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ÖNSÖZ 

“Prostat Hücre Hattında JAK/STAT3 Yolağının 
Anjiyojenezdeki Rolü” konulu bu yüksek lisans tezi, Gazi Üniversitesi 

AraĢtırma Fon Saymanlığı‟nca 01/2010-74 kod no‟lu proje ile 

desteklenmiĢtir. ÇalıĢmamız, Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji 

ve Genetik Anabilim Dalı Laboratuvarlarında gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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1. GĠRĠġ 

Prostat kanseri (CaP), erkekler arasında en sık görülen ikinci 

kanser türüdür. Akciğer ve kemik metastazı ile karakterizedir. Diğer 

kanserlerde olduğu gibi CaP‟in geliĢim, metastaz ve anjiyojenezisinde 

birçok sinyal yolağı görev almaktadır. Kanser metastazına ve 

anjiyojenezine neden olan sinyal yolaklarının aydınlatılması, CaP‟in tanı ve 

tedavi hedeflerinin belirlenmesi, tedavi sonrasında hastalıksız sağkalım 

için oldukça önemlidir.  

CaP geliĢiminde, özellikle metastaz ve anjiyojenezisinde 

JAK/STAT3 yolağının önemli rol oynadığı gösterilmiĢtir. JAK/STAT3 sinyal 

yolağı, hücreler arası sitokin sinyallerinin çekirdeğe iletilmesinde önemli 

yere sahiptir. Hücre büyümesi ve farklılaĢmasını içeren hücresel olayları 

düzenler. Bundan dolayı, bu yolak anjiyojenezde kritik öneme sahiptir. 

Sitokinlerin aynı aileden gelen reseptörlere bağlanmasıyla reseptörler 

dimerize olur ve tirozin fosforilasyonu gerçekleĢir. Bunun sonucunda 

reseptör iliĢkili JAK enzimi aktifleĢir. STAT molekülünün SH2 bölgesi, 

reseptördeki fosfotirozin kısmı ile etkileĢir. Böylece STAT molekülleri 

reseptöre bağlanır. Reseptöre bağlanmıĢ olan STAT molekülleri fosforile 

edilerek, reseptörden ayrıldıktan sonra aktifleĢir. Homodimer veya 

heterodimer oluĢturarak çekirdeğe taĢınır ve hedef genlerin 

transkripsiyonuna aracılık eder. Kanser oluĢumunda, JAK/STAT3 

yolağının kontrolündeki düzensizlikler önemli rol oynamaktadır. 

ÇalıĢmamızda, prostat kanser hücre hatlarında (LNCaP, 

PC3) JAK/STAT3 yolağı aracılığıyla aktive olan anjiyojenik faktörler 

VEGFA, VEGFC, VEGFR2, MMP2 ve anti-apoptotik faktör olan MCL1 

genlerinin ifadelenme düzeylerini araĢtırmayı amaçladık. Bu bağlamda, ilk 

olarak interlökin-6 (IL-6) negatif LNCaP prostat hücre hattına IL-6 

verilerek, JAK/STAT3 yolağının aktivasyonu sağlandı. Aktive olan yolak 



2 

 

JAK2 inhibitörü olan AG490 ve STAT3 inhibitörü olan S3I-201 ile inaktive 

edildi. Yolağın bu inhibitörler aracılığıyla inaktivasyonunun kaspaz 3 

kaskadını aktive ettiği, ayrıca LNCaP hücrelerini kaspaz 9 kaskadı 

aracılığıyla, mitokondriyal yolu kullanarak apoptoza yönlendirdiği bulundu. 

Ayrıca, çalıĢmamız bu inhibitörlerin TRAIL ile kombinasyonunun apoptotik 

etkiyi artırmadığını ve bu yolakta rol alan birincil anjiyojenik faktörün 

VEGFA olduğunu gösteren ilk çalıĢmadır. 
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1. GENEL BĠLGĠLER 

Kanser, anormal hücrelerin kontrolsüz Ģekilde bölünmesi ve 

diğer dokuları iĢgal etmesi ile oluĢan hastalıklar için kullanılan bir terimdir. 

Bu süreçte hücrenin genetik materyali zarar görebilir veya değiĢebilir, 

normal hücre büyümesini, geliĢimini etkileyen mutasyonlar oluĢabilir1. 

Prostatın kökeni, mezonefrik kanal giriĢinin yukarısında ve 

aĢağısında bulunan üretral epitelyum hücreleridir. Bu basit tübüler yapılar, 

5 ayrı grup oluĢturarak, 11. haftanın sonunda geliĢmeye baĢlar. 16. 

haftada ise geliĢme tamamlanır. CaP, diğer kanser türleri gibi hücre 

kontrol mekanizmasının bozulmasıyla oluĢur2. 

 

1.1. Prostat Kanseri (CaP) 

 

1.1.1. Epidemiyoloji 

Genitoüriner kanserler içerisinde erkeklerde görülme sıklığı 

açısından ilk sırada yer alan CaP, erkeklerde kanser nedenli ölümler 

arasında ikinci sıradadır3. Ayrıca CaP, batı ülkelerinde erkekler arasında, 

en sık görülen kanser türüdür. Amerika ve bazı batı ülkelerinde CaP oranı 

son on yılda hızla artmıĢtır. CaP oran ve ölüm hızının en yüksek olduğu 

popülasyon, Amerika‟da yaĢayan zencilerdir. Asya ülkelerinde bu oran 

düĢük olsa da son yıllarda artmaya baĢlamıĢtır4. YaĢ ilerledikçe CaP 

görülme oranı yükselmektedir ve yakalanma olasılığı 39 yaĢındaki bir 

erkekte yaklaĢık 1/10000 iken, 40-59 yaĢ aralığında 1/103, 60-79 yaĢ 

aralığında 1/8 olmaktadır5. Türkiye‟de ise erkekler arasında kanser nedenli 

ölümler sıralamasında ikinci sırada yer almaktadır6. 
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1.1.2. Prostat Kanserinin Etiyolojisi 

CaP‟in etyolojisinde rol alan basamaklar ve türleri aĢağıda 

sıralanmıĢ ve ġekil 1‟de Ģematize edilmiĢtir.  

1. Histolojik CaP, moleküler değiĢim olarak germ hücre mutasyonlarını, 

genetik polimorfizmleri, androjen reseptör (AR) polimorfizmlerini ve 

Glutatyon S Transferaz (GSTP1) ifade kaybını içermektedir.  

2. Ġnvaziv lokalize CaP, kromozom 8p‟de allel kayıpları, PTEN 

inaktivasyonu, p27 kaybı, E-Kaderin kaybı, MYC amplifikasyonunu 

kapsamaktadır. 

3. Metastatik CaP, artmıĢ metalloproteinaz ifadesini, artmıĢ vasküler 

endotelyal büyüme faktör ifadelenmesini içermektedir. 

4. Androjenden bağımsız CaP, AR mutasyon ve amplifikasyonunun 

yada aĢırı Bcl-2 ifadelenmesinin oluĢumu ile karakterizedir. 

5. Androjen bağımlı prostat kanseri7. 

 

 

          ġekil 1. CaP türleri 
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1.1.3. LNCaP Prostat Hücre Hattı 

LNCaP hücre hattı, 1977‟de Kafkasyalı 50 yaĢındaki bir 

erkeğin insan prostat adenokarsinomasından elde edilmiĢ hücre hattıdır. 

YapıĢma özelliklerinden dolayı bir epitel hücresidir (ġekil 2). 

LNCaP hücre hatları androjen bağımlıdır ve bu hormonun varlığı olmadan 

büyüyemezler, ancak bu hücreler androjen bağımsız klonlara da 

dönüĢebilmektedir8,9. 

 

ġekil 2. LNCaP hücre hattının mikroskobik görünümü (A); Birincil antikor  

ile boyanmıĢ LNCaP hücreleri (B)
10 

1.1.4. Prostat Kanserinde Moleküler Mekanizma 

CaP‟de gen kazanımı, kaybı, amplifikasyonları, ifadelenmede 

artıĢ veya azalıĢa sebep olan mutasyonlar ve protein fonksiyonunda 

değiĢikliğe neden olan mutasyonlar gibi hücre döngüsünün düzenlenmesi 

ve hücrenin çoğalmasıyla iliĢkilendirilen pekçok moleküler kusurlar 

tanımlanmıĢtır11. 

Ġnflamasyonun CaP geliĢiminde rolü önemlidir. Bunu 

destekleyen en önemli moleküler verilerden biri, inflamasyonun 

aracılarından biri olan siklooksijenaz-2 (COX-2) molekülüne aittir. 
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Karsinojenezis sürecinde COX-2‟nin aĢırı ifadesinin Bcl-2 ifadesini artırdığı 

ve apoptozu azalttığı belirlenmiĢtir. COX-2 inhibisyonu, prostat kanser 

hücrelerinde çoklu etkilere neden olmaktadır. Prostat hücrelerinde azalmıĢ 

COX-2 ifadesi ile paralellik gösteren Bcl-2 ifadesinin, apoptozun 

indüksiyonu ve VEGF‟nin azaltılmasıyla tümör büyümesini inhibe ettiği 

bulunmuĢtur12. CaP‟in moleküler patogenezinde önemli bir diğer bulgu da 

GSTP1 geninde görülen somatik inaktivasyondur13,14. 

Prostat epitel hücrelerinde, proliferatif inflamatuar atrofi (PIA) 

adı verilen odak alanların oluĢtuğu gösterilmiĢtir. Genellikle prostat 

çevresinde görülmektedir. Epitelyal atrofi morfolojik geçiĢler göstererek 

prostatik intraepitelyal neoplazi‟ye (PIN) dönüĢebilir2,13,14. PIA lezyonlarının 

CaP‟in öncülleri olabileceğini gösteren önemli veriler bulunmuĢtur13. 

Anti-apoptotik bir gen olan Bcl-2‟nin androjene maruz kalan 

prostat hücrelerinin apoptoza uğramasını engellediği gösterilmiĢtir. 

Androjenik hormon ve AR her ikiside, birçok prostat hastalığında normal 

prostat geliĢimi veya fonksiyonunda kritik rol oynarlar. CaP‟de AR‟yi 

kodlayan gende somatik değiĢiklikler oluĢmaktadır. AR, steroid hormon 

reseptör ailesinin bir üyesidir. AR sinyalinin, prostat adenokarsinomasının 

tedavisinde ve patogenezinde büyük rolü olduğu düĢünülmektedir. Çünkü 

androjenler, normal ve neoplastik prostat epitellerinin korunması için 

gereklidirler. Testesteronun %90‟ı, 5-α redüktaz tarafından 

dehidrotestesterona (DHT) dönüĢtürülmektedir. DHT veya testesteron 

hücreler arası androjen reseptörlerine bağlanabilir15. Androjen azalmasını 

takiben son yol androjen reseptörü aktivasyonudur16. Androjen hormon 

bağımlı CaP geliĢiminde JAK/STAT3 yolağının önemli rol oynadığı yapılan 

çalıĢmalarla gösterilmiĢtir17. 
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E-kaderin, hücreler arası adezyon proteinlerinden birisidir. E-

kaderin kaybı kötü prognozlu prostat kanserleriyle iliĢkili bulunmuĢtur. 

Siklin-CDK kompleksleri, gerekli proteinleri fonksiyona geçirerek, hücrenin 

metabolik aktivitesini ve hücre bölünmesini düzenler. Prostat kanser hücre 

hattında ve prostat kanser örneklerinde Siklin D1 mRNA ifadelenme 

seviyesinde %25 artıĢ bulunmuĢtur15. E-kaderin kaybı zayıf prognoz ile de 

iliĢkilendirilebilir18. 

1.2. Anjiyojenezis 

Anjiyojenez, önceden var olan damarlardan yeni kılcal 

damarların oluĢumudur19. Bu olay, yeni kan damarlarının büyümesi, 

yenilenmesi ve doku onarımı sırasında önemlidir. Klinik olarak tümörlerin 

içinde bulunan mikroskobik kanserlerin büyümesi için gerekli bir 

basamaktır20,21. 

Büyüme faktörleri, sitokinler ve kemokinler dahil pro-

anjiyojenik ve anti-anjiyojenik faktörlerin dengesi, tümörojenezis esnasında 

bozulur22. Bu etkiler endotel hücrelerinin yayılımının artması ve pro-

anjiyojenik faktörlerin doğrudan bloklanması ile gerçekleĢir23,24. Bu pro-

anjiyojenik faktörler oluĢtuğunda, birçok etki ile yeni kan damarlarının 

oluĢumunu aktive eder. Örneğin, vasküler endotel hücrelerinin göçü ve 

çoğalması, olgunlaĢmamıĢ endotel hücrelerinin yayılımı, kılcal damarlarda 

vasküler geçirgenliğe neden olma gibi etkilere aracılık eder. Pro-

anjiyojenik faktörler; vasküler endotel büyüme faktörü (VEGF), bazik 

fibroblast büyüme faktörü (bFGF), dönüĢtürücü büyüme faktörü beta ve 

alfa (TGF α ve β)‟yı içerir. Bunlardan en önemlisi VEGF‟dir. Aynı zamanda 

tam tersi etkiye sahip anti-anjiyojenik faktörlerde vardır. Bu anti ve pro-

anjiyojenik faktörler arasındaki denge anjiyojenezisi belirler25 (ġekil 3). 
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VEGF, anjiyojenez geliĢiminde rol alan en önemli pro-anjiyojenik 

faktörlerden biridir26. 

 

                      ġekil 3. Anjiyojenik faktörler arasındaki denge 

1.3.  Janus Kinaz Ailesi 

Sitoplazmik protein kinazlar arasında yer alan JAK ailesi, 

JAK 1-3 ve tyk2 olmak üzere dört üyeden oluĢmaktadır27,28. Ayrıca JAK 

ailesi 4 fonksiyonel JAK homolojik alana sahiptir. Bunlar; FERM, SH2, 

Psödokinaz ve Tirozin Kinaz‟dır. J1, tirozin kinaz olarak görev 

yapmaktadır. J2, psödokinaz etki göstermektedir. J3 ve J4‟ün bir parçası, 

SH2 benzeri bir fonksiyona sahiptir. J4‟ün diğer parçası ve J5-7, FERM 

olarak görev yapmaktadır. Sitokin reseptörü ile iliĢki kurarlar28,29. 

Psödokinaz bölgesi tirozin kinaz fonksiyonu olan bir bölge değildir. Bu alan 

JAK proteinlerinin aktivasyonunu negatif olarak düzenler29 (ġekil 4). 

