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ONSOz

‘Prostat Hiicre Hattinda JAK/STAT3 Yolaginin
Anjiyojenezdeki Rolii” konulu bu yiiksek lisans tezi, Gazi Universitesi
Aragtirma Fon Saymanhgrnca 01/2010-74 kod no’lu proje ile
desteklenmistir. Calismamiz, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji

ve Genetik Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.
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1. GIRIS

Prostat kanseri (CaP), erkekler arasinda en sik gorulen ikinci
kanser turudur. Akciger ve kemik metastazi ile karakterizedir. Diger
kanserlerde oldugu gibi CaP’in gelisim, metastaz ve anjiyojenezisinde
bircok sinyal yolagi gorev almaktadir. Kanser metastazina ve
anjiyojenezine neden olan sinyal yolaklarinin aydinlatiimasi, CaP’in tani ve
tedavi hedeflerinin belirlenmesi, tedavi sonrasinda hastaliksiz sagkalim

icin oldukga énemlidir.

CaP geligsiminde, Ozellikle metastaz ve anjiyojenezisinde
JAK/STAT3 yolaginin énemli rol oynadigi gosterilmistir. JAK/STAT3 sinyal
yolagi, hucreler arasi sitokin sinyallerinin ¢ekirdege iletiimesinde 6nemli
yere sahiptir. Hicre buylumesi ve farklilasmasini iceren hicresel olaylari
dizenler. Bundan dolayi, bu yolak anjiyojenezde kritik dneme sahiptir.
Sitokinlerin ayni aileden gelen reseptorlere baglanmasiyla reseptorler
dimerize olur ve tirozin fosforilasyonu gerceklesir. Bunun sonucunda
reseptor iliskili JAK enzimi aktiflesir. STAT molekilinin SH2 bdlgesi,
reseptordeki fosfotirozin kismi ile etkilesir. Boylece STAT molekulleri
reseptore baglanir. Reseptore baglanmis olan STAT molekulleri fosforile
edilerek, reseptdrden ayrildiktan sonra aktiflesir. Homodimer veya
heterodimer olusturarak ¢ekirdege tasinir ve hedef genlerin
transkripsiyonuna aracilik eder. Kanser olusumunda, JAK/STAT3

yolaginin kontrolindeki dizensizlikler nemli rol oynamaktadir.

Calismamizda, prostat kanser hicre hatlarinda (LNCaP,
PC3) JAK/STAT3 yolagi araciligiyla aktive olan anjiyojenik faktorler
VEGFA, VEGFC, VEGFR2, MMP2 ve anti-apoptotik faktér olan MCL1
genlerinin ifadelenme dizeylerini arastirmay! amagladik. Bu baglamda, ilk
olarak interlokin-6 (IL-6) negatif LNCaP prostat hicre hattina IL-6
verilerek, JAK/STAT3 yolaginin aktivasyonu saglandi. Aktive olan yolak

1



JAK2 inhibitéri olan AG490 ve STAT3 inhibitért olan S3I1-201 ile inaktive
edildi. Yolagin bu inhibitorler araciligiyla inaktivasyonunun kaspaz 3
kaskadini aktive ettigi, ayrica LNCaP hucrelerini kaspaz 9 kaskadi
araciligiyla, mitokondriyal yolu kullanarak apoptoza yonlendirdigi bulundu.
Ayrica, galismamiz bu inhibitorlerin TRAIL ile kombinasyonunun apoptotik
etkiyi artirmadigini ve bu yolakta rol alan birincil anjiyojenik faktortn

VEGFA oldugunu gésteren ilk caligmadir.



1. GENEL BILGILER

Kanser, anormal hucrelerin kontrolstz sekilde bolunmesi ve
diger dokulari isgal etmesi ile olusan hastaliklar i¢in kullanilan bir terimdir.
Bu surecte hicrenin genetik materyali zarar gorebilir veya degisebilir,

normal hicre buyumesini, gelisimini etkileyen mutasyonlar olusabilir'.

Prostatin kokeni, mezonefrik kanal girisinin yukarisinda ve
asagisinda bulunan Uretral epitelyum hucreleridir. Bu basit tubuler yapilar,
5 ayr grup olusturarak, 11. haftanin sonunda gelismeye baslar. 16.
haftada ise gelisme tamamlanir. CaP, diger kanser tlrleri gibi hicre

kontrol mekanizmasinin bozulmasiyla 0|U§UI’2.

1.1.Prostat Kanseri (CaP)

1.1.1. Epidemiyoloji

Genitouriner kanserler icerisinde erkeklerde gorulme sikhigi
acgisindan ilk sirada yer alan CaP, erkeklerde kanser nedenli dlimler
arasinda ikinci siradadir®. Ayrica CaP, bati Ulkelerinde erkekler arasinda,
en sik gorilen kanser turidur. Amerika ve bazi bati Glkelerinde CaP orani
son on yilda hizla artmigtir. CaP oran ve 6lum hizinin en yuksek oldugu
populasyon, Amerika’da yasayan zencilerdir. Asya Ulkelerinde bu oran
disiik olsa da son vyillarda artmaya baslamistir®. Yas ilerledikce CaP
gorulme orani ylkselmektedir ve yakalanma olasiligi 39 yasindaki bir
erkekte yaklasik 1/10000 iken, 40-59 yas arahginda 1/103, 60-79 yas
araliginda 1/8 olmaktadir®. Tiirkiye'de ise erkekler arasinda kanser nedenli

élimler siralamasinda ikinci sirada yer almaktadir®.



1.1.2. Prostat Kanserinin Etiyolojisi

CaP’in etyolojisinde rol alan basamaklar ve turleri asagida

siralanmig ve Sekil 1’de sematize edilmistir.

1.  Histolojik CaP, molekiler degisim olarak germ hicre mutasyonlarini,
genetik polimorfizmleri, androjen reseptor (AR) polimorfizmlerini ve
Glutatyon S Transferaz (GSTP1) ifade kaybini icermektedir.

2. invaziv lokalize CaP, kromozom 8pde allel kayiplari, PTEN
inaktivasyonu, p27 kaybi, E-Kaderin kaybi, MYC amplifikasyonunu
kapsamaktadir.

3. Metastatik CaP, artmis metalloproteinaz ifadesini, artmis vaskuiler
endotelyal bliylume faktor ifadelenmesini icermektedir.

4. Androjenden bagdimsiz CaP, AR mutasyon ve amplifikasyonunun
yada asir1 Bcl-2 ifadelenmesinin olusumu ile karakterizedir.

5. Androjen bagimli prostat kanseri’.

1. Germ hdicre mutasyonian 5
2. Genetik polimorfizmier Androien
3. AR mutasyonian
4. GSTP1 ifadelenme kayba baﬁlmsnz
kanser
-
1. B¢<i-2 fadelienmesi
Normal H‘CS::'Oj"( 2. AR mutasyonu ve gogalmas:
prostat _
epiteli
B D
1. PTEN ktivasyon |
2. Ekadecinimybe Metastatik
3. P27 ayt CaP
4. MYCartmasa : |
Lokalize 1. Artmag MMP ifadesi
CaP C 2. Astmag VEGF fades)

Sekil 1. CaP tiirleri



1.1.3. LNCaP Prostat Hiicre Hatti

LNCaP hicre hatti, 1977'de Kafkasyali 50 yasindaki bir

erkegdin insan prostat adenokarsinomasindan elde edilmig hucre hattidir.

Yapisma ozelliklerinden dolayi bir epitel hucresidir (Sekil 2).
LNCaP hucre hatlari androjen bagimhdir ve bu hormonun varligi olmadan
bldylyemezler, ancak bu hlcreler androjen bagimsiz klonlara da

donutsebilmektedir®®.
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Sekil 2. LNCaP hiicre hattinin mikroskobik goériiniimii (A); Birincil antikor
ile boyanmig LNCaP hiicreleri (B)10

1.1.4. Prostat Kanserinde Molekiiler Mekanizma

CaP’de gen kazanimi, kaybi, amplifikasyonlari, ifadelenmede
artis veya azalisa sebep olan mutasyonlar ve protein fonksiyonunda
degisiklige neden olan mutasyonlar gibi hticre dénglisunun dizenlenmesi
ve hlcrenin g¢ogalmasiyla iligkilendirilen pekgok molekiler kusurlar

tanimlanmustir'™.

inflamasyonun CaP gelisiminde rolii  énemlidir. Bunu
destekleyen en 6nemli molekuler verilerden biri, inflamasyonun

aracilarindan biri olan siklooksijenaz-2 (COX-2) molekiline aittir.



Karsinojenezis surecinde COX-2’nin agiri ifadesinin Bcl-2 ifadesini artirdigi
ve apoptozu azalttigi belirlenmistir. COX-2 inhibisyonu, prostat kanser
hucrelerinde ¢oklu etkilere neden olmaktadir. Prostat hucrelerinde azalmis
COX-2 ifadesi ile paralellik gosteren Bcl-2 ifadesinin, apoptozun
induksiyonu ve VEGF’nin azaltiimasiyla tumor blyumesini inhibe ettigi
bulunmustur'®. CaP’in molekiiler patogenezinde énemli bir diger bulgu da

GSTP1 geninde goriilen somatik inaktivasyondur''*,

Prostat epitel hicrelerinde, proliferatif inflamatuar atrofi (PIA)
adi verilen odak alanlarin olustugu gosterilmistir. Genellikle prostat
cevresinde gorulmektedir. Epitelyal atrofi morfolojik gecisler gdstererek
prostatik intraepitelyal neoplazi’ye (PIN) doniisebilir®'>'*. PIA lezyonlarinin

CaP’in éncillleri olabilecegini gdsteren énemli veriler bulunmustur'®.

Anti-apoptotik bir gen olan Bcl-2'nin androjene maruz kalan
prostat hucrelerinin  apoptoza ugramasini engelledigi gosterilmigtir.
Androjenik hormon ve AR her ikiside, birgok prostat hastaliginda normal
prostat gelisimi veya fonksiyonunda kritik rol oynarlar. CaP’de AR'yi
kodlayan gende somatik degisiklikler olusmaktadir. AR, steroid hormon
reseptor ailesinin bir Uyesidir. AR sinyalinin, prostat adenokarsinomasinin
tedavisinde ve patogenezinde buylk roll oldugu distnulmektedir. Clinku
androjenler, normal ve neoplastik prostat epitellerinin korunmasi igin
gereklidirler.  Testesteronun %90'1, 5-a reduktaz tarafindan
dehidrotestesterona (DHT) donusturiimektedir. DHT veya testesteron
hiicreler arasi androjen reseptérlerine baglanabilir'®. Androjen azalmasin
takiben son yol androjen reseptérii aktivasyonudur'®. Androjen hormon
bagiml CaP gelisiminde JAK/STAT3 yolaginin dnemli rol oynadidi yapilan

calismalarla gbsterilmigtir”.



E-kaderin, hucreler arasi adezyon proteinlerinden birisidir. E-
kaderin kaybi kotu prognozlu prostat kanserleriyle iligkili bulunmustur.
Siklin-CDK kompleksleri, gerekli proteinleri fonksiyona gecirerek, hicrenin
metabolik aktivitesini ve hucre bolunmesini duzenler. Prostat kanser hicre
hattinda ve prostat kanser oOrneklerinde Siklin D1 mRNA ifadelenme
seviyesinde %25 artig bulunmustur'®. E-kaderin kaybi zayif prognoz ile de

iliskilendirilebilir'®.

1.2.Anjiyojenezis

Anjiyojenez, onceden var olan damarlardan yeni kilcal
damarlarin olugumudur19. Bu olay, yeni kan damarlarinin blyumesi,
yenilenmesi ve doku onarimi sirasinda 6nemlidir. Klinik olarak timdrlerin
icinde bulunan mikroskobik kanserlerin blyumesi icin gerekli bir

basamaktir?®?'.

Blaylime faktorleri, sitokinler ve kemokinler dahil pro-
anjiyojenik ve anti-anjiyojenik faktorlerin dengesi, timdrojenezis esnasinda
bozulur?®. Bu etkiler endotel hiicrelerinin yaylliminin artmasi ve pro-
anjiyojenik faktorlerin dogrudan bloklanmasi ile gergeklesir®2*. Bu pro-
anjiyojenik faktorler olustugunda, bircok etki ile yeni kan damarlarinin
olusumunu aktive eder. Ornegin, vaskiiler endotel hiicrelerinin gégii ve
¢ogalmasi, olgunlagsmamig endotel hucrelerinin yayilimi, kilcal damarlarda
vaskller gecirgenlige neden olma gibi etkilere aracihk eder. Pro-
anjiyojenik faktorler; vaskuler endotel blylime faktori (VEGF), bazik
fibroblast buylime faktéri (bFGF), donustirictu buylime faktori beta ve
alfa (TGF a ve B)’yi igerir. Bunlardan en 6énemlisi VEGF’dir. Ayni zamanda
tam tersi etkiye sahip anti-anjiyojenik faktorlerde vardir. Bu anti ve pro-
anjiyojenik faktorler arasindaki denge anjiyojenezisi belirler®® (Sekil 3).



VEGF, anjiyojenez gelisiminde rol alan en Oonemli pro-anjiyojenik

faktorlerden biridir®®.

Antianjivojenik
ajanlar

Proanjivoienik
ajanlar

Sekil 3. Anjiyojenik faktorler arasindaki denge

1.3. Janus Kinaz Ailesi

Sitoplazmik protein kinazlar arasinda yer alan JAK ailesi,
JAK 1-3 ve tyk2 olmak lzere dort liyeden olusmaktadir?”?. Ayrica JAK
ailesi 4 fonksiyonel JAK homolojik alana sahiptir. Bunlar; FERM, SH2,
Psddokinaz ve Tirozin Kinaz'dir. J1, tirozin kinaz olarak gorev
yapmaktadir. J2, psddokinaz etki gostermektedir. J3 ve J4’Un bir pargasi,
SH2 benzeri bir fonksiyona sahiptir. J4’Un diger pargasi ve J5-7, FERM
olarak gdérev yapmaktadir. Sitokin reseptorii ile iliski kurarlar®®2°.
Psodokinaz bdlgesi tirozin kinaz fonksiyonu olan bir bolge degildir. Bu alan

JAK proteinlerinin aktivasyonunu negatif olarak diizenler® (Sekil 4).

ll 7 7 T T R | T I
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Sekil 4. JAK protein yapisi

AG490, ozellikle JAK icin kullanilan bir tirozin kinaz
inhibitoéridir. STAT3’Un DNA baglanma aktivitesini dustrerek, apoptozu
indukledigi bulunmustur. Kanser hucrelerinin  gogunda AG490°nin

biiylimeyi inhibe ettigi gosterilmistir’®. AG490 ve tiirevleri JAK inhibisyonu
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icin in vivo ve in vitro olarak yaygin sekilde kullaniimaya baslanmistir®”.

