıklarında 

pasajlandılar.  

Aspirasyon pompasına steril cam pastör pipeti takılmak suretiyle vakum 

yardımıyla ortam uzaklaştırıldı.  Tripsin uygulamasının etkisinin arttırılması 

amacıyla Ca
2+ 

ve Mg
2+ 

bulundurmayan steril PBS ile kültür yüzeyi bir kez yıkandı. 

PBS ortamdan çekildikten sonra kültür kabının yüzeyini kaplayacak kadar tripsin-

EDTA solüsyonu eklendi ve 37 °C‟de % 5 CO2‟li incubator içinde  hücreler 

yüzeyden kalkana kadar yaklaşık 4 dk muamele edildi. Önceden 37 °C‟ye 

ayarlanmış su banyosunda ısıtılan besi ortamı Hücre yoğunluğuna uygun hacimde 

hücrelere ilave edildi ve hücreler serolojik pipet kullanılarak homojen hale getirildi. 

Daha sonar yeni kültür kabına taze besi ortamı eklendi ve homojen hale getirilen 

hücreler bu ortamın üzerine kibarca eklenerek ve büyümeleri için 37 °C‟de % 5 

CO2‟li inkübatörde inkübasyona bırakıldı.  

3.2.1.2. Hücrelerin dondurulması ve çözdürülmesi 

Hücreler sürekli olarak kültür edildikleri zaman yapısal, işlevsel, büyüme ve 

karyotipik olarak farklılaşmaktadır. Hücre kültürleri in vitro pasaj sayısına bağımlı 

farklılıklar gösterir Dondurulan hücrelerin özelliklerinde uzun süre farklılık 

olmadan saklanabilir. Çalışma süresince, hücreler belli pasaj sayılarında 

donduruldu. Dondurma işleminden hücrelerin zarar görmemesi amacıyla hücrelerin 
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üzerine kriyoprotektan ajanı olarak % 5 DMSO kullanıldı ve her kriyotüpe 1,5 ml 

aktarılarak daha sonar kullanılmak üzere -80 ºC saklandı.  

Çözdürülecek hücreler -80 
o
C derin dondurucudan alınarak hızla önceden 37 

o
C‟ye ısıtılmış su banyosunda çözülene kadar (yaklaşık 2 dk) bekletildi. Daha sonra 

hücreler, kültür kabındaki 37 
o
C‟ye ısıtılmış ortam üzerine ilave edildi. 

3.2.1.3. Hücre sayımı 

Hücre miktarını belirlemek için hücre sayımı yapıldı. Hücreler pasajlanırken, 

yeni kültür kabına istenen miktarda hücre alabilmek için hemositometrik lam ile 

sayıldı. Sayım için hücre süspansiyonundan 10 µl alındı ve tripan mavisiyle 100 

µl‟ye tamamlandı (10 kat seyreltme yapılmış oldu). Karışım pipetle homojen hale 

getirildi. Hemositometre ve onun üzerine konulan lamel arasına, hücre 

süspansiyonu pipetle hemositemetrik lamın oluğundan yayıldı. Hemositometre 

üzerinde bulunan 9 farklı büyüklükte olan karelerin içindeki hücre miktarı sayıldı. 

Mililitredeki hücre sayısını (hücre sayısı/ml) bulabilmek için aşağıdaki formül 

kullanıldı. 

Hücre sayısı/ml= [Sayılan hücre miktarı x Dilüsyon oranı (10) x 10
4
] / 9 

 

3.2.2. Ġmmunoblotlama  

3.2.2.1. Protein izolasyonu 

Hücreler inkübatörden alındıktan sonra direkt buz üzerine alındı ve kendi 

ortamları içinde „scraper‟ (kazıyıcı) kullanılarak toplandı. 300 xg‟de santrifüj 

edilerek ortam uzaklaştırıldı. Hücreler, 1 ml soğuk PBS ile süspanse edildi ve tekrar 

santrifüjlenerek PBS uzaklaştırıldı. Hücre miktarına uygun miktarda RIPA 

modified tamponu (proteaz inhibitör karışımı, PMSF, fosfataz inhibitör karışımı, 

NaVO3 ve NaF içeren) ile süspanse edildikten sonra buz üzerinde 45 dk bekletildi. 

Sonra % 25 güç ile, 20 sn sonikasyon yapıldı ve 12.000 xg'de 10 dk santrifüj 

edilerek süpernatant yeni tüpe alındı, protein lizatı olarak -80 °C'ye kaldırıldı. 
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3.2.2.2. Protein miktarının belirlenmesi 

Hazırlanan lizatlardaki protein miktarı BCA kiti kullanılarak belirlendi. Ölçüm 

için santrifüj tüplerine 149 µl modifiye RIPA tamponu ve 1 µl protein lizatı  ilave 

edildi. BCA çalışma reaktifi her örnek için 75 µl QA, 75 µl QB ve 3 µl QC olmak 

üzere  tüm örnekler ve blank (kör) için gerekli tüm karışım hazırlandı. Hazırlanan 

BCA karışımı vortex ile karıştırılarak örnek tüplerine örnek başına 150 µl olacak 

şekilde eklendi. Blank olarak protein lizatı içermeyen 150 µl RIPA kullanıldı. 