ġekil 4. JAK protein yapısı 

AG490, özellikle JAK için kullanılan bir tirozin kinaz 

inhibitörüdür. STAT3‟ün DNA bağlanma aktivitesini düĢürerek, apoptozu 

indüklediği bulunmuĢtur. Kanser hücrelerinin çoğunda AG490‟nın 

büyümeyi inhibe ettiği gösterilmiĢtir30. AG490 ve türevleri JAK inhibisyonu 
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için in vivo ve in vitro olarak yaygın Ģekilde kullanılmaya baĢlanmıĢtır31. 

AG490‟nın kimyasal yapısı ġekil 5‟ de verilmiĢtir. 

 

 

                                ġekil 5. AG490’nın kimyasal yapısı 

1.4.  Sinyal DönüĢtürücü ve Transkripsiyonel Aktivatör 
Ailesi 

STAT ailesi, hedef genin ifadelenmesinde, hormon, sitokin 

ve büyüme faktörlerinin etkilerinin düzenlenmesinde gizli sitoplazmik 

transkripsiyon faktörleridir. Memeli STAT proteinleri yedi üyeden oluĢur. 

Bunlar; STAT1-4, STAT5a, STAT5b ve STAT6‟dır28,32,33 (ġekil 6). 

 

         ġekil 6. STAT protein yapısı 

Her bir STAT proteinin yedi fonksiyonel korunmuĢ bölgesi 

mevcuttur. Bunlar; aminouç bölge (NH2), kangal gibi kıvrılmıĢ bölge 

(coiled-coil), DNA bağlama bölgesi (DBD), bağlayıcı bölge (LK), SH2 

bölge, tirozin aktivasyon bölge ve transkripsiyonel aktivasyon bölgesi 

(TAD)‟dir. NH2 bölgesi çok iyi korunmuĢtur. Fosforile olamayan STAT‟lar 

arasında homotipik dimer oluĢumunu desteklemektedir. Kangal gibi 

kıvrılmıĢ bölge, düzenleyici proteinlerle iliĢkilidir. Nükleer giriĢ-çıkıĢın 

kontrol sürecinden sorumlu tutulmaktadır. DNA bağlayıcı bölge nükleer 



10 

 

giriĢ-çıkıĢın düzenlenmesinden sorumlu tutulmaktadır. Bağlayıcı bölge, 

DNA bağlayıcı motif için görev yapar. SH2 bölgesi en çok korunmuĢ 

bölgedir. Aktif STAT dimerlerinin oluĢumunun yanı sıra, reseptör zincirinde 

özel iç göç hareketine aracılık eder. Tirozin aktivasyon bölgesi, SH2 

bölgesine benzerlik gösterir ve inaktif homodimerin dıĢ yüzeyinde bulunur. 

Aktif bir uyum için gerekli kritik yapısal değiĢiklikleri yönetir. 

Transkripsiyonel aktivasyon bölgesi, STAT aile üyeleri arasında farklılık 

göstermektedir. Adından da anlaĢılacağı gibi hedef genlerin 

transkripsiyonel aktivasyonunu düzenler28,29. 

IL-6 ile uyarılan JAK/STAT3 yolağının aktifleĢtirdiği STAT, 

çeĢitli süreçleri düzenler. Bunlar hücre yaĢamı, çoğalması, anjiyojenezi ve 

metastazında oldukça önemlidir. CaP‟in de içinde bulunduğu pekçok 

kanser türünde, bu yolağın önemli rol oynadığı yapılan çalıĢmalarla 

gösterilmiĢtir. Bu nedenle STAT3 anti-kanser ilaçlar için yeni moleküler 

hedef olarak kabul edilmektedir34,35,36. 

STAT3‟ün baskılanması, kanser hücrelerinde Bcl-x, Bcl-2 ve 

MCL1 gibi anti-apoptotik gen düzeylerinin azalmasına, dolayısıyla 

hücrelerin apoptoza uğramasına yol açmaktadır35,36,37. STAT3 tarafından 

aktive edilen genler anti-apoptotik davranıĢı ve hücre çoğalmasını 

düzenleyen genlerdir. Bunlar; survivin, VEGF, c-myc, siklin D1 ve MMP‟ 

lerdir. Fosforile olduktan sonra dimerler meydana getirirler ve aktif forma 

geçerler. Fonksiyonel hale gelebilmek için çekirdeğe giderler. Normal 

STAT aktivasyonu, büyüme faktörünün veya sitokinin reseptörlere 

bağlanması ve tirozin kalıntısının fosforilasyonu tarafından baĢlatılır. 

Çekirdekte aktive STAT dimeri, hedef genin promotor bölgesinde spesifik 

DNA elementlerine bağlanır37 (ġekil 7). 
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ġekil 7. STAT dimerizasyonu 

S3I-201, STAT3 aktivitesinin kimyasal prop inhibitörüdür. 

Uluslararası kanser enstitüsü kimyasal kütüphanesinde keĢfedilmiĢtir. S3I-

201, STAT3-STAT3 kompleks oluĢumunu, STAT3 DNA bağlanmasını ve 

transkripsiyon faaliyetlerini, ayrıca tümör hücrelerinde apoptozun 

indüklenmesini ve büyümeyi engeller. STAT3‟ün düzenlenmesini sağlayan 

genlerin ifadelenmesini inhibe eder38,39. 

 

     ġekil 8. S3I-201’ in kimyasal yapısı 

1.5. Janus Kinaz/Sinyal DönüĢtürücü ve Transkripsiyonel 

Aktivatör (JAK/STAT Yolağı) 

Sitokinler, hücreler arası haberleĢmede rol oynayan ve bazı 

biyolojik görevleri düzenleyen protein yapısındaki maddelerdir. Kontrollü 

hücresel yanıtı sağlamak için gereklidirler40. 
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Membranda yerleĢim gösteren protein kinazlar reseptör 

tirozin kinazlar (RTK) olarak adlandırılırlar. Sitoplazmada, hücreler arası 

sinyal iletiminde kritik rol oynarlar. YaklaĢık olarak 60 çeĢit tirozin kinaz 

bulunmuĢtur ve reseptör olarak 20 alt aile daha içerir41. Bu reseptörler 

büyüme faktörleri ile bağlandıktan sonra aktif hale geçer ve sitoplazmadaki 

hedef proteinleriyle etkileĢerek sinyal iletimini gerçekleĢtirirler. Ligand 

reseptör oligomerizasyonu reseptör alt ünitesinde tirozin otofosforilasyonu 

ile sonuçlanır42. Bir diğer önemli tirozin kinazlar, sitoplazmik tirozin 

kinazlardır ve bilinen 32 adet sitoplazmik tirozin kinaz mevcuttur. 

Sitoplazmik protein kinazlar arasında Src, Abl, fokal adezyon kinazı (FAK), 

janus kinaz (JAK) proteinleri yer almaktadır42. Membran tirozin kinazlar ile 

aynı Ģekilde sitoplazmik tirozin kinazların sürekli ve kontrolsüz aktivasyonu 

onkojenik sinyal iletimini hızlandırır. 

JAK/STAT3 sinyal yolağı, hücreler arası sitokin sinyallerinin 

çekirdeğe iletilmesinde önemli bir yere sahiptir. Hücre büyümesi ve 

farklılaĢmasını içeren hücresel olayları düzenler43. Bu yüzden bu yolak 

onkojenezde kritik öneme sahiptir40. Ayrıca JAK/STAT3 yolağı, IL-6 

aracılığıyla uyarılmaktadır. IL-6, prostat, lösemi ve böbrek kanserinin de 

içinde olduğu pek çok farklı kanser tipinin büyüme ve farklılaĢmanın 

düzenlenmesini sağlar. IL-6 insan CaP ve iyi huylu prostat hiperplazisin de 

hastalardan direk incelenmiĢ ve metastatik CaP‟da hastaların 

serumlarında IL-6 seviyesinde yükselme görülmüĢtür44. 

1.6. JAK/STAT3 Yolağının Negatif Düzenleyicileri 

Birçok kanserin oluĢumunda, JAK/STAT3 yolağının negatif 

geridönütlerinin kontrolündeki bozulmalar önemli rol oynamaktadır. 

JAK/STAT3 yolağı 3 protein ailesi tarafından negatif olarak kontrol edilir. 

Bunlar; aktive olmuĢ STAT aktivasyonunu inhibe eden protein (PIAS), SH2 
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(Scr-homoloji-2) içeren fosfatazlar (SHP& PTP), Sitokin sinyali baskılayıcı 

protein ailesi (SOCS)‟dir45,40. 

                     PIAS: 

STAT aktivasyonunu inhibe eden protein, son derece 

korunmuĢtur ve PIAS1, PIAS3, PIASx, PIASy proteinlerini içerir. Hedef 

DNA dizilerine bağlanarak transkripsiyonun baskılanmasında ve temel 

olarak çekirdekte görev yapmaktadır. PIAS proteinleri, JAK/STAT3 

yolağının transkripsiyonel ko-regülatörü olarak önemlidirler46,27. 

SHP: 

SH2 içeren fosfatazlar (SHP), SOCS‟a göre daha yeni 

keĢfedilen inhibitor yapıda düzenleyici ajanlardır40. Hücrede hızlı ve geri 

dönüĢümlü bir süreç olan tirozin fosforilasyonunu hedef alan, protein 

tirozin fosfataz grubu proteinlerdir. JAK/STAT3 yolunu düzenleyen SHP1, 

SHP2, CD45 gibi fosfotazlar bu grupta yer alır47. Yapısal olarak bulunan 

bu fosfotazlar, sitokin reseptörlerinin veya JAK‟ın defosforilasyonu 

üzerinden inhibisyon yaptığı ileri sürülmektedir40. 

SOCS: 

SOCS ailesi sekiz üyeden meydana gelmiĢtir. Bunlar; SOCS 

1-7 ve CIS (sitokin indüklenebilir SH2 protein)‟dir. SOCS üyelerinin ortak 

özellikleri, karboksi terminal ucunda SH2 ve SOCS kutusunun 

bulunmasıdır. Bu bölgelerin, bağlanılan alanın proteozomal yıkımında kritik 

rol oynadığı gösterilmiĢtir48. JAK proteinine bağlanarak JAK‟ların aktive 

olmasını durdururlar ve böylece STAT proteinlerinin JAK proteinlerine 
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bağlanmasını engellemiĢ olurlar. SOCS proteinlerinin ifadesinde IL-6 

tarafından düzenlenme hızının artmıĢ olduğu bulunmuĢtur46,27 (ġekil 9). 

 

              ġekil 9. JAK/STAT yolağının inhibitörleri 
 

1.7. Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü (VEGF) 

VEGF, polipeptit büyüme faktör ailesindendir ve en az 7 

üyesi tanımlanmıĢtır49. Yeni kan damarlarının oluĢumu sürekli büyüyen 

tümörler için gereklidir. Birçok faktör, tümör hücrelerinde yeni kan 

damarlarının oluĢmasına katkıda bulunur ancak VEGF bu faktörlerin en 

kritik olanları arasındadır. VEGF üretimi hipoksi ile uyarılır ve belli 

onkojenlerin aktivitesi, belli tümör süpresör genlerin inaktivasyonu veya 

protoonkojenler ile VEGF düzenlenmesi arttırılabilir50. VEGF gen ailesi 

VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD ve plasental büyüme faktöründen 

meydana gelmektedir51. VEGF ve VEGF reseptörünün (VEGFR) 

etkileĢiminden sonra hücre içi sinyal iletiminin karakterizasyonunda, 

mitojen aktive eden protein kinaz kinazı (MAPK) yolunun iliĢkili olduğu 

gösterilmiĢtir52. Yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir ki, STAT3 

sinyalizasyonunu gerektiren ve IL-6 reseptörünün bir alt ünitesi olan 

glikoprotein 130 (gp130) tarafından kardiyak miyositlerde VEGF üretimi 

gösterilmiĢtir. Yine aynı çalıĢmada farklı kanser hücrelerinde STAT3 

aktivitesi ile VEGF aktivitesinin uyumu gösterilmiĢtir53. VEGF proteini, 
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tirozin kinaz özelliği olan reseptörlerine (VEGFR1 ve VEGFR2) bağlanarak 

anjiyojenez sinyalini baĢlatır. Bu reseptörlerin aktivasyonuyla hücre içi 

sinyal proteinleri fosforile edilerek hücre çoğalması ve göçü meydana gelir. 

VEGFR1, hücre göçünde ve farklılaĢmasında rol oynarken VEGFR2 hücre 

çoğalmasında ve sağ kalımında görev alır54.  

VEGFA, VEGF ligandlarının prototipidir51 ve tümör 

anjiyojenezinde önemli rol oynar. Ġki büyük reseptör tirozin kinaz (VEGFR1 

ve VEGFR2) reseptörüne bağlanır49. Yapılan çalıĢmalarda VEGF 

ifadelenme düzeyinin, JAK/STAT3 sinyal yolağının aktivasyonu ile doğru 

orantılı bir Ģekilde arttığı gösterilmiĢtir50.  

Glioblastoma hücre serilerinde yapılan bir çalıĢmada, tümör 

hücrelerindeki VEGF salınımının TRAIL molekülü tarafından inhibe edildiği 

gösterilmiĢtir. TRAIL ayrıca dokunun yeniden modellenmesini sağlayan 

MMP2 ve TIMP2‟nin ifadesini de baskılamaktadır. Dolayısıyla TRAIL‟in 

anjiyojenezin kontrol edilmesinde potansiyel bir inhibitör olduğu 

belirlenmiĢtir55. STAT3 aracılığıyla aktive olan genler sadece anjiyojenez 

ile iliĢkili genler olmayıp aynı zamanda bazı anti-apoptotik genlerin (Bcl-

XL, MCL1) ifadesini de sağlayarak apoptozun baskılanmasında rol 

oynamaktadır56,57. 

