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OZET

Prostat kanseri, prostat bezi hiicrelerinde biiyiime ve bdliinme kontroliiniin
kaybiyla organ hacminde meydana gelen biiylime olarak tanimlanmaktadir. Prostat
kanseri diinya genelinde en ¢ok tani1 konulan ikinci kanser tiirii olup, erkeklerde kanser
nedeniyle 6liim vakalarinda altinci sirada yer almaktadir. Androjenler prostat kanseri
gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte prostat kanserinin
metastatik formlariin androjenlerden bagimsiz olmasi nedeni ile yiiksek mortalite
oranlar1 goriilmektedir. Bu nedenle prostat kanseri tedavisine yonelik olarak yeni
terapotik hedeflerin arastirilmasi halen arastiricilarin ilgi odagi olup, bu hedeflerin

etkilesime girdikleri hiicresel sinyal yolaklari aydinlatilmaya ¢aligilmaktadir.

Anti-kanser stratejilerden bir tanesi kanserli hiicrelerin asir1 ¢ogalma
potansiyelinin indirgenmesine yonelik calismalardir. Bu mekanizmada 6nemli rol
oynayan siklinler ve sikline bagimli kinazlar (CDK) yer almaktadir. CDK protein
ailesinin ana gorevi hiicre siklusunu yonetmek ve hiicrelerin saglikli bir sekilde
boliinmesini saglamaktir. Kanser hiicrelerinde CDK’larin asir1 aktivasyonu hiicrelerin
engellenemeyen bir sekilde siirekli olarak siklusta kalmalarin1 ve asir1 ¢ogalmalarini
saglar. Yeni nesil CDK inhibitorlerinden roscovitine (CYC202, seliciclib) ve
purvalanol kendilerine 6zgli CDK hedeflerini inhibe ederek hiicre ¢ogalmasina ket
vururlar ve bu nedenle yiiksek apoptotik potansiyele sahip ajanlar olarak literatiirde

yer almaktadirlar.

Bu tez kapsaminda mTOR susturmasi gerceklestirilmis, androjen reseptorii
pozitif LNCaP ve negatif DU145 ve PC3 prostat kanseri hiicre hatlarinda yeni nesil
CDK inhibitorleri roscovitine ve purvalanol uygulamalari ile terapotik modelin
apoptotik yetkinliginin molekiiler mekanizmasinin anlasilabilmesi, mTOR ile iliskili
cesitli sinyal kaskadlarinin tetiklenen apoptotik ve/veya mekanizmalarda roliiniin
gosterilmesi amacglanmaktadir. mTOR siRNA uygulanmasina ihtiya¢ duyulmasi,
mTOR inhibitdrii olan rapamycinin mTOR inhibisyonunu geri doniisiimli sekilde

gerceklestirmesinden kaynaklanmaktadir. Rapamycin, mTOR kompleks 1’i inhibe

Xii



ederken, mTOR kompleks 2’ye duyarsizdir. Bu sebeple, mTOR siRNA kullanim1 tiim

mTOR komplekslerinin baskilanmasi agisindan avantajlidir.

PC3 ve LNCaP hiicrelerinde CDK inhibitorleri purvalanol ve roscovitine’in tek
baslarina ve mTOR yoksunlugunda, mTOR’un alt ve iist sinyal yolaklarina olan
etkileri Pathscan ELISA analiziyle taranmistir. Bu ilaglarin CDK’den bagimsiz
etkilerinin bulundugu; purvalanoliin mTOR ve mTOR iliskili farkli kinaz molekiilleri
tizerinde roscovitine’den daha yetkin oldugu goriilmiistiir. PC3 ve LNCaP hiicre
hatlarinda mTOR yoksunlugunun CDK inhibit6rlerinin apoptotik etkilerine ket
vurdugu ve mTOR tarafindan diizenlenen Statl ve Stat3 proteinlerinin purvalanol ve
roscovitine’in terapotik etkileri lizerinde belirleyici oldugu tespit edilmistir. Bununla
birlikte, LNCaP hiicrelerinde CDK inhibitorlerinin Stat3 Ser727 fosforilasyonunu
arttirarak Stat3-FoXO1 ve ayrica CDKS aktivitesini inhibe ederek AR-Stat3
interaksiyonlarinin azalmasina neden oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle, 6zellikle
Stat3 anlatimmin ve fosforilasyonunun hiicre sag kalimi ve hiicre 6liimiyle iliskili
yolaklarin diizenlenmesinde kritik bir rol oynadigi aciga c¢ikarilmistir. DU145
hiicrelerinde mTOR siRNA ile birlikte CDK inhibitérlerinin uygulanmasi, LNCaP ve
PC3 hiicrelerinden farkli Stat3 anlatim profiline neden olmaktadir. Bu nedenle, DU145
hiicrelerinde mTOR yoksunlugu CDK inhibitorlerinin otofaji ya da apoptoz iligkili
olarak degil ama Stat proteinleri araciligiyla CDK’lar {izerinden hiicre siklusuna etki
ettigi diisiiniilmektedir. mTOR protein ifadesini baskilayan CDK inhibitorleri farkli
hiicre sinyal yolaklarini1 da baski altinda tutarak apoptotik veya otofajik karara neden
olabilmektedirler. mTOR proteinin bu nedenle belirli bir diizeyde hiicrelerde
bulunmasi her iki sinyal yolag1 hedefleri agisindan diizenleyici olup, CDK inhitorleri
erken cevap mekanizmasinda terapotik etkiyi rapaloglar kadar etkili bir sekilde

yansitmamaktadirlar.
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ABSTRACT

Prostate cancer is defined as loss of cell growth and proliferation control in
prostate tissue cells lead to increased size of prostate gland. Prostate cancer is the
second most frequently diagnosed cancer as well as the sixth leading cause of death in
males with cancer worldwide. Androgens play a critical role in prostate cancer
development. However prostate cancer cells may progress androgen-independently
that causes higher mortality rates. Therefore, new therapeutic targets and clarification

of their signaling pathways against these aggressive forms are required.

One of the anti-cancer strategies is inhibition of over-proliferation potential of
cancer cells. In this mechanism, cyclins and cyclin-dependent kinases (CDKSs) play
important roles. Major effect of CDK protein family is regulate cell cycle and cell
division. In cancer cells, over-activation of CDKs leads to cells continuously remain
in cell cycle and causes cellular overproliferation. New generation CDK inhibitors
roscovitine (CYC202, seliciclib) and purvalanol inhibits specific CDK targets and thus
prevent cell proliferation.