AG490’nin kimyasal yapisi Sekil 5’ de verilmistir.

HO = N/\©
H
M
Ho
Sekil 5. AG490’nin kimyasal yapisi

1.4. Sinyal Donusturiicu ve Transkripsiyonel Aktivator
Ailesi

STAT ailesi, hedef genin ifadelenmesinde, hormon, sitokin
ve buyume faktorlerinin etkilerinin duzenlenmesinde gizli sitoplazmik
transkripsiyon faktorleridir. Memeli STAT proteinleri yedi Uyeden olusur.
Bunlar; STAT1-4, STAT5a, STAT5b ve STATE'dir?®%23% (Sekil 6).

-. ﬁ H, d—-‘
NH2 SAR-COIL DBD LK SH2 TA TAD

Sekil 6. STAT protein yapisi

Her bir STAT proteinin yedi fonksiyonel korunmus bdlgesi
mevcuttur. Bunlar; aminou¢ bdlge (NH2), kangal gibi kivriimis bdlge
(coiled-coil), DNA baglama bodlgesi (DBD), baglayici boélge (LK), SH2
bolge, tirozin aktivasyon bolge ve transkripsiyonel aktivasyon bolgesi
(TAD)'dir. NH2 boélgesi ¢ok iyi korunmustur. Fosforile olamayan STAT lar
arasinda homotipik dimer olusumunu desteklemektedir. Kangal gibi
kivrilmis bolge, duzenleyici proteinlerle iligkilidir. NUkleer giris-gikisin

kontrol surecinden sorumlu tutulmaktadir. DNA baglayici bdlge nukleer



giris-cikisin dizenlenmesinden sorumlu tutulmaktadir. Baglayici bolge,
DNA baglayici motif icin goérev yapar. SH2 bdlgesi en ¢ok korunmus
bdlgedir. Aktif STAT dimerlerinin olusumunun yani sira, reseptor zincirinde
Ozel i¢c go¢ hareketine aracilik eder. Tirozin aktivasyon bdlgesi, SH2
bdlgesine benzerlik gosterir ve inaktif homodimerin dis yuzeyinde bulunur.
Aktif bir uyum icin gerekli kritik yapisal degisiklikleri yonetir.
Transkripsiyonel aktivasyon bdlgesi, STAT aile Uyeleri arasinda farkhlik
gostermektedir. Adindan da anlagilacagi gibi hedef genlerin

transkripsiyonel aktivasyonunu diizenler®®#,

IL-6 ile uyarilan JAK/STAT3 yolaginin aktiflestirdigi STAT,
cesitli suregleri duzenler. Bunlar hicre yasami, cogalmasi, anjiyojenezi ve
metastazinda olduk¢ca onemlidir. CaP’in de iginde bulundugu pekgok
kanser turinde, bu yolagin 6nemli rol oynadigi yapilan c¢alismalarla
gosterilmigtir. Bu nedenle STAT3 anti-kanser ilaglar i¢cin yeni molekuler

hedef olarak kabul edilmektedir®*3%3.

STAT3’Un baskilanmasi, kanser hlcrelerinde Bcl-x, Bcl-2 ve
MCL1 gibi anti-apoptotik gen duzeylerinin azalmasina, dolayisiyla
hiicrelerin apoptoza ugramasina yol agmaktadir®>¢%". STAT3 tarafindan
aktive edilen genler anti-apoptotik davranisi ve hicre ¢ogalmasini
dizenleyen genlerdir. Bunlar; survivin, VEGF, c-myc, siklin D1 ve MMP’
lerdir. Fosforile olduktan sonra dimerler meydana getirirler ve aktif forma
gecgerler. Fonksiyonel hale gelebilmek igin c¢ekirdege giderler. Normal
STAT aktivasyonu, buylime faktorinin veya sitokinin reseptorlere
baglanmasi ve tirozin kalintisinin fosforilasyonu tarafindan basglatilir.
Cekirdekte aktive STAT dimeri, hedef genin promotor bdlgesinde spesifik
DNA elementlerine baglanir®” (Sekil 7).
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Sekil 7. STAT dimerizasyonu

S31-201, STAT3 aktivitesinin kimyasal prop inhibitéridur.
Uluslararasi kanser enstitisu kimyasal kutiphanesinde kesfedilmigtir. S3I-
201, STAT3-STAT3 kompleks olusumunu, STAT3 DNA baglanmasini ve
transkripsiyon faaliyetlerini, ayrica tumodr hucrelerinde apoptozun
indUiklenmesini ve buyumeyi engeller. STAT3’Un dizenlenmesini saglayan

genlerin ifadelenmesini inhibe eder®®°.

TS
HORC © = CH,

aH
Sekil 8. S31-201’ in kimyasal yapisi

1.5.Janus Kinaz/Sinyal Donustiriicii ve Transkripsiyonel
Aktivator (JAK/STAT Yolagi)

Sitokinler, hicreler arasi haberlesmede rol oynayan ve bazi
biyolojik gorevleri dlizenleyen protein yapisindaki maddelerdir. Kontrollu

hiicresel yaniti saglamak icin gereklidirler®.
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Membranda yerlesim goOsteren protein kinazlar reseptor
tirozin kinazlar (RTK) olarak adlandirilirlar. Sitoplazmada, hicreler arasi
sinyal iletiminde kritik rol oynarlar. Yaklasik olarak 60 cesit tirozin kinaz
bulunmustur ve reseptor olarak 20 alt aile daha igerir*'. Bu reseptorler
bayume faktorleri ile baglandiktan sonra aktif hale gecger ve sitoplazmadaki
hedef proteinleriyle etkileserek sinyal iletimini gerceklestirirler. Ligand
reseptor oligomerizasyonu reseptor alt Gnitesinde tirozin otofosforilasyonu
ile sonuglanir?. Bir diger énemli tirozin kinazlar, sitoplazmik tirozin
kinazlardir ve bilinen 32 adet sitoplazmik tirozin kinaz mevcuttur.
Sitoplazmik protein kinazlar arasinda Src, Abl, fokal adezyon kinazi (FAK),
janus kinaz (JAK) proteinleri yer almaktadir®>. Membran tirozin kinazlar ile
ayni sekilde sitoplazmik tirozin kinazlarin surekli ve kontrolsuz aktivasyonu

onkojenik sinyal iletimini hizlandirir.

JAK/STATS sinyal yolagi, hicreler arasi sitokin sinyallerinin
cekirdege iletiimesinde 6nemli bir yere sahiptir. Hicre blyumesi ve
farklilasmasini iceren hiicresel olaylari diizenler®®. Bu yiizden bu yolak
onkojenezde kritik 6neme sahiptir’. Ayrica JAK/STAT3 yolagi, IL-6
araciligiyla uyariimaktadir. IL-6, prostat, I16semi ve bobrek kanserinin de
icinde oldugu pek c¢ok farkli kanser tipinin buyime ve farklilagsmanin
dizenlenmesini saglar. IL-6 insan CaP ve iyi huylu prostat hiperplazisin de
hastalardan direk incelenmis ve metastatik CaP’da hastalarin

serumlarinda IL-6 seviyesinde yiikselme goriilmiistiir**.

1.6.JAK/STAT3 Yolaginin Negatif Dizenleyicileri

Bircok kanserin olusumunda, JAK/STAT3 yolaginin negatif
geridondtlerinin - kontrolindeki bozulmalar 6nemli rol oynamaktadir.
JAK/STAT3 yolag! 3 protein ailesi tarafindan negatif olarak kontrol edilir.
Bunlar; aktive olmus STAT aktivasyonunu inhibe eden protein (PIAS), SH2
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(Scr-homoloji-2) iceren fosfatazlar (SHP& PTP), Sitokin sinyali baskilayici
protein ailesi (SOCS)'dir*>°.

PIAS:

STAT aktivasyonunu inhibe eden protein, son derece
korunmustur ve PIAS1, PIAS3, PIASx, PIASy proteinlerini icerir. Hedef
DNA dizilerine baglanarak transkripsiyonun baskilanmasinda ve temel
olarak c¢ekirdekte gorev yapmaktadir. PIAS proteinleri, JAK/STATS3

yolaginin transkripsiyonel ko-regulatort olarak onemlidirler*®?’.

SHP:

SH2 iceren fosfatazlar (SHP), SOCS’a gbére daha yeni
kesfedilen inhibitor yapida diizenleyici ajanlardir®®. Hiicrede hizli ve geri
donusumll bir sure¢ olan tirozin fosforilasyonunu hedef alan, protein
tirozin fosfataz grubu proteinlerdir. JAK/STATS3 yolunu duzenleyen SHP1,
SHP2, CD45 gibi fosfotazlar bu grupta yer alir*’. Yapisal olarak bulunan
bu fosfotazlar, sitokin reseptorlerinin veya JAK'In defosforilasyonu

lizerinden inhibisyon yaptigi ileri stiriilmektedir.

SOCS:

SOCS ailesi sekiz tyeden meydana gelmistir. Bunlar; SOCS
1-7 ve CIS (sitokin induklenebilir SH2 protein)’dir. SOCS uyelerinin ortak
Ozellikleri, karboksi terminal ucunda SH2 ve SOCS kutusunun
bulunmasidir. Bu bolgelerin, baglanilan alanin proteozomal yikiminda kritik
rol oynadigi gosteriimistir®®. JAK proteinine baglanarak JAK’larin aktive

olmasini durdururlar ve boylece STAT proteinlerinin JAK proteinlerine
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baglanmasini engellemis olurlar. SOCS proteinlerinin ifadesinde IL-6

tarafindan diizenlenme hizinin artmis oldugu bulunmustur*®2” (Sekil 9).
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Sekil 9. JAK/STAT yolaginin inhibitérleri

1.7. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktori (VEGF)

VEGF, polipeptit bluyime faktor ailesindendir ve en az 7
liyesi tanimlanmistir*®. Yeni kan damarlarinin olusumu sirekli biyiiyen
tumorler icin gereklidir. Birgok faktor, tUmor hucrelerinde yeni kan
damarlarinin olusmasina katkida bulunur ancak VEGF bu faktorlerin en
kritik olanlan arasindadir. VEGF Uretimi hipoksi ile uyarilir ve belli
onkojenlerin aktivitesi, belli timdr supresor genlerin inaktivasyonu veya
protoonkojenler ile VEGF diizenlenmesi arttirilabilir’®. VEGF gen ailesi
VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD ve plasental buyime faktérinden
meydana gelmektedir’’. VEGF ve VEGF reseptorinin (VEGFR)
etkilesiminden sonra hlcre igi sinyal iletiminin karakterizasyonunda,
mitojen aktive eden protein kinaz kinazi (MAPK) yolunun iliskili oldugu
gésterilmi§tir52. Yapilan c¢alismalarda  gosterilmistir ki, STAT3
sinyalizasyonunu gerektiren ve IL-6 reseptdérinin bir alt Gnitesi olan
glikoprotein 130 (gp130) tarafindan kardiyak miyositlerde VEGF uretimi
gosterilmigtir. Yine ayni calismada farkh kanser hicrelerinde STAT3

aktivitesi ile VEGF aktivitesinin uyumu gosterilmistir®™®>. VEGF proteini,
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tirozin kinaz 6zelligi olan reseptorlerine (VEGFR1 ve VEGFR2) baglanarak
anjiyojenez sinyalini baglatir. Bu reseptorlerin aktivasyonuyla hucre igi
sinyal proteinleri fosforile edilerek hiicre gogalmasi ve go¢u meydana gelir.
VEGFR1, hiucre gogunde ve farklilagsmasinda rol oynarken VEGFR2 hucre

cogalmasinda ve sad kaliminda gérev alir’*.

VEGFA, VEGF ligandlarinin prototipidir’’ ve tiimor
anjiyojenezinde énemli rol oynar. iki bilyiik reseptor tirozin kinaz (VEGFR1
ve VEGFR2) reseptorine baglan|r49. Yapilan calismalarda VEGF
ifadelenme dizeyinin, JAK/STATS3 sinyal yolaginin aktivasyonu ile dogru

orantil bir sekilde arttigi gésterilmigtirso.

Glioblastoma hlcre serilerinde yapilan bir calismada, timor
hucrelerindeki VEGF saliniminin TRAIL molekull tarafindan inhibe edildigi
gosterilmigtir. TRAIL ayrica dokunun yeniden modellenmesini saglayan
MMP2 ve TIMP2'nin ifadesini de baskilamaktadir. Dolayisiyla TRAIL’in
anjiyojenezin kontrol edilmesinde potansiyel bir inhibitér oldugu
belirlenmistir®®. STAT3 aracilifiyla aktive olan genler sadece anjiyojenez
ile iligkili genler olmayip ayni zamanda bazi anti-apoptotik genlerin (Bcl-
XL, MCL1) ifadesini de saglayarak apoptozun baskilanmasinda rol

oynamaktadir®®*°’.

Anti-apoptotik Bcl-2 ailesinin bir tyesi olan MCL1 (myeloid
hicre 16semi-1), pro-apoptotik proteinler olan Bim ve Bid molekullerini
baskilar. Bdylece TRAIL aracihdiyla uyarilan mitokondriyal yolaktaki
apoptoz kontrol noktasi olan mitokondri dis zar gegirgenliginin bozulmasini
engelleyerek apoptozu baskilar. MCL1 asiri ifadesinin, I6semilerin ve
CaP’nin de dahil oldugu cesitli timdrlerin gelisiminde rol oynadidi yapilan

calismalarla gésterilmigtirsz.
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1.8. Matriks Metalloproteinazliar (MMP)

STAT3 araciligiyla indiklenen MMP’ler igerisinde MMP2,
MMP9 ve MMP10 yer almaktadir®®.- MMP’ler bir proteinaz ailesi tiyesidir ve
hucreler arasi matriksi parcalama yetenegine sahiptir. MMP ailesinin
bugiin 20’den fazla enzim gesidi gdsterilmistir®*°. MMP'ler hiicreler arasi
yikim, tumor hicresinin yayilimi, anjiyojenez ve metastaz gibi patolojik
stireclerde kritik rol oynamaktadir®®®°. STAT3 aktivasyonu, timér yayilimi
ve metastazi i¢in hdcreler arasi matriksin pargalanmasindan sorumliu

tutulmaktadirlar®.