Anti-apoptotik Bcl-2 ailesinin bir üyesi olan MCL1 (myeloid 

hücre lösemi-1), pro-apoptotik proteinler olan Bim ve Bid moleküllerini 

baskılar. Böylece TRAIL aracılığıyla uyarılan mitokondriyal yolaktaki 

apoptoz kontrol noktası olan mitokondri dıĢ zar geçirgenliğinin bozulmasını 

engelleyerek apoptozu baskılar. MCL1 aĢırı ifadesinin, lösemilerin ve 

CaP‟nin de dahil olduğu çeĢitli tümörlerin geliĢiminde rol oynadığı yapılan 

çalıĢmalarla gösterilmiĢtir52. 
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1.8. Matriks Metalloproteinazlar (MMP) 

STAT3 aracılığıyla indüklenen MMP‟ler içerisinde MMP2, 

MMP9 ve MMP10 yer almaktadır35.. MMP‟ler bir proteinaz ailesi üyesidir ve 

hücreler arası matriksi parçalama yeteneğine sahiptir. MMP ailesinin 

bugün 20‟den fazla enzim çeĢidi gösterilmiĢtir58,59. MMP'ler hücreler arası 

yıkım, tümör hücresinin yayılımı, anjiyojenez ve metastaz gibi patolojik 

süreçlerde kritik rol oynamaktadır35,60. STAT3 aktivasyonu, tümör yayılımı 

ve metastazı için hücreler arası matriksin parçalanmasından sorumlu 

tutulmaktadırlar35. 

Yapılan bir çalıĢmada, MMP2 ve MMP9‟un ifadesindeki 

azalmanın, CaP hücre hattı olan PC3 hücrelerinde, kötü huylu davranıĢı 

ortadan kaldırdığı gösterilmiĢtir61. BaĢka bir çalıĢmada ise, prostat kanser 

hücrelerinde MMP2 ve TIMP‟in ifadelenme düzeylerinin arttığı ve bununla 

birlikte CaP‟de MMP2 ve TIMP2‟nin belirteç olarak kullanılabileceğini ileri 

sürmüĢlerdir62. 

1.9. Tümör Nekroz Faktör ĠliĢkili Apoptoz Sağlayan 
Ligand (TRAIL) 

Apoptoz mekanizmasında üç temel grup rol alır. Bunlar; ölüm 

reseptörleri, adaptör proteinler ve protein parçalayan enzimlerdir 

(kaspazlar)63. Ölüm reseptörleri, TNF (tümör nekroz faktör) reseptör gen 

ailesindendir. Bu reseptör ailesinin sitoplazmik bölümleri, ölüm alanı 

(Death Domain) adı verilen bir aminoasit dizisi içerir ve adaptör proteinlere 

bağlanır. Bilinen altı adet ölüm reseptörü vardır. Bunlar; CD95, TRAILR1, 

TRAILR2, TNF-R1, DR3 ve DR6‟dır. TRAIL, TNF ligand ailesinin bir 

üyesidir ve hücre yüzeyindeki ölüm reseptörleri DR4 ve DR5'e bağlanır. 

Bu reseptörlere bağlanma apoptozu baĢlatır64,65,66. 
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Yapılan bir çalıĢmada, prostat kanser hücre hatlarında MCL1 

ifade artıĢının TRAIL aracılı apoptozu baskıladığı gösterilmiĢtir67. BaĢka bir 

çalıĢmada ise MCL1‟in, hücre ölümünü engelleyerek kanser hücrelerinde 

TRAIL direncine aracılık ettiği bildirilmiĢtir68. 

Epling-Burnette ve ark‟larının yapmıĢ oldukları çalıĢmada 

JAK2 inhibitörü olan AG490‟ın STAT3‟ün DNA‟ya bağlanma aktivesini 

azalttığını ve MCL1 ifadelenmesinin baskılanmıĢ olduğunu, buna bağlı 

olarak da apoptozun meydana geldiğini göstermiĢlerdir. Bu çalıĢma da 

STAT3 aracılığı ile kontrol edilen anti-apoptotik Bcl-XL geninin yanı sıra bir 

diğer anti-apoptotik gen olan MCL1‟inde baskılandığı gösterilmiĢtir69. 



18 

 

2. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

2.1. Kullanılan Cihazlar 

 Biyogüvenlik kabini (DanLaf, Danimarka) 

 Karbondioksitli etüv (Sanyo, Japonya) 

 Floresan ataçmanlı mikroskop (Olympus BX-50, Japonya) 

 Hassas terazi (AND-ER-182A, Japonya) 

 Hybaid PCR-Sprint otomatik ısı döngü cihazı (Thermo Scientific, ABD) 

 IĢık mikroskobu (DCM 4000, Leicia, Almanya) 

 LightCycler Real-Time PCR cihazı (Roche, Almanya) 

 Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) (Thermo Scientific, ABD) 

 Mikroplaka ELIZA okuyucu (Spectramax M3, Molecular Devices, ABD) 

 Soğutmalı santrifüj (Hettich Mikro 22 R, Almanya) 

 pH metre (WTW 422, Almanya) 

 Hassas terazi (AND-ER-182A, Japonya) 

 Manyetik karıĢtırıcı (TMA 2071, Almanya) 

 Spin vorteks (Biosan, Rusya) 

 Mikropipetler, 10μL, 100μL, 100μL (Bt10, Bt100, Bt1000 Biohit, CLP, 

ABD) 

 Derin dondurucu, -30°C (Sanyo, Japonya) 

 Derin dondurucu, -86°C (Sanyo, Japonya) 

 Buzdolabı (Arçelik, Türkiye) 

3.2. Kullanılan Sarflar 

  Hücre üreme flaskları, 25cm2 ve 75cm2 (Corning, ABD) 

  Petriler, 35mm, 60mm ve 100mm (Corning, ABD) 

  Hücre kryo (dondurma) ampülü (Greiner, Almanya) 

  Kültür tüpleri (Corning, ABD) 

  Mikrosantrifüj tüpleri (CLP, Almanya) 
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3.3. Besiyeri ve Çözeltilerin HazırlanıĢı 

3.3.1. % 10‟luk RPMI 1640 Besiyerinin HazırlanıĢı 

 450 ml RPMI 1640 besiyeri içerisine, 50 ml FBS ve 200 

mM L-glutaminden 10 ml, 100 IU/ml penisilin, 100 µg/ml streptomisin 

karıĢımından 10 ml eklenerek %10‟luk RPMI 1640 besiyeri hazırlandı. 

3.3.2.  % 1‟lik RPMI 1640 Besiyerinin HazırlanıĢı 

 495 ml RPMI 1640 besiyeri içerisine, 5 ml FBS, 200 mM L-

glutaminden 10 ml, 100 IU/ml penisilin, 100 µg/ml streptomisin 

karıĢımından 10 ml eklenerek %1‟lik RPMI 1640 besiyeri hazırlandı. 

3.3.3. Hücre Lizis Solüsyonunun HazırlanıĢı 

 10X olarak ticari Ģekilde satılan hücre lizis solüsyonundan 

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

3.3.4. Fenilmetilsülfonilflorid (PMSF) 

 Hassas terazide 0.3484 gr PMSF tartılarak, 10 ml etanol 

içerisinde çözüldü. 

3.3.5. KH2PO4 (Potasyum Dehidrojen Fosfat) Solüsyonunun 

HazırlanıĢı 

 Hassas terazide 4.8 gr KH2PO4 tartılarak, 500 ml 

içerisinde çözüldü. 
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3.3.6. Na2HPO4 (disodyum fosfat) Solüsyonunun HazırlanıĢı 

 Hassas terazide 5.33 gr Na2HPO4 tartılarak, 500 ml 

içerisinde çözüldü. 

3.3.7. Tuz Sodyum Sitrat Solüsyonu (20 X SSC) 

 Hassas terazide 175.3 gr sodyum klorür (NaCl) ve 88.2 gr 

sodyum sitrat (Na3C6H5O7.H2O) tartılarak 100 ml distile su içerisinde 

çözüldü ve ph‟sı 7.4‟e ayarlandı. 

3.3.8. Fosfat Tampon (fiksasyon) Solüsyonu 

 Hassas terazide 0.8 gr sodyum klorür (NaCl), 0.034 gr 

potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4), 0.21 gr dipotasyum fosfat (K2HPO4) 

tartıldı. KarıĢım 100 ml distile su içerisinde çözüldü ve ph‟sı 7.0‟a 

ayarlandı. 

3.3.9. Sodyum Sitrat,Triton-X 100 Solüsyonu 

 Hazırlanan 20 X SSC solüsyonundan 100µl ve Triton X-

100‟ den 100µl mikropipet yardımı ile alınarak, 500 ml distile su içerisinde 

çözülmesi sağlandı. 
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3.4. LNCaP Hücre Hattı 

Bu çalıĢmadaki, LNCaP ve PC3 insan prostat hücre 

hatlarımız, Marmara Üniversitesi Tıp Fakültesi Üroloji Anabilim Dalı 

öğretim üyelerinden Prof. Dr. Levent TÜRKERĠ‟ den temin edilmiĢtir. 

3.5. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 Dimetil sülfoksit (DMSO) (Ambresco, ABD) 

 RPMI-1640 besiyeri (Gibco, ABD) 

 Fetal sığır serumu (FBS) (inaktif) (HyClone, Thermo, ABD) 

 Penisilin/Streptomisin (HyClone, Thermo, ABD) 

 Glutamin (HyClone, Thermo, ABD) 

 Tripsin-EDTA (HyClone, Thermo, ABD)  

 Fenilmetilsülfonilflorid (PMSF) (Roche, Almanya) 

 Primer (GAPDH, STAT3, VEGFA, VEGFC, VEGFR2, MCL1, MMP2, 

CASP8, CASP9) (Alfa DNA, Almanya) 

 Etanol (Sigma, ABD) 

 Hücre Lizis Solüsyonu (Roche, Almanya) 

 JAK inhibitör Tyriphostin-AG490 (Bioshop, ABD) 

 Rekombinant Ġnsan IL-6 (Raybiotech, ABD) 

 STAT3 inhibitör S3I-201 (Calbiochem, Ukrayna) 

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

 Hücre Proliferation Kiti I (WST-1) (Roche, Almanya) 

 High Pure RNA Ġzolasyon Kiti (Roche, Almanya) 

 PathScan® pSTAT Sandwich ELISA Kit (try 705) 

 TaqMan Master Mix (Roche, Almanya) 

 Transcriptor high fidelity cDNA Sentez Kiti (Roche, Almanya) 

 BCA protein tayin kiti (Thermo, USA) 

 Apoptoz kiti (Ġn situ Cell death Detection Kit, Flourescein)(Roche, 

Almanya) 

3.7. Yöntemler 

3.7.1.  Hücre Kültürü 

LNCaP hücreleri, %10‟luk RPMI-1640 besiyerinde %95 nem 

ve %5 CO2‟li ortamda 37C‟de kültüre edilerek çoğaltıldı. 

Hücreler 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 Ģekilde IL-6 ile 24, 48, 72 

saat inkübe edildi. DMSO çözücü kontrolü olarak kullanıldı ve aynı süre 

için inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrasında yapılan analizler sonucunda IL-

6‟ nın her bir dozdaki proliferatif etkisi belirlendi. Her bir konsantrasyon için 

4 ayrı kültür yapılarak deney tekrarlandı. 

Hücreler 1 µM, 2.5 µM, 5 µM, 10 µM, 25 µM, 50 µM 100 µM 

konsantrasyonlarda olacak Ģekilde AG490 ile 24 ve 48 saat inkübe edildi. 

DMSO çözücü kontrolü olarak kullanıldı ve aynı süre için inkübe edildi. 
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Ġnkübasyon sonrasında yapılan analizler sonucunda AG490‟nın her bir 

dozdaki sitotoksik ve apoptotik etkileri belirlendi. Her bir konsantrasyon için 

4 ayrı kültür yapılarak deney tekrarlandı. 

Hücreler 1 µM, 5 µM, 10 µM, 25 µM, 50 µM, 100 µM, 200 

µM, 300 µM konsantrasyonlarda olacak Ģekilde STAT3 inhibitör S3I-201 

ile 24 ve 48 saat inkübe edildi. DMSO çözücü kontrolü olarak kullanıldı ve 

aynı süre için inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrasında yapılan analizler 

sonucunda IL-6‟ nın her bir dozdaki sitotoksik ve apoptotik etkileri 

belirlendi. Her bir konsantrasyon için 4 ayrı kültür yapılarak deney 

tekrarlandı. 

Hücreler 0, 25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 250 ng/ml, 500 

ng/ml, 1000 ng/ml konsantrasyonlarda olacak Ģekilde TRAIL ile 24, 48 ve 

72 saat inkübe edildi. LNCaP hücrelerine inkübasyon sonrasında yapılan 

analizler sonucunda TRAIL‟ in her bir dozdaki apoptotik etkileri belirlendi. 

Her bir konsantrasyon için 4 ayrı kültür yapılarak deney tekrarlandı. 

Hücreler 0, 25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 250 ng/ml, 

konsantrasyonda olacak Ģekilde TRAIL, 25 ng/ml IL-6, 50 µM AG490 ve 

300 µM S3I-201 ile 24, 48 ve 72 saat inkübe edildi. LNCaP hücrelerine 

inkübasyon sonrasında yapılan analizler sonucunda TRAIL‟in, IL-6, AG490 

ve S3I-201 ile kombinasyonunda apoptotik etkileri belirlendi. Her bir 

konsantrasyon için 3 ayrı kültür yapılarak deney tekrarlandı. 

3.7.2. WST-1 Sitotoksite Deneyi 

LNCaP hücrelerinde IL-6, AG490 ve S3I-201 uygulamasının 

hücrelerin canlılığı üzerine olan etkilerinin belirlenmesi için kolorimetrik 

WST-1 yöntemi kullanıldı. Bu yöntem, metabolik olarak aktif olan 
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hücrelerin mitokondrilerinde, pembe renkli tetrazolyum tuzu olan WST-1 

molekülünün parçalanıp sarı renkli formazan oluĢturmasını temel 

almaktadır. Bu dönüĢüm sadece canlı hücrelerde olur. OluĢan çözünmüĢ 

haldeki formazan boyası doğrudan spektrofotometrik olarak okunur. Canlı 

hücrelerin sayısındaki artıĢ, absorbans düzeyi ile belirlenen sarı renkli 

formazan miktarı ile uyum gösterir. LNCaP hücrelerinde IL-6, S3I-201, 

AG490, IL-6 + AG490 , IL-6 + S3I-201, TRAIL + IL-6 , TRAIL + AG490, 

TRAIL + S3I-201, TRAĠL + AG490 + IL-6 ve TRAIL + S3I-201 + IL-6 

kombinasyonlarının hücrelerin canlılığı üzerine olan etkilerinin belirlenmesi 

için WST-1 kolorimetrik kiti (Roche, Germany) kullanıldı. Aynı pasaj 

numarasına sahip LNCaP hücreleri, hücre kültür kaplarının %70‟ini 

kapladığında besiyerleri uzaklaĢtırıldı. Tripsin-EDTA karıĢımı kullanılarak 

hücrelerin tabandan ve birbirlerinden ayrılması sağlandı. 1200 rpm‟de 10 

dakika santrifüj edildikten sonra pelet üzerine %1 FBS içeren RPMI-1640 

eklendi. Daha sonra hücreler hücre sayım cihazı (Cedex XS Ġnnovatis, 

Roche ) ile sayıldı. Hücreler, hücre sayısının sabit kalarak kuyucuklara 

yapıĢması için, %1 FBS içeren RPMI-1640 içerisinde homojen 

süspansiyon haline getirildikten sonra her kuyucuğa 5000 hücre / 100μL 

çekilerek 96 kuyucuklu hücre kültür kaplarına ekildi. Hücreler 37°C ve %5 

CO2‟li etüvde bir gece inkübe edildikten sonra besiyerleri uzaklaĢtırıldı. 