Tüpler vortekslenip, kısaca santrifüjlendikten sonra 60 ºC‟de ısıtıcı blokta 1 saat 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi bittikten sonra örneklerin oda sıcaklığına 

gelmesi beklendi ve 562 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbansları 

ölçüldü. Elde edilen değerler protein standart eğrisine (curve) göre hesaplanarak 

µg/µl olarak protein miktarları belirlendi. 

 

3.2.2.3. Proteinlerin SDS-PAGE ile ayrılması 

Camlar sırasıyla dH2O-EtOH-izopropanol ile temizlendi. Hazırlanan jel 

dökme aparatına uygun yüzdede ayırma jelleri döküldü (Çizelge 3.1). Jelin düzgün 

donabilmesi için üzeri izopropanol ile kaplandı. Ayırma jelinin donması 

beklendikten sonra, donan jelin üzerindeki izopropanol dökülerek uzaklaştırıldı ve 

üzerine depolama jeli hazırlanıp dökülerek tarak yerleştirildi (Çizelge 3.2). 4× 

yükleme bufferı içerisine % 10 olacak şekilde β-merkaptoetanol (kullanmadan önce 

gerekli miktarda) eklendi ve karıştırıldı.  Protein lizatlarından her örnekten 30 µg-

80 µg miktarlarına karşılık gelen hacimlerde yeni tüplere örnekler kondu ve eşit 

hacimde olmaları için üzeri su ile tamamlandı, sonra 4x yükleme tamponu eklendi. 

Hazırlanmış olan protein örneklerinin 90-95 
o
C‟de 5 dk bekletilerek denatürasyonu 

yapıldı. Denatürasyon işleminin hemen sonrasında örnekler buza alındı ve jele 

yüklemeden önce kısaca santrifüj yapıldı. Kuyucuklara yüklenen örnekler uygun 

voltajda (60-80 V) ve sürede (2,5-4 saat) yürütüldü.  
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          Çizelge 3.1: Ayırma jeli bileĢenlerinin değiĢik yüzdeler için oranı 

Ayırma Jeli (10 ml) % 6 % 8 % 10 % 12 % 15 

dH2O (ml) 5,4 4,7  4,1  3,4  2,4  

% 30 Akrilamit karıĢımı 2,0 2,7 3,3 4 5 

4x Ayırma 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 

 

                     Çizelge 3.2: Depolama jel bileĢenlerinin değiĢik yüzdeler için oranı 

Depolama Jeli (10 ml) 10 ml 5 ml 2,5 ml 

dH2O (ml) 5,7 2,85  1,425  

% 30 Akrilamit karıĢımı  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 içinde ıslatıldı. İmmünoblot transfer kasetine 

sırasıyla sünger, Whatman, protein yürütülen jel, PVDF membran, Whatman ve 

sünger konularak transfer örneği hazırlandı. Transfer kaseti tanka yerleştirildi ve +4 

°C‟de 16-18 saat boyunca 90 mA‟de transfere bırakıldı.  

3.2.2.5. Primer antikor iĢaretlemesi 

Transferden çıkarılan membran iki defa TBS-T ile yıkandı. TBS-T ile 

hazırlanan yağsız süt tozu (% 5) ile oda sıcaklığında 1 saat bloklamaya bırakıldı.  

Membran bloklama sonrasında TBS-T ile 2 kez çalkalandı. Kullanma oranı daha 

önceden denenerek belirlenmiş olan primer antikor, TBS-T'ye % 5 BSA veya % 0,5 

süt tozu ilave ederek hazırlandı. Membran primer antikor karışımı içierisinde, oda 

sıcaklığında 1 saat veya +4 °C‟de gece boyu yavaş çalkalamalı olarak inkübe 

edildi. Membran 2 defa çalkalandı, 1 defa 15 dk ve 3 defa 5‟er dk olacak şekilde 

TBS-T ile yıkandı. 

3.2.2.6. Sekonder antikor iĢaretlemesi 

Kullanma oranı daha önceden denenerek 1/5000 veya 1/10.000 olarak 

belirlenmiş  HRP- bağlı tavşan, fare ya da keçi sekonder antikorları TBS-T'ye % 5 

BSA veya % 0,5  süt tozu ilave ederek hazırlandı. Membran sekonder antikor 

karışımı içierisinde, oda sıcaklığında 1 saat yavaş çalkalamalı olarak inkübe edildi. 

Membran 2 defa çalkalandı, 1 defa 15 dk ve 3 defa 5‟er dk olacak şekilde TBS-T 

ile yıkandı. 