Yapilan bir galismada, MMP2 ve MMP9Qun ifadesindeki
azalmanin, CaP hucre hatti olan PC3 hucrelerinde, kot huylu davranisi
ortadan kaldirdigi gdsterilmistir®’. Baska bir calismada ise, prostat kanser
hicrelerinde MMP2 ve TIMP’in ifadelenme duzeylerinin arttigi ve bununla
birlikte CaP’de MMP2 ve TIMP2'nin belirte¢ olarak kullanilabilecegini ileri

stirmislerdir®.

1.9. Tumér Nekroz Faktor iliskili Apoptoz Saglayan
Ligand (TRAIL)

Apoptoz mekanizmasinda Ug temel grup rol alir. Bunlar; 6lum
reseptorleri, adaptor proteinler ve protein parcalayan enzimlerdir
(kaspazlar)®®. Olim reseptorleri, TNF (timor nekroz faktor) reseptor gen
ailesindendir. Bu reseptor ailesinin sitoplazmik boélimleri, 6lim alani
(Death Domain) adi verilen bir aminoasit dizisi igerir ve adaptoér proteinlere
baglanir. Bilinen alti adet 6lim reseptért vardir. Bunlar; CD95, TRAILR1,
TRAILR2, TNF-R1, DR3 ve DRe6é’dir. TRAIL, TNF ligand ailesinin bir
dyesidir ve hucre yuzeyindeki 6lum reseptorleri DR4 ve DRS5'e baglanir.

Bu reseptdrlere baglanma apoptozu baslatir®*®%,
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Yapilan bir galismada, prostat kanser hicre hatlarinda MCLA1
ifade artisinin TRAIL aracili apoptozu baskiladigi gbsterilmigtir67. Baska bir
calismada ise MCL7’in, hicre 6lumunl engelleyerek kanser hucrelerinde

TRAIL direncine aracilik ettigi bildirilmistir®®.

Epling-Burnette ve ark’larinin yapmis olduklari ¢alismada
JAK2 inhibitéri olan AG490’in STAT3’Un DNA’ya baglanma aktivesini
azaltugini ve MCL1 ifadelenmesinin baskilanmis oldugunu, buna bagh
olarak da apoptozun meydana geldigini gostermislerdir. Bu calisma da
STAT3 araciligi ile kontrol edilen anti-apoptotik Bcl-XL geninin yani sira bir
diger anti-apoptotik gen olan MCL1’inde baskilandigi gésterilmistirGg.
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2. GEREG ve YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar
Biyoguvenlik kabini (DanLaf, Danimarka)
Karbondioksitli etiv (Sanyo, Japonya)
Floresan atagmanli mikroskop (Olympus BX-50, Japonya)
Hassas terazi (AND-ER-182A, Japonya)
Hybaid PCR-Sprint otomatik 1s1 déngu cihazi (Thermo Scientific, ABD)
Isik mikroskobu (DCM 4000, Leicia, Alimanya)
LightCycler Real-Time PCR cihazi (Roche, Almanya)
Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) (Thermo Scientific, ABD)
Mikroplaka ELIZA okuyucu (Spectramax M3, Molecular Devices, ABD)
Sogutmali santriftj (Hettich Mikro 22 R, Almanya)
pH metre (WTW 422, Almanya)
Hassas terazi (AND-ER-182A, Japonya)
Manyetik karistirici (TMA 2071, Almanya)
Spin vorteks (Biosan, Rusya)
Mikropipetler, 10uL, 100uL, 100uL (Bt10, Bt100, Bt1000 Biohit, CLP,
ABD)
Derin dondurucu, -30°C (Sanyo, Japonya)
Derin dondurucu, -86°C (Sanyo, Japonya)
Buzdolabi (Argelik, Turkiye)

3.2. Kullanilan Sarflar

Hiicre Gireme flasklari, 25cm? ve 75cm? (Corning, ABD)
Petriler, 35mm, 60mm ve 100mm (Corning, ABD)
Hucre kryo (dondurma) ampull (Greiner, Almanya)
Kaltar tapleri (Corning, ABD)

Mikrosantrifuj tapleri (CLP, Almanya)
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3.3. Besiyeri ve Gozeltilerin Hazirlanisi

3.3.1. % 10’luk RPMI 1640 Besivyerinin Hazirlanisi

e 450 ml RPMI 1640 besiyeri icerisine, 50 ml FBS ve 200
mM L-glutaminden 10 ml, 100 IU/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin
karisimindan 10 ml eklenerek %10’luk RPMI 1640 besiyeri hazirlandi.

3.3.2. % 1’lik RPMI 1640 Besiyerinin Hazirlanisi

e 495 ml RPMI 1640 besiyeri icerisine, 5 ml FBS, 200 mM L-
glutaminden 10 ml, 100 IU/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin
karisimindan 10 ml eklenerek %1’lik RPMI 1640 besiyeri hazirlandi.

3.3.3. Hicre Lizis Solisyonunun Hazirlanisi

e 10X olarak ticari sekilde satilan hicre lizis solisyonundan

(Roche, Almanya) 1 ml alarak, 9 ml distile su ile 1X yapild1.

3.3.4. Eenilmetilsulfonilflorid (PMSF)

e Hassas terazide 0.3484 gr PMSF tartilarak, 10 ml etanol

icerisinde ¢ozuldu.

3.3.5. KHy,PO,_(Potasyum Dehidrojen Fosfat) Solisyonunun

Hazirlanisi

e Hassas terazide 4.8 gr KH.PO, tartilarak, 500 ml
icerisinde ¢ozuldu.
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3.3.6. NasHPO, (disodyum fosfat) Solisyonunun Hazirlanisi

e Hassas terazide 5.33 gr NaHPO, tartilarak, 500 ml

icerisinde ¢ozuldu.

3.3.7. Tuz Sodyum Sitrat Soltisyonu (20 X SSC)

e Hassas terazide 175.3 gr sodyum klorur (NaCl) ve 88.2 gr
sodyum sitrat (NazCgHs07.H2O) tartilarak 100 ml distile su igerisinde

¢Ozuldu ve ph’sl 7.4’e ayarlandi.

3.3.8. Fosfat Tampon (fiksasyon) Soliisyonu

e Hassas terazide 0.8 gr sodyum klorur (NaCl), 0.034 gr
potasyum dihidrojen fosfat (KH2PQOy4), 0.21 gr dipotasyum fosfat (KoHPO4)
tartildi. Karisim 100 ml distile su igerisinde ¢ozuldu ve ph’si 7.0’a

ayarlandi.

3.3.9. Sodyum Sitrat, Triton-X 100 Soltisyonu

e Hazirlanan 20 X SSC sollisyonundan 100ul ve Triton X-
100’ den 100pl mikropipet yardimi ile alinarak, 500 ml distile su igerisinde

¢Ozulmesi saglandi.
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3.4. LNCaP Hiicre Hatti

Bu calismadaki, LNCaP ve PC3 insan prostat hicre
hatlarimiz, Marmara Universitesi Tip Fakiltesi Uroloji Anabilim Dali

dgretim Uyelerinden Prof. Dr. Levent TURKERI’ den temin edilmigtir.

3.5. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Dimetil sulfoksit (DMSO) (Ambresco, ABD)

e RPMI-1640 besiyeri (Gibco, ABD)

e Fetal sigir serumu (FBS) (inaktif) (HyClone, Thermo, ABD)
e Penisilin/Streptomisin (HyClone, Thermo, ABD)

e Glutamin (HyClone, Thermo, ABD)

e Tripsin-EDTA (HyClone, Thermo, ABD)

¢ Fenilmetilstlfonilflorid (PMSF) (Roche, Almanya)

o Primer (GAPDH, STAT3, VEGFA, VEGFC, VEGFR2, MCL1, MMP2,
CASP8, CASP9) (Alfa DNA, Aimanya)

e Etanol (Sigma, ABD)

e Hucre Lizis Solisyonu (Roche, Almanya)

e JAK inhibitdr Tyriphostin-AG490 (Bioshop, ABD)
e Rekombinant insan IL-6 (Raybiotech, ABD)

e STATS3 inhibitdr S31-201 (Calbiochem, Ukrayna)

 TRAIL sentetik peptit (ABR, Thermo, ABD)
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3.6. Kullanilan Kitler

e Hdcre Proliferation Kiti | (WST-1) (Roche, Almanya)

e High Pure RNA izolasyon Kiti (Roche, Almanya)

e PathScan® pSTAT Sandwich ELISA Kit (try 705)

e TagMan Master Mix (Roche, Almanya)

e Transcriptor high fidelity cDNA Sentez Kiti (Roche, Almanya)
e BCA protein tayin kiti (Thermo, USA)

e Apoptoz kiti (in situ Cell death Detection Kit, Flourescein)(Roche,

Almanya)

3.7. Yontemler

3.7.1. Hicre Kulturi

LNCaP hucreleri, %10’ luk RPMI-1640 besiyerinde %95 nem
ve %5 CO?'li ortamda 37°C’de kulture edilerek ¢ogaltildi.

Hucreler 1 ng/ml, 2.5 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml, 50
ng/ml ve 100 ng/ml konsantrasyonlarda olacak sekilde IL-6 ile 24, 48, 72
saat inktbe edildi. DMSO ¢o6zucu kontroll olarak kullanildi ve ayni sure
icin inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda yapilan analizler sonucunda IL-
6’ nin her bir dozdaki proliferatif etkisi belirlendi. Her bir konsantrasyon igin

4 ayri kaltudr yapilarak deney tekrarlandi.

Huacreler 1 uM, 2.5 yM, 5 uM, 10 uM, 25 uyM, 50 uM 100 uM
konsantrasyonlarda olacak sekilde AG490 ile 24 ve 48 saat inkube edildi.
DMSO c¢ozucu kontrolu olarak kullanildi ve ayni sure igin inkibe edildi.
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Inkiibasyon sonrasinda yapilan analizler sonucunda AG490’nin her bir
dozdaki sitotoksik ve apoptotik etkileri belirlendi. Her bir konsantrasyon igin

4 ayri kaltur yapilarak deney tekrarlandi.

Huacreler 1 uM, 5 yM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 200
MM, 300 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde STATS3 inhibitor S31-201
ile 24 ve 48 saat inkuibe edildi. DMSO ¢o6ziclu kontroll olarak kullanildi ve
ayni silire igin inkiibe edildi. inkilbasyon sonrasinda yapilan analizler
sonucunda IL-6° nin her bir dozdaki sitotoksik ve apoptotik etkileri
belirlendi. Her bir konsantrasyon icin 4 ayri kdltur yapilarak deney

tekrarlandi.

Hucreler 0, 25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 250 ng/ml, 500
ng/ml, 1000 ng/ml konsantrasyonlarda olacak sekilde TRAIL ile 24, 48 ve
72 saat inkube edildi. LNCaP hucrelerine inkiibasyon sonrasinda yapilan
analizler sonucunda TRAIL’ in her bir dozdaki apoptotik etkileri belirlendi.

Her bir konsantrasyon i¢in 4 ayri kultur yapilarak deney tekrarlandi.

Hucreler 0, 25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 250 ng/ml,
konsantrasyonda olacak sekilde TRAIL, 25 ng/ml IL-6, 50 yM AG490 ve
300 uM S3I-201 ile 24, 48 ve 72 saat inkube edildi. LNCaP hicrelerine
inkiibasyon sonrasinda yapilan analizler sonucunda TRAIL’in, IL-6, AG490
ve S3I-201 ile kombinasyonunda apoptotik etkileri belirlendi. Her bir

konsantrasyon igin 3 ayri kaltlr yapilarak deney tekrarlandi.

3.7.2. WST-1 Sitotoksite Deneyi

LNCaP hicrelerinde IL-6, AG490 ve S3I-201 uygulamasinin
hacrelerin canlihgl Uzerine olan etkilerinin belirlenmesi icin kolorimetrik

WST-1 yoéntemi kullanildi. Bu yontem, metabolik olarak aktif olan
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hucrelerin mitokondrilerinde, pembe renkli tetrazolyum tuzu olan WST-1
molekulinin pargalanip sari renkli formazan olusturmasini temel
almaktadir. Bu dondsim sadece canli hicrelerde olur. Olusan ¢ézinmus
haldeki formazan boyasi dogrudan spektrofotometrik olarak okunur. Canl
hucrelerin sayisindaki artig, absorbans duzeyi ile belirlenen sari renkli
formazan miktari ile uyum gdésterir. LNCaP hucrelerinde IL-6, S3I-201,
AG490, IL-6 + AG490 , IL-6 + S31-201, TRAIL + IL-6 , TRAIL + AG490,
TRAIL + S31-201, TRAIL + AG490 + IL-6 ve TRAIL + S3I-201 + IL-6
kombinasyonlarinin hicrelerin canlihdi Gzerine olan etkilerinin belirlenmesi
icin WST-1 kolorimetrik kiti (Roche, Germany) kullanildi. Ayni pasaj
numarasina sahip LNCaP hdcreleri, hlcre kultir kaplarinin %70’ini
kapladiginda besiyerleri uzaklastirildi. Tripsin-EDTA karigimi kullanilarak
hdcrelerin tabandan ve birbirlerinden ayrilmasi saglandi. 1200 rpm’de 10
dakika santriflj edildikten sonra pelet Gzerine %1 FBS iceren RPMI-1640
eklendi. Daha sonra hiicreler hiicre sayim cihazi (Cedex XS innovatis,
Roche ) ile sayildi. Hucreler, hicre sayisinin sabit kalarak kuyucuklara
yapismasi ic¢in, %1 FBS igeren RPMI-1640 igerisinde homojen
suspansiyon haline getirildikten sonra her kuyucuga 5000 hicre / 100uL
cekilerek 96 kuyucuklu hicre kultar kaplarina ekildi. Hucreler 37°C ve %5
CO_'li etiivde bir gece inkiibe edildikten sonra besiyerleri uzaklastirildi.
Belirtilen dozlarda LNCaP hicrelerine sirasiyla IL-6, S31-201, AG490, IL-6
+ AG490, IL-6 + S31-201, TRAIL + IL-6, TRAIL + AG490 ve TRAIL + S3I-
201, TRAIL + AG490 + IL-6, TRAIL + S3I-201 + IL-6 ilave edilerek %1’luk
FBS iceren besiyerinde, 24, 48 ve 72 saat siireyle 37 C'de %5 COlli
etivde inkube edildi. Belirtilen sirelerin sonunda her bir kuyucuktaki
besiyeri uzaklastirilip yerine 100 pL fenol redsiz RPMI-1640 besiyeri ve 10
ML WST-1 eklendi. Formazan Grininin olusturdugu renk degisimi 4 saat
sonunda mikroplaka ELIZA okuyucu ile 450 nm dalga boyu araliginda

belirlendi. Negatif kontroller sifir absorbans degeri olarak kullanildi.
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3.7.3. Protein izolasyonu

IL-6, IL-6 + AG490, IL-6 + S3I-201, AG490, TRAIL ve S3lI-
201" in belirli dozlari ile inkibe edilen LNCaP hucrelerinde inkibasyon

surelerinin dolmasinin ardindan agagida yer alan basamaklar uygulandi.