In this study, purvalanol and roscovitine was used to expose the mechanism
underlying mTOR-related apoptotic and/or autophagic response and to understand
roles of mTOR depending on its signal cascades in the cell death processes via mTOR
silenced androgen receptor (AR) negative PC3, DU145 and AR positive LNCaP
prostate cancer cell lines. The purpose of using mTOR siRNA is due to a mTOR
inhibitor rapamycin’s effect on mTOR reversible. Rapamycin inhibits mTORCI
(mammalian target of rapamycin complex 1) however is not effective on mTORC2.
Therefore, using mTOR siRNA has huge advantage on silencing both complexes.

In PC3 and LNCaP cells, CDK inhibitors were used alone and with mTOR
SIRNA combination to scan and analyze differentiation upstream and downstream
targets of mTOR using Pathscan ELISA Assay. CDK inhibitors purvalanol and
roscovitine affects activation of mTOR and mTOR-related kinases in a CDK-

independent manner. However purvalanol shows more potent inhibitory function than
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roscovitine. In PC3 and LNCaP cell lines, mTOR deficiency causes blockage of
apoptotic processes induced by CDK inhibitors. On the other hand, regulation of Statl
and Stat3 proteins by mTOR seems to determine apoptotic effets of those drugs.
Increased Stat3 Ser727 phosphorylation levels by CDK inhibitors leads to decrease
Stat3-FoXO1 and CDKS5 activity. Diminished CDKS5 activity then causes AR-Stat3
dissociation. Therefore, especially differentiation in Stat3 expression and
phosphorylation status play a vital role in the manner of regulation of cell survival and
cell death pathways signalling. However, CDK inhibitors and their combination with
mMTOR siRNA leads to diverse Stat3 expression profiles in DU145 cell line. It shows
that mTOR deprivation in DU145 cells affects Statl and Stat3 protein levels and thus
alters CDK regulation in cell cycle rather than influences apoptotic and/or autophagic
signalling pathways. CDK inhibitors suppress mTOR protein and different signalling
pathways so that determine apoptotic or autophagic outcomes. The presence of mMTOR
in certain level is critical for both signalling pathways. In addition, CDK inhibitors is

appeared to less effective than rapalogs in early response mechanism.
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1. GIRIS
1.1. Prostat Kanseri Epidemiyolojisi ve Patogenez ile Tlgili Faktorler

Prostat kanseri, prostat bezi hiicrelerinde biiyiime ve boliinme kontroliiniin
kaybiyla organ hacminde meydana gelen biiylime olarak tanimlanmaktadir. Prostat
kanseri diinya genelinde en ¢ok tani konulan ikinci kanser tiirii olup, erkeklerde kanser
nedeniyle O6liim vakalarinda altinci sirada yer almaktadir. Son caligmalara gore
Amerika Birlesik Devletleri’'nde prostat kanseri, deri kanserinden sonra en yaygin
goriilen kanser tiirii olup, erkeklerde Olime yol agan ikinci kanser tiirii olarak
gosterilmistir. Ayrica Afrika kokenli erkeklerde prostat kanseri, en sik goriilen ve en
yiiksek 6liim oranina sahip kanser tiiriiyken; Asya yerlilerinde en az siklikta goériilen
kanser tipi oldugu yoniinde bulgular literatiirde yer almaktadir. Bununla birlikte, bazi
Asya ve Avrupa llkelerinde prostat kanseri vakalarinda ve bu kanser tiirline bagh
oliimlerde artig goriilmektedir (Verma ve ark. 2011). Amerika Birlesik Devletleri’nde
1975-1990 yillar1 arasindaki prostat kanseri teshisinde yasanan artig, ilk olarak
transiiretral prostatektominin ve ikincil olarak da genel prostat-spesifik antijen (PSA)
testinin kullanimiyla asemptomatik hastaliklarin tespitinde meydana gelen artis ile
korelasyon gostermektedir (Siegel ve ark. 2015) (Sekil 1.1). Tirkiye’de iller bazinda
elde edilen veriler 1s18inda, prostat kanserinin halk sagligini tehdit eden 6nemli bir
saglik problemi oldugu ve goriilme sikliginin devamli olarak arttig1 belirlenmistir. Bu
amagla gergeklestirilen bir ¢alismada, yaklasik bir sene boyunca (1 Temmuz 2008 —
30 Haziran 2009) yeni 4150 prostat kanseri teshisi konuldugu gosterilmis ve yasa bagl
olarak en sik goriilen prostat kanseri vakasi Istanbul iken, en az ise Edirne’de vaka

say1s1 saptanmistir (Zorlu ve ark. 2014) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.1. Erkeklerde farkh kanser tiplerinde yillik konulan teshis
oranlari, Amerika Birlesik Devletleri, 1975-2011 (Siegel ve ark. 2015).

il Goriilme sikhg Yasa bagh dizeltilmis oran (WHO)

Adana 241 338
Ankara 352 42.6
Edirne 226 17.7
Erzurum 15.5 194
Eskisehir 244 216
Gaziantep 12.6 236
Istanbul 296 437
Izmir 25.7 25.1
Kayseri 23.6 28.7
Malatya 264 294
Trabzon 27.8 24.6
Zonguldak 272 26

Turkey 277 35

Sekil 1.2. Tiirkiye’de yerlesim yerlerine bagh prostat kanseri insidansi ile
iliskili vaka sayillarinin 100000 populasyon iizerinden gosterilmesi (1 Temmuz
2008 — 30 Haziran 2009) (Zorlu ve ark. 2014).



1.1.1. Patogenezde Rol Oynayan Genetik Faktorler

Genis hedefler agisindan taranan genomik analizler, prostat kanserinde
karsinogenez gelisimi ile iligkili gen kopya sayisinda degisikliklerin ve kromozomal
yeniden diizenlenimlerin meydana geldigini gostermektedir. Ozellikle 8q kromozomal
bolgede kazanimlar (insersiyon) meydana gelirken; 3p, 8p, 10g, 13q ve 17p
bolgelerinde kayiplarin (delesyon) oldugu gosterilmistir. Prostat intraepitelyal
neoplazm (PIN) ve prostat intraepitelyal adenom (PIA) lezyonlar1 gibi genetik
degisimlerin prostat kanseriyle iliskili oldugu ve kanser gelisimde 6nemli bir rol
oynadig1 aciga cikarilmistir. Ayrica kopya sayisi degisimleri gegiren kromozomal
bolgelerde NKX3.1, PTEN ve MYC gibi 6nemli diizenleyici genler bulunmustur.
Buna zit olarak, tiimor baskilayici1 genlerden TP53’te meydana gelen somatik nokta
mutasyonlar1 prostat kanserinde bu tiir mutasyonlarin kopya sayis1 degisimlerine gore
daha seyrek goriildigiinii gostermektedir (Shen ve Abate-Shen 2010).