3.2.2.7. Bant görüntülenmesi 

Membrana hazırlanan ECL-plus kiti solüsyonu (solüsyon A: solüsyon B oranı 

40:1 olacak şekilde membran büyüklüğüne uygun hacimde hazırlandı) karanlık 

odada döküldü ve 4 dk inkübasyona bırakıldı. Görüntüleme kasetinin içerisinde iki 

adet asetat kağıdı arasına konulan membran üzerine film yerleştirerek değişik 
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sürelerde pozlama yapıldı. Film 1 dk developer solüsyonunda bekletildikten sonra 

fikser solüsyonuna alınarak film üzerinde bantlar görüntülendi.  

3.2.3. Transfeksiyon 

Transfekte edilecek LNCaP hücreleri 10
4
 hücre/kuyu olacak şekilde poli-D 

lizin kaplı 96 kuyulu hücre kültürü kaplarında büyütüldü. Hücrelerin 

transfeksiyondan önce besi ortamı uzaklaştırılarak % 20 serum içeren antibiyotiksiz 

ortam ilave edildi. Plazmid transfeksiyonu yapmak için kuyu başına 0,1 μg DNA 

üzerine 0,3 μl FuGene reagent (1:3 DNA/FuGene oranı) olacak şekilde kullanıldı. 

Transfeksiyon yapmak için kullanılacak antibiyotik içermeyen serumsuz ortam ise 

transfeksiyon hacmi 100 μl‟ye tamamlanacak şekilde hesaplandı. Öncelikle uygun 

hacimdeki (100µl) ortama eklenecek DNA miktarına bağlı FuGene eklendi. 

Hazırlanan karışım oda sıcaklığında 5 dk bekletildi. Daha sonra bu karışımın içine 

0,1 μg DNA ilave edilerek oda sıcaklığında 15 dk bekletildi. En sonunda oluşan 

karışım mikropipet kullanılarak hücrelere damlatıldı. Hücreler 24 saat boyunca 37 

C'de % 5 CO2‟li inkubatörlerde inkübasyon için bırakıldı.  

3.2.4. Lüsiferaz reporter assay  

Promega lüsiferaz assay kiti (E1500) kullanılarak yapıldı. Transfeksiyon ve 

gerekli madde uygulamaları yapılarak hazırlanan hücrelere 1X Pasif Lizis Buffer 

“PLB” eklenerek dijital mini orbital karıştırıcı üzerinde 30 dk oda sıcaklığında 

inkübe edilerek lizis edildi. Lizatlar mikro santrifüj tübüne aktarılarak 13.200 

rpm‟de 2 dk santrifüj edilerek süpernatant yeni mikro santrifüj tüpüne aktarıldı. 

Elde edilen lizatlardan protein konsantrasyonunu ölçmek için 1‟er µl alındı. Kalan 

lizatlar 96 kuyulu opak „mikroplate‟e aktarıldı. İlgili kuyulara eklenen lizatların 

(lüsiferaz enzimi) her birine 100‟er µl eklenecek şekilde substrat (lüsiferaz assay 

reagent; LARII) hesaplandı. -86 C'de saklanan gerekli miktarda substrat (lüsiferaz 

assay reagent; LARII) oda sıcaklığına getirilerek ısıtıldı ve mikroplate okuyucunun 

„dispenser‟ına yerleştirildi. Lüminometrik ölçüm için „measurement type: „single‟, 

„integration time: 10.000 ms‟ ve „filter: none‟ olarak seçilip okuma yapıldı. 
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3.2.5. Nükleer-Sitoplazmik protein izolasyonu 

Nükleer-sitoplazmik protein izolasyonu yapmak için iki farklı tampon 

kullanıldı. Tampon A; 50mM HEPES (Ph:7,4), 10mM KCl, 1mM EDTA, 1mM 

EGTA. Tampon B; 50mM HEPES (Ph:7,4), 400mM KCl, 1mM EDTA, 1mM 

EGTA, % 0,5 TritonX-100. Her iki tampon da kullanılmadan hemen önce 1x 

proteaz inhibitörü, 1x fosfataz inhibitörü, 1x NaVO3, 1x NaF, 1mM DDT, 1mM 

PMSF eklendi. 10
6
 yoğunlukta ekilen LNCaP hücresine madde uygulamaları 

yapıldıktan sonra hücreler besi ortamı içinde kazıyıcı yardımıyla toplandı ve 4000 

xg‟de 5dk santrifüj edildi. 500 µl PBS ile yıkama yapılıp tekrar santrifüj edildi. 