1- Hucreler tripsin ile kaldirildi.
2- Falkona alinan hicreler 1200 rpm’ de 10 dakika santrifij edildi.

3- Falkonun Gzeri dokuldi ve 1mM PMSF igeren 500 pl hicre lizis

solusyonu (CLB) eklenerek 1,5 ml’lik ependorflara alindi.

4- Buz Uzerinde 5 dakika bekletildi ve 10000 rpm’ de 10 dakika santrifQj
edildi.

5- 20 saniye 10 MgHZz’ de sonikasyon yapildi.
6- Hucreler tekrar 10 dakika 10000 rpm’ de santrifuj edildi.

7- Supernatant protein olarak ayri bir ependorfa alindi.

3.7.4. Protein Miktar Tayini

inkiibasyon siiresi sonunda steril flasklarda ekili bulunan
hiicrelerden protein izolasyonu, “BCA ( biginkonik asit ) Protein Olgiim Kiti”
kullanilarak ve asagida yazili olan basamaklar takip edilerek yapildi.
Kontaminasyonu engellemek amaci ile saflastirma islemi biyoguvenlik

kabininin iginde gergeklestirildi.

1- Kit igerisinde bulunan albimin ile 2, 1, 0.5; 0.25; 0.125 ve 0
konsantrasyonlarda PBS (Fosfat tampon solusyonu) kullanilarak

standartlar hazirlandi.
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2- Ornekler ve standart 96’lik mikroplakanin her bir kuyucuguna 25 pl

eklendi.
3- Reaktif B:reaktif A, 1:50 olacak sekilde sulandirildi.
4- Her bir kuyucuga sulandirilan reaktiften 200 pl eklendi.

5- Mikroplaka 37°C’ lik inkibatorde 30 dakika bekletildikten sonra 450 nm
dalga boyunda ELIZA cihazi ile okundu.

3.7.5. FosfoSTAT-3 (pSTAT3) Dizeyinin ELIZA Yontemi ile

Belirlenmesi

LNCaP  hdcrelerinin - belilenen  doz  ve  silrede
inkibasyonlarinin ardindan, reaksiyon sonlandirilip protein izolasyonlari
yapildi. BCA Kkiti ile protein miktarlari belirlendikten sonra protein érnekleri
fosfoSTAT-3 (Tyr705) sandwich ELIZA kiti kullanilarak pSTAT3 miktar
tayini asagidaki basamaklara gore yapildi.

1-  Ornek dilisyon soliisyondan 100 ul, 6rnekten 100 pl alinarak,
ornekler dilie edildi. Dilie edilen karisimdan 100 pl alinarak STAT3

tavsan monoklonal antikor ile kapli mikro kuyucuklara eklendi.

2-  Kuyularin Uzeri bir bant yardimiyla sikica kapatilarak bir gece +4
°C’de beklemeye birakildi.

3-  Kuyularin icerigi bosaltildiktan sonra 4’er defa 200 yL 1X yikama

tamponu ile yikandi.

4-  FostoSTAT-3 (Tyr 705) primer antikor 100 ul her bir kuyucuga
eklendi. Kuyularin Gzeri bir bant yardimiyla sikica kapatilarak 1 saat
37 °C’ de inklibasyona birakildi.

5-  Belirlenen sire doldugunda, doért defa 200 uL 1X yilkama tamponu ile

yikandi.
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Anti fare 1IgG HRP-bagli ikincil antikordan 100 pl her bir kuyucuga
eklendi. Kuyularin Uzeri bir bant yardimiyla sikica kapatilarak 30
dakika 37 ° C’ de bekletildi.

Belirlenen sure doldugunda, doért defa 200 puL 1X yikama tamponu ile
yikand.

Her bir kuyucuga 100 pl TMB substrat eklendi. Kuyularin Uzeri bir
bant yardimiyla sikica kapatilarak 10 dakika 37 ° C’ de bekletildi.

Renksiz olan TMB eklendikten sonra peroksidaz tepkimesinin

belirteci olan mavi renk dontsimu gergeklesti.

Belirlenen sure doldugunda, mikroplaka ¢ikarilarak 100 pl durdurma
solusyonu eklendi ve 450 nm dalga boyunda ELIZA cihazinda okuma

yapildi.

3.7.6. Aktif Kaspaz 3 Dizeyinin ELIZA Yontemi ile

Belirlenmesi

LNCaP hiicre hatlari 6 kuyulu kiiltiir kaplarinda her bir kuyuya 10°
hicre gelecek sekilde ekildi. Hucrelere daha 6nce belirtilen miktarda
IL6, AG490, S31-201 ve TRAIL verilerek uygun sirelerde inkiibe

edildi. Her bir konsantrasyon i¢in deney iki tekrarli yapildi.
Elde edilen hucre lizatlarindan protein izolasyon yontemi yapildi.

Elde edilen hicre lizatlarindan 100 pL antikor ile kaplanmis

mikroplaka kuyularina dagitildi.

Kuyularin Gzeri bir bant yardimiyla sikica kapatilarak, 4°C’de bir gece
bekletildi.

Kuyularin igerigi bosaltildiktan sonra 4’er defa 200 pL 1X yikama

tamponu ile yikandi.
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10.

11.

12.

13.

14.

Her bir kuyucuga 100 uL primer antikor eklendi. Kuyucuklarin Gzeri

bir bant yardimiyla sikica kapatildi. 37 °C’de 1 saat sureyle bekletildi.
Doért defa 200 uL 1X yikama tamponu ile yikandi.

Orneklerin izerine 100 L yaban turpu peroksidazi (HRP) baglanmis
ikincil antikor eklendi. Kuyucuklarin Gzeri bir bant yardimiyla sikica
kapatildiktan sonra 37 °C’de 30 dk slreyle inkibe edildi.

Ornekler 4 defa 200 pL 1X yikama tamponu ile yikandi.

Her bir kuyuya 100 pyL TMB substrati eklendi. Kuyucuklarin Gzeri bir
bant yardimiyla sikica kapatilip 37 °C’de 10 dk sureyle inkube edildi.

Renksiz olan TMB eklendikten sonra peroksidaz tepkimesinin

belirteci olan mavi renk donusumu gercgeklesti.

Her bir kuyucuga 100 pL durdurucu solisyon eklendi. Durdurucu
solusyonun eklenmesinden bir stre sonra mavi olan rengin sari

renge donustugu gozlendi.

Sari renk olusumu géruldikten sonra mikroplaka okuyucu ile 450 nm

dalga boyundaki absorbans degerleri okundu.

lla¢ uygulanmamis hiicrelerden elde edilen absorbans degeri bir
olarak kabul edilip ila¢g uygulanan hucrelerdeki aktif kaspaz 3 miktari

belirlendi.

3.7.7. Hicre Kulturiinden Total RNA Saflastirilmasi

inkiibasyon siiresi sonunda steril flasklarda ekili bulunan

hdacrelerden RNA izolasyonu, “High Pure RNA Isolation Kiti” kullanilarak,

asagida yazili olan protokole gore yapildi. Kontaminasyonu engellemek

amaci ile saflastirma islemi biyoglvenlik kabininin iginde gergeklestirildi.
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Hucrelerin Uzerine 200 pl PBS ve 400 pl Lizis tamponu eklenip 15
saniye vortekslendi.
Filtre, toplama tUplne yerlegtirilip tim karisim filtre Gstline aktarildi.

9000 rpm’ de 15 saniye santrifuj edildi.
Toplama tupunde toplanan sivi atilip filtre ayni tipe tekrar yerlestirildi.

Her bir 6rnek igin 90 ul DNaz inkiibasyon tamponu steril tiipe alindi ve
10 yl DNaz | eklendi. Pipetaj ile karistirildiktan sonra karisim filtrenin

ortasina birakildi. 15 dakika oda sicakhginda inkube edildi.

Birinci yikama tamponu filtre Gzerine 500 pl eklendi ve 9000 rpm’de 15
saniye santriflj edildi. Filtre altinda toplanan kisim atildiktan sonra

ayni toplama tupu igerisine yerlestirildi.

ikinci yikama tamponu filtre Gzerine 500 pl yerlestirildi ve 15 saniye
9000 rpm’ de santriflj edildi. Filtre altinda toplanan kisim atildiktan

sonra ayni toplama tupu igerisine yerlestirildi.

Uglincti yikama tamponu filtre (zerine 200 pl eklendi ve 3 dakika
13500 rpm’de santrifuj edildi.

Toplama tupu atildi. Filtre, steril 1.5 ml’lik mikrosantriflj tUpune
yerlestirildi.
Filtre Uzerine 20 ul ornek seyrelti ¢ozeltisi eklendi ve 9000 rpm’de 1

dakika santrifuj edildi.

Elde edilen RNA’ larin miktarlari ve safligi “NanoDrop ND-1000
Spektrofotometre” cihazinda dlgllerek RT-PCR’ da kullanilana kadar -
80°C’lik derin dondurucuda saklandi.

3.7.8. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Elde edilen RNA’lar spektrofotometrede 260 nm dalga

boyunda dlgllerek mikrolitredeki mikrogram degerleri belirlendi. Primer
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olarak random hekzamerler kullanilarak cDNA sentez kiti ile total RNA’dan
cDNA sentezi yapildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan malzemeler ve
miktarlari Tablo 1’de verilmistir. cDNA icin PCR karigsimi ince ¢eperli 0.2
ml’lik mikrosantriflj tuplerine dagitildiktan sonra saflastirilan total RNA

eklendi.

Tablo 1: RT-PCR tepkime karigimi.

Son Konsantrasyon Hacim
Steril HoO-PCR grade - RNA miktarina gére degisken
Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCly) 4M
Dntp 1Mm 2MI
Random hekzamer primeri 60uM 2uL
RNaz inhibitéra 20 Unite 0.5uL
Transcriptor Ters Transkriptaz 10 Unite 0.5uL
Total RNA 1ug 1ug olacak sekilde

3.7.9. cDNA Ters Transkriptaz PCR (RT-PCR) Programi

Otomatik 1s1 dongusu cihazi, Tablo 2’de belirtilen programa
ayarlanarak cDNA ters transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi
uygulandi.

Tablo 2. Otomatik 1s1 dongiisii cihazinda uygulanan program.

Sicaklik Zaman Dongu sayisi
Primer Baglanmasi 25°C 10dk 1
Ters transkripsiyon 50°C 60dk 1
inaktivasyon 85°C 5dk 1
Sogutma 4°C - 1

Reaksiyon sonucu cDNA d&rnekleri Real-Time PCR’ da
kullanilincaya kadar -20°C’lik derin dondurucuda saklandi.
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3.7.10. Gen ifadesinin Real-Time PCR ile Belirlenmesi

GAPDH, VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCLA1,
CASP8 ve CASP9 genlerinin mRNA miktarlari, Real-Time PCR yontemi ile
Light Cycler (LC) 480 cihazi kullanilarak belirlendi. Amplifikasyonlar 20 pyL
toplam tepkime hacmi igerisinde; cDNA, mRNA'’ ya 6zgu primerler, UPL
probu, LightCycler TagMan Master karisimi ve distile su kullanilarak
gerceklestirildi. VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCL1, CASP8
ve CASP9 gen ifade miktarlarini normalize etmek icin GAPDH mRNA

duzeyi referans olarak alindi.

3.7.10.1. GAPDH Primer ve Probunun cDNA Uzerindeki

Yerlesimi

GAPDH genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida

verilmistir. Prob ve primerlerin cDNA’ daki yerlesimi ise $ekil 11'de

gOsterildi.
Primer Length Position m %GC Sequence
Left 20 591-610 59 60 gctetctgotectoctgtte
Right 20 686 - 705 59 50 acgaccaaatcegttgacte

Sekil 10. GAPDH primer dizayni
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Sekil 11. GAPDH mRNA’ sinin belirlenmesinde kullanilan
primerlerin cDNA dizisi Uzerindeki yerlesimi (Referans:
ENST00000229239.5 giris no’lu dizi)
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3.7.10.2. VEGFA Primer ve Probunun cDNA Uzerindeki

Yerlesimi

VEGFA genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida
verilmigtir. Prob ve primerlerin cDNA’ daki yerlesimi ise Sekil 13’de

gOsterildi.

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 19 4457 - 4475 60 58 agtgtgtgcccactgagga
Right 20 4497 - 4516 60 50 ggtgaggtttgatccgeata

Sekil 12. VEGFA primer dizayni

9
1 A 12167

agtgtgtgcccactgagga ! atacgcctagtttggagtog
444?agggcctggagtgtg tgcccactgaggag tccmcatcaccat%tgcggatcmctcaccaaggcc“aggg
794 i

Sekil 13. VEGFA mRNA’ sinin belirlenmesinde kullanilan primerlerin cDNA
dizisi lizerindeki yerlesimi (Referans:ENST00000480614.1 giris no’ lu dizi)

3.7.10.3. VEGFC Primer ve Probunun cDNA Uzerindeki

Yerlesimi

VEGFC genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida

verilmigtir. Prob ve primerlerin yerlesimi ise Sekil 15’ de gdsterildi.