Ayrica MSMB, LMTK2 (BREK), KLK2 (hK2), KLK3 (PSA), SLC22A3,
NUDT10 ve NUDT11 genlerinde meydana gelen tek niikleotid polimorfizmleri (TNP
veya SNP) de prostat kanseri riskiyle iliskili oldugu gosterilmistir (Kommu ve ark.
2013).

Prostat kanserinde genom diizeyinde baglanti analizleriyle farkli hastalik
genlerini (HPC1, PCAP, CABP, HPC2, HPC20 ve HPCX gibi) tasiyan muhtemel gen
bolgelerini tanimlamistir. Ayrica yapilan bazi caligmalarda, prostat kanserinin
agresiflik derecestyle iliskili 5q31-33, 7q32, 19q12 kromozom bdlgeleri bulunmustur
(Reese ve ark. 2012).

Ayrica, epigenetik degisimler prostat kanserinde olduk¢a yaygin olup prostat
karsinogenezinde ve hastaligin gelisiminde 6nemli rol oynadig: ifade edilmektedir.
Anormal DNA metilasyonu, bu kanser tipinde en cok calisilan kanser iliskili
epigenetik degisimler olsa da, gilincel olarak kromatin yeniden modellenmesi ve mikro
RNA (miRNA) diizenlenimi degisimi tiizerinde yapilan c¢alismalar prostat
karsinogenezinde prostat kanseri epigenomuna, epigenetik ve genetik mekanizmalar
arasindaki iliskiye daha biitiinsel bir bakis ag¢is1 kazandirmistir (Jeronimo ve ark.
2011).

Prostat kanseri hiicreleri genlerinin promotor bdlgelerinde genellikle gen
baskilama ve neoplastik fenotipin saglanmasi anlaminda hipermetilasyon

goriilmektedir. Bu modifikasyon hormon sinyali, DNA hasar tamiri, hiicre adezyonu,



hiicre dongiisii kontrolii ve apoptoz gibi bir¢ok tiimdr baskilayici gen fonksiyonlarinin
sessizlesmesine neden olmaktadir. Bununla birlikte hipometilasyonun da c-MYC, H-
RAS gibi onkogenlerin, gizli retrotranspozonlarin aktivasyonuna ve kromozom
stabilitesinin bozulmasina neden olarak onkogenezde rol oynadigi diisiiniilmektedir
(Albany ve ark. 2011).

miRNA’lar kiigiik kodlanmayan tek-iplikli RNA’lar olup hedef mRNA’larin
stabilitesini ve translasyon verimliligini etkileyerek genlerin ifadesini diizenlemektedir
(Kim ve Kim 2013). Prostat kanserinde miRNA regiilasyonun bozulmasi epigenetik
yeniden programlamayi, apoptozun durmasini, hiicre siklusunun tesvigini, migrasyon
ve invazyonu, androjen-bagimsiz biiylimeyi saglayan alternatif mekanizmay1
etkilemektedir. miRNA genlerinin yaklagik %50’si kanser-iligkili genomik bolgelerde
bulunmaktadir (Pang ve ark. 2010, Jeronimo ve ark. 2011). Lenfoma hiicrelerinde
birgok kanser tipinde hiicre proliferasyonunu tesvik ettigi ve apoptozu baskiladigi
bilinen miR-17-92 ifadesi c-MYC tarafindan direkt olarak aktive edilmektedir
(Coppola ve ark. 2010).

1.1.2. Patogenezde Rol Oynayan Proteomik Faktorler

1.1.2.1. Prostat-spesifik Antijen (PSA)

PSA 28430 molekiiler agirliga sahip (28, 43 kDa), 237 amino asit ve bir
karbonhidrat zincirinden olusan kalikrein protez ailesi iiye enzimdir. PSA, 261 amino
asitlik preproprotein seklinde sentezlenir. Proteinin, 17 amino asitlik sinyal peptidi ve
7 amino asitlik aktivasyon peptidi olgunlagsma ve salgilanma siirecinde kesilmektedir.
PSA, katalitik ticlii Asp102/His57/Ser195 bolgesine ve diger bir¢cok kalikreinlerden
farkl1 olarak tripsin-benzeri proteolitik spesifiklik yerine kimotripsin-benzeri substrat
spesifikligi gostermektedir (Stenman ve ark. 1999, Tomao ve ark. 2014) (Sekil 1.3).



Sekil 1.3. PSA’nmin ii¢ boyutlu yapisi (Tomao ve ark. 2014).

PSA normal ve neoplastik prostatik dokuda ¢ok miktarlarda sentezlenmektedir.
Prostat kanserindeki ilerleyis ile pozitif korelasyon gosteren serum PSA ifadesi
klinikte kabul goren bir biyomarkir olmakla birlikte kansere 6zgii belirtegliginin
hassasiyeti agisindan tartismali bir hedeftir. PSA prostat-spesifik olarak géz oniine
alinsa da, diisiik konsantrasyonlarda periiiretral bezlerde ve meme dokusunda da
sentezlenmektedir. PSA glandiiler kanala salinmaktadir. Ancak prostat kanserinde
prostatik epitelyum hiicrelerinin yapist ve polarizasonu bozuldugundan PSA,
ekstraseliiler alana ve kan dolasimina salinmaktadir. PSA plazmada proteaz
inhibitorleri a-1-antikimotripsin ve a-2-makroglobulin ile kompleks olusturur ve
yalmzca %5-40’lik kismi serbest olarak bulunur. Immiinolojik testlerde serbest PSA
ve a-l-antikimotripsin’e bagli PSA oOlgiilebilmektedir. Bu nedenle prostat kanseri
vakalarinda serumdaki PSA miktar1 prostatik epitelyumdakinden 30 kat daha fazla
miktarlarda tespit edilmektedir (Chiu ve ark. 2012).

1.2.1.2. Androjenler

Androjenler, prostat bezinde liimen epitel hiicrelerinin proliferasyon ve
farklilasmasina etki ederek prostat gelisimi, olgunlasmasi ve korunmasinda 6nemli rol
oynamaktadir (Platz ve Giovannucci 2004). Androjenler hedef prostat salgi epitellerini

androjen reseptor (AR)’e baglanarak gosterirler. Prostat bezinde testosteron (T),



serumdaki birincil androjen, Sa-rediiktaz enzimi tarafindan So-dihidrotestosteron
(DHT)’a gevrilir. T ve DHT’nin her ikisi de AR’ye baglanabilmektedir. Ancak
DHT’nin AR’ye baglanma ilgisi ve olusturdugu AR kompleksinde stabilizasyonu
testosterone gore oldukga fazladir (Eikenberry ve ark. 2010). Baglanma
gerceklestiginde Androjen-AR kompleksleri fosforillenip dimerize olarak nukleusa
translokasyonlar1 gergeklesir. Nukleusa transloke olan reseptdr dimerleri, androjen
cevap elementleri (AREs)’inde PSA, transmembrane proteaz serin 2 (TMPRSS?2) gibi
hedef genlerin promotor bolgelerine baglanarak sag kalim ve biiyiime gibi cevaplarin
olugsmasini saglarlar (Tan ve ark. 2015).