Hücrelerin üzerine 250 µl Tampon A eklendi ve yarım saat +4 °C‟de karıştırmalı 

şekilde inkübe edildi. 4000 xg‟de 30 dk santrifüj edildi ve süpernatant sitoplazmik 

lizat olarak saklandı. 500 ul Tampon A ile 4 kez süspanse edilerek yıkandı ve 

süpernatant atıldı (yıkama sayısı hücrenin tipine göre belirlenmelidir, fazla yıkama 

ile çekirdekler kaybedilmemelidir. Yıkama aralarında mikroskopta kontrol 

edilebilir).  Santrifüjler 4000 xg‟de 5 dk. yapıldı. Pelletin üzerine Tampon B 

eklendi ve pipetleme ile iyice karıştırıldıktan sonra 30 dk 4 °C‟de karıştırmalı 

olarak inkübe edildi. 14000 xg 30 dk santrifüj edildi ve süpernatant nüklear lizat 

olarak ependorf tüpe aktarıldı. Lizatlar ve pellet -86 °C‟de saklandı ve protein 

miktarları ölçüldü. 

3.2.6. Ġmmünoflöresans yöntemi 

Hücreler, içine % 70 etanol ile yıkanarak steril edilmiş lamel konulan kültür 

kaplarına pasajlandı ve çoğalması için 37 C‟de % 5 CO2‟li inkübatöre bırakıldı. 

Hücreler yeterince çoğaldıktan sonra ortamı çekilerek PBS ile bir defa yıkandı. 

Hücreler lamellere tespit (fiks) edilmesi için % 100 MetOH ortamına alındı ve -20 

C‟de 30 dk bekletildi. Tespit edilen hücreler bir kez PBS ile yıkanmış ve % 0,2 

Triton X-100 içeren PBS‟li ortama alınmıştır. Geçirgenliğin sağlanması amacıyla 

hücreler bu ortamda oda sıcaklığında çalkalayıcı üzerinde 5 dk inkübe edildi. 

Hücreler 1 defa PBS ile yıkandı ve % 1 BSA içeren PBS (bloklama solüsyonu) 

ortamına alınarak oda sıcaklığında çalkalayıcı üzerinde 5 dk inkübasyona bırakıldı. 

Bloklama solüsyonu uzaklaştırıldıktan sonra % 1 BSA‟lı PBS içerisinde hazırlanan 

primer antikorlar lamelin yüzeyini kaplayacak miktarda (50 l hacimde) hücrelerin 
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üzerine uygulandı. Lameller parafilmle kapatıldı. Ardından 37 C‟de 1 saat inkübe 

edildi. Parafilmler çekildi.  4 kez PBS ile yıkama yapıldı. Floresan boya ile konjuge 

sekonder antikor, % 1 BSA‟lı PBS içerisinde 1:500 oranında hazırlandı ve her 

lamele uygun hacimde (50 l) uygulandı. Lameller parafilmle kapatıldı. Ardından 

örnekler 37 C‟de 20 dk inkübe edildi. Parafilmler uzaklaştırıldı ve 4 kez PBS ile 

yıkama yapıldı. Dehidrasyonun sağlanması amacıyla hücreler –20 C‟de saklanan 

% 70 EtOH ve % 100 EtOH ile sırasıyla 1‟er dk oda sıcaklığında inkübe edildi. 

Daha sonra lameller kültür kaplarından çıkarıldı ve kurumaları için beklendi. 

Lamellerin üstüne DAPI‟den [(4',6-Diamidino-2-Phenylindole) DNA‟ya bağlanan 

bir boya] 15 l eklendi. Daha sonra lameller ters çevirilerek lamların üzerine 

kapatıldı. Hazırlanmış olan örnekler floresan mikroskobu ile incelendi.  
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4. BULGULAR 

4.1. MDM2 Ġnhibisyonunun p53 ve AR Yolağına Etkisi 

MDM2'nin AR‟ın ekspresyon seviyelerini ve transkripsiyonel aktivitesini 

kontrol edebildiği (Lin HK et al, 2002 ; Gaughan L et al, 2005), p53'ün AR ile 

etkileşebileceği ve AR aracılıklı transkripsiyonun baskılanmasına yol açtığı daha 

önceki yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (Sengupta S et al,2004; Shenk JL et al, 

2001). MDM2 inhibitörü olan nutlin3a‟nın seçici olarak p53 stabilizasyonuna 

neden olduğu bilindiğinden (Tovar et al,2006; Anshu A. et al, 2006; Shenk JL et al, 

2001), çalışmamızda p53 stabilizasyonunun özellikle AR yolağı üzerindeki etkisini 

araştırmak amacıyla LNCaP hücrelerine 24 saat süreyle 3, 6, 12, 24 ve 48 µM 

nutlin3a uygulandı. Nutlin3a uygulanmış lizatlarla p53, p21, AR ve NKX3.1 

proteinlerinin seviyesel değişikliği immunoblot yöntemiyle gösterildi (Şekil 4.1). 

Nutlin3a‟nın artan konsantrasyonlarına bağlı olarak p53 proteininin 3 µM‟lık 

nutlin3a uygulamasıyla başlayarak artan konsantrasyonlarda stabilize olduğu 

görüldü. Bununla birlikte p53‟ün transkripsiyonel hedefi olan p21 proteininin 

p53‟ün doz bağımlı stabilizasyonuna bağlı olarak seviyesinde artış gözlendi. 