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 20 1116 - 1135 60 55 tgecagcaacactaccacag
Right 25 1162 - 1186 59 36 gtgattattccacatgtaattggtg

Sekil 14. VEGFC primer dizayni

32



27

. bd b A A 20m9

tgcragaacactaccacag  caogoade gtoottaatgtacaccttattagty
agacgttecctgoeageaacactaccacagt gt cagoragegeacaagacctorcccaccaattacat gtggeataat cacat ctgeagat
1184 /’\ 1154
23571

Sekil 15. VEGFC mRNA’ sinin belirlenmesinde kullanilan primerlerin
cDNA dizisi Uzerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000280193.1 giris

no’ lu dizi)

3.7.10.4. VEGFR2 Primer ve Probunun cDNA Uzerindeki

Yerlesimi

VEGFR2 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asadida

verilmistir. Prob ve primerlerin yerlesimi ise Sekil 17°de gdsterildi.

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 22 3768 - 3789 59 41 gaacatttgggaaatctettge
Right 23 3811 -3833 60 43 cggaagaacaatgtagtetttge

Sekil 16. VEGFR2 primer dizayni
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gaacatttgggaaatctcttoc geagga  cotttetgatotaacaagaagac
agagttggtogaacatttogoaaatctettocaagetaatgctcageagoat ggeaaagactacattgttettecgatatcagaga
3758 3843
1109

Sekil 17. VEGFR2 mRNA’ sinin belirlenmesinde kullanilan primerlerin
cDNA dizisi Uuzerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000263923.4
|[ENSG00000128052.7 girig dizi)
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3.7.10.5. STAT3 Primer ve Probunun cDNA Uzerindeki

Yerlesimi

STAT3 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida

verilmigtir. Prob ve primerlerin yerlesimi ise Sekil 19’da gosterildi.

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 20 419 - 438 59 45 ccccgeactttagatteatt
Right 21 494 - 514 59 52 catgtcaaaggtgagggacte

Sekil 18. STAT3 geninin primer dizayni

18

| .

409 /9%\ 524

Sekil 19. STAT3 mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerlerin
cDNA dizisi uizerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000462269.1
giris dizi)

3.7.10.6. MMP2 Primer ve Probunun cDNA Uzerindeki

Yerlesimi

MMP2 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri agagida
verilmigtir. Prob ve primerlerin yerlesimi ise Sekil 21’de gosterildi.

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 19 635 - 653 60 53 ccccaaaacggacaaagag
Right 20 703 -722 59 50 cttcagcacaaacaggttge

Sekil 20. MMP2 geninin primer dizayni
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Sekil 21. MMP2 mRNA’ sinin belirlenmesinde kullanilan primerlerin
cDNA dizisi lizerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000219070.4giris
dizi)

3.7.10.7.MCL1 Primer ve Probunun cDNA Uzerindeki

Yerlesimi

Anti-apoptotik MCL1 genine ait UPL prob ve primerlerin
dizileri asagida verilmigtir. Prob ve primerlerin yerlesimi ise Sekil 23’de

gOsterildi.

Primer Length Position Tm “Nolo Sequence
Left 18 B45 - 888 80 58 asgccaat gggcaggtet
Right 19 751 - 700 59 47 LGt eCAgTLESCgRagOAT

Sekil 22. MCL1 geninin primer dizayni:

4
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Sekil 23. MCL1 mRNA’ sinin belirlenmesinde kullanilan primerlerin
cDNA dizisi lizerindeki yerlesimi (Referans:ENST00000369026.2
giris dizi)
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3.7.10.8. CASP8 Primer ve Probunun cDNA Uzerindeki

Yerlesimi:

CASP8 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida
verilmigtir. Prob ve primerlerin yerlesimi ise Sekil 25°de gosterildi.

Primer Lenagth Position m %GC Sequence
Left 21 273-293 59 a8 goatttccaattctggttttg
Right 20 380 - 399 59 60

ctctggaggcteaaggagac

Sekil 24. CASP8 geninin primer dizayni

62

/125\ 409

sinin belirlenmesinde kullanilan

263

Sekil 25. CASP8 mRNA’

primerlerin cDNA dizisi lizerindeki yerlesimi

(Referans:
ENST00000490965.1|ENSG00000003402.10)

3.7.10.9. CASP9 Primer ve Probunun cDNA Uzerindeki

Yerlesimi

CASP9 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida
verilmigtir. Prob ve primerlerin yerlesimi ise Sekil 27'de gosterildi.

CASP9 Forward primer: 5-CCATATGATCGAGGACATCCA-3’
CASP9 Reverse primer: 5-GACTCCCTCGAGTCTCCAGAT-3
27 numarali prob dizisi: 5-CAGGCAGC-3’

Sekil 26. CASP9 geninin primer dizayni
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5' -CCATATGATC

61 CAGGTGGACCAGCTCTGGGACGCCCTGCTGAGCCGCGAGCTGTTCAGGCCCCATATGATC

5' -CAGGCAGC-3’

181 GATCTGGAGAC

GGAGTCAGGCTCTTCCTTTGTTCATCTCCTGCTTAGAGGACACA

Sekil 27. CASP9 mRNA'’ sinin belirlenmesinde kullanilan primerlerin
cDNA dizisi lizerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000358485)

3.7.11. GAPDH, VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STATS3,
MMP2, MCL1, CASP8, CASP9 Genleri icin Real Time PCR Tepkime

Karisimlari

GAPDH, VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCLA1
CASP8 ve CASP9 genlerine uygun verilen primer ve problar kullanilarak
Real-Time PCR tepkimesi LC cihazinda gergeklestirildi. Tepkime
karisimini hazirlamak icin kullanilan bilegenlerin miktarlari Tablo 3'de

verilmistir.

Tablo 3: GAPDH, VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCL1, CASP8 ve CASP9 Real-
Time PCR tepkime karisimi:

Son Konsantrasyon Hacim
dH20 - 4.1uL
MgClz (25mM) 4mM 1.2uL
Primer F (10pmol/pL) 2.5pmol 0.5uL
Primer R (10pmol/uL) 2.5pmol 0.5uL
TagMan prob (100pmol/uL) 10pmol 0.2uL
TagMan karisimi (10x) 1x 2.5uL
cDNA - 1uL
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3.7.12. Light Cycler (LC) 480 Deney Programi

Real-Time PCR karigimlari hazirlandiktan sonra 96’lik ¢ok
kuyucuklu plakalara dagitildi ve Uzerine cDNA’ lar eklendi. Uzeri seffaf
kapatici ile kapatildi ve cihaza yerlestirildikten sonra Tablo 4’de belirtilen
amplifikasyon programi kullanilarak PCR tepkimesi gerceklestirildi.
GAPDH, VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCL1, CASP8 ve
CASP9 genleri igin ayni program kullanildi.

Reaksiyon sonucu, GAPDH, VEGFA, VEGFC, VEGFR2,
STAT3, MMP2, MCL1, CASP8 ve CASP9 genlerinin mRNA ifade
dizeylerini gosteren Crossing point (Cp) degerleri belirlendi. VEGFA,
VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCL1, CASP8 ve CASP9 ifade

duzeyleri GAPDH ifade duzeyine gore normalize edildi.
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Tablo 4: GAPDH, VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCL1, CASP8 ve CASP9

genlerinin ifade diizeylerinin belirlenmesi igin kullanilan Real Time PCR tepkime programi.

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
Doénguler 1

Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10:00dk
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 4.40

Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)

Program Verisi Deger

Dongller 50

Analiz Modu Cogalma

Sicaklik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2 Kisim3
Hedef Sicaklik (°C) 95 60 60
inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10sn 20sn 1
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 4.40 2.20 4.40
Program 3. Sogutma

Program Verisi Deger

Dongler 1

Analiz Modu -

Sicaklik Hedefleri Kisim 1

Hedef Sicaklik (°C) 40

inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 30sn

Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 2.20

3.7.13. Tunel ile Apoptotik Hiicrelerin Belirlenmesi

LNCaP insan prostat hiicre hatlarina IL-6, IL-6+AG490, IL-
IL-6+S31-201+TRAIL belirlenen

6+S31-201, IL-6+AG490+TRAIL ve

dozlarda ve belirlenen saat stresince 37° C’ de inkibe edildi.
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Hucreler 5 dakika PBS solUsyonu ile muamele edildi.

Buz igerisindeki sodyum sitrat-triton X-100 sollUsyonu igerisinde 2
dakika muamele edildi.

Preparat kurumaya birakildi.

Deneyin bu agamasindan sonra karanlikta devam edildi.

Preparata 50 pl TUNEL karisimi eklenip lamel ile kapatildiktan sonra 1
saat 37° C de bekletildi.

Ug defa 3 dakika PBS ile yikama yapildi.

Preparat kurumaya birakildi.

Preparat kuruduktan sonra 10 yl DAPI eklenerek lamel ile kapatildi ve
10 dakika +4° C de bekletilmesinin ardindan floresan mikroskobunda

hicrelerin analizi yapildi.

3.7.14. Gimza ile Apoptotik Hiicrelerin Belirlenmesi

LNCaP insan prostat hiicre hatlarina IL-6, IL-6+AG490, IL-

6+S31-201, IL-6+AG490+TRAIL ve IL-6+S3I-201+TRAIL belirlenen

dozlarda ve belirlenen saat stresince 37° C’ de inkibe edildi.

Belirlenen sure sonunda hucreler tripsin ile kaldirildi.

1500 rpm’ de 10 dakika santrifuj edildi.

Ust sivi dokuldi ve hiicreler PBS ile 2 defa yikandi.

Asetik asit/Metanol fiksatifi ile hiicreler soguk lam Gzerine fikse edildi.
Preparat kurumaya birakildi ve Gimza boyasi ile 5 dk. muamele
edildi.

Ug defa distile su ile yikanarak kurumaya birakilmasinin ardindan

floresan mikroskobunda hucrelerin analizi yapildi.
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3.8. lIstatistiksel Analiz Yontemleri

Doza ve zamana bagli olarak degisen, VEGFA, VEGFC,
VEGFR2, STAT3, MMP2, MCL1, CASP8 ve CASP9 mRNA ifade
duzeylerindeki farkhliklar “REST (2009 V2.0.13)” istatistik programi ile
karsilastirildi “°. Hiicre canhligi ve apoptozis oranlardaki degisimler ise
“tek yonli Anova” testiyle karsilastiriidi. Veriler “SPSS 15.0” istatistik
programi kullanilarak degerlendirildi. 0.05’den klglk olan p degerleri

istatistiksel acidan anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hicre Canlihgi Sonuglarinin Degerlendirilmesi

24, 48 ve 72 saat inklibasyon sonucunda LNCaP hicrelerinin
IL-6° ya olan cevabinin hicre canhhgl Uzerine etkisi Grafik 1'de
gOsterilmigtir. Buna goére IL-6 ile muamele edilmis LNCaP hucrelerinin
doza ve zamana bagli olarak hiicre proliferasyonunu artirdigi

belirlenmistir.

Kullandigimiz 25 ng/ml IL-6 konsantrasyonunun, LNCaP
hicrelerinin htucre canhligini 24’Gncu saatte %20 arttirdigi, 48. saatte %41
arttirdi§1, 72. saatte ise %42 arttirdigi goértilmektedir. Sonuglarimiza goére
IL-6 icin 24 saat sure de 50ng/ml proliferasyonu saglarken, 48 ve 72 saat

sure de 25 ng/ml’ nin proliferasyonu sagladigi belirlendi.

160
150
140 K;‘#—d—
c 130
g 120 // ——*
x 110 ‘/*;7
= 100 s
S 090
X 080
070
060
050
Kontrol 5 ng/ml 10 ng/ml 25ng/ml 50 ng/ml 100 ng/ml
=¢—24h 48h ==fe=72h

Grafik 1. LNCaP hiicrelerinin (5.000 hiicre/kuyu) IL-6 ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu

sonunda belirlenen hiicre canlilik oranlari

Grafik 2’de LNCaP hiucrelerinde STAT3 inhibitori olan S3I-

201'in 24 ve 48 saat inkubasyon sureleri sonucunda hucre canlihgi
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uzerine olan etkisi gosterilmektedir. Buna gore, 24 saatte en yuksek
konsantrasyondaki (300 pM) hicre canliidi %56.11 bulundu. 48 saat
sureli inkibasyon sonucunda en yiksek konsantrasyondaki hicre canlilik
orani %58.1 olarak bulundu. Sonuglarimiza gére S3I-201 i¢in 24 ve 48
saat igin ICso dozunun 300 pM oldugu belirlendi (Grafik 2).

105

% canlilik orani

Grafik 2. LNCaP hiicrelerinin (5.000 hiicre/kuyu) S3I-201 ile 24 ve 48 saat inkiibasyonu

sonunda belirlenen hiicre canlilik oranlari.

Grafik 3'de 24 ve 48 saat inklbasyon suresi sonucunda
hicrelerin JAK2 inhibitori AG490’ a cevabi gézlenmektedir. Buna gore,
50uM konsantrasyondaki hicre canlihdr %58.4 bulundu. 48 saat sureli
inkibasyon sonucunda hucre canlilik orani %57.1 olarak bulundu (Grafik
3). Sonuglarimiza gore AG490 icin 24 ve 48 saatlik sure de IC5y dozunun

50 uM oldugu belirlendi.
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Grafik 3. LNCaP hiicrelerinin (5.000 hiicre/kuyu) AG490 ile 24 ve 48 saat inkiibasyonu

sonunda belirlenen hiicre canlilik oranlari

Grafik 4 ve 5’ de 24 ve 48 saat inkUibasyon suresi sonucunda
hucrelerin JAK2 inhibitéri AG490’a ve IL-6'ya cevabi gdzlenmektedir.
Buna gore 24 saat uygulanan 50 yM konsantrasyondaki AG490 ve 25
ng/ml IL-6° nin hicre canhhdr %59.3 bulundu (Grafik 4). 48 saatlik

uygulamada ise hucre canlihidi %61 bulundu (Grafik 5).