Geleneksel olarak, prostat kanseri tedavisinde tiimor gelisimini baskilamak
icin androjen yoksunlugu olusturmaya ¢alisilir. Ancak bu yontem prostat kanserinin
ileriki safhalarinda, hiicrelerin androjenden bagimsiz olarak biiylime ve boliinme

yetenegi kazanmalarindan dolayi etkinligini kaybetmektedir (Khandrika ve ark. 2009).

1.1.3. Diyet ve Cevresel Faktorler

Sigara ve alkol kullanimi, yasam tarzi, yas, radyasyon, peptisitler ve diger
cevresel karsinojenler, bulasici hastaliklar gibi etkenlerin prostat kanseri olusumunda
pay1 oldugu gosterilmistir. Ayrica, bircok ¢aligmada besinlerle ve takviye ilaglarla
kalsiyum (Ca*?) aliminin da prostat kanseri hiicrelerinin biiyiime ve metastazini tesvik
ederek prostat kanseri riskini arttirdigi tespit edilmistir. Ancak, farkli ¢alismalarda
kalsiyumun ileri diizey prostat kanseri vakalarinda ters etki gosterdigi; yalnizea diisiik
diizey prostat kanseri vakalarinda kanser gelisimiyle pozitif iligkili oldugu saptanmistir
(Ma ve Chapman 2009, Kristal ve ark. 2010). Yiiksek derece pisirilen etin 2-amino-1-
metil-6-fenilimidazo(4,5-b)piridin (PhIP) gibi karsinojenlerin olusmasina neden olur.
Yapilan ¢alismalar fazla et —6zellikle islenmis ve fazla pisirilmis et, tiiketiminin prostat
kanseri riskini arttirdigini isaret etmektedir. Ayrica total yag ve hayvansal yaglarin
miktarindaki artig da prostat kanseri riskiyle pozitif korelasyon gostermektedir (Ma ve
Chapman 2009).

Soya proteinleri, domates ve likopen, vitamin E, selenyum, balik yagi ve ®-3
yag asitleri, turpgiller ve yesil ¢ay prostat kanserinde androjen metabolizmasi, hiicre
siklusu, mitokondriyal membrane potansiyelinin korunumu, insiilin-benzeri biiyiime
faktorii (IGF)-Akt sinyali ve oksidatif strese cevap gibi karsinojenik yolaklara etki
ederek kemopreventif ozellik gosterirler. Ornegin, domateste yiiksek seviyelerde

bulunan lipofilik bir karotenoid olan likopen LNCaP, DU145 ve PC3 prostat kanseri



hiicre hatlarinda siklin D, siklin E ve siklin-bagimli kinazlarin seviyesini diislirerek

mitozun durmasina neden olmaktadir (Venkateswaran ve Klotz 2010).

1.2. Prostat Kanseri Terapi Modelleri

1.2.1. Hormonal Terapi

Prostat kanseri vakalarinda androjen baskilama terapisi (ADT) metastatik ve
lokalize prostat kanseri vakalarinda yayginca kullanilan tedavi yontemidir. Lokalize
prostat kanserinde ADT, prostatektomi (prostat bezinin tamaminin ya da bir kisminin
ameliyatla ¢ikarilmasi) yonteminden sonra ikincil yontem olarak kullanilmaktadir.
ADT, prostat kanserinin ilk evrelerinde etkili olsa da, kanser hiicreleri zamanla
androjene direngli hale gelebilmektedir (Hudes ve ark. 1995, Nomiya ve ark. 2013,
Cetnar ve Beer 2014).

ADT’de en baslarda oral dietilstibesterol (DES) uygulamasi kullanilmaktaydi.
DES, androjenin etkisini notralize etmektedir. Ancak serum seviyesinde ani
testosteron yiikselmesine ve cinsel islev bozukluklarina yol agmaktadir. Takibinde
16prolid (Lupron), goserelin (Zoladeks) gibi liiteinlestirici hormon-salici hormon
(LHRH) agonistleri kullanilmaya baslanmis ancak yan etkileri DES ile benzer
olmustur. Setroreliks (Setrotid), abareliks ve orgalutran (Ganireliks) gibi LHRH
antagonistlerinin uygulanmaya baslamasiyla bu yan etkiler ortadan kaldirilsa da
LHRH agonistleriyle etkinligi benzemektedir.

Testosteron diisiik miktarlarda adrenal bezlerden de salgilanmaktadir. Bu
sebeple ADT’ye ve LHRH agonistlerine cevap vermeyen hastalarda adrenal
steroidogenezi ve boylece androjen lretimini baskilayan ketokonazol diisiik doz
kortikosteroidlerle birlikte ikincil hormonal terapi olarak kullanilmaktadir.

Diger bir ADT yontemi olarak siproteron asetat gibi androjen reseptorii bloke
edici steroid ajanlarin kullanimi libido kaybina ve karacigerde hiperplaziye yol
acabilmektedir. Bu tiir yan etkiler olusturmayan flutamid, bikatulamid ve nilutamid
gibi steroid olmayan anti-androjenler ise serum testosteronunda artisa neden
olmaktadir. Bu anti-androjenlerin LHRH agonistleriyle kombine kullanimi bu tiirden

yan etkilerin azalmasini saglamaktadir (Denmeade ve Isaacs 2002).



1.2.2. Kemoterapi

Bir¢ok hasta ADT’ye ilk asamada cevap verse de prostat kanseri zamanla
androjen-bagimsiz gelisim gostermektedir. Hormona direngli prostat kanseri (HDPK)
olusumu yeni ve daha spesifik hedeflere yonelik terapi modellerinin gelistirilmesini
zorunlu kilmistir.

HDPK’de birincil terapide altin standart olan, taksan ailesine {iye anti-kanser
ajanlardan biri olan dositaksel (Taxotere) mikrotiibiil olusumunu baskilayarak, hiicre
siklusunu durdurak ve Bcl-2’nin fosforilasyonunu saglayarak apoptozu indiikler.