                             
ġekil 4.1: LNCaP hücrelerine 24 saat süreyle 3, 6, 12, 24, 48 µM nutlin3a uygulanmasıyla p53 

ve AR sinyalizasyonundaki değiĢim. 

Nutlin3a'nın 24 saat boyunca uygulanması, LNCaP hücrelerinde AR 

seviyelerinde doza bağlı önemli bir azalmaya neden oldu. AR seviyesindeki bu 

azalmanın bir sonucu olarak NKX3.1 protein seviyesi nutlin3a‟nın artan 

konsantrasyonlarında doz bağımlı olarak azaldığı gözlendi. 
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4.2. Nutlin3a‟nın AR Transaktivasyonuna Etkisinin Belirlenmesi  

p53 ve AR‟nin MDM2 onkogeninin kodladığı E3 ubikitin ligaz ile 

ubikitinlendiği bilindiğinden (Logan et. al, 2007) nutlin3a'nın AR transaktivasyonu 

üzerindeki etkileri araştırıldı. Tasarlanan deneylerde promoter bölgesi içermeyen 

pGL3Basic reporter vektörü negatif kontrol olarak kullanıldı. Daha önceden 

pGL3Basic reporter vektörüne gen ifadesi androjen ile düzenlenerek prostatta 

eksprese olduğu bilinen (Yeung et al. 2003) probasin geninin promotör bölgesi 

klonlanarak elde edilmiş olan pProbasin reporter vektörü pozitif kontrol olarak 

kullanıldı. 96 gözlü hücre kültür kabının bir gözüne 10
4
 LNCaP hücresi olacak 

şekilde 48 göze ekim yapıldı. Hem pozitif hem de negatif kontrol reporter 

vektörleri FugeneHD transfeksiyon ajanı kullanılarak transfekte edildi. 24 saat 

beklemenin ardından hücrelere sentetik androjen olan R1881 (10nM, 6saat) 

varlığında ve yokluğunda 24 saat süre ile 2.5, 5 ve 10 µM konsantrasyonlarda 

nutlin3a ile birlikte uygulandı. Ölçüm kitinin prosedürüne uygun olarak yapılan 

lüsiferaz deneyinde, uygulamanın ardından lüsiferaz aktivitesi (RLA) ölçüldü. 

Firefly aktivitesinin protein konsantrasyonuna bölünmesi ile normalizasyonu 

yapılan ve pGL3Basic ile transfekte edilen kontrol hücrelerine göre RLA‟deki kat 

değişimi grafiklendi (şekil 4.2A). 

pGL3Basic reporter vektörü transfekte edilen LNCaP hücrelerinde anlamlı 

aktivite gözlenmezken pProbasin reporter vektörü transfekte edilmiş olan LNCaP 

hücrelerinde R1881 uygulanmamış olan hücre grubunda bir miktar aktivite 

gözlenmektedir. Bu bazal aktiviteyi temsil etmektedir. Pozitif kontrol grubunda 

kontrol hücrelerine göre R1881 uygulanan hücre grubunda androjenin etkisiyle 

yaklaşık 34 katlık artış gözlenmektedir.  Bu sonuç reporter assay için kullandığımız 

araçların çalıştığını göstermektedir. pProbasin-luc lüsiferaz vektörü transfekte 

edilmiş LNCaP hücreleriyle hazırlanan deney grubunda androjen yokluğunda 

kontrol, 2.5, 5 ve 10 µM nutlin3a uygulanmış hücrelerde lüsiferaz aktivitesi 

sırasıyla 22.1, 26.1, 51.0 ve 85.5 RLA iken 10nM androjen uygulaması ile lüsiferaz 

aktivitesi sırasıyla 755.9, 495.8, 650.6 ve 901.0 RLA olarak gözlendi. Pozitif 

kontrol grubu olan pProbasin transfekte edilen hücrelerden androjen uygulanmış 

hücrelerdeki aktiviteden androjen uygulanmamış olan bazal aktivite çıkarılarak 

androjenin etkisiyle gerçekleşen relatif lüsiferaz aktivitesi grafiklendi (Şekil 4.2B).  
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ġekil 4.2: A: Nutlin3a‟nın LNCaP hücrelerinde AR transaktivasyonuna etkisi. B: pProbasin-

luc transfekte edilmiĢ LNCaP hücrelerinde relative lüsiferaz aktivitesi. Cont: Kontrol, 2,5 N: 