Belirtilen dozlarda LNCaP hücrelerine sırasıyla IL-6, S3I-201, AG490, IL-6 

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

201, TRAIL + AG490 + IL-6, TRAIL + S3I-201 + IL-6 ilave edilerek %1‟luk 

FBS içeren besiyerinde, 24, 48 ve 72 saat süreyle 37°C‟de %5 CO2‟li 

etüvde inkübe edildi. Belirtilen sürelerin sonunda her bir kuyucuktaki 

besiyeri uzaklaĢtırılıp yerine 100 μL fenol redsiz RPMI-1640 besiyeri ve 10 

μL WST-1 eklendi. Formazan ürününün oluĢturduğu renk değiĢimi 4 saat 

sonunda mikroplaka ELIZA okuyucu ile 450 nm dalga boyu aralığında 

belirlendi. Negatif kontroller sıfır absorbans değeri olarak kullanıldı. 
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3.7.3. Protein Ġzolasyonu 

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

201‟ in belirli dozları ile inkübe edilen LNCaP hücrelerinde inkübasyon 

sürelerinin dolmasının ardından aĢağıda yer alan basamaklar uygulandı. 

1- Hücreler tripsin ile kaldırıldı. 

2- Falkona alınan hücreler 1200 rpm‟ de 10 dakika santrifüj edildi. 

3- Falkonun üzeri döküldü ve 1mM PMSF içeren 500 μl hücre lizis 

solüsyonu (CLB) eklenerek 1,5 ml‟lik ependorflara alındı. 

4- Buz üzerinde 5 dakika bekletildi ve 10000 rpm‟ de 10 dakika santrifüj 

edildi. 

5- 20 saniye 10 MgHz‟ de sonikasyon yapıldı. 

6- Hücreler tekrar 10 dakika 10000 rpm‟ de santrifüj edildi. 

7- Süpernatant protein olarak ayrı bir ependorfa alındı. 

3.7.4. Protein Miktar Tayini 

Ġnkübasyon süresi sonunda steril flasklarda ekili bulunan 

hücrelerden protein izolasyonu, “BCA ( biçinkonik asit ) Protein Ölçüm Kiti” 

kullanılarak ve aĢağıda yazılı olan basamaklar takip edilerek yapıldı. 

Kontaminasyonu engellemek amacı ile saflaĢtırma iĢlemi biyogüvenlik 

kabininin içinde gerçekleĢtirildi. 

1- Kit içerisinde bulunan albümin ile 2, 1, 0.5; 0.25; 0.125 ve 0 

konsantrasyonlarda PBS (Fosfat tampon solüsyonu) kullanılarak 

standartlar hazırlandı. 
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2- Örnekler ve standart 96‟lık mikroplakanın her bir kuyucuğuna 25 μl 

eklendi. 

3- Reaktif B:reaktif A, 1:50 olacak Ģekilde sulandırıldı. 

4- Her bir kuyucuğa sulandırılan reaktiften 200 μl eklendi. 

5- Mikroplaka 37ºC‟ lik inkübatörde 30 dakika bekletildikten sonra 450 nm 

dalga boyunda ELIZA cihazı ile okundu. 

3.7.5. FosfoSTAT-3 (pSTAT3) Düzeyinin ELIZA Yöntemi ile 

Belirlenmesi 

LNCaP hücrelerinin belirlenen doz ve sürede 

inkübasyonlarının ardından, reaksiyon sonlandırılıp protein izolasyonları 

yapıldı. BCA kiti ile protein miktarları belirlendikten sonra protein örnekleri 

fosfoSTAT-3 (Tyr705) sandwich ELIZA kiti kullanılarak pSTAT3 miktar 

tayini aĢağıdaki basamaklara göre yapıldı. 

1- Örnek dilüsyon solüsyondan 100 μl, örnekten 100 μl alınarak, 

örnekler dilüe edildi. Dilüe edilen karıĢımdan 100 μl alınarak STAT3 

tavĢan monoklonal antikor ile kaplı mikro kuyucuklara eklendi. 

2- Kuyuların üzeri bir bant yardımıyla sıkıca kapatılarak bir gece +4 

ºC‟de beklemeye bırakıldı. 

3- Kuyuların içeriği boĢaltıldıktan sonra 4‟er defa 200 μL 1X yıkama 

tamponu ile yıkandı. 

4- FostoSTAT-3 (Tyr 705) primer antikor 100 μl her bir kuyucuğa 

eklendi. Kuyuların üzeri bir bant yardımıyla sıkıca kapatılarak 1 saat 

37 ºC‟ de inkübasyona bırakıldı. 

5- Belirlenen süre dolduğunda, dört defa 200 μL 1X yıkama tamponu ile 

yıkandı. 
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6- Anti fare IgG HRP-bağlı ikincil antikordan 100 μl her bir kuyucuğa 

eklendi. Kuyuların üzeri bir bant yardımıyla sıkıca kapatılarak 30 

dakika 37 º C‟ de bekletildi. 

7- Belirlenen süre dolduğunda, dört defa 200 μL 1X yıkama tamponu ile 

yıkandı. 

8- Her bir kuyucuğa 100 μl TMB substrat eklendi. Kuyuların üzeri bir 

bant yardımıyla sıkıca kapatılarak 10 dakika 37 º C‟ de bekletildi. 

9- Renksiz olan TMB eklendikten sonra peroksidaz tepkimesinin 

belirteci olan mavi renk dönüĢümü gerçekleĢti. 

10- Belirlenen süre dolduğunda, mikroplaka çıkarılarak 100 μl durdurma 

solüsyonu eklendi ve 450 nm dalga boyunda ELIZA cihazında okuma 

yapıldı. 

3.7.6. Aktif Kaspaz 3 Düzeyinin ELIZA Yöntemi ile 

Belirlenmesi 

1. LNCaP hücre hatları 6 kuyulu kültür kaplarında her bir kuyuya 106 

hücre gelecek Ģekilde ekildi. Hücrelere daha önce belirtilen miktarda 

IL6, AG490, S3I-201 ve TRAIL verilerek uygun sürelerde inkübe 

edildi. Her bir konsantrasyon için deney iki tekrarlı yapıldı. 

2. Elde edilen hücre lizatlarından protein izolasyon yöntemi yapıldı. 

3. Elde edilen hücre lizatlarından 100 μL antikor ile kaplanmıĢ 

mikroplaka kuyularına dağıtıldı. 

4. Kuyuların üzeri bir bant yardımıyla sıkıca kapatılarak, 4°C‟de bir gece 

bekletildi. 

5. Kuyuların içeriği boĢaltıldıktan sonra 4‟er defa 200 μL 1X yıkama 

tamponu ile yıkandı. 
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6. Her bir kuyucuğa 100 μL primer antikor eklendi. Kuyucukların üzeri 

bir bant yardımıyla sıkıca kapatıldı. 37 °C‟de 1 saat süreyle bekletildi. 

7. Dört defa 200 μL 1X yıkama tamponu ile yıkandı. 

8. Örneklerin üzerine 100 μL yaban turpu peroksidazı (HRP) bağlanmıĢ 

ikincil antikor eklendi. Kuyucukların üzeri bir bant yardımıyla sıkıca 

kapatıldıktan sonra 37 °C‟de 30 dk süreyle inkübe edildi. 

9. Örnekler 4 defa 200 μL 1X yıkama tamponu ile yıkandı. 

10. Her bir kuyuya 100 μL TMB substratı eklendi. Kuyucukların üzeri bir 

bant yardımıyla sıkıca kapatılıp 37 °C‟de 10 dk süreyle inkübe edildi. 

11. Renksiz olan TMB eklendikten sonra peroksidaz tepkimesinin 

belirteci olan mavi renk dönüĢümü gerçekleĢti. 

12. Her bir kuyucuğa 100 μL durdurucu solüsyon eklendi. Durdurucu 

solüsyonun eklenmesinden bir süre sonra mavi olan rengin sarı 

renge dönüĢtüğü gözlendi. 

13. Sarı renk oluĢumu görüldükten sonra mikroplaka okuyucu ile 450 nm 

dalga boyundaki absorbans değerleri okundu. 

14. Ġlaç uygulanmamıĢ hücrelerden elde edilen absorbans değeri bir 

olarak kabul edilip ilaç uygulanan hücrelerdeki aktif kaspaz 3 miktarı 

belirlendi. 

3.7.7. Hücre Kültüründen Total RNA SaflaĢtırılması 

Ġnkübasyon süresi sonunda steril flasklarda ekili bulunan 

hücrelerden RNA izolasyonu, “High Pure RNA Isolation Kiti” kullanılarak, 

aĢağıda yazılı olan protokole göre yapıldı. Kontaminasyonu engellemek 

amacı ile saflaĢtırma iĢlemi biyogüvenlik kabininin içinde gerçekleĢtirildi. 
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1- Hücrelerin üzerine 200 μl PBS ve 400 μl Lizis tamponu eklenip 15 

saniye vortekslendi. 

2- Filtre, toplama tüpüne yerleĢtirilip tüm karıĢım filtre üstüne aktarıldı. 

9000 rpm‟ de 15 saniye santrifüj edildi. 

3- Toplama tüpünde toplanan sıvı atılıp filtre aynı tüpe tekrar yerleĢtirildi. 

4- Her bir örnek için 90 μl DNaz Ġnkübasyon tamponu steril tüpe alındı ve 

10 μl DNaz I eklendi. Pipetaj ile karıĢtırıldıktan sonra karıĢım filtrenin 

ortasına bırakıldı. 15 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. 

5- Birinci yıkama tamponu filtre üzerine 500 μl eklendi ve 9000 rpm‟de 15 

saniye santrifüj edildi. Filtre altında toplanan kısım atıldıktan sonra 

aynı toplama tüpü içerisine yerleĢtirildi. 

6- Ġkinci yıkama tamponu filtre üzerine 500 μl yerleĢtirildi ve 15 saniye 

9000 rpm‟ de santrifüj edildi. Filtre altında toplanan kısım atıldıktan 

sonra aynı toplama tüpü içerisine yerleĢtirildi. 

7- Üçüncü yıkama tamponu filtre üzerine 200 μl eklendi ve 3 dakika 

13500 rpm‟de santrifüj edildi. 

8- Toplama tüpü atıldı. Filtre, steril 1.5 ml‟lik mikrosantrifüj tüpüne 

yerleĢtirildi. 

9- Filtre üzerine 20 μl örnek seyrelti çözeltisi eklendi ve 9000 rpm‟de 1 

dakika santrifüj edildi. 

10- Elde edilen RNA‟ ların miktarları ve saflığı “NanoDrop ND-1000 

Spektrofotometre” cihazında ölçülerek RT-PCR‟ da kullanılana kadar -

80°C‟lik derin dondurucuda saklandı. 

3.7.8. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi 

Elde edilen RNA‟lar spektrofotometrede 260 nm dalga 

boyunda ölçülerek mikrolitredeki mikrogram değerleri belirlendi. Primer 
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olarak random hekzamerler kullanılarak cDNA sentez kiti ile total RNA‟dan 

cDNA sentezi yapıldı. cDNA sentezi sırasında kullanılan malzemeler ve 

miktarları Tablo 1‟de verilmiĢtir. cDNA için PCR karıĢımı ince çeperli 0.2 

ml‟lik mikrosantrifüj tüplerine dağıtıldıktan sonra saflaĢtırılan total RNA 

eklendi. 

Tablo 1: RT-PCR tepkime karıĢımı. 

 Son Konsantrasyon Hacim 

Steril H2O-PCR grade - RNA miktarına göre değiĢken 

Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCl2) 4Μl 

Dntp 1Mm 2Μl 

Random hekzamer primeri 60µM 2μL 

RNaz inhibitörü 20 ünite 0.5μL 

Transcriptor Ters Transkriptaz 10 ünite 0.5μL 

Total RNA 1µg 1µg olacak Ģekilde 

 

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

Otomatik ısı döngüsü cihazı, Tablo 2‟de belirtilen programa 

ayarlanarak cDNA ters transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi 

uygulandı. 

Tablo 2. Otomatik ısı döngüsü cihazında uygulanan program. 

 Sıcaklık Zaman Döngü sayısı 

Primer Bağlanması 25°C 10dk 1 

Ters transkripsiyon 50°C 60dk 1 

Ġnaktivasyon 85°C 5dk 1 

Soğutma 4°C - 1 

 

Reaksiyon sonucu cDNA örnekleri Real-Time PCR‟ da 

kullanılıncaya kadar -20°C‟lik derin dondurucuda saklandı. 
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3.7.10. Gen Ġfadesinin Real-Time PCR Ġle Belirlenmesi 

GAPDH, VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCL1, 

CASP8 ve CASP9 genlerinin mRNA miktarları, Real-Time PCR yöntemi ile 

Light Cycler (LC) 480 cihazı kullanılarak belirlendi. Amplifikasyonlar 20 μL 

toplam tepkime hacmi içerisinde; cDNA, mRNA‟ ya özgü primerler, UPL 

probu, LightCycler TaqMan Master karıĢımı ve distile su kullanılarak 

gerçekleĢtirildi. VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCL1, CASP8 

ve CASP9 gen ifade miktarlarını normalize etmek için GAPDH mRNA 

düzeyi referans olarak alındı. 

3.7.10.1. GAPDH Primer ve Probunun cDNA Üzerindeki 

YerleĢimi 

GAPDH genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri aĢağıda 

verilmiĢtir. Prob ve primerlerin cDNA‟ daki yerleĢimi ise ġekil 11‟de 

gösterildi. 

 

               ġekil 10. GAPDH primer dizaynı 

 

 

ġekil 11. GAPDH mRNA’ sının belirlenmesinde kullanılan 
primerlerin cDNA dizisi üzerindeki yerleĢimi (Referans: 
ENST00000229239.5 giriĢ no’lu dizi) 
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3.7.10.2. VEGFA Primer ve Probunun cDNA Üzerindeki 

YerleĢimi 

VEGFA genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri aĢağıda 

verilmiĢtir. Prob ve primerlerin cDNA‟ daki yerleĢimi ise ġekil 13‟de 

gösterildi. 