Dositaksele cevap vermeyen hasta gruplarinda ise ikincil kemoterapi olarak
ikinci-jenerasyon Tubulin inhibitorii kabazitaksel (Jevtana) ve abirateron asetat
kullanilmaktadir. Her iki ilacin da faz III denemelerinde genel sag kalimi arttirdig
gosterilmis, bu ilaclar Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’daki saglik otoriteleri
tarafindan onaylanmistir. Daha giincel olarak, oral AR-sinyal inhibitorii olan
enzalutamid (Xtandi)’in dositaksele cevap vermeyen HDPK hastalarinda kullanimi1
Amerikan Ila¢ ve Gida Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmustir (Saad ve Miller 2014).

Kemoterapotik ilaglarla  birlikte radyoterapi uygulamasi, radyasyon
verimliligini arttirarak yiiksek riskli prostat kanseri hastalarinda genel sagkalimi

arttirabilmektedir (Gomez-Millan ve ark. 2015).

1.2.3. Radyoterapi

Prostat kanseri tedavisinde eksternal parcacik radyoterapisi (EPT) ve
brakiterapi yontemleri kullanilmaktadir. EPT yontemi yiiksek enerjili x-ray 1sinlarinin
veya proton parcgaciklarinin disardan tiimor bolgesine verilmesiyle gerceklestirilir. Bu
yontemde tiimor dokularmin lokazyonunun iyi tespit edilip normal dokularda
iritasyona yol agmayacak sekilde uygulamanin planlanmasi 6nemlidir. Brakiterapi
yontemi ise radyoaktif materyallerin prostat dokusunun icine uygulanmasiyla
gerceklestirilir.

Son yapilan bazi ¢alismalarda radyoterapinin ADT ile kombine uygulamasi
prostat kanserinin niiksetme aralifini uzattifi ve hastalarda sag kalimi arttirdig:

gosterilmistir (Nomiya ve ark. 2013).



1.3. Prostat Kanseri Olusumu ve Tedavisinde Temel Molekiiler Mekanizmalar

1.3.1. Hiicre Dongiisii

Hiicre boliinmesi, DNA replikasyonu ve replike olmus kromozomlarin iki ayr1
hiicreye ayrilmasi ile birbirini izleyen iki siirecten olusmaktadir. Aslinda hiicre
boliinmesi Mitoz —niiklear boliinme siireci, ve interfaz evresi —iki mitoz fazi arasindaki
ara faz, olarak iki asamaya boliinmektedir. Mitoz evresi profaz, metafaz, anafaz ve
telofaz asamalarini igerirken; interfaz evresi de G1, S, ve G2 fazlarindan olusmaktadir
(Sekil 1.4). DNA replikasyonu interfazin S fazinda gergeklesmektedir. G1 araliginda,
S fazi Oncesi hiicrede DNA sentezi igin gerekli degisiklikler meydana gelir ve
takibinde hiicreyi mitoza hazirlayan G2 araligina girilir. G1, S, G2 ve M fazlarn
standart hiicre dongiisii agamalarini olusturmaktadir. G1 araligindaki hiicreler anti-

mitojenik sinyaller ya da dogru mitojenik sinyallerin yoklugunda, DNA

replikasyonundan once biliylime ve proliferasyonun durdugu dinlenme evresi GO’a

girebilmektedir (Vermeulen ve ark. 2003, Chen ve ark. 2008).
G D

Sekil 1.4. Hiicre dongiisii fazlar: ve diizenleyici CDK/siklin kompleklerinin
hiicre dongiisiindeki etkinlik noktalar1 (Vermeulen ve ark. 2003).



1.3.1.1. Sikline bagl kinazlar (CDKlar)

Hiicre dongiisii fazlar1 arasindaki farkli hiicresel proteinler tarafindan
diizenlenmektedir. Serin/treonin protein kinaz ailesine iiye siklin-bagimli kinazlar
(CDK) hiicre dongiisiintin belirli noktalarinda (checkpoints) aktive olan anahtar
diizenleyici proteinlerdir. Simdiye kadar dokuz CDK tanimlanmis olup, bunlardan bes
tanesi hiicre dongiisii boyunca aktiftir. Ornegin; G1 fazinda CDK4, CDK6 ve CDK2,
S fazinda CDK2, M fazinda ise CDK1 aktive olmaktadir. CDK aktive oldugunda bazi
downstream proteinleri fosforile etmektedir. CDK?7, siklin H ile birlikte CDK aktive
edici kinaz olarak davranir. CDK protein seviyeleri hiicre dongiisii boyunca sabit
kalirken, siklinlerin seviyeleri artip azalarak CDK’lar1 periyodik olarak aktive eder.
Farkli siklinler, hiicre dongiisiiniin farkli fazlarinda goérev alirlar (Vermeulen ve ark.
2003) (Sekil 1.4).

Kanser, genellikle hiicre boliinmesini kontrol eden mekanizmada meydana
gelen bozulmayla iligkilidir. Bir¢ok kanser tipinde, dzellikle G1/S fazi gecisinde
kontrol mekanizmasinda degisimler goriilmektedir (Mohamed ve ark. 2013). Hiicre igi
ve hiicre dis1 proliferasyon inhibe edici sinyallerdeki bozukluklar hiicre dongiisii
kontroliiniin kayb1 ve kanserlesmeyle sonuglanmaktadir (Nakayama ve Nakayama
2006).

1.3.1.2. Siklinler

Siklin D1 CDK4 ve CDKG6 ile iliskiye girerek retinoblastoma protein (pRB)’i
fosforilleyip inaktive eder ve bdylece proliferasyon-iligkili E2F hedef genlerinin
ifadesini saglar. Siklin D1’in hiicre dongiisiine pRB-bagimli etkisinin yanisira, siklin
D1 hiicresel migrasyonda, DNA hasar cevabinda ve tamirinde, ve kromozom
stabilitesinde rol oynamaktadir (Casimiro ve ark. 2012).