Grafik 4 ve 5'de 24 ve 48 saat inklbasyon sliresi sonucunda
hicrelerin STAT3 inhibitéri S31-201°e ve IL-6’ya cevabi gbézlenmektedir.
Buna gore, LNCaP hulcrelerine 24 saatte en yuksek konsantrasyondaki
(300 uM) S3I1-201 ve 25 ng/ml IL-6’ nin hicre canhligi %58 bulundu (Grafik
4). 48 saatlik uygulamada ise %59 olarak bulundu (Grafik 5).
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IL-6 25
kontrol ng/ml 25 uM 50 uM 100 uM | 300 uM
H AG490 100 110 74 59 59

S31-201 100 110 80 76 69 58

Grafik 4. LNCaP hiicrelerinin (5.000 hiicre/kuyu) belirlenen dozlarda IL-6+AG490 ve IL-

6+S3I-201 ile 24 saat inkiibasyonu sonunda belirlenen hiicre canlilik oranlari
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x
kontrol IL-625 25 uM 50 uM 100 uM 300 uM
ng/ml
B AG490+IL-6 100 112 88 61 60
1 S31201+IL-6 100 112 82 76 71 59

Grafik 5. LNCaP hiicrelerinin (5.000 hiicre/kuyu) belirlenen dozlarda IL-6+AG490 ve IL-
6+S31-201 ile 48 saat inkiibasyonu sonunda belirlenen hiicre canllik oranlan

0, 25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 250 ng/ml, 500 ng/ml, 1000
ng/ml konsantrasyonlarda olacak gsekilde TRAIL ile 24, 48 ve 72 saat
inkiibe edilen LNCaP hucrelerinin cevabi grafik 6’da gézlenmektedir. Buna
gore, 24 saatte en yuksek konsantrasyondaki (1000 uM) hicre canlihigi
%96.03 bulundu. 48 saat sireli inkibasyon sonucunda en ylksek
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konsantrasyondaki hucre canlilik orani %95.59, 72 saat sureli inkibasyon

sonucunda en ylksek konsantrasyondaki hlcre canlilik orani %93.7
olarak bulundu (Grafik 6).

% canlilik orani
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Grafik 6. LNCaP hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat siire ile TRAIL ile kombinasyonu

sonucunda belirlenen hiicre canlilik oranlari

hicrelerin

Grafik 7°de 24, 48, 72 saat inkUibasyon slresi sonucunda

IL-6, AG490 ve TRAIL kombinasyonuna olan cevabi

g6zlenmektedir. Buna gore, 24 saatte 50 yM AG490, 25 ng/ml IL-6 ve 100
ng/ml TRAIL dozunun hicre canliigi %77 bulundu. 48 saatte en yuksek
konsantrasyondaki TRAIL dozunun hicre canliigi %49 bulunurken, 72

saatte en ylksek konsantrasyondaki TRAIL dozunun hicre canhligi %55
bulundu (Grafik 7).
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Grafik 7. LNCaP hiicrelerinin (5.000 hiicre/kuyu) belirlenen dozlarda IL-6, AG490 ve
TRAIL ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonunda belirlenen hiicre canlilik oranlari

Grafik 8'de 24, 48, 72 saat inkibasyon suresi sonucunda

hicrelerin

IL-6, S3I-201

ve TRAIL kombinasyonuna olan cevabi

g6zlenmektedir. Buna gore, 24 saatte en yiksek konsantrasyondaki (300
pM) S31-201, 25 ng/ml IL-6 ve 100 ng/ml TRAIL dozlarinin hucre canhhgi
%66 bulundu. 48. saatte en yuksek konsantrasyondaki TRAIL dozunun
hicre canhligi %55 bulundu, 72. saatte ise en yuksek konsantrasyondaki
TRAIL dozunun hucre canhhgr %45 bulundu (Grafik 8).

S31201+IL6+Trail 100 ng
S31201+IL6+Trail 50ng
S31201+IL6+Trail 25 ng

S31201+IL6
IL6

kontrol

m72h
48h

W 24h

20 40 60 80 100 120 140

Grafik 8. LNCaP hiicrelerinin (5.000 hiicre/kuyu) belirlenen dozlarda IL-6, S3I-201 ve
TRAIL ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonunda belirlenen hiicre canlilik oranlari
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5.2. FosfoSTAT-3 Duzeyinin ELIZA Yontemi ile

Belirlenmesi

LNCaP hicreleri 0, 3, 6, 10 ve 24 saat surelerde WST-1 ile
belirledigimiz 25 ng/ml IL-6 verilerek inkibe edildikten sonra, hucrelerde
ilaca verilen proliferatif cevap sirasinda olusan fosfoSTAT-3 dluzeyi ELIZA
yontemini kullanarak belirlendi. Caligilan dozlar arasinda en ylksek
fosfoSTAT-3 duzeylerine 3. saatte erigildigi bulundu (Grafik 9). Kontrole
gore 3. saatte fosfoSTAT-3 duzeyinde 18 kat artma oldugu bulundu.

Artis Miktan
=
o

3h 6h
10h
24h

IL-6 25ng//ml

Grafik 9. LNCaP hiicrelerinin (10° hiicre/kuyu) 25 ng/ml IL-6 ile inkiibasyonu sonunda
gosterilen fosfoSTAT-3 diizeyi

LNCaP hicreleri 0, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml,
100 ng/ml IL-6 ile 3 saat sure ile inklUbe edildikten sonra, hlcrelerde ilaca
verilen proliferatif cevap sirasinda olusan fosfoSTAT-3 dizeyi ELIZA
yontemini kullanarak belirlendi. Caligilan dozlar arasinda en yuksek
fosfoSTAT-3 duzeylerine 25 ng/ml’ de erigildigi bulundu (Grafik 10).
Kontrole gore 25 ng/ml’ de fosfoSTAT-3 duzeyinin 30 kat arttigi bulundu.
WST-1 ile buldugumuz doz dogrulandi.
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Artig miktari

Grafik 10. LNCaP hiicrelerinin (10° hiicre/kuyu) belirlenen dozlarda 3 saat

inkiibasyonu sonunda goésterilen fosfoSTAT-3 diizeyi

LNCaP hucreleri 25 ng/ml IL-6 ve sirasiyla 50 yM, 100 uM,
200 uM, 300 pM S31-201 ile 3 saat inkube edildikten sonra 25 ng/ml IL-6
ile birlikte muamele edildi. Hicrelerde ilaca verilen cevap sirasinda olusan
fosfoSTAT-3 dlzeyi ELIZA yéntemini kullanarak belirlendi. Calisilan dozlar
arasinda en duslik fosfo STAT-3 dizeyinin 300 uM konsantrasyonunda
bulundu (Grafik 11).
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Grafik 11. LNCaP hiicrelerinin (106 hiicre/kuyu) farkli dozlarda 24 saat inkiibasyonu

sonunda gosterilen fosfoSTAT-3 diizeyi

LNCaP hacreleri 30, 1, 2, 3, 6 saat sure ile 25 ng/ml IL-6 ve
300 uM S31-201 ile inkibe edildikten sonra, hicrelerde ilaca verilen cevap

sirasinda olugsan fosfoSTAT-3 duzeyi ELIZA ydntemi kullanarak belirlendi.
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Calisilan dozlar arasinda en dusuk fosfoSTAT-3 diuzeyi 3. saatte

saptanmigtir (Grafik 12).

Artig miktari

Grafik 12. LNCaP hiicrelerinin (106 hiicre/kuyu) 300 uM S3I-201 ve 25 ng/ml IL-6 ile

inkiibasyonu sonunda gosterilen fosfoSTAT-3 diizeyi

LNCaP hucreleri 25 ng/ml IL-6 ve 0, 30’, 1, 2, 3, 6 saat sure
50 uM AG490 ile inkibe edildikten sonra, hicrelerde ilaca verilen cevap
sirasinda olusan fosfoSTAT-3 dizeyi ELIZA yontemi kullanarak belirlendi.
Calisilan dozlar arasinda en dusuk fosfoSTAT-3 dizeyi 6. Saatte

saptanmigtir (Grafik 13).
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Grafik 13. LNCaP hiicrelerinin (106 hiicre/kuyu) 50 ypM AG490 ve 25 ng/ml IL-6 ile
inkiibasyonu sonunda gosterilen fosfoSTAT-3 diizey

5.3. Aktif Kaspaz 3 Diizeyinin ELIZA Yontemi ile
Belirlenmesi

LNCaP hdcreleri  kontrol, AG490+IL-6, S31-201+IL-6,
AG490+IL-6 (6h), S31-201+IL-6 (6h), AG490+IL-6+TRAIL, S3I-201+IL-
6+ TRAIL kombinasyonlari ile inkibe edildikten sonra, hucrelerde ilaca
verilen apoptotik cevap sirasinda olusan aktif kaspaz 3 dizeyi ELIZA
yontemini kullanarak belirlendi. Buna goére, belirlenen aktif kaspaz 3
miktarinin doza ve zamana bagl olarak artma egiliminde oldugu belirlendi
(p<0.05)(Grafik 14). En ylksek aktif kaspaz 3 duzeyi S31-201+IL-6+TRAIL
ve S3I1-201+IL-6 kombinasyonlarinda bulundu.
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Grafik 14. LNCaP hiicrelerinin (10° hiicre/kuyu) 50 pM AG490, 25 ng/ml IL-6, 300 pM
S3I1-201 ve 250 ng/ml TRAIL ile yapilan ELIZA sonrasinda aktif kaspaz 3 oranlari.

5.4. Gen ifade Diizeyinin Kantitatif Belirlenmesi

VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCL1, CASP8
ve CASP9 genlerinin ifade dizeyinin kantitatif dederlendiriimesi igin Light
Cycler 480 cihazi kullanildi. LNCaP hucre hattindan elde edilen cDNA’
larda VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCL1, CASP8 ve
CASP9, bu genlerin normalizasyonu igin segilen GAPDH genlerine 6zgul

primerler ve UPL LNA problari kullanilarak ¢aligildi.

GAPDH geninin mRNA duzeyinde ifadesini kantitatif olarak
gOsteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 28’de

gOsterildi.
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Sekil 28. GAPDH geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren amplifikasyon
egrileri. GAPDH geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende yer
almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.

VEGFA geninin mRNA dizeyinde ifadesini kantitatif olarak
gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 29'da

gOsterildi.
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Sekil 29. VEGFA geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren amplifikasyon
egrileri. VEGFA geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende yer
almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir. Caki-2 hiicresi pozitif kontrol olarak
kullaniimigtir.

VEGFC geninin mRNA dizeyinde ifadesini kantitatif olarak
gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 30'da
gOsterildi.
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Sekil 30. VEGFC geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren amplifikasyon
egrileri. VEGFC geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende yer
almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir. Caki-2 hiicresi pozitif kontrol olarak
kullanilmistir.

VEGFR2 geninin mRNA duzeyinde ifadesini kantitatif olarak
gOsteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 31°de

gOsterildi.
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Sekil 31: VEGFR2 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren amplifikasyon
egrileri. VEGFR2 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende yer
almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir. Caki-2 hiicresi pozitif kontrol olarak

kullanilmisgtir.

STAT3 geninin mRNA dizeyinde ifadesini kantitatif olarak
goOsteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 32’de

gOsterildi.
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Sekil 32. STAT3 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren amplifikasyon
egrileri. STAT3 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende yer
almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir. Caki-2 hiicresi pozitif kontrol olarak

kullanilmigtir.

MMP2 geninin mRNA dizeyinde ifadesini kantitatif olarak
gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 33’de

gOsterildi.
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Sekil 33. MMP2 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gdsteren amplifikasyon
egrileri. MMP2 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende yer
almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir. Caki-2 hiicresi pozitif kontrol olarak

kullaniimigtir.
MCL1 geninin mRNA duzeyinde ifadesini kantitatif olarak

goOsteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 34’de

gOsterildi.
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Sekil 34. MCL1 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gdsteren amplifikasyon
egrileri. MCL1 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende yer almaktadir.
Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir. Caki-2 hiicresi pozitif kontrol olarak kullaniimistir.

CASP8 geninin mRNA duzeyinde ifadesini kantitatif olarak
gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 35’de

gOsterildi.
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Sekil 35. CASP8 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren amplifikasyon
egrileri. CASP8 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende yer
almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir

CASP9 geninin mRNA duzeyinde ifadesini kantitatif olarak
goOsteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 36’da

gOsterildi.
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Sekil 36. CASP9 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren amplifikasyon
egrileri. CASP9 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende yer
almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir

Goreceli gen ifadesi sonuglari REST programi kullanilarak

“‘Pfaffl” matematiksel yontemi ile hesaplandi. Pfaffl esitligi asagida

belirtilmigtir.

E (he def}ﬂct {kontral-rnek)

E (referans) 4Gt (kentrok-dmek)

Esitlikte belirtilen Ct, tepkime sirasinda olusan floresan
sinyalin esik degeri gectigi andaki dongu sayisini ifade etmektedir. Ct
degderi tepkimenin bagsinda mevcut olan mRNA (cDNA) miktari ile ters
orantihdir. ACt degeri ise kontrol ile drneklerin Ct degerleri arasindaki farki
gostermektedir. Esitlikte belirtilen E, PCR etkinligini, elde edilen R ise ifade
oranini gostermektedir.

4.5. Gen ifade Diizeylerinin Karsilagtirmasi

LNCaP hucrelerine IL-6 tek basina uygulandiginda 24 ve 48.
saatler sonunda VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCLA1,
CASP8 ve CASP9 mRNA ifade dizeyleri arastirildiginda, her bir doz ve
sure i¢cin STAT3, MCL1 ve VEGFA mRNA' sinda kontrole gore anlamli bir
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artis oldugu ve bu artisin istatistiksel agidan anlamli oldugu bulundu
(p<0.05)(Grafik 15-18). Ancak VEGFR2 mRNA' sinin ise genel olarak
uygulanan IL-6 konsantrasyonlarinda bir azalma egilimi gosterdigi
belirlendi (p>0,05)(Grafik 15-18). Pozitif kontrol olarak Caki-2 hucresi
kullanildi.

En ylksek STAT3 mRNA ifade artisi 24 saatlik IL-6
uygulamasindan sonra gorildu. 24 saatlik IL-6 uygulamasinda VEGFA,
MCL1 genlerinde de anlamli bir artis oldugu gozlendi fakat bu genlerdeki
artisin 48 saatlik inkibasyona nazaran daha az oldugu gozlendi. 24 saatlik
IL-6 uygulamasinda VEFGR2 geninde anlamh bir dists oldugu bulundu.
48 saatlik IL-6 uygulandiginda VEGFA, MCL1 mRNA’ sinin kontrole gore
arttig1 goruldi (p<0.05). Ayni slire ve konsantrasyon i¢cin VEGFR2 mRNA
ifade duzeyine baktigimizda ise 48 saat icin 1.23 kat azalma goruldu
(p>0.05). Pozitif kontrol olarak Caki-2 hicresi kullanildi.