 

ġekil 12. VEGFA primer dizaynı 

 

 

 

ġekil 13. VEGFA mRNA’ sının belirlenmesinde kullanılan primerlerin cDNA 
dizisi üzerindeki yerleĢimi (Referans:ENST00000480614.1 giriĢ no’ lu dizi) 

3.7.10.3. VEGFC Primer ve Probunun cDNA Üzerindeki 

YerleĢimi 

VEGFC genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri aĢağıda 

verilmiĢtir. Prob ve primerlerin yerleĢimi ise ġekil 15‟ de gösterildi. 

 

               ġekil 14. VEGFC primer dizaynı 
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ġekil 15. VEGFC mRNA’ sının belirlenmesinde kullanılan primerlerin 
cDNA dizisi üzerindeki yerleĢimi (Referans: ENST00000280193.1  giriĢ 
no’ lu dizi) 

3.7.10.4. VEGFR2 Primer ve Probunun cDNA  Üzerindeki 

YerleĢimi 

VEGFR2 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri aĢağıda 

verilmiĢtir. Prob ve primerlerin yerleĢimi ise ġekil 17‟de gösterildi. 

 

              ġekil 16. VEGFR2 primer dizaynı 

 

 

ġekil 17. VEGFR2 mRNA’ sının belirlenmesinde kullanılan primerlerin 
cDNA dizisi üzerindeki yerleĢimi (Referans: ENST00000263923.4 

|ENSG00000128052.7 giriĢ dizi) 
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3.7.10.5. STAT3 Primer ve Probunun cDNA Üzerindeki 

YerleĢimi 

STAT3 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri aĢağıda 

verilmiĢtir. Prob ve primerlerin yerleĢimi ise ġekil 19‟da gösterildi. 

 

                 ġekil 18. STAT3 geninin primer dizaynı 

 

 

ġekil 19. STAT3 mRNA’sının belirlenmesinde kullanılan primerlerin 
cDNA dizisi üzerindeki yerleĢimi (Referans: ENST00000462269.1 

giriĢ dizi) 

3.7.10.6. MMP2 Primer ve Probunun cDNA Üzerindeki 

YerleĢimi 

MMP2 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri aĢağıda 

verilmiĢtir. Prob ve primerlerin yerleĢimi ise ġekil 21‟de gösterildi. 

 

               ġekil 20. MMP2 geninin primer dizaynı 
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ġekil 21. MMP2 mRNA’ sının belirlenmesinde kullanılan primerlerin 
cDNA dizisi üzerindeki yerleĢimi (Referans: ENST00000219070.4giriĢ 
dizi) 

3.7.10.7. MCL1 Primer ve Probunun cDNA Üzerindeki 

YerleĢimi 

Anti-apoptotik MCL1 genine ait UPL prob ve primerlerin 

dizileri aĢağıda verilmiĢtir. Prob ve primerlerin yerleĢimi ise ġekil 23‟de 

gösterildi. 

 

                 ġekil 22. MCL1 geninin primer dizaynı: 

 

 

ġekil 23. MCL1 mRNA’ sının belirlenmesinde kullanılan primerlerin 
cDNA dizisi üzerindeki yerleĢimi (Referans:ENST00000369026.2 

giriĢ dizi) 
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3.7.10.8. CASP8 Primer ve Probunun cDNA Üzerindeki 

YerleĢimi: 

CASP8 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri aĢağıda 

verilmiĢtir. Prob ve primerlerin yerleĢimi ise ġekil 25‟de gösterildi.  

 

                       ġekil 24. CASP8 geninin primer dizaynı 

 

 

 

ġekil 25. CASP8 mRNA’ sının belirlenmesinde kullanılan 
primerlerin cDNA dizisi üzerindeki yerleĢimi (Referans: 
ENST00000490965.1|ENSG00000003402.10) 

3.7.10.9. CASP9 Primer ve Probunun cDNA Üzerindeki 

YerleĢimi 

CASP9 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri aĢağıda 

verilmiĢtir. Prob ve primerlerin yerleĢimi ise ġekil 27‟de gösterildi.  

CASP9 Forward primer: 5‟-CCATATGATCGAGGACATCCA-3‟ 

CASP9 Reverse primer: 5‟-GACTCCCTCGAGTCTCCAGAT-3‟ 

               27 numaralı prob dizisi:  5‟-CAGGCAGC-3‟ 

 

               ġekil 26. CASP9 geninin primer dizaynı 
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ġekil 27. CASP9 mRNA’ sının belirlenmesinde kullanılan primerlerin 

cDNA dizisi üzerindeki yerleĢimi (Referans: ENST00000358485) 

3.7.11. GAPDH, VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STAT3, 

MMP2, MCL1, CASP8, CASP9 Genleri için Real Time PCR Tepkime 

KarıĢımları 

GAPDH, VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCL1 

CASP8 ve CASP9 genlerine uygun verilen primer ve problar kullanılarak 

Real-Time PCR tepkimesi LC cihazında gerçekleĢtirildi. Tepkime 

karıĢımını hazırlamak için kullanılan bileĢenlerin miktarları Tablo 3‟de 

verilmiĢtir. 

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

Time PCR tepkime karıĢımı: 

 Son Konsantrasyon Hacim 

dH2O - 4.1μL 

MgCI2 (25mM) 4mM 1.2μL 

Primer F (10pmol/μL) 2.5pmol 0.5μL 

Primer R (10pmol/μL) 2.5pmol 0.5μL 

TaqMan prob (100pmol/μL) 10pmol 0.2μL 

TaqMan karıĢımı (10x) 1x 2.5μL 

cDNA - 1μL 
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3.7.12. Light Cycler (LC) 480 Deney Programı 

Real-Time PCR karıĢımları hazırlandıktan sonra 96‟lık çok 

kuyucuklu plakalara dağıtıldı ve üzerine cDNA‟ lar eklendi. Üzeri Ģeffaf 

kapatıcı ile kapatıldı ve cihaza yerleĢtirildikten sonra Tablo 4‟de belirtilen 

amplifikasyon programı kullanılarak PCR tepkimesi gerçekleĢtirildi. 

GAPDH, VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCL1, CASP8 ve 

CASP9 genleri için aynı program kullanıldı. 

Reaksiyon sonucu, GAPDH, VEGFA, VEGFC, VEGFR2, 

STAT3, MMP2, MCL1, CASP8 ve CASP9 genlerinin mRNA ifade 

düzeylerini gösteren Crossing point (Cp) değerleri belirlendi. VEGFA, 

VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCL1, CASP8 ve CASP9 ifade 

düzeyleri GAPDH ifade düzeyine göre normalize edildi. 
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Tablo 4: GAPDH, VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCL1, CASP8 ve CASP9 

genlerinin ifade düzeylerinin belirlenmesi için kullanılan Real Time PCR tepkime programı. 

Program 1. Ayrılma (Denatürasyon) 

Program Verisi Değer 

Döngüler  

Analiz Modu 

Sıcaklık Hedefleri 

1 

- 

Kısım 1 

Hedef Sıcaklık (°C) 

Ġnkübasyon zamanı (s:dk:sn) 

Sıcaklık GeçiĢ Hızı (°C/sn) 

95 

10:00dk 

4.40 

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

Program Verisi Değer 

Döngüler  

Analiz Modu 

50 

Çoğalma  

Sıcaklık Hedefleri Kısım 1 Kısım 2           Kısım3 

Hedef Sıcaklık (°C) 

Ġnkübasyon zamanı (s:dk:sn) 

Sıcaklık GeçiĢ Hızı (°C/sn) 

95 

10sn 

4.40 

60                       60 

20sn                    1 

2.20                    4.40 

Program 3. Soğutma 

Program Verisi Değer 

Döngüler  

Analiz Modu 

Sıcaklık Hedefleri 

1 

- 

Kısım 1 

Hedef Sıcaklık (°C) 

Ġnkübasyon zamanı (s:dk:sn) 

Sıcaklık GeçiĢ Hızı (°C/sn) 

40 

30sn 

2.20 

 

3.7.13. Tunel ile Apoptotik Hücrelerin Belirlenmesi 

 

LNCaP insan prostat hücre hatlarına IL-6, IL-6+AG490, IL-

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

dozlarda ve belirlenen saat süresince 37º C‟ de inkübe edildi.  
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1. Hücreler 5 dakika PBS solüsyonu ile muamele edildi. 

2. Buz içerisindeki sodyum sitrat-triton X-100 solüsyonu içerisinde 2 

dakika muamele edildi. 

3. Preparat kurumaya bırakıldı.  

4. Deneyin bu aĢamasından sonra karanlıkta devam edildi. 

5. Preparata 50 µl TUNEL karıĢımı eklenip lamel ile kapatıldıktan sonra 1 

saat 37º C de bekletildi. 

6. Üç defa 3 dakika PBS ile yıkama yapıldı. 

7. Preparat kurumaya bırakıldı. 

8. Preparat kuruduktan sonra 10 µl DAPI eklenerek lamel ile kapatıldı ve 

10 dakika +4º C de bekletilmesinin ardından floresan mikroskobunda 

hücrelerin analizi yapıldı. 

 

3.7.14. Gimza ile Apoptotik Hücrelerin Belirlenmesi 

 

LNCaP insan prostat hücre hatlarına IL-6, IL-6+AG490, IL-

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

dozlarda ve belirlenen saat süresince 37º C‟ de inkübe edildi.  

 

1. Belirlenen süre sonunda hücreler tripsin ile kaldırıldı. 

2. 1500 rpm‟ de 10 dakika santrifüj edildi. 

3. Üst sıvı döküldü ve hücreler PBS ile 2 defa yıkandı. 

4. Asetik asit/Metanol fiksatifi ile hücreler soğuk lam üzerine fikse edildi. 

5. Preparat kurumaya bırakıldı ve Gimza boyası ile 5 dk. muamele 

edildi. 

6. Üç defa distile su ile yıkanarak kurumaya bırakılmasının ardından 

floresan mikroskobunda hücrelerin analizi yapıldı.  
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3.8. Ġstatistiksel Analiz Yöntemleri 

Doza ve zamana bağlı olarak değiĢen, VEGFA, VEGFC, 

VEGFR2, STAT3, MMP2, MCL1, CASP8 ve CASP9 mRNA ifade 

düzeylerindeki farklılıklar “REST (2009 V2.0.13)” istatistik programı ile 

karĢılaĢtırıldı 70. Hücre canlılığı ve apoptozis oranlardaki değiĢimler ise 

“tek yönlü Anova” testiyle karĢılaĢtırıldı. Veriler “SPSS 15.0” istatistik 

programı kullanılarak değerlendirildi. 0.05‟den küçük olan p değerleri 

istatistiksel açıdan anlamlı olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Hücre Canlılığı Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

24, 48 ve 72 saat inkübasyon sonucunda LNCaP hücrelerinin 

IL-6‟ ya olan cevabının hücre canlılığı üzerine etkisi Grafik 1‟de 

gösterilmiĢtir. Buna göre IL-6 ile muamele edilmiĢ LNCaP hücrelerinin 

doza ve zamana bağlı olarak hücre proliferasyonunu artırdığı 

belirlenmiĢtir. 

Kullandığımız 25 ng/ml IL-6 konsantrasyonunun, LNCaP 

hücrelerinin hücre canlılığını 24‟üncü saatte %20 arttırdığı, 48. saatte %41 

arttırdığı, 72. saatte ise %42 arttırdığı görülmektedir. Sonuçlarımıza göre 

IL-6 için 24 saat süre de 50ng/ml proliferasyonu sağlarken, 48 ve 72 saat 

süre de 25 ng/ml‟ nin proliferasyonu sağladığı belirlendi. 

 
Grafik 1. LNCaP hücrelerinin (5.000 hücre/kuyu) IL-6 ile 24, 48 ve 72 saat inkübasyonu 
sonunda belirlenen hücre canlılık oranları 

Grafik 2‟de LNCaP hücrelerinde STAT3 inhibitörü olan S3I-

201‟in 24 ve 48 saat inkübasyon süreleri sonucunda hücre canlılığı 
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üzerine olan etkisi gösterilmektedir. Buna göre, 24 saatte en yüksek 

konsantrasyondaki (300 μM) hücre canlılığı %56.11 bulundu. 48 saat 

süreli inkübasyon sonucunda en yüksek konsantrasyondaki hücre canlılık 

oranı %58.1 olarak bulundu. Sonuçlarımıza göre S3I-201 için 24 ve 48 

saat için IC50 dozunun 300 μM olduğu belirlendi (Grafik 2). 

 
Grafik 2. LNCaP hücrelerinin (5.000 hücre/kuyu) S3I-201 ile 24 ve 48 saat inkübasyonu 

sonunda belirlenen hücre canlılık oranları. 

Grafik 3‟de 24 ve 48 saat inkübasyon süresi sonucunda 

hücrelerin JAK2 inhibitörü AG490‟ a cevabı gözlenmektedir. Buna göre,  

50μM konsantrasyondaki hücre canlılığı %58.4 bulundu. 48 saat süreli 

inkübasyon sonucunda hücre canlılık oranı %57.1 olarak bulundu (Grafik 

3). Sonuçlarımıza göre AG490 için 24 ve 48 saatlik süre de IC50 dozunun 

50 μM olduğu belirlendi. 
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Grafik 3. LNCaP hücrelerinin (5.000 hücre/kuyu) AG490 ile 24 ve 48 saat inkübasyonu 
sonunda belirlenen hücre canlılık oranları 

Grafik 4 ve 5‟ de 24 ve 48 saat inkübasyon süresi sonucunda 

hücrelerin JAK2 inhibitörü AG490‟a ve IL-6‟ya cevabı gözlenmektedir. 

Buna göre 24 saat uygulanan 50 μM konsantrasyondaki AG490 ve 25 

ng/ml IL-6‟ nın hücre canlılığı %59.3 bulundu (Grafik 4). 48 saatlik 

uygulamada ise hücre canlılığı %61 bulundu (Grafik 5). 

Grafik 4 ve 5‟de 24 ve 48 saat inkübasyon süresi sonucunda 

hücrelerin STAT3 inhibitörü S3I-201‟e ve IL-6‟ya cevabı gözlenmektedir. 