Filamin A ve Ral GEF Rgl2'® gibi proteinler siklin D1-CDK4 kompleksi
tarafindan fosforile olarak hiicre motilitesinin artmasina neden olmaktadir. . Siklin
D1K12E mutantlart CDK4 ve CDK6’y1 aktive edememekte ve hiicre migrasyonunun
azalmasma neden olmaktadir. Ayrica siklin DI’in p27""’e baglanmasi hiicre
migrasyonuna katki saglamaktadir (Jaffe ve Hall 2005, Villalonga ve ark. 2006,
Satyanarayana ve Kaldis 2009). Siklin D1’in CDK4/CDK6’dan bagimsiz olarak

p27KPL>e baglanmasi ve boylece Rho GTPaz’mi aktive etmesinin yaninda ROCKII ve

trombospondin 1 (TSP-1) transkripsiyonunu arttirmaktadir (Villalonga ve ark. 2006,
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Chen ve ark. 2008). Siklin D1’in kanser hiicrelerinde devamli amplikasyonu ve fazla
anlatimi; mitojenik biiyiime faktorleri, sitokinler, ekstraseliilar matriks proteinleri
(ESM) ve baz1 genler tarafindan ifadesinin artisi, Rho/ROCK sinyali ve TSP-1
ifadesini kontrol ederek kanser hiicrelerinde invazyon ve metastazda énemli bir rol
oynadigini isaret etmektedir. Siklin D1¥!?E mutantlari CDK4 ve CDK6’y1 aktive
edememekte ve hiicre migrasyonunun azalmasina neden olmaktadir (Croft ve Olson
2006, Li ve ark. 2006, Casimiro ve ark. 2012).

Siklin A2’nin, hiicre déngiisiinde DNA replikasyonu sirasinda CDK2’yi aktive
etmesi ve G2-M gegisinde CDK1’i aktive etmesi bakimindan iki Onemli rolii
bulunmaktadir. Son yapilan c¢aligmalarda, siklin A2’nin aym1 zamanda CDK’den
bagimsiz olarak sitoskeletal organizyonu ve hiicre migrasyonu diizenledigi
gosterilmistir. Siklin A 2ifadesinin azalmasi hiicrede aktin filament dagiliminin
degisimine ve hiicre migrasyonunun artmasina neden olur. Siklin A2, bir aktin
diizenleyici olan RhoA’yla interaksiyona girerek hiicre migrasyonunun azalamasina
yol agar. Metastatik kanser hiicrelerindeki siklin A2 ifadesi invasiv olmayan kanser
hiicrelerindekinden daha azdir (Provenzano ve Keely 2011)(Bach ve ark. 2005,
Casimiro ve ark. 2012, Li ve ark. 2014).

Siklin E’nin CDK’den bagimsiz olarak kromozomal instabilitede rol oynadigi
diistiniilmektedir. Siklin E indiiksiyonu, si¢an fibroblastlarinda ve insan epitel
hiicrelerinde andploidiye neden olmaktadir. Ayrica birincil insan hiicrelerinde
diizensiz siklin E ifadesi ve yetersiz p53 anlatim1 genetik instabiliteye yol agmaktadir.
Fare akciger modelinde, degrasyon-direncgli siklin E’nin yiiksek anlatimi, servikal
intraepitelyal neoplazi (SIN) sergileyen akcigerde dizplaziye, multipl akciger
adenokarsinoma ve tiimorlere neden oldugu saptanmistir (Hwang ve Clurman 2005).

Siklin B1’in fazla ifadesinin arttig1 kolorektal kanser, kii¢iik olmayan akciger
kanseri, bas ve boyun skuamoz hiicre karsinom gibi ¢esitli insan tiimorlerinde rapor
edilmistir. Buna ek olarak, siklin B1 fazla anlatiminin andploidi ve yiiksek hiicre
proliferasyonuyla iliskili oldugu belirlenmistir (Song ve ark. 2008, Satyanarayana ve
Kaldis 2009).

11



1.3.1.3. Dogal CDK inhibitiorleri

CDK inhibitorleri (CKI) INK4 ailesi ve WAF/KIP ailesi iiyelerinden
olusmaktadir. INK4A (p16), INK4B (p15), INK4C (p18) ve INK4D (p19) CDK4 ve
CDK6’ya baglanarak bu kinazlar1 inhibe ederken; WAF1 (p21), KIP1 (p27) ve KIP2
(p57) ise Gi/S CDK’leriyle heterotrimerik kompleks olustururarak CDK'’lerin
inhibisyonunu saglarlar (Malumbres ve Barbacid 2001)(EImore 2007, Lim ve Kaldis
2013).

pl6 geninin tiimorlerin birgogunda degisiklige ugradigi ve delesyon, nokta
mutasyonu ve hipermetilasyon gibi farkli mekanizmalarla inaktive oldugu
gosterilmistir. p16 geninde degisim gerceklesen hiicrelerde Gi faz1 gegisinin kontrolii
saglanamamaktadir. p16 proteini CDK-siklin D kompleksinin spesifik inhibitorii
olup, pRB proteinin fosforilasyonunu engeller ve hiicre dongiisiinii Gi1 fazinda
durdurur. p19, p53 stabilizasyonunu diizenlemektedir ve mutant p19, p53°iin diizensiz
anlatimina neden olmaktadir. Biitiin insan kanser hiicrelerinde, yukarida bahsi gecen
biitiin diizenleyicilerden en az birinin anlatiminda degisiklik oldugu gosterilmistir
(Tannoch ve ark. 2000, Vermeulen ve ark. 2003).

Hiicre proliferasyonuna aracilik eden Ras, MYC veya E2F sinyal yolaklarinin
aktivasyonu DNA hasar cevabini indiikler. Bu nedenle, tiimor hiicrelerinde DNA
hasar-cevap belirtegleri olarak ATM, CHK1 ve CHK2 kinazlarinin; fosforillenmis
histon H2AX ve p53 proteinlerinin siirekli aktivasyonu goriilmektedir. Kanser
dokularinda DNA hasar cevabi, erken pre-invaziv donemde en yliksek seviyeye ulasir.
Temelde, ATM-CHK2-p53 diizenleyici yolagindaki spesifik mutasyonlar DNA hasar
cevabinin bozulmasina neden olur. p53-p21’in transkripsiyonel aktivatorii,
yoklugunda CDK inhibitérii p21 ifadesinin azalmasi CDK’lerin fazla aktif olmasina
yol acar. Ayrica, CDK’lerin inhibitdr bolgelerinin fosforilasyonunu kaldiran Cdc25
fosfatazin aktivasyonu da CDK’lerin hiper-aktivasyonuna sebep olmaktadir. Boylece
hasarli DNA varliginda hiicre dongiisii devam ederek genomik instabilite meydana
gelmis olur. p21 ve bununla birlikte p27 yoklugu da, CDK1 aktivitesinin kontrol
edilemediginden malign tiimorlerin olusumuna katki saglamaktadir (Massague
2004)(Bloom ve Pagano 2003, Fan ve ark. 2005, Malumbres ve Barbacid 2009) (Sekil
1.5).
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Mitojenik sinyaller

\CDCZS = CHK1 <= ATR

Sekil 1.5. Dogal CDK inhibitorleri ve hiicre dongiisiinii diizenleyici
yolaklarin interaksiyonu (Massague 2004).
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1.3.2. Hiicre Dongiisiinii Durdurmaya Yonelik Stratejiler

CDKlerin hiicre dongiistinde ve onun kontrol noktalarinda oynadigi merkezi
rol ve birgok kanser tipinde genetik ve epigenetik faktorlerin etkisiyle fazla
anlatimlarmin olmasi, hiicre dongiistinii durdurmada CDK’leri birincil hedef haline
getirmektedir (Park ve Lee 2003, Lapenna ve Giordano 2009, Satyanarayana ve Kaldis
2009).