2,5 µM nutlin3a, 5N: 5 µM nutlin3a, 10N: 10 µM nutlin3a 

4.3. Nutlin3a‟nın AR Translokasyonuna Etkisi 

Nutlin3a uygulanmış LNCaP hücrelerinde AR‟nin hücre içi yerleşiminin 

araştırılması amacıyla androjen varlığında ve yokluğunda 2,5µM nutlin3a ile 24 

saat süreyle muamele edildi. İmmünofloresan yöntemi ile araştırıldı. Kontrol 

hücrelerinde hem sitoplazmik hem nükleer olarak bulunabilen AR, nutlin3a 

uygulamasıyla nükleusta önemli ölçüde azalmıştır. Hücrelere androjen 

uygulanmasıyla nükleusta önemli miktarda AR birikimi gözlenirken, androjen 

varlığında nutlin3a uygulamasıyla birlikte AR‟nin nükleusta azaldığı sitoplazmada 

ise kontrole göre bir miktar arttığı görüldü (Şekil 4.3). 
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ġekil 4.3: R1881 varlığında ve yokluğunda nutlin3a (2,5 µM,24 saat) uygulanmıĢ LNCaP 

hücrelerinde AR yerleĢimi. 

Nutlin3a uygulamasına bağlı olarak AR‟nin sitoplazma ve nükleer 

yerleşimdeki değişikliğinin sebebinin belirlenmesi ve azalan transaktivasyonun 

doğrulanması amacıyla, androjen varlığında ve yokluğunda 2,5µM nutlin3a ile 24 

saat süreyle muamele edilen LNCaP hücrelerinden sitoplazmik ve nükleer 

proteinler ayrı olarak izole edildi ve AR, p-AR ser-81, p-AR ser-213/210, p21, 

GAPDH ve β-actin proteinlerinin seviyeleri western blot tekniği ile karşılaştırıldı 

(Şekil 4.4).  
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ġekil 4.4: LNCaP hücrelerinde nutlin3a (2,5 µM, 24 saat) uygulaması sonucunda AR ve p21‟in 

seviyesel değiĢimi ve hücre içi yerleĢimi.  N: Nutlin3a 

Elde edilen sonuçlar imageJ programında β-actin‟e göre normalize edilerek 

dansitometrik analizi yapıldı ve her proteinin sitoplazmik kontrolüne göre kat 

değişikliği olarak elde edilen değerler Şekil4.4‟te görüldüğü gibi ilgili bandın altına 

yazıldı. 

Total AR‟nin sitoplazmada kontrole göre nutlin3a uygulanmış hücrelerde 0.8 

kat (1.0/1.2) artarken nükleusta 1.4 (1.1/0.8) kat azaldığı gözlendi. AR‟nin 

transkripsiyonel aktivitesini etkileyen fosforilasyonlarda da değişiklik olup 

olmadığını anlamak için AR ser-81 ve AR ser-213/210 fosforilasyonlarını da 

inceledik. AR ser-81 fosforilasyonu sonucunda nükleer lokalilazsyonu artmış olup 

nutlin3a etkisiyle bu fosforilasyonda sitoplazmada kontrole göre 2.5 kat (1.0/0.4) 

azalırken, nükleusta 1.9 (1.3/0.7) kat azaldığı görüldü. AR ser-213/210 

fosforilasyonu sitoplazmada kontrole göre 2 kat (1.0/0.5) azalırken nükleusta 1.2 

kat (1.5/1.3) azaldığı görülmüştür. AR ser-213/210 fosforilasyonunun androjen 

uygulanan hücrelerde kontrole göre sitoplazmada 3 kat, nukleusta ise 1.5 kat 



30 

 

azaldığı görüldü. Androjen ile birlikte nutlin3a uygulanmış hücrelerde yalnız 

nutlin3a uygulanan hücrelere göre sitoplazmada 2.1 kat azalırken nükleusta 1.2 kat 

arttığı görüldü.  

LNCaP hücrelerinde nutlin3a uygulamasının apoptotik yanıtı incelendiğinde 

androjen varlığında ve yokluğunda nutlin3a uygulanan hücrelerde yalnızca 

sitoplazmada protein ekspresyonunda değişim gözlendi. Kontrol hücrelerinde p21 

protein ekspresyonu gözlenmezken nutlin3a etkisiyle sitoplazmik seviyesinin arttığı 

gözlendi. Aynı şekilde yalnızca androjen uygulanan hücrelerde p21 protein 

ekspresyonu gözlenmezken androjen varlığında nutlin3a etkisiyle sitoplazmada 

sitoplazmik seviyesinin arttığı gözlendi.  
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5. TARTIġMA 

Prostat kanserinin progresyonu sırasında, kritik hücresel yolaklarda 

mutasyonlar meydana gelir ve böylece tümör antikanser tedavilerinden kurtulur. 