Buna göre, LNCaP hücrelerine 24 saatte en yüksek konsantrasyondaki 

(300 μM) S3I-201 ve 25 ng/ml IL-6‟ nın hücre canlılığı %58 bulundu (Grafik 

4). 48 saatlik uygulamada ise %59 olarak bulundu (Grafik 5). 
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Grafik 4. LNCaP hücrelerinin (5.000 hücre/kuyu) belirlenen dozlarda IL-6+AG490 ve IL-

6+S3I-201 ile 24 saat inkübasyonu sonunda belirlenen hücre canlılık oranları 
 

 
Grafik 5. LNCaP hücrelerinin (5.000 hücre/kuyu) belirlenen dozlarda IL-6+AG490 ve IL-

6+S3I-201 ile 48 saat inkübasyonu sonunda belirlenen hücre canlılık oranları 
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konsantrasyondaki hücre canlılık oranı %95.59, 72 saat süreli inkübasyon 

sonucunda en yüksek konsantrasyondaki hücre canlılık oranı %93.7 

olarak bulundu (Grafik 6). 

 

 

Grafik 6. LNCaP hücrelerinin 24, 48 ve 72 saat süre ile TRAIL ile kombinasyonu 
sonucunda belirlenen hücre canlılık oranları 

Grafik 7‟de 24, 48, 72 saat inkübasyon süresi sonucunda 

hücrelerin IL-6, AG490 ve TRAIL kombinasyonuna olan cevabı 

gözlenmektedir. Buna göre, 24 saatte 50 μM AG490, 25 ng/ml IL-6 ve 100 

ng/ml TRAIL dozunun hücre canlılığı %77 bulundu. 48 saatte en yüksek 

konsantrasyondaki TRAIL dozunun hücre canlılığı %49 bulunurken, 72 

saatte en yüksek konsantrasyondaki TRAIL dozunun hücre canlılığı %55 

bulundu (Grafik 7). 
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Grafik 7. LNCaP hücrelerinin (5.000 hücre/kuyu) belirlenen dozlarda IL-6, AG490 ve 

TRAĠL ile 24, 48 ve 72 saat inkübasyonu sonunda belirlenen hücre canlılık oranları 

Grafik 8‟de 24, 48, 72 saat inkübasyon süresi sonucunda 

hücrelerin IL-6, S3I-201 ve TRAIL kombinasyonuna olan cevabı 

gözlenmektedir. Buna göre, 24 saatte en yüksek konsantrasyondaki (300 

μM) S3I-201, 25 ng/ml IL-6 ve 100 ng/ml TRAIL dozlarının hücre canlılığı 

%66 bulundu. 48. saatte en yüksek konsantrasyondaki TRAIL dozunun 

hücre canlılığı %55 bulundu, 72. saatte ise en yüksek konsantrasyondaki 

TRAIL dozunun hücre canlılığı %45 bulundu (Grafik 8). 

 
Grafik 8. LNCaP hücrelerinin (5.000 hücre/kuyu) belirlenen dozlarda IL-6, S3I-201 ve 

TRAĠL ile 24, 48 ve 72 saat inkübasyonu sonunda belirlenen hücre canlılık oranları 
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5.2. FosfoSTAT-3 Düzeyinin ELIZA Yöntemi ile 
Belirlenmesi 

LNCaP hücreleri 0, 3, 6, 10 ve 24 saat sürelerde WST-1 ile 

belirlediğimiz 25 ng/ml IL-6 verilerek inkübe edildikten sonra, hücrelerde 

ilaca verilen proliferatif cevap sırasında oluĢan fosfoSTAT-3 düzeyi ELIZA 

yöntemini kullanarak belirlendi. ÇalıĢılan dozlar arasında en yüksek 

fosfoSTAT-3 düzeylerine 3. saatte eriĢildiği bulundu (Grafik 9). Kontrole 

göre 3. saatte fosfoSTAT-3 düzeyinde 18 kat artma olduğu bulundu.  

 
Grafik 9. LNCaP hücrelerinin (10

6
 hücre/kuyu) 25 ng/ml IL-6 ile inkübasyonu sonunda 

gösterilen fosfoSTAT-3 düzeyi 
 

LNCaP hücreleri 0, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml, 

100 ng/ml IL-6 ile 3 saat süre ile inkübe edildikten sonra, hücrelerde ilaca 

verilen proliferatif cevap sırasında oluĢan fosfoSTAT-3 düzeyi ELIZA 

yöntemini kullanarak belirlendi. ÇalıĢılan dozlar arasında en yüksek 

fosfoSTAT-3 düzeylerine 25 ng/ml‟ de eriĢildiği bulundu (Grafik 10). 

Kontrole göre 25 ng/ml‟ de fosfoSTAT-3 düzeyinin 30 kat arttığı bulundu. 

WST-1 ile bulduğumuz doz doğrulandı. 
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Grafik 10. LNCaP hücrelerinin (10
6
 hücre/kuyu) belirlenen dozlarda 3 saat 

inkübasyonu sonunda gösterilen fosfoSTAT-3 düzeyi 

LNCaP hücreleri 25 ng/ml IL-6 ve sırasıyla 50 µM, 100 µM, 

200 µM, 300 µM S3I-201 ile 3 saat inkübe edildikten sonra 25 ng/ml IL-6 

ile birlikte muamele edildi. Hücrelerde ilaca verilen cevap sırasında oluĢan 

fosfoSTAT-3 düzeyi ELIZA yöntemini kullanarak belirlendi. ÇalıĢılan dozlar 

arasında en düĢük fosfo STAT-3 düzeyinin 300 µM konsantrasyonunda 

bulundu (Grafik 11).  

 
Grafik 11. LNCaP hücrelerinin (10

6
 hücre/kuyu) farklı dozlarda 24 saat inkübasyonu 

sonunda gösterilen fosfoSTAT-3 düzeyi 

LNCaP hücreleri 30‟, 1, 2, 3, 6 saat süre ile 25 ng/ml IL-6 ve 

300 µM S3I-201 ile inkübe edildikten sonra, hücrelerde ilaca verilen cevap 

sırasında oluĢan fosfoSTAT-3 düzeyi ELIZA yöntemi kullanarak belirlendi. 
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ÇalıĢılan dozlar arasında en düĢük fosfoSTAT-3 düzeyi 3. saatte 

saptanmıĢtır (Grafik 12).  

 

Grafik 12. LNCaP hücrelerinin (10
6
 hücre/kuyu) 300 µM S3I-201 ve 25 ng/ml IL-6 ile 

inkübasyonu sonunda gösterilen fosfoSTAT-3 düzeyi 

 

LNCaP hücreleri 25 ng/ml IL-6 ve 0, 30‟, 1, 2, 3, 6 saat süre 

50 µM AG490 ile inkübe edildikten sonra, hücrelerde ilaca verilen cevap 

sırasında oluĢan fosfoSTAT-3 düzeyi ELIZA yöntemi kullanarak belirlendi. 

ÇalıĢılan dozlar arasında en düĢük fosfoSTAT-3 düzeyi 6. Saatte 

saptanmıĢtır (Grafik 13).  
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Grafik 13. LNCaP hücrelerinin (10

6
 hücre/kuyu) 50 µM AG490 ve 25 ng/ml IL-6 ile 

inkübasyonu sonunda gösterilen fosfoSTAT-3 düzey 

 

5.3. Aktif Kaspaz 3 Düzeyinin ELIZA Yöntemi ile 
Belirlenmesi 

 

LNCaP hücreleri kontrol, AG490+IL-6, S3I-201+IL-6, 

AG490+IL-6 (6h), S3I-201+IL-6 (6h), AG490+IL-6+TRAIL, S3I-201+IL-

6+TRAIL kombinasyonları ile inkübe edildikten sonra, hücrelerde ilaca 

verilen apoptotik cevap sırasında oluĢan aktif kaspaz 3 düzeyi ELIZA 

yöntemini kullanarak belirlendi. Buna göre, belirlenen aktif kaspaz 3 

miktarının doza ve zamana bağlı olarak artma eğiliminde olduğu belirlendi 

(p<0.05)(Grafik 14). En yüksek aktif kaspaz 3 düzeyi S3I-201+IL-6+TRAIL 

ve S3I-201+IL-6 kombinasyonlarında bulundu. 
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Grafik 14. LNCaP hücrelerinin (10
6
 hücre/kuyu)  50 µM AG490, 25 ng/ml IL-6, 300 µM 

S3I-201 ve 250 ng/ml TRAIL ile yapılan ELIZA sonrasında aktif kaspaz 3 oranları.  

5.4. Gen Ġfade Düzeyinin Kantitatif Belirlenmesi 

VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCL1, CASP8 

ve CASP9 genlerinin ifade düzeyinin kantitatif değerlendirilmesi için Light 

Cycler 480 cihazı kullanıldı. LNCaP hücre hattından elde edilen cDNA‟ 

larda VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCL1, CASP8 ve 

CASP9, bu genlerin normalizasyonu için seçilen GAPDH genlerine özgül 

primerler ve UPL LNA probları kullanılarak çalıĢıldı. 

GAPDH geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak 

gösteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon eğrisi ġekil 28‟de 

gösterildi. 
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ġekil 28. GAPDH geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak gösteren amplifikasyon 
eğrileri. GAPDH geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp değerleri yatay eksende yer 
almaktadır. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir. 

VEGFA geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak 

gösteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon eğrisi ġekil 29‟da 

gösterildi. 

 

ġekil 29. VEGFA geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak gösteren amplifikasyon 
eğrileri. VEGFA geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp değerleri yatay eksende yer 

almaktadır. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir. Caki-2 hücresi pozitif kontrol olarak 
kullanılmıĢtır. 

VEGFC geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak 

gösteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon eğrisi ġekil 30‟da 

gösterildi. 
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ġekil 30. VEGFC geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak gösteren amplifikasyon 
eğrileri. VEGFC geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp değerleri yatay eksende yer 
almaktadır. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir. Caki-2 hücresi pozitif kontrol olarak 

kullanılmıĢtır. 

VEGFR2 geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak 

gösteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon eğrisi ġekil 31‟de 

gösterildi. 

 

ġekil 31: VEGFR2 geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak gösteren amplifikasyon 

eğrileri. VEGFR2 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp değerleri yatay eksende yer 
almaktadır. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir. Caki-2 hücresi pozitif kontrol olarak 

kullanılmıĢtır. 

STAT3 geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak 

gösteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon eğrisi ġekil 32‟de 

gösterildi. 
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ġekil 32. STAT3 geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak gösteren amplifikasyon 
eğrileri. STAT3 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp değerleri yatay eksende yer 

almaktadır. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir. Caki-2 hücresi pozitif kontrol olarak 
kullanılmıĢtır. 

MMP2 geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak 

gösteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon eğrisi ġekil 33‟de 

gösterildi. 

 

ġekil 33. MMP2 geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak gösteren amplifikasyon 
eğrileri. MMP2 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp değerleri yatay eksende yer 
almaktadır. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir. Caki-2 hücresi pozitif kontrol olarak 
kullanılmıĢtır. 

MCL1 geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak 

gösteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon eğrisi ġekil 34‟de 

gösterildi. 
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ġekil 34. MCL1 geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak gösteren amplifikasyon 

eğrileri. MCL1 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp değerleri yatay eksende yer almaktadır. 
Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir. Caki-2 hücresi pozitif kontrol olarak kullanılmıĢtır. 

CASP8 geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak 

gösteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon eğrisi ġekil 35‟de 

gösterildi. 

 
ġekil 35. CASP8 geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak gösteren amplifikasyon 
eğrileri. CASP8 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp değerleri yatay eksende yer 

almaktadır. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir 

CASP9 geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak 

gösteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon eğrisi ġekil 36‟da 

gösterildi. 
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ġekil 36. CASP9 geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak gösteren amplifikasyon 
eğrileri. CASP9 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp değerleri yatay eksende yer 
almaktadır. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir 

Göreceli gen ifadesi sonuçları REST programı kullanılarak 

“Pfaffl” matematiksel yöntemi ile hesaplandı. Pfaffl eĢitliği aĢağıda 

belirtilmiĢtir. 

 

EĢitlikte belirtilen Ct, tepkime sırasında oluĢan floresan 

sinyalin eĢik değeri geçtiği andaki döngü sayısını ifade etmektedir. Ct 

değeri tepkimenin baĢında mevcut olan mRNA (cDNA) miktarı ile ters 

orantılıdır. ΔCt değeri ise kontrol ile örneklerin Ct değerleri arasındaki farkı 

göstermektedir. EĢitlikte belirtilen E, PCR etkinliğini, elde edilen R ise ifade 

oranını göstermektedir. 

4.5. Gen Ġfade Düzeylerinin KarĢılaĢtırması 

LNCaP hücrelerine IL-6 tek baĢına uygulandığında 24 ve 48. 

saatler sonunda VEGFA, VEGFC, VEGFR2, STAT3, MMP2, MCL1, 

CASP8 ve CASP9 mRNA ifade düzeyleri araĢtırıldığında, her bir doz ve 

süre için STAT3, MCL1 ve VEGFA mRNA' sında kontrole göre anlamlı bir 
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artıĢ olduğu ve bu artıĢın istatistiksel açıdan anlamlı olduğu bulundu 

(p<0.05)(Grafik 15-18). Ancak VEGFR2 mRNA' sının ise genel olarak 

uygulanan IL-6 konsantrasyonlarında bir azalma eğilimi gösterdiği 

belirlendi (p>0,05)(Grafik 15-18). Pozitif kontrol olarak Caki-2 hücresi 

kullanıldı. 

En yüksek STAT3 mRNA ifade artıĢı 24 saatlik IL-6 

uygulamasından sonra görüldü. 24 saatlik IL-6 uygulamasında VEGFA, 

MCL1 genlerinde de anlamlı bir artıĢ olduğu gözlendi fakat bu genlerdeki 

artıĢın 48 saatlik inkübasyona nazaran daha az olduğu gözlendi. 24 saatlik 

IL-6 uygulamasında VEFGR2 geninde anlamlı bir düĢüĢ olduğu bulundu. 

48 saatlik IL-6 uygulandığında VEGFA, MCL1 mRNA‟ sının kontrole göre 

arttığı görüldü (p<0.05). Aynı süre ve konsantrasyon için VEGFR2 mRNA 

ifade düzeyine baktığımızda ise 48 saat için 1.23 kat azalma görüldü  

(p>0.05). Pozitif kontrol olarak Caki-2 hücresi kullanıldı. 