CDK aktivitesine miidahalede direkt olmayan strateji —CDK aktivitesini
diizenleyen proteinlerin hedeflenmesi, ve direkt strateji —CDK'’lerin katalitik
aktivitesinin inhibe edilmesi, olmak iizere iyi yaklagim bulunmaktadir. Direkt olmayan
strateji CKi’lerin fazla anlatiminin saglanmasi, CKi’leri taklit eden peptidlerin
sentezlenmesi, siklin seviyesinin diisliriilmesi, proteazomal mekanizmanin
diizenlenmesi, CDK fosforilasyon durumunun ve onu diizenleyen enzimlerin
modiilasyonunu kapsarken; direkt strateji ATP’nin CDK’ya baglanmasinin yarigsmali
olarak inhibisyonunu kapsamaktadir (Vermeulen ve ark. 2003).

1.3.2.1. Purin analoglar: roscovitine ve purvalanol

2,6,9-tickonumlu piirinler ilk kullanilan diisiik molekiiler agirlikli CDK
inhibitorleri arasindadir. CDK inhibitorlerinin piirin  grubundan roscovitine ve
purvalanol CDKI1, 2, 4, 7 ve 9’un ATP baglanlanma bolgelerine yarigmali olarak
baglanarak bu kinazlar1 inhibe etmektedir (Goodyear ve Sharma 2007).

Roscovitine (CYC202, Selisiklib, Sekil 1.6) segici olarak CDK2/siklin E,
CDKl/siklin B, CDKS5, CDK7/siklin H, CDK9/siklin T1°1 ve ayrica RNA polimeraz
[1-bagimli transkripsiyonu inhibe eder (Yin ve ark. 2015). Roscovitine akciger, meme
ve nazofaringeal kanserinde faz 2; glomerulonefritte ise faz 1 klinik deneme safhasina

ulagmistir (Bach ve ark. 2005, Bettayeb ve ark. 2008).
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Sekil 1.6. Roscovitine’in kimyasal yapisi1 (Doleckova ve ark. 2013).
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Purvalanol, piirin tiirevi spesifik bir Cdk inhibitori olup Cdk 1 ve 2’yi inhibe
ederken diger bir piirin CDK inhibitorii olomisine gére 1000 kat daha etkili bir ajandir
(Sekil 1.7). Yapilan in vitro ¢alismalarda Purvalanol hiicre biiyiimesini azaltmakta ve
G2/M’de hiicre siklusunun durmasina neden olmaktadir. Bu durum, Cdk 1 inhibisyonu
ve p42/p44 mitojen aktive protein kinazin (MAPK) inhibisyonu sonucunda meydana
gelmektedir. Daha Once yapilan ¢aligmalara gére Purvalanol, kaspaz aktivasyonunu

tetiklememekte, ancak doza bagli olarak apoptotik mekanizmay1 aktive etmektedir.

(Dai 2003).
R\N‘ : “Cl
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Purvalanol A

Sekil 1.7. Purvalanoliin kimyasal yapis1 (Knockaert ve ark. 2002).

1.3.3. Hiicre Sag Kahm ve Oliim Karar1

1.3.3.1. Programl hiicre éliimii, Apoptoz

Apoptoz terimi ilk defa 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan
cikarilan bir makalede kullanilmistir ve bu terim bir diger hiicre 6limii sekli olan
nekrozdan patolojik ve fizyolojik farkliligini belirtmektedir (Sekil 1.8). A-poe-to-sis
(apoptoz) yunancada agagtan diisen yaprak veya ¢igekten ayrilan petal anlamina
gelmektedir (Watson 2006, Elmore 2007, Duiker ve ark. 2010, Hongmei 2012).
Fizyolojik “programli” hiicre oliimii olarak apoptoz normal doku gelisimi ve
morfogenezinde goriilebildigi gibi, radyasyon, hipertermi, kalsiyum girisi,
glukokortikoidler, sitotoksik ajanlar ve enfeksiyon gibi hiicresel stres ve hasara yol
acan durumlar tarafindan da tetiklenebilmektedir. Nekrozda inflamatuar cevap
olusurken, apoptozda bu cevap olusmaz. Apoptoz TNFa (tiimor nekroz faktor-a), Fas
(CD95/APO1) ve TRAIL (TNF iligkili apoptoz indiikleyici ligand) gibi hiicre yiizeyi
olim reseptorleri lizerinden hiicre disi sinyallerden tetiklenebildigi gibi; hiicre ici
mitokondriyal yolak tarafindan da tetiklenebilmektedir. Her iki durumda da sistein
aspartil proteazlar1 — kaspazlar, aktive olur ve sonug¢ olarak hiicreyi yikima gotiiren

mitokondriyal membran permeabilizasyonu, kromatin kondenzasyonu ve DNA
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fragmentasyonu olaylar1t meydana gelir. Bu siiregler hiicre yuvarlaklagsmasi, nukleus
fragmentasyonu, “apoptotik body” denen sitoplazma ve bozulmamis organelleri iceren
vesikiillerin olusumuna neden olarak hiicreyi morfolojik olarak karakteristik bir
degisime sokar (Fan ve ark. 2005, Nikoletopoulou ve ark. 2013) (Sekil 1.8).