LNCaP hucrelerine uygulanan 24 ve 48 saatlik 25 ng/ml IL-6,
CASP8 ve CASP9 genlerinin mRNA seviyelerinde anlamli sekilde azalma
gozlendi (p>0,05). Ancak S31-201+IL-6, AG490+IL-6, AG490+IL-6+TRAIL’
In 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda CASP8 ve CASP9 mRNA
seviyelerinde anlamli bir artma go6zlendi (p<0.05). LNCaP hucrelerine tek
basina TRAIL uygulandiginda 24 saatlik surede CASP8 ve CASP9 mRNA
duzeylerinde anlaml bir degisiklik bulunamadi. 48 saatlik uygulamada ise
sadece CASP9 geninin mRNA seviyesinde anlamh bir artis saptanmistir
(p<0.05).

MMP2 ve VEGFC mRNA seviyelerinde kontrole gore
istatiksel agidan herhangi bir farklilik olusmadigi gézlendi, pozitif kontrol
olarak Caki-2 hiicresi kullanildi.
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Grafik 15. LNCaP hiicrelerinin 24 saat 25 ng/ml IL-6 uygulamasi sonrasinda STAT3, VEGFR2,
VEGFA, MCL1 genlerinin mRNA diizeylerindeki degisiklik. Hedef genlerin ifade diizeyleri GAPDH
mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi *; p<0.05.
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Grafik 16. LNCaP hiicrelerinin 48 saat 25 ng/ml IL-6 uygulamasi sonrasinda STAT3, VEGFR2,
VEGFA, MCL1 genlerinin mRNA diizeylerindeki degisiklik. Hedef genlerin ifade diizeyleri GAPDH

mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi *; p<0.05.
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Grafik 17. LNCaP hiicrelerinin 48 saat 25 ng/ml IL-6 ve 50 yM AG490 uygulamasi sonrasinda
STAT3, VEGFR2, VEGFA, MCL1 genlerinin mRNA diizeylerindeki degisiklik. Hedef genlerin ifade

diizeyleri GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi *; p<0.05.
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Grafik 18. LNCaP hiicrelerinin 48 saat 25 ng/ml IL-6 ve 300 pM S3I-201 uygulamasi sonrasinda
STAT3, VEGFR2, VEGFA, MCL1 genlerinin mRNA diizeylerindeki degisiklik. Hedef genlerin ifade

diizeyleri GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi *; p<0.05.
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Grafik 19. LNCaP hiicrelerinin 24 ve 48 saat 25 ng/ml IL-6, 50 uM AG490, 250 ng/ml TRAIL ve 300
MM S3I-201 uygulamasi sonrasinda CASP8 ve CASP9 genlerinin mRNA diizeylerindeki degisiklik.
Hedef genlerin ifade diizeyleri GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi *;
p<0.05,%; p>0.05.

4.6. TUNEL ve Gimza ile Apoptotik Hucrelerin

Belirlenmesi

AG490, S31-201, TRAIL ve IL-6‘'nin LNCaP hicre hatti
uzerindeki apoptotik etkisinin belirlenmesi icin TUNEL ve Gimza yontemi
kullanildi.  LNCaP hucreleri gimza ile boyamadan sonra isik
mikroskobunda, TUNEL ile boyamadan sonra ise floresan mikroskobunda
analiz edildi. Kontrol hicresi ve IL-6 arasinda istatistiksel bir fark
bulunamazken, = AG490+IL-6,  S31-201+IL-6,  TRAIL+AG490+IL-6,
TRAIL+S31-201+IL-6 kombinasyonlari ile yapmis oldugumuz analizde
kontrol hiicresine gore istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu ve AG490
ve S31-201 inhibitdrlerinin apoptozu indukledigi gosterildi ancak TRAIL’in
LNCaP hicresinde apoptoz Uzerine etkisinin anlamh bir fark olusturmadigi

gosterildi. TUNEL sonuglarimiz gimza ile dogrulandi.

61
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Grafik 20. LNCaP hiicrelerinin (106 hiicre/kuyu) AG490, S31-201 ve TRAIL ile 48 saat inkiibasyonu
sonunda belirlenen Canli ve Apoptotik hiicre oranlari. *; p<0.05 (ilag uygulamasi yapilmayan

kontrol hiicreleri ile ilag uygulanan hiicrelerde belirlenen apoptotik hiicrelerin kargilagtiriimasi)

Sekil 37. TUNEL ile boyanan LNCaP hiicrelerinde normal (A), pro-apoptotik (B)
ve apoptotik (C) hiicrelerin goriiniimii

Sekil 38. Gimza boyasi ile boyanan LNCaP hiicrelerinde apoptozun gosterilmesi
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5. TARTISMA

JAK/STAT3 sinyal yoladi, hicre dongusu, apoptozis, timor
anjiyojenezi gibi tumorojenez olugsumunda yer alan birgok yolagin
diizenlenmesinde gorev almaktadir’*®. Yapilan son calismalarda prostat
kanser hlcre gogunu arttirmak suretiyle STAT3’Un prostat kanser
metastazinda rol oynadigi gésterilmistir’>"®. JAK/STAT3 sinyal yolagdi IL-6,
interferon gibi sitokinler veya EGF, PDGF gibi ¢ok c¢esitli blyime faktorleri
araciligiyla da uyarllmaktad|r72. IL-6’nin hicre ylzey reseptdru olan tirozin
kinaza baglanmasiyla JAK’lar aktive olur. Aktive olan JAK, STAT3
proteinini fosforile ederek STAT3’ Un dimerizasyonunu saglar. Dimerize
olan STAT3 c¢ekirdekte DNA’da bulunan STAT3 cevap elementlerine

baglanmak suretiyle ilgili genlerin ifadelenmelerini uyarir’",

Malign olusum suresince STAT3'Un asiri ifadelenmesi
siklikla kargilasilan  bir durumdur. Son zamanlarda STAT3'Un
anjiyojenezdeki roliini aydinlatmaya yonelik calismalar hiz kazanmistir’®.
Simdiye kadar yapilan galismalarda STAT3’Un hedef genleri arasinda
anjiyojenik faktor VEGF g0steriimektedir. Ancak halen tam olarak
STAT3’Un anjiyojenik hedef genleri ve anjiyojenez yolagindaki roli tam
olarak agiklanabilmis degildir. STAT3'Un anjiyojenezdeki rollnu
arastirmaya yonelik olarak calismamizda VEGFA, VEGFC, VEGFR2,
MMP2 ve anti-apoptotik MCL1 genlerinin ifadelenmelerini mRNA
duzeyinde inceledik.

IL-6 araciigiyla LNCaP ve DU145 hicre hatlarinin
proliferasyonu artmaktadir’®. IL-6’nin doz ve zamana bagl olarak STAT3
fosforilasyonunu indiikledigi cesitli calismalarla gosterilimistir’”’®. Bu
nedenle calismamizda STAT3 aktivasyonunun saglanmasi igin IL-6 ile

LNCaP hucreleri muamele edildi. En yuksek pSTAT3 duzeyi, 25 ng/ml'de
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ve 3. saat sonunda gozlemlendi. Bununla birlikte, prostat kanser hucre
hatlarinda yapilan ¢alismada, (LNCaP, PC3, DU145) calismamizla paralel
olarak IL-6 aracihdiyla pSTAT3 aktivasyonunun artigi gosterilmistir. Ancak,
zamana bagli olarak IL-6 aktivasyonunun prostat kanser hlcre hatlarinda
azaldigini ve bdylece pSTAT3 diizeyinde azalma oldugu gdsterilmistir’®.
Bu calisma ile uyumlu olarak, calismamizda 25 ng/ml, 0-24. saatler
arasinda IL-6 uygulanan LNCaP hicre hatlarinda en yuksek pSTAT3
dizeyine 3.saatte ulasildigi belirlendi. Ayrica 3.saatten sonra zamana

bagl olarak pSTATS3 diuzeyinde azalma gozlemlendi.

AG490’In IL-6 araciliyla uyarilan STAT3 aktivasyonunu
inhibe ettigine dair pekg¢ok c¢alisma bulunmaktadir®', Calismamizda
JAK/STATS3 yolagi inaktif olan LNCaP prostat kanser hicre hatlarina 25
ng/ml IL-6 vermek suretiyle JAK/STATS3 yolagi aktive edildi. 50 yM AG490
araciligiyla IL-6 aracili induklenmis olan JAK/STATS yoladi inhibe edildi.
AG490 bu etkisini STAT3'Un DNA’ya baglanma aktivitesini azaltmak
suretiyle gerceklestirmektedir®®. AG490 inhibitériinin benzer etkisi 300 uM
konsantrasyonda uyguladigimiz S31-201 ile de go6zlemlendi. S3I-201,
AG490 gibi STAT3’Un DNA’ya baglanma aktivitesini azaltmanin yani sira

STATS tirozin fosforilasyonuda azalmaktadir’”.

S31-201, karaciger htcrelerinde preklinik calismalar igin
kullanilmaktadir. Klinik calismalar heniiz baslamamistir®®®'. AG490’nin
klinik calismalari devam etmektedir. AG490’nin analogu olan LS104 akut
lenfositik 16semi tedavisinde Kklinik denemelerde faz 2 asamasina
girmistir®.

VEGF, tumor anjiyojenezinde, yayihminda ve metastazinda
énemli rol oynayan potansiyel bir anjiyojenik mitojendir’"®2. VEGF,

potansiyel olarak tumor ilerlemesi suresince endotel hucre
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proliferasyonunu ve gogunu aktive eder. Metastatik prostat kanser
hiicrelerinde yilksek derecede ifade edilmektedir®®. JAK/STAT3 yolaginin
anjiyojenezdeki rolunu arastirmaya yonelik yapilan ¢alismalarda pSTAT3
araciligiyla VEGFA ifadelenme duzeyinin kontrol edildigi gosterilmigtir. IL-6
araciligiyla induklenen VEGF ifadelenmesinin, AG490 ile nemli derecede
azalmaya neden olduguna dair calismalar bulunmaktadir’*.
Calismamizda literatlirle uyumlu olacak sekilde LNCaP hucrelerinin IL-6
ile muamele edilme suresine bagh olarak proliferasyonunun arttigi
gozlemlendi. AG490 ve S31-201 inhibitérlerinin uygulanmasi sonucunda
ise VEGFA ifadelenme dizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma
saptandi. IL-6 sitokinini salgilayan PC3 hicrelerinde STAT3 ifadelenmesi
saptanamamig olmasina ragmen, IL-6 uygulanmamis LNCaP hucreleri ile
ayni miktarda VEGFA ifadelenmesi gorulmuagtir. IL-6 araciligiyla
VEGFA'nin ifadelenme dizeyinin artisi bize gdstermektedir ki, STAT3
VEGFA ifadelenmesi igin major bir faktér olmasina karsin PC3’'de VEGFA
ifadelenmesi sadece STAT3le degil ayni zamanda farkli hlcresel

yolaklarla da aktive olabileceg@ini gostermektedir.

IL-6 uygulanan ve uygulanmayan LNCaP hicrelerinde
VEGFC ifadelenmesini tespit edemezken, pozitif kontrol olarak kullanmig
oldugumuz PC3 hicre hatlarinda ise STAT3 ifadelenmesi olmaksizin
VEGFC ifadelenmesi tespit edilmistir. Li ve arkadaslarinin ¢alismalarinda
bulgularimizla uyumlu olarak PC3 hcrelerinde VEGFC ifadelenmesi tespit
etmelerine karsin, LNCaP hicrelerinde VEGFC ifadelenmesi bazal
diizeyde tespit edilmistir®. Calismamiz, LNCaP hiicre hattinda VEGFC
ifadelenmesi tespit edilememis olmasi, STAT3 noksan olan PC3 hiicre
hatlarinda VEGFC’nin asiri ifadelenmesinin pSTAT3’ e bagli olmadigini ve

farkli bir yolak Uzerinden ifadelenmesinin kontrol edilebildigini gostermistir.

Pankreatik kanser hicre hatlarinda yapilan bir ¢alismada,

STAT3’Un aktivasyonunda veya sonrasinda yolagin bloke edilmesi ile
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VEGF ve MMP2 genlerinin ifadelenme dizeylerinin etkilendigi
gosterilmigstir. Ayrica STAT3’Un anormal aktivasyonunun pankreatik kanser
yaylhmi ve metastazinda énemli rol oynadigini ifade etmislerdir 1. Bu
sonuglardan VEGF ifadelenme duzeyi STAT3'Un aktivasyonuna ve
inaktivasyonuna bagli olarak benzer sekilde degismesine ragmen, bizim
IL-6 aracihgiyla JAK/STAT3 yolagdi uyarilan LNCaP hcre serisinde MMP2

ifadelenmesi tespit edilememistir.

Yapilan bir calismada LNCaP, PC3, C4-2, C4-2B, ARCAPM-
C2 hucreleri ile prostat kanser hicre hatlarinda VEGFR1 ifadelenmesi
tespit edilemezken, yalnizca bir hiicre hattinda (ARCAPM-C2) VEGFR2’in
dusuk ifadelendigini bqunmustur52. Bu calisma ile uyumlu olarak
calismamizda LNCaP hucrelerinde VEGFRZ2'in  dusuk ifadelendigini
bulduk. Ayrica bu ¢alismada prostat kanser hicrelerinde VEGF’in otokrin
etkisi icin klasik VEGF reseptorleri olan VEGFR1 ve VEGFR2 yerine major

reseptoriin NRP1 (Neuropilin-1) olabilecegi ifade edilmistir’®®.