Ortaya çıkan önemli bir mutasyon, tümör baskılayıcı transkripsiyon faktörü p53 ile 

ilgilidir (Guseva NV., et al.) Metastatik prostat kanserlerde p53 mutasyonları sık 

görülürken primer prostat kanserinde p53 mutasyonları nadirdir. Fonksiyonel p53‟e 

sahip tümör hücrelerinin aktive edilmesi tedavi için umut vericidir. Ayrıca Huggins 

ve Hodges, prostat kanserinin androjen yoksunluğuna duyarlılığını ilk kez 

gösterdiğinden prostat kanserinin büyüme ve sağkalım için AR aktivasyonuna bağlı 

olduğu açıktır (Davey R.A and Grossmann M., 2016). AR aktivitesini düzenleyen 

yollardan biri p53-MDM2 etkileşimidir. Androjen bağımlı prostat kanseri hücre 

hattı LNCaP hücrelerinde androjen sinyali, stabilize p53‟ün AR geni promotörüne 

rekabet ederek bağlanmasını dolayısıyla da AR sinyalizasyonunun azaltılmasını 

kolaylaştırmaktadır. Yabanıl tip p53'ü eksprese eden kanser hücrelerindeki p53 

yolağı, MDM2 spesifik inhibitörü olan nutlin3a ile aktive edilebilmektedir (Lin 

HK., et al., 2002). 

Bu tez çalışmasında nutlin3a varlığında p53 stabilizasyonunun AR‟ın 

transkripsiyonel hedeflerine bağlanma dinamiğini, hücre içi yerleşimini nasıl 

etkilediği ve AR transaktivasyonu üzerindeki etkisi androjene yanıt veren ve 

yabanıl tip p53‟e sahip olan prostat kanseri hücre hattı olan LNCaP hücrelerinde 

araştırıldı. 

Logan ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada LNCaP hücrelerine 24 saat 

nutlin3a uygulaması yapıldıktan sonra western blot deneyi yapılmıştır. Deney 

sonuçlarına göre p53‟ün korunduğu ve onun transkripsiyonel hedefi olan p21 

proteininin stabilize olduğu, AR proteininin azaldığı görülmüştür. Ayrıca LNCaP 

hücrelerinde nutlin3a‟nın apoptotik etkisini araştırmak amacıyla clv-kaspaz3, clv-

kaspaz8, p53 proteinine bakılmış ve bu proteinlerin seviyelerinin arttığı 

gözlenmiştir. (Logan I.R. at al).  Bu tez çalışmasında transkripsiyonel aktivite, 

nutlin3a uygulanarak p53 ve/veya MDM2 aracılı AR seviyesel değişikliği artan 

konsantrasyonlarda uygulanarak araştırıldı. Nutlin3a varlığında p53 

stabilizasyonunun özellikle AR yolağı üzerindeki etkisi için p53, p21, AR ve 
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NKX3.1 protein seviyelerine bakıldı. Logan‟ın sonuçlarına benzer şekilde western 

blot sonuçlarımızda p53‟ün korunduğu ve p21 proteininin de stabilize olduğu 

görüldü.  

Daha önceki p53 stabilizasyonu çalışmalarından elde edilen veriler ile deney 

sonuçlarımız karşılaştırıldığında, nutlin3a‟nın AR seviyesini değiştirerek 

transaktivasyonu baskılamış olabileceği düşünüldü. AR transaktivasyonunun bir 

sonucu olarak androjen duyarlı hücre hatlarında NKX3.1 ekspresyon 

değişikliklerinin kontrol olarak kullanılması ile sonuçlarımızda NKX3.1 

seviyesinin azaldığı ve bu azalışın AR transaktivasyonunun baskılanması ile 

gerçekleştiği görüldü (Şekil 4.1).  

Nutlin3a‟nın AR transaktivasyondaki etkisinin doğrulanması amacıyla 

lüsiferaz reporter assayi yapıldı. pProbasin-luc transfekte edilen LNCaP 

hücrelerinde androjen uygulanmış olan kontrol, 2.5, 5 ve 10 µM nutlin3a 

uygulanmış hücre grubunun lüsiferaz aktivitesinden androjen uygulanmamış 

hücrelerin bazal aktivitesi çıkarılıdığında aktivitenin kontrol, 2.5, 5 ve 10 µM 

nutlin3a konsantrasyonlarında  sırasıyla  733.8, 469.8, 599.6, 815.5 olduğu görüldü 

(Şekil 4.2B). Elde ettiğimiz sonuçlara göre nutlin3a‟nın 2.5 ve 5 µM 

konsantrasyonunda AR transaktivasyonunun baskılandığı ancak ilginç bir şekilde 

artan doza bağlı olarak AR transaktivasyonunu artırdığı gözlendi. Çalışılan dozlar 

içinde en iyi baskılanma 2.5 µM konsantrasyonda gerçekleştiği için daha sonraki 

tasarlanan deneylerde nutlin3a‟nın 2,5 µM kullanılmasına karar verildi.  