LNCaP hücrelerine uygulanan 24 ve 48 saatlik 25 ng/ml IL-6, 

CASP8 ve CASP9 genlerinin mRNA seviyelerinde anlamlı Ģekilde azalma 

gözlendi (p>0,05). Ancak S3I-201+IL-6, AG490+IL-6, AG490+IL-6+TRAIL‟ 

ın 24 ve 48 saatlik uygulamalarında CASP8 ve CASP9 mRNA 

seviyelerinde anlamlı bir artma gözlendi (p<0.05). LNCaP hücrelerine tek 

baĢına TRAIL uygulandığında 24 saatlik sürede CASP8 ve CASP9 mRNA 

düzeylerinde anlamlı bir değiĢiklik bulunamadı. 48 saatlik uygulamada ise 

sadece CASP9 geninin mRNA seviyesinde anlamlı bir artıĢ saptanmıĢtır 

(p<0.05). 

MMP2 ve VEGFC mRNA seviyelerinde kontrole göre 

istatiksel açıdan herhangi bir farklılık oluĢmadığı gözlendi, pozitif kontrol 

olarak Caki-2 hücresi kullanıldı. 
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Grafik 15. LNCaP hücrelerinin 24 saat 25 ng/ml IL-6 uygulaması sonrasında STAT3, VEGFR2, 
VEGFA, MCL1 genlerinin mRNA düzeylerindeki değiĢiklik. Hedef genlerin ifade düzeyleri GAPDH 
mRNA ifade düzeyi temel alınarak normalize edildi *; p<0.05. 

 

 

 

  

Grafik 16. LNCaP hücrelerinin 48 saat 25 ng/ml IL-6 uygulaması sonrasında STAT3, VEGFR2, 
VEGFA, MCL1 genlerinin mRNA düzeylerindeki değiĢiklik. Hedef genlerin ifade düzeyleri GAPDH 

mRNA ifade düzeyi temel alınarak normalize edildi *; p<0.05. 
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Grafik 17. LNCaP hücrelerinin 48 saat 25 ng/ml IL-6 ve 50 µM AG490 uygulaması sonrasında 
STAT3, VEGFR2, VEGFA, MCL1 genlerinin mRNA düzeylerindeki değiĢiklik. Hedef genlerin ifade 

düzeyleri GAPDH mRNA ifade düzeyi temel alınarak normalize edildi *; p<0.05. 

 

 
Grafik 18. LNCaP hücrelerinin 48 saat 25 ng/ml IL-6 ve 300 µM S3I-201 uygulaması sonrasında 
STAT3, VEGFR2, VEGFA, MCL1 genlerinin mRNA düzeylerindeki değiĢiklik. Hedef genlerin ifade 
düzeyleri GAPDH mRNA ifade düzeyi temel alınarak normalize edildi *; p<0.05.  
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Grafik 19. LNCaP hücrelerinin 24 ve 48 saat 25 ng/ml IL-6, 50 µM AG490, 250 ng/ml TRAIL ve 300 

µM S3I-201 uygulaması sonrasında CASP8 ve CASP9 genlerinin mRNA düzeylerindeki değiĢiklik. 
Hedef genlerin ifade düzeyleri GAPDH mRNA ifade düzeyi temel alınarak normalize edildi *; 

p<0.05,   ; p>0.05. 

 

4.6. TUNEL ve  Gimza  ile  Apoptotik  Hücrelerin 
Belirlenmesi 

AG490, S3I-201, TRAIL ve IL-6„nın LNCaP hücre hattı 

üzerindeki apoptotik etkisinin belirlenmesi için TUNEL ve Gimza yöntemi 

kullanıldı. LNCaP hücreleri gimza ile boyamadan sonra ıĢık 

mikroskobunda, TUNEL ile boyamadan sonra ise floresan mikroskobunda 

analiz edildi. Kontrol hücresi ve IL-6 arasında istatistiksel bir fark 

bulunamazken, AG490+IL-6, S3I-201+IL-6, TRAIL+AG490+IL-6, 

TRAIL+S3I-201+IL-6 kombinasyonları ile yapmıĢ olduğumuz analizde 

kontrol hücresine göre istatistiksel olarak anlamlı bir fark olduğu ve AG490 

ve S3I-201 inhibitörlerinin apoptozu indüklediği gösterildi ancak TRAIL‟in 

LNCaP hücresinde apoptoz üzerine etkisinin anlamlı bir fark oluĢturmadığı 

gösterildi. TUNEL sonuçlarımız gimza ile doğrulandı. 
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Grafik 20. LNCaP hücrelerinin (106

 hücre/kuyu) AG490, S3I-201 ve TRAIL ile 48 saat inkübasyonu 

sonunda belirlenen Canlı ve Apoptotik hücre oranları. *; p<0.05 (ilaç uygulaması yapılmayan 
kontrol hücreleri ile ilaç uygulanan hücrelerde belirlenen apoptotik hücrelerin karĢılaĢtırılması) 
 

    
ġekil 37. TUNEL ile boyanan LNCaP hücrelerinde normal (A), pro-apoptotik (B) 

ve apoptotik (C) hücrelerin görünümü 

 

 

 

 
ġekil 38. Gimza boyası ile boyanan LNCaP hücrelerinde apoptozun gösterilmesi 
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5. TARTIġMA 

JAK/STAT3 sinyal yolağı, hücre döngüsü, apoptozis, tümör 

anjiyojenezi gibi tümörojenez oluĢumunda yer alan birçok yolağın 

düzenlenmesinde görev almaktadır71,35. Yapılan son çalıĢmalarda prostat 

kanser hücre göçünü arttırmak suretiyle STAT3‟ün prostat kanser 

metastazında rol oynadığı gösterilmiĢtir72,73. JAK/STAT3 sinyal yolağı IL-6, 

interferon gibi sitokinler veya EGF, PDGF gibi çok çeĢitli büyüme faktörleri 

aracılığıyla da uyarılmaktadır72. IL-6‟nın hücre yüzey reseptörü olan tirozin 

kinaza bağlanmasıyla JAK‟lar aktive olur. Aktive olan JAK, STAT3 

proteinini fosforile ederek STAT3‟ ün dimerizasyonunu sağlar. Dimerize 

olan STAT3 çekirdekte DNA‟da bulunan STAT3 cevap elementlerine 

bağlanmak suretiyle ilgili genlerin ifadelenmelerini uyarır72,74. 

Malign oluĢum süresince STAT3‟ün aĢırı ifadelenmesi 

sıklıkla karĢılaĢılan bir durumdur. Son zamanlarda STAT3‟ün 

anjiyojenezdeki rolünü aydınlatmaya yönelik çalıĢmalar hız kazanmıĢtır75. 

ġimdiye kadar yapılan çalıĢmalarda STAT3‟ün hedef genleri arasında 

anjiyojenik faktör VEGF gösterilmektedir. Ancak halen tam olarak 

STAT3‟ün anjiyojenik hedef genleri ve anjiyojenez yolağındaki rolü tam 

olarak açıklanabilmiĢ değildir. STAT3‟ün anjiyojenezdeki rolünü 

araĢtırmaya yönelik olarak çalıĢmamızda VEGFA, VEGFC, VEGFR2, 

MMP2 ve anti-apoptotik MCL1 genlerinin ifadelenmelerini mRNA 

düzeyinde inceledik. 

IL-6 aracılığıyla LNCaP ve DU145 hücre hatlarının 

proliferasyonu artmaktadır76. IL-6‟nın doz ve zamana bağlı olarak STAT3 

fosforilasyonunu indüklediği çeĢitli çalıĢmalarla gösterilmiĢtir77,78. Bu 

nedenle çalıĢmamızda STAT3 aktivasyonunun sağlanması için IL-6 ile 

LNCaP hücreleri muamele edildi. En yüksek pSTAT3 düzeyi, 25 ng/ml‟de 
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ve 3. saat sonunda gözlemlendi. Bununla birlikte, prostat kanser hücre 

hatlarında yapılan çalıĢmada, (LNCaP, PC3, DU145) çalıĢmamızla paralel 

olarak IL-6 aracılığıyla pSTAT3 aktivasyonunun artıĢı gösterilmiĢtir. Ancak, 

zamana bağlı olarak IL-6 aktivasyonunun prostat kanser hücre hatlarında 

azaldığını ve böylece pSTAT3 düzeyinde azalma olduğu gösterilmiĢtir79. 

Bu çalıĢma ile uyumlu olarak, çalıĢmamızda 25 ng/ml, 0-24. saatler 

arasında IL-6 uygulanan LNCaP hücre hatlarında en yüksek pSTAT3 

düzeyine 3.saatte ulaĢıldığı belirlendi. Ayrıca 3.saatten sonra zamana 

bağlı olarak pSTAT3 düzeyinde azalma gözlemlendi. 

AG490‟ın IL-6 aracılıyla uyarılan STAT3 aktivasyonunu 

inhibe ettiğine dair pekçok çalıĢma bulunmaktadır31. ÇalıĢmamızda 

JAK/STAT3 yolağı inaktif olan LNCaP prostat kanser hücre hatlarına 25 

ng/ml IL-6 vermek suretiyle JAK/STAT3 yolağı aktive edildi. 50 µM AG490 

aracılığıyla IL-6 aracılı indüklenmiĢ olan JAK/STAT3 yolağı inhibe edildi. 

AG490 bu etkisini STAT3‟ün DNA‟ya bağlanma aktivitesini azaltmak 

suretiyle gerçekleĢtirmektedir35. AG490 inhibitörünün benzer etkisi 300 µM 

konsantrasyonda uyguladığımız S3I-201 ile de gözlemlendi. S3I-201, 

AG490 gibi STAT3‟ün DNA‟ya bağlanma aktivitesini azaltmanın yanı sıra 

STAT3 tirozin fosforilasyonuda azalmaktadır77. 

S3I-201, karaciğer hücrelerinde preklinik çalıĢmalar için 

kullanılmaktadır. Klinik çalıĢmalar henüz baĢlamamıĢtır80,81. AG490‟nın 

klinik çalıĢmaları devam etmektedir. AG490‟nın analoğu olan LS104 akut 

lenfositik lösemi tedavisinde klinik denemelerde faz 2 aĢamasına 

girmiĢtir29. 

VEGF, tümör anjiyojenezinde, yayılımında ve metastazında 

önemli rol oynayan potansiyel bir anjiyojenik mitojendir71,82. VEGF, 

potansiyel olarak tümör ilerlemesi süresince endotel hücre 
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proliferasyonunu ve göçünü aktive eder. Metastatik prostat kanser 

hücrelerinde yüksek derecede ifade edilmektedir52. JAK/STAT3 yolağının 

anjiyojenezdeki rolünü araĢtırmaya yönelik yapılan çalıĢmalarda pSTAT3 

aracılığıyla VEGFA ifadelenme düzeyinin kontrol edildiği gösterilmiĢtir. IL-6 

aracılığıyla indüklenen VEGF ifadelenmesinin, AG490 ile önemli derecede 

azalmaya neden olduğuna dair çalıĢmalar bulunmaktadır74,86. 

ÇalıĢmamızda literatürle uyumlu olacak Ģekilde LNCaP hücrelerinin IL-6 

ile muamele edilme süresine bağlı olarak proliferasyonunun arttığı 

gözlemlendi. AG490 ve S3I-201 inhibitörlerinin uygulanması sonucunda 

ise VEGFA ifadelenme düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı bir azalma 

saptandı. IL-6 sitokinini salgılayan PC3 hücrelerinde STAT3 ifadelenmesi 

saptanamamıĢ olmasına rağmen, IL-6 uygulanmamıĢ LNCaP hücreleri ile 

aynı miktarda VEGFA ifadelenmesi görülmüĢtür. IL-6 aracılığıyla 

VEGFA‟nın ifadelenme düzeyinin artıĢı bize göstermektedir ki, STAT3 

VEGFA ifadelenmesi için majör bir faktör olmasına karĢın PC3‟de VEGFA 

ifadelenmesi sadece STAT3‟le değil aynı zamanda farklı hücresel 

yolaklarla da aktive olabileceğini göstermektedir.  

IL-6 uygulanan ve uygulanmayan LNCaP hücrelerinde 

VEGFC ifadelenmesini tespit edemezken, pozitif kontrol olarak kullanmıĢ 

olduğumuz PC3 hücre hatlarında ise STAT3 ifadelenmesi olmaksızın 

VEGFC ifadelenmesi tespit edilmiĢtir. Li ve arkadaĢlarının çalıĢmalarında 

bulgularımızla uyumlu olarak PC3 hücrelerinde VEGFC ifadelenmesi tespit 

etmelerine karĢın, LNCaP hücrelerinde VEGFC ifadelenmesi bazal 

düzeyde tespit edilmiĢtir83. ÇalıĢmamız, LNCaP hücre hattında VEGFC 

ifadelenmesi tespit edilememiĢ olması, STAT3 noksan olan PC3 hücre 

hatlarında VEGFC‟nin aĢırı ifadelenmesinin pSTAT3‟ e bağlı olmadığını ve 

farklı bir yolak üzerinden ifadelenmesinin kontrol edilebildiğini göstermiĢtir. 

Pankreatik kanser hücre hatlarında yapılan bir çalıĢmada, 

STAT3‟ün aktivasyonunda veya sonrasında yolağın bloke edilmesi ile 
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VEGF ve MMP2 genlerinin ifadelenme düzeylerinin etkilendiği 

gösterilmiĢtir. Ayrıca STAT3‟ün anormal aktivasyonunun pankreatik kanser 

yayılımı ve metastazında önemli rol oynadığını ifade etmiĢlerdir 71. Bu 

sonuçlardan VEGF ifadelenme düzeyi STAT3‟ün aktivasyonuna ve 

inaktivasyonuna bağlı olarak benzer Ģekilde değiĢmesine rağmen, bizim 

IL-6 aracılığıyla JAK/STAT3 yolağı uyarılan LNCaP hücre serisinde MMP2 

ifadelenmesi tespit edilememiĢtir.  

Yapılan bir çalıĢmada LNCaP, PC3, C4-2, C4-2B, ARCAPM-

C2 hücreleri ile prostat kanser hücre hatlarında VEGFR1 ifadelenmesi 

tespit edilemezken, yalnızca bir hücre hattında (ARCAPM-C2) VEGFR2‟in 

düĢük ifadelendiğini bulunmuĢtur52. Bu çalıĢma ile uyumlu olarak 

çalıĢmamızda LNCaP hücrelerinde VEGFR2‟in düĢük ifadelendiğini 

bulduk. Ayrıca bu çalıĢmada prostat kanser hücrelerinde VEGF‟in otokrin 

etkisi için klasik VEGF reseptörleri olan VEGFR1 ve VEGFR2 yerine majör 

reseptörün NRP1 (Neuropilin-1) olabileceği ifade edilmiĢtir52,84. 