Calismamizda AG490 ve S3I1-201 inhibitorlerinin IL-6 ile
uyariimigs LNCaP hucrelerine verilmesi sonrasinda doz ve zaman artisina
bagll olarak hucre canllik oranlarinda azalma saptandi. Hucre canliligi
testi WST-1 sonucuna gore IC50 degeri olarak AG490 dozunun LNCaP
hicre hatlarinda 50 uM, S31-201 dozunun ise 300 uM konsantrasyonda
oldugu gosterildi. Bu azalmanin temelinde yatan molekuler mekanizmanin,
hdcrelerin apoptoza mi yoksa nekroza mi girmesinden kaynakli oldugunu
gostermek igin hicrelerde Gimza boyama, TUNEL, CASP8 ve CASP9
ifadelenme dlzeyleri ve aktif kaspaz 3 miktarlar arastiriidi. Gimza ve
TUNEL sonucunda kontrol ve IL-6 uygulanmis LNCaP hicreleri, AG490
ve S3I1-201 uygulanmis LNCaP hdcreleri ile karsilastirildiginda inhibitor
uygulanmig hucrelerde istatistiksel olarak anlamli oranda apoptozun arttigi
g6zlemlenmis olup bu sonuglarimiz WST-1 sonuglarimizla da uyumlu
bulundu (p<0.05).
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Bircok kimyasal ajana kargi duyarli olan LNCaP hucreleri
TRAIL aracili apoptoza karsi diren¢ gostermektedir. Calismamizda 0-1000
ng/ml degisen konsantrasyonlarda TRAIL proteini uygulamamiza karsin
literaturle uyumlu olarak LNCaP hucrelerinin  TRAIL direncli oldugu
saptandi. LNCaP hucrelerinin  TRAIL direngli olmasinin ¢ok c¢esitli
nedenleri bulunmaktadir. Bunlardan birincisi, c-FLIP, Bcl-2 ve XIAP gibi
apoptoz baskilayici proteinlerin asiri ifadelenmesidir®. Ikincisi ise PI3K
aracili Akt aktivasyonu sonucunda pro-apoptotik Bid kesimlenmesinin

engellenmesidir®®.

IL-6 yalnizca JAK/STAT3 yolagini degil ayni zamanda
mitojen aktive eden protein kinaz kinazi (MAPK) ve fosfoinozitol 3 kinaz
(PI3K) yolaklarini aktive eden bir sitokin olmasindan dolayr LNCaP
hacrelerine IL-6 uygulanmasi TRAIL direncini arttirmaktadir®®’. Ayrica,
yapilan bir g¢alismada LNCaP-IL+ hicrelerde SOCS3 proteininin asiri
aktivasyonu sonucunda TRAIL reseptdrt olan DR4’Gn ubiquitin-proteozom
kompleksi tarafindan pargalanmasina neden olarak TRAIL direncine katki

saglamaktadir®.

Calismamizda LNCaP hucre hatlarina AG490 veya S3I1-201
uygulanarak apoptoz gozlemlendigi halde TRAIL ile kombinasyonlarin da
TRAIL'in etkinligini arttirmadigr tespit edildi. AG490, STAT3'Un hedef
genlerinden birisi olan MCL1 geninin ifadelenme duzeyinin azalmasina yol
acmaktadir. MCL1 apoptoz Uzerindeki anti-apoptotik etkisini i¢sel yolak
lizerinden gdstermesine karsin®, LNCaP hiicrelerinde TRAIL aracili
apoptoz kaspaz 8 ve kaspaz 9 ile karakterize edilmektedir®.

TRAIL’in  kemoterapotik  ajanlarla  birlikte ~ kombine
kullaniminin kanser hucreleri Uzerindeki apoptotik etkisinin arttigina dair

pek cok calisma bulunmaktadir®. Lanuti ve arkadaslarinin yapmis
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olduklari c¢alismalarinda insan I6semi hucre serilerinde JAK/STATS3
yolagini inhibe etmek igin kullanmis olduklari AG490 ile TRAIL'in birlikte
ve ayri ayri kullanimlarinin apoptoz Uzerine olan etkisini aragtirmislardir.
Caligmalarinda TRAIL’in AG490 ile birlikte kombinasyonunun TRAIL’in tek
basina kullanimina oranla anlaml derecede apoptotik etkisini arttirdigini
saptamiglardir. Ancak bizim calismamizda TRAIL direncli olan LNCaP
hicrelerinde JAK/STAT3 yolagini inhibe etmek igin kullanmis oldugumuz
AG490 ve S31-201’in tek baslarina ve TRAIL ile kombine edildiginde
TRAIL'in apoptotik etkisini arttigina dair istatistiksel olarak énemli bir artis

saptanamamigtir.

AG490 ve S31-201 uygulanmig LNCaP hicrelerinde kaspaz
8 ve kaspaz 9 ifadelenme duzeylerinde artis saptanmistir.
S31-201+IL6+TRAIL kombinasyonu uygulanmis hicrelerde kaspaz 8
ifadelenme duzeyinde diusme saptanmistir. AG490 ile muamele edilmis
hicrelerde TRAIL aracili apoptotik yolakta fonksiyon gbéren kaspaz 8 ve
kaspaz 9 ifadelenme duzeyinde artig gorulmustur. TRAIL ile kombine
edildiginde tek basina AG490 ile muamele edilen hucrelere nazaran
anlamh bir artis olmamasi bize TRAIL diren¢g gelisiminde TRAIL
reseptorlerinin  ifadelenme  dlizeylerinde azalmanin  olabilecegini
dustundurmektedir. S31-201 ve TRAIL kombine edilen hucrelerde ise
kaspaz 8 ifadelenme duzeyinin azalmasi LNCaP hucrelerinde TRAIL
direncini arttirmaktadir. Benzer sonuglari aktif kaspaz 3 dizeyinde de
g6zlemlendi. AG490 ve S3I-201’in tek baslarina uygulandiklarinda
kontrole nazaran ilk 9 saat igerisinde aktif kaspaz 3 dizeyini 2 kat
arttirdiklari  saptandi. TRAIL ile kombinasyonlari tek baslarina
kombinasyonlari ile karsilastirildiginda o6nemli derecede bir artis
saptanamadi. Bu sonu¢ bize TRAIL'iIn AG490 veya S31-201 ile
kombinasyonu sonucunda JAK/STATS3 yolaginin inhibitérlerinin LNCaP
hicrelerinde TRAIL aktivitesi Uzerinde higbir etkileri olmadidini

gOstermektedir.
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STAT3  aktivasyonu tumor  hicrelerinin anjiyojenik
potansiyelini arttirmasinin yaninda Bcl-x ve MCL1 gibi anti-apoptotik
genlerin aktivasyonunu saglayarak tiimorogenezde rol oynamaktadir®®,
Ayrica MCL1’in agin ifadelenmesi birgok insan kanserinde kemoterapiye
direng gelisimi ile iliskilidir®. Zhang ve arkadaslarinin galigsmalarinda,
insan prostat kanser htcrelerinde, MCL1’in asiri ifadelenmesinin 6zellikle
CaP’da kemik metastazi ile korelasyon gosterdigini bulmuslardir. Ayrica
pSTAT3 aracihigiyla uyarilan MCL1’in timér hicrelerinde apoptozu
engelledigi gosterilmistir. Epling-Burnette ve arkadaslarinin ¢calismalarinda
oldugu gibi, calismamizda AG490 araciliiyla STAT3 inaktivasyonu
sonucunda MCL1 ifadelenmesinde istatistiksel olarak anlaml derecede
azalma oldugu tespit edildi®®. Bu sonug bize kullanilan inhibitérlerin MCL1
ifedelenme duzeyini azaltarak LNCaP hucrelerin baslica igsel apoptotik

yolagi kullandigini dugundurmektedir.

Elde ettigimiz bulgular JAK/STAT3 yolaginin
anjiyojenezisteki roliinl birincil olarak izleyen anjiyojenik faktérin VEGFA
oldugunu ve aktivasyonunu VEGFR2 Uzerinden gergeklestirmedigini
goOstermigtir. LNCaP hdcrelerinin  kullandigimiz JAK2 inhibitéri  olan
AG490 ve STATS3 inhibitori olan S3I-201 ile muamelesi sonucunda
apoptoz oranlarinin anlamli gekilde artmasi, anti-apoptotik genlerde
meydana gelen istatiksel olarak anlaml azalis, bize bu inhibitorlerin CaP’in
tedavisinde anti-anjiyojenik hedefli olarak klinikte kullaniimasinda
konvensiyonel tedavilerle kombine kullanilacak potansiyeli oldugunu
gOstermektedir.
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6. SONUC

Calismamizda prostat kanser hiicre hatlarinda JAK/STAT3
yolagl aracihigiyla aktive olan anjiyojenik faktérler VEGFA, VEGFC,
VEGFR2, MMP2 ve anti-apoptotik faktér olan MCL1 genlerinin ifadelenme
duzeylerini aragtirdik. Ayrica, bu genler araciligiyla inaktive olan genlerin
TRAIL aracili apoptotik yolaklar Gzerine etkilerinin CaP’in gelisiminde,

metastazinda ve anjiyojenezindeki rollerini arastirdik.

LNCaP hucre hatlarinda JAK inhibitord AG490 ve STAT3
inhibitdri S31-201’in apoptozu artirdidi belirlendi. inhibitdr uygulamasindan
sonra anjiyojenik, anti ve pro-apoptotik genlerin mRNA seviyesindeki
degisiklikler belirlenerek, anjiyojenik ve anti-apoptotik genlerin mRNA
seviyelerinin azaldigi belirlendi (p>0,05). Buna kargi pro-apoptotik genlerin
dizenlenmesinin arttigi belirlendi (p<0,05).

Sonu¢ olarak, JAK/STAT3 vyolaginin CaP’deki ve
anjiyojenezdeki rolinin belirlenmesi ve JAK/STAT3 yolagdi inhibitorleri
AG490 ve S3I-207’in prostat kanser hicre hattindaki etkilerinin
belirlenmesinin, CaP’in tedavi yontemlerine 1sik tutacagi gibi, bu kanserin
sebebiyet verdigi metastazin molekuler yolaklarini belirleyerek daha hizli
ve etkin tedavinin gergceklesmesini saglayabilecektir. Ayrica elde ettigimiz
bulgular, JAK/STAT3 yolaginin inhibisyonunda kullanilan AG490 ve S3l-
201’in in vivo ve in vitro molekuler destekli ¢calismalarla, kullanim sekli,
dozu ve kisitlamalarinin belirlenmesinin  ardindan, ozellikle diger
kemoterapotik ajanlarla dusuk dozlu birlikteliklerinde daha etkili olarak,
CaP tedavilerinde apoptozu uyaran ¢ok yonli molekuller hedefe sahip bir

terapotik ajan potansiyeline sahip oldugunu gdéstermistir.

70



7. OZET

Prostat Hiicre Hattinda JAK/STAT3 Yolaginin Anjiyojenezdeki Rolu

Prostat kanseri, erkeklerde en sik gorllen genitolriner
kanserler igerisinde ilk sirada yer almaktadir ve anjiyojenez hastahgin
ilerlemesinde rol oynamaktadir. Anjiyojenez, cok sayidaki sinyal iletim
yolaklari tarafinda dizenlenen kompleks ¢ok asamali bir stregtir. STATS,
kritik coklu fonksiyonu olan bir aracidir. VEGF, MCL1 ve MMP’ ler gibi bazi

anjiyojenik faktorleri dizenleyen genlerin ifadelenmelerini uyarir.

Bu arastirmada, JAK/STAT3 araciliiyla aktive olan VEGFA,
VEGFC, VEGFR2, MMP2 ve antiapoptotik faktér, MCL1’in ifadelenme
dizeylerini ve JAK/STAT3 yolag aracilidiyla inaktive olan genlerin
etkilerinin prostat  kanserinin  geligsiminde, metastazinda  ve

anjiyojenezindeki rollerini arastirmayi amagladik.

Calismamizda, LNCaP insan prostat hicre hatlarinda cesitli
doz ve inkubasyon surelerinde AG490, S31-201 ve TRAIL’ in sitotoksik ve
apoptotik etkileri morfolojik, DNA, RNA (mRNA) ve protein duzeylerinde

arastirildi.

Calismamizda, JAK/STAT3 yolaginin, inhibisyonunun,
kaspaz 3 kaskadini aktive ettigini, bu yolla LNCaP hucrelerini apoptoza
yonlendirdigini ve JAK2 inhibitor AG490 veya STAT3 inhibitor S3I-201’in
TRAIL ile birlikte kullaniminin bu etkiyi artirmadigini gosteren ilk
calismadir. Sonu¢ olarak calismamiz, JAK/STAT3 yoladi hedefli kanser
tedavisinde, AG490 ve S3I-201’in sitotoksitesi ylksek kemoterapdtik
ajanlarla birlikte kullanilmasinin, uygun apoptotik etkiye dusuk doz ve

surede ulastirabilmesine bagl olarak, klinik agidan yararli olabilecegine
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dikkat cekmektedir. Ayrica, JAK/STAT3 yolaginin molekuler etkilerinin tam
olarak belirlenmesi prostat kanserinin tedavisi i¢in yeni molekuler

hedeflerin tanimlanmasina olanak saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Prostat Kanseri, JAK/STAT Yolagi, Anjiyojenezis
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8. SUMMARY

A role of JAK/STAT3 Pathway on Angiogenesis in Prostate Cell Line

Prostate cancer constitutes the first most common type of
cancer among men with genitourinary cancers and angiogenesis plays a
role in disease progression. Angiogenesis is a complex multistage process
regulated by a number of signal transduction pathways. STAT3 is a critical
multifunctional mediator and induces expression of genes that regulate
some angiogenic factors such as, VEGF, MCL1 and MMPs.

In the present research, it is aimed at analysis in prostate cell
line, the expression levels of VEGFA, VEGFC, VEGFR2, MMP2 and
antiapoptotic factor, the MCL1, which the activated factors through
JAK/STAT3 pathway and effects of these genes on inactivation in the

development, metastasis and angiogenesis of prostate cancer.

In our study, we explored on the LNCaP human prostate
cancer cell line, the cytotoxic and apoptotic effects of AG490, S31-201 and
TRAIL on morphological, DNA, RNA (mRNA) and protein levels and for

various doses and incubation time

This is the first study showing that JAK/STAT3 pathway of
inhibition, activates the caspase 3 cascade and stimulates apoptosis of the
LNCAP cells. It further shows that use of JAK2 inhibitor AG490 or STAT3
inhibitor S31-201 and TRAIL combination not increase this effect. In
conclusion, our study draws attention to the possible clinical effectiveness
of use of AG490 or S31-201 together with chemotherapeutic agents with
high cytotoxicity due to the opportunity to attain suitable apoptotic effect

with reduced dose and time in cancer treatment targeting JAK/STAT3
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pathway. Also, determination of the exact molecular effects of JAK/STAT3
pathway would allow us to identify new molecular targets for the treatment
of the prostate cancer

Keywords; Prostate Cancer, JAK/STAT Pathway, Angiogenesis
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