2.5 µM konsantrasyondaki nutlin3a aracılı AR transaktivasyonundaki 

baskılanma ile AR translokasyonu üzerindeki etkisinin araştırılması amacıyla 

immünofloresan deneyi yapıldı ve nutlin3a uygulanmış hücrelerde AR‟nin 

nükleusta kontrol hücrelerine göre anlamlı miktarda azaldığı gözlendi. Androjen 

varlığında nutlin3a uygulanmış hücrelerde yalnızca androjen uygulanmış hücrelere 

göre AR‟nin nükleusta azaldığı gösterildi ve bu azalmanın sebebinin sitoplazmik 

tutulum olabileceği düşünüldü. Bunu araştırmak amacıyla aynı deney seti ile 

sitoplazmik-nükleer fraksiyonlama yapıldı ve western blot analizi ile AR 

fosforilasyonları ile total AR, p21, GAPDH ve β-actin protein seviyeleri araştırıldı.   
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Total AR‟nin sitoplazmada kontrole göre nutlin3a uygulanmış hücrelerde 0.8 

kat (1.0/1.2) artarken nükleusta 1.4 (1.1/0.8) kat azaldığı gözlendi. Androjen ile 

birlikte nutlin3a uygulanmış hücrelerde yalnız androjen uygulanan hücrelere göre 

nükleusta 1.3 kat (1.3/1.0) azalma olurken sitoplazmada 0,6 kat (0.3/0.5) artış 

görüldü. Nutlin3a uygulanan örneklerde total AR seviyesi nükleusta azalırken 

sitoplazmada arttığı görüldü. Bunun üzerine AR fosforilasyonları incelendi. 

AR'nin, sadece steroid hormonu olan androjen ile değil, kinazlar da dahil olmak 

üzere diğer yolaklardan gelen sinyaller için de bir toplanma noktası olduğu açıktır 

(Gioeli D. et. al., 2002). Bilindiği gibi androjen aktivitesi çoklu fosforilasyon 

bölgelerinde fosforilasyon yoluyla düzenlenebilmektedir. Fosforilasyon ile 

modifikasyonlar hücresel lokalizasyonu, stabiliteyi ve transkripsiyonel aktiviteyi 

içeren AR fonksiyonunu değiştirebilmekte ve sonuçta hastalık ilerlemesinde 

değişikliklere sebep olabilmektedir (Daniels G. et al., 2013). Prostat kanseri 

hücrelerinde AR ser-81 fosforilasyonunun arttığı (Li Z. et al.,2006; Chen S. et al., 

2006) ve AR‟nin nükleer lokalizasyonunun arttığı bilinmektedir (Chen S. et al., 

2012). Bizim sonuçlarımızda da ser-81 fosforilasyonu sonucunda nükleusta AR 

lokalilazsyonu artmış olup nutlin3a etkisiyle bu fosforilasyonda sitoplazmada 

kontrole göre 2.5 kat (1.0/0.4) azalırken, nükleusta 1.9 (1.3/0.7) kat azaldığı 

görüldü. Androjen ile birlikte nutlin3a uygulanmış hücrelerde androjen uygulanan 

hücrelere kıyasla ser-81 fosforilasyonunun nükleusta 0.8 kat (2.2/2.7) arttığı 

görüldü. Benzer şekilde ser-213/210 fosforilasyonu androjenle birlikte nutlin3a 

uygulanmış hücrelerde yalnız androjen uygulanan hücrelere kıyasla nükleusta 0.8 

kat (1/1.3) arttığı görüldü.  

Nükleusta serin fosforilasyonlarının seviyesinin artmasına karşın total AR 

seviyesinde nükleusta azalma meydana gelirken sitoplazmada artış olması 

nutlin3a‟nın AR fosforilasyonlarını etkilemediği ancak AR‟nin sitoplazmada 

tutulumuna veya nükleustan sitoplazmaya taşın neden olduğunu göstermektedir.  
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6. SONUÇ 

Tez çalışması için prostat kanserinde önemli role sahip olan AR‟ın p53 

stabilizasyonu durumunda transaktivasyonu ve translokasyonunun nasıl etkilediği 

LNCaP prostat kanseri hücre hattında araştırıldı. p53 stabilizasyonu için spesifik 

MDM2 inhibitörü olan nutlin3a kullanıldı. İnhibitörün p53 stabilizasyonu sağladığı, 

p21 protein seviyesini artırarak apoptoza katkıda bulunduğu, AR yolağına etki 

ettiği AR protein seviyesinde azalma ve AR‟ın transkripsiyonel hedefi olan 

NKX3.1 protein seviyesinde azalma meydana geldiği görüldü. AR yolağındaki bu 

değişim lüsiferaz reporter aktivitesine bakılarak da incelendiğinde nutlin3a‟nın doz 

bağımlı olarak transaktivasyonu baskıladığı ve en etkili dozun düşük doz (2,5 µM) 

olduğu görüldü. Düşük doz nutlin3a uygulanmasıyla yapılan hücre içi lokasyon ve 

fraksiyonlama deney sonuçlarına göre nutlin3a AR‟nin sitoplazmik 

lokalizasyonunu arttırıp nükleer translokasyonunu azaltarak transkripsiyonel 

aktivitesini inhibe ettiği görüldü.  
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