ÇalıĢmamızda AG490 ve S3I-201 inhibitörlerinin IL-6 ile 

uyarılmıĢ LNCaP hücrelerine verilmesi sonrasında doz ve zaman artıĢına 

bağlı olarak hücre canlılık oranlarında azalma saptandı. Hücre canlılığı 

testi WST-1 sonucuna göre IC50 değeri olarak AG490 dozunun LNCaP 

hücre hatlarında 50 μM, S3I-201 dozunun ise 300 µM konsantrasyonda 

olduğu gösterildi. Bu azalmanın temelinde yatan moleküler mekanizmanın, 

hücrelerin apoptoza mı yoksa nekroza mı girmesinden kaynaklı olduğunu 

göstermek için hücrelerde Gimza boyama, TUNEL, CASP8 ve CASP9 

ifadelenme düzeyleri ve aktif kaspaz 3 miktarları araĢtırıldı. Gimza ve 

TUNEL sonucunda kontrol ve IL-6 uygulanmıĢ LNCaP hücreleri, AG490 

ve S3I-201 uygulanmıĢ LNCaP hücreleri ile karĢılaĢtırıldığında inhibitör 

uygulanmıĢ hücrelerde istatistiksel olarak anlamlı oranda apoptozun arttığı 

gözlemlenmiĢ olup bu sonuçlarımız WST-1 sonuçlarımızla da uyumlu 

bulundu (p<0.05).  
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Birçok kimyasal ajana karĢı duyarlı olan LNCaP hücreleri 

TRAIL aracılı apoptoza karĢı direnç göstermektedir. ÇalıĢmamızda 0-1000 

ng/ml değiĢen konsantrasyonlarda TRAIL proteini uygulamamıza karĢın 

literatürle uyumlu olarak LNCaP hücrelerinin TRAIL dirençli olduğu 

saptandı. LNCaP hücrelerinin TRAIL dirençli olmasının çok çeĢitli 

nedenleri bulunmaktadır. Bunlardan birincisi, c-FLIP, Bcl-2 ve XIAP gibi 

apoptoz baskılayıcı proteinlerin aĢırı ifadelenmesidir85. Ġkincisi ise PI3K 

aracılı Akt aktivasyonu sonucunda pro-apoptotik Bid kesimlenmesinin 

engellenmesidir86.  

IL-6 yalnızca JAK/STAT3 yolağını değil aynı zamanda 

mitojen aktive eden protein kinaz kinazı (MAPK) ve fosfoinozitol 3 kinaz 

(PI3K) yolaklarını aktive eden bir sitokin olmasından dolayı LNCaP 

hücrelerine IL-6 uygulanması TRAIL direncini arttırmaktadır83,87. Ayrıca, 

yapılan bir çalıĢmada LNCaP-IL+ hücrelerde SOCS3 proteininin aĢırı 

aktivasyonu sonucunda TRAIL reseptörü olan DR4‟ün ubiquitin-proteozom 

kompleksi tarafından parçalanmasına neden olarak TRAIL direncine katkı 

sağlamaktadır88.  

ÇalıĢmamızda LNCaP hücre hatlarına AG490 veya S3I-201 

uygulanarak apoptoz gözlemlendiği halde TRAIL ile kombinasyonların da 

TRAIL‟in etkinliğini arttırmadığı tespit edildi. AG490, STAT3‟ün hedef 

genlerinden birisi olan MCL1 geninin ifadelenme düzeyinin azalmasına yol 

açmaktadır. MCL1 apoptoz üzerindeki anti-apoptotik etkisini içsel yolak 

üzerinden göstermesine karĢın89, LNCaP hücrelerinde TRAIL aracılı 

apoptoz kaspaz 8 ve kaspaz 9 ile karakterize edilmektedir90. 

TRAIL‟in kemoterapotik ajanlarla birlikte kombine 

kullanımının kanser hücreleri üzerindeki apoptotik etkisinin arttığına dair 

pek çok çalıĢma bulunmaktadır91. Lanuti ve arkadaĢlarının yapmıĢ 
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oldukları çalıĢmalarında insan lösemi hücre serilerinde JAK/STAT3 

yolağını inhibe etmek için kullanmıĢ oldukları AG490 ile TRAIL‟in birlikte 

ve ayrı ayrı kullanımlarının apoptoz üzerine olan etkisini araĢtırmıĢlardır. 

ÇalıĢmalarında TRAIL‟in AG490 ile birlikte kombinasyonunun TRAIL‟in tek 

baĢına kullanımına oranla anlamlı derecede apoptotik etkisini arttırdığını 

saptamıĢlardır. Ancak bizim çalıĢmamızda TRAIL dirençli olan LNCaP 

hücrelerinde JAK/STAT3 yolağını inhibe etmek için kullanmıĢ olduğumuz 

AG490 ve S3I-201‟in tek baĢlarına ve TRAIL ile kombine edildiğinde 

TRAIL‟in apoptotik etkisini arttığına dair istatistiksel olarak önemli bir artıĢ 

saptanamamıĢtır. 

AG490 ve S3I-201 uygulanmıĢ LNCaP hücrelerinde kaspaz 

8 ve kaspaz 9 ifadelenme düzeylerinde artıĢ saptanmıĢtır.                      

S3I-201+IL6+TRAIL kombinasyonu uygulanmıĢ hücrelerde kaspaz 8 

ifadelenme düzeyinde düĢme saptanmıĢtır. AG490 ile muamele edilmiĢ 

hücrelerde TRAIL aracılı apoptotik yolakta fonksiyon gören kaspaz 8 ve 

kaspaz 9 ifadelenme düzeyinde artıĢ görülmüĢtür. TRAIL ile kombine 

edildiğinde tek baĢına AG490 ile muamele edilen hücrelere nazaran 

anlamlı bir artıĢ olmaması bize TRAIL direnç geliĢiminde TRAIL 

reseptörlerinin ifadelenme düzeylerinde azalmanın olabileceğini 

düĢündürmektedir. S3I-201 ve TRAIL kombine edilen hücrelerde ise 

kaspaz 8 ifadelenme düzeyinin azalması LNCaP hücrelerinde TRAIL 

direncini arttırmaktadır. Benzer sonuçları aktif kaspaz 3 düzeyinde de 

gözlemlendi. AG490 ve S3I-201‟in tek baĢlarına uygulandıklarında 

kontrole nazaran ilk 9 saat içerisinde aktif kaspaz 3 düzeyini 2 kat 

arttırdıkları saptandı. TRAIL ile kombinasyonları tek baĢlarına 

kombinasyonları ile karĢılaĢtırıldığında önemli derecede bir artıĢ 

saptanamadı. Bu sonuç bize TRAIL‟in AG490 veya S3I-201 ile 

kombinasyonu sonucunda JAK/STAT3 yolağının inhibitörlerinin LNCaP 

hücrelerinde TRAIL aktivitesi üzerinde hiçbir etkileri olmadığını 

göstermektedir. 
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STAT3 aktivasyonu tümör hücrelerinin anjiyojenik 

potansiyelini arttırmasının yanında Bcl-x ve MCL1 gibi anti-apoptotik 

genlerin aktivasyonunu sağlayarak tümorogenezde rol oynamaktadır69,92. 

Ayrıca MCL1‟in aĢırı ifadelenmesi birçok insan kanserinde kemoterapiye 

direnç geliĢimi ile iliĢkilidir52. Zhang ve arkadaĢlarının çalıĢmalarında, 

insan prostat kanser hücrelerinde, MCL1‟in aĢırı ifadelenmesinin özellikle 

CaP‟da kemik metastazı ile korelasyon gösterdiğini bulmuĢlardır. Ayrıca 

pSTAT3 aracılığıyla uyarılan MCL1‟in tümör hücrelerinde apoptozu 

engellediği gösterilmiĢtir. Epling-Burnette ve arkadaĢlarının çalıĢmalarında 

olduğu gibi, çalıĢmamızda AG490 aracılığıyla STAT3 inaktivasyonu 

sonucunda MCL1 ifadelenmesinde istatistiksel olarak anlamlı derecede 

azalma olduğu tespit edildi69. Bu sonuç bize kullanılan inhibitörlerin MCL1 

ifedelenme düzeyini azaltarak LNCaP hücrelerin baĢlıca içsel apoptotik 

yolağı kullandığını düĢündürmektedir.  

Elde ettiğimiz bulgular JAK/STAT3 yolağının 

anjiyojenezisteki rolünü birincil olarak izleyen anjiyojenik faktörün VEGFA 

olduğunu ve aktivasyonunu VEGFR2 üzerinden gerçekleĢtirmediğini 

göstermiĢtir. LNCaP hücrelerinin kullandığımız JAK2 inhibitörü olan 

AG490 ve STAT3 inhibitörü olan S3I-201 ile muamelesi sonucunda 

apoptoz oranlarının anlamlı Ģekilde artması, anti-apoptotik genlerde 

meydana gelen istatiksel olarak anlamlı azalıĢ, bize bu inhibitörlerin CaP‟in 

tedavisinde anti-anjiyojenik hedefli olarak klinikte kullanılmasında 

konvensiyonel tedavilerle kombine kullanılacak potansiyeli olduğunu 

göstermektedir. 
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6. SONUÇ 

ÇalıĢmamızda prostat kanser hücre hatlarında JAK/STAT3 

yolağı aracılığıyla aktive olan anjiyojenik faktörler VEGFA, VEGFC, 

VEGFR2, MMP2 ve anti-apoptotik faktör olan MCL1 genlerinin ifadelenme 

düzeylerini araĢtırdık. Ayrıca, bu genler aracılığıyla inaktive olan genlerin 

TRAIL aracılı apoptotik yolaklar üzerine etkilerinin CaP‟in geliĢiminde, 

metastazında ve anjiyojenezindeki rollerini araĢtırdık. 

LNCaP hücre hatlarında JAK inhibitörü AG490 ve STAT3 

inhibitörü S3I-201‟in apoptozu artırdığı belirlendi. Ġnhibitör uygulamasından 

sonra anjiyojenik, anti ve pro-apoptotik genlerin mRNA seviyesindeki 

değiĢiklikler belirlenerek, anjiyojenik ve anti-apoptotik genlerin mRNA 

seviyelerinin azaldığı belirlendi (p>0,05). Buna karĢı pro-apoptotik genlerin 

düzenlenmesinin arttığı belirlendi (p<0,05). 

Sonuç olarak, JAK/STAT3 yolağının CaP‟deki ve 

anjiyojenezdeki rolünün belirlenmesi ve JAK/STAT3 yolağı inhibitörleri 

AG490 ve S3I-201‟in prostat kanser hücre hattındaki etkilerinin 

belirlenmesinin, CaP‟ın tedavi yöntemlerine ıĢık tutacağı gibi, bu kanserin 

sebebiyet verdiği metastazın moleküler yolaklarını belirleyerek daha hızlı 

ve etkin tedavinin gerçekleĢmesini sağlayabilecektir. Ayrıca elde ettiğimiz 

bulgular, JAK/STAT3 yolağının inhibisyonunda kullanılan AG490 ve S3I-

201‟in in vivo ve in vitro moleküler destekli çalıĢmalarla, kullanım Ģekli, 

dozu ve kısıtlamalarının belirlenmesinin ardından, özellikle diğer 

kemoterapötik ajanlarla düĢük dozlu birlikteliklerinde daha etkili olarak, 

CaP tedavilerinde apoptozu uyaran çok yönlü moleküler hedefe sahip bir 

terapötik ajan potansiyeline sahip olduğunu göstermiĢtir. 
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7. ÖZET 

Prostat Hücre Hattında JAK/STAT3 Yolağının Anjiyojenezdeki Rolü 

Prostat kanseri, erkeklerde en sık görülen genitoüriner 

kanserler içerisinde ilk sırada yer almaktadır ve anjiyojenez hastalığın 

ilerlemesinde rol oynamaktadır. Anjiyojenez, çok sayıdaki sinyal iletim 

yolakları tarafında düzenlenen kompleks çok aĢamalı bir süreçtir. STAT3, 

kritik çoklu fonksiyonu olan bir aracıdır. VEGF, MCL1 ve MMP‟ ler gibi bazı 

anjiyojenik faktörleri düzenleyen genlerin ifadelenmelerini uyarır.  

Bu araĢtırmada, JAK/STAT3 aracılığıyla aktive olan VEGFA, 

VEGFC, VEGFR2, MMP2 ve antiapoptotik faktör, MCL1‟in ifadelenme 

düzeylerini ve JAK/STAT3 yolağı aracılığıyla inaktive olan genlerin 

etkilerinin prostat kanserinin geliĢiminde, metastazında ve 

anjiyojenezindeki rollerini araĢtırmayı amaçladık. 

ÇalıĢmamızda, LNCaP insan prostat hücre hatlarında çeĢitli 

doz ve inkübasyon sürelerinde AG490, S3I-201 ve TRAIL‟ in sitotoksik ve 

apoptotik etkileri morfolojik, DNA, RNA (mRNA) ve protein düzeylerinde 

araĢtırıldı. 

ÇalıĢmamızda, JAK/STAT3 yolağının, inhibisyonunun, 

kaspaz 3 kaskadını aktive ettiğini, bu yolla LNCaP hücrelerini apoptoza 

yönlendirdiğini ve JAK2 inhibitör AG490 veya STAT3 inhibitör S3I-201‟in 

TRAIL ile birlikte kullanımının bu etkiyi artırmadığını gösteren ilk 

çalıĢmadır. Sonuç olarak çalıĢmamız, JAK/STAT3 yolağı hedefli kanser 

tedavisinde, AG490 ve S3I-201‟in sitotoksitesi yüksek kemoterapötik 

ajanlarla birlikte kullanılmasının, uygun apoptotik etkiye düĢük doz ve 

sürede ulaĢtırabilmesine bağlı olarak, klinik açıdan yararlı olabileceğine 
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dikkat çekmektedir. Ayrıca, JAK/STAT3 yolağının moleküler etkilerinin tam 

olarak belirlenmesi prostat kanserinin tedavisi için yeni moleküler 

hedeflerin tanımlanmasına olanak sağlayacaktır. 

Anahtar Kelimeler: Prostat Kanseri, JAK/STAT Yolağı, 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, S3I-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 S3I-201 and TRAĠL combination not increase this effect. In 

conclusion, our study draws attention to the possible clinical effectiveness 

of use of AG490 or S3I-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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