Ekstrinsik yolak, ekstraseliilar 6liim ligandlarini belirli 61iim reseptorleri (DR)
aracilifiyla hiicrelerin apoptotik cevap olusturmasini saglar. TNF protein ailesine iiye
TNFa, FasL ve TRAIL en iyi tanimlanmig 6liim ligandlar1 olup bu liganlar, agirlikl
olarak T hiicreleri, dogal katil (DK) hiicreler, dogal katil T (DKT) hiicreleri,
makrofajlar ve dendritik hiicreler tarafindan sentezlenir. Ligandlar 6liim reseptorlerine
baglandiginda, reseptorler konformasyonel degisiklige ugrayarak oligomerize olur. Bu
oligomerizasyon sayesinde adaptor proteinleri Fas-iligkili 6lim motifli protein
(FADD) ve TNF reseptor-iliskili 6liim motifli protein (TRADD), reseptoriin 6liim
motifine baglanir. Boylece prokaspaz 8 ve 10 gibi diisiik enzimatik aktiviteye sahip
kaspazlar adaptor proteinlerin 6liim motiflerine toplanirlar ve kendi proteolitik
kesimlerini gergeklestirerek aktif 6ncii kaspazlar haline doniisiirler (Wang ve EI-Deiry
2003, Sayers 2011). Oliim liganlari, reseptdrleri, adaptdr proteinleri ve &ncii
kaspazlarin olusturdugu yapiya oOlim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC)
denilmektedir. Bu kaspazlar, kaspaz kaskad: reaksiyonunu baglatarak efektor
kaspazlar1 (kaspaz 3, 6 ve 7)’n1 aktive eder ve siire¢ apoptozla sonuglanir. Bu siireg c-
Flip tarafindan ihhibe edilebilmektedir. c-Flip FADD’ nin 6liim motifine baglanarak
kaspaz 8’in katilimimi ve aktivasyonunu engeller (Song ve ark. 2003, Chaudhari ve
ark. 2006) (Sekil 1.9).

Sekil 1.8. Apoptotik hiicre ile nekrotik hiicrenin morfolojik olarak farki.
A, saghkl hiicre; B, apoptotik hiicre; C, nekrotik hiicre (Krysko ve ark. 2008).

Intrinsik yolak, DNA hasar1 ve oksidatif stres gibi faktdrlere bagli olarak
mitokondri dis membraninda lokalize Bcel-2 ailesi proteinleri tizerinden aktiflenir. Bel-
2 protein ailesi pro- ve anti-apoptotik proteinleri igerirler. Yaklasi 20 {iyesi bulunan bu
protein ailesinde proteinler en az bir Bcl-2 homoloji (BH) motifi igerir (Yan ve Shi
2005)(Yan ve Shi 2005)(Yan ve Shi 2005). Pro-apoptotik proteinler yalnizca BH3
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motifini paylasirlar. BH3 proteinleri pro-apoptotik molekiillerin aktivasyonunu
indiikleyerek ya da anti-apoptotik proteinlere baglanip onlar1 inhibe ederek fonksiyon
gosterirler. Bid ve Bim BH3 proteinleri Bax ve Bak proteinlerinin aktivasyonunu ve
boylece bu proteinlerin  sitoplazmadan mitokondrinin dis membranina
translokasyonunu indiiklerler. Bax ve Bak proteinleri burada porlar olusturur ve
mitokondriyal dis membran permeabilizasyonu (MDMP)’na neden olur (Youle ve
Karbowski 2005)(Lalier ve ark. 2007). Bunu takiben mitokondriden sitokrom c,
prokaspaz 9 ve Smac/DIABLO sitoplazmaya salinir. Sitozolde sitokrom c ve
prokaspaz 9 Apaf-1 adaptér proteinine baglanarak apoptozom kompleksini
olustururlar. Apoptozomda prokaspaz 9 aktif formu olan kaspaz 9’a doniiserek kaspaz
kaskadin1 baglatir ve kaspaz 3, 6 ve 7 efektor kaspazlarinin aktivasyonu sonucunda
apoptoz meydana gelir. Buna ek olarak, sitozole salinan Smac/DIABLO, anti-
apoptotik protein apoptoz proteinleri inhibitér (IAP)’lerinden X-kromozuma baglh
apoptoz protein inhibitorii (XIAP) ile interaksiyona girer. Bu sayede XIAP kaspaz 9,
3 ve 7’yi inhibe edemez ve apoptoz gergeklesir (Cillessen ve ark. 2007, Brenner ve
Mak 2009, Sayers 2011) (Sekil 9).
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Sekil 1.9. Ekstrinsik ve intrinsik apoptoz sinyal yolaklar1 (Ashkenazi
2008).

Kanser hiicrelerinde ekstrinsik yolak {izerinden indiiklenen hiicre 6liime kars1
farki mekanizmalarla diren¢ olusmaktadir. Oliim reseptorii ligasyonu ile tetiklenen
hiicre 6limii baslica olarak, anti-apoptotik proteinlerin anlatimlarinin artmasiyla ya da
pro-apoptotik proteinlerin ifadesinin azalmasi ya da yetersiz kalmasiyla inhibe olur.
Ornegin; ilaca direngli 16semi ve ndroblastomda CD95 anlatiminda giiclii bir diisiis
goriilmektedir. Bununla birlikte TRAIL reseptorlerinin  hiicre membranina
taginmasindaki eksiklik kolon kanseri hiicrelerinde tespit edilmis; cesitli hematolojik
malignansilerde ise CD95 geninde mutasyonlar oldugu gosterilmistir (Fulda ve
Debatin 2006, Duiker ve ark. 2010).

Apoptoz diizenlenimindeki bozukluklar kanser baslangici, gelisimi ve metastaz
gibi onkogenez siireciyle baglantilidir. Hiicre biiylimesine yol agmayip, farkli stres
kosullarinda hiicre 6liimiinii engellemesinden dolayr Bel-2 anti-apoptotik proteini

atipikal onkogen olarak tanimlanmistir. Folikiiler lenfoma vakalarinin %85’inde bcl-2
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onkogeninin  immiinoglobulin  agir zincir gen lokusuna  kromozomal
translokasyonunun meydana geldigi tespit edilmistir. Apoptoza kars1 direncin
artmasmin farkli mekanizmalarla gelisti§i bircok farkli kanser hiicrelerinde
gosterilmistir.  Somatik mutasyonlardan ve transkripsiyonel ya da post-
transkripsiyonel diizenlemedeki anormalliklerden dolayr pro-apoptotik protein Bax
ifadesinde ve Oliim reseptorlerinden gelen sinyaldeki azalma bu direnci olusturan
nedenlerdendir. Ancak, anti-apoptotik protein ifadelerinin artmasi, apoptozdan kagista
en sik goriilen durumdur (Portt ve ark. 2011).

Bcl-2 ailesi proteinlerinin yani sira, Apaf-1 aktivitesinin diisiisii de yumurtalik
kanseri, melanom ve 16semi hastaliklarinda tespit edilmistir. Buna ek olarak, kanser
vakalarinda en sik goriilen p53 mutasyonu intrinsik yolagi etkilemektedir. p53
aktivasyonu Puma, Noxa ve Bid gibi pro-apoptotik proteinlerin ifadesini arttirir. Bu
nedenle p53 stabilizasyonu mitokondriyal 6liim yolaginin aktivasyonu i¢in gereklidir.
p53 aymt zamanda mitokondride Bcl-2 ve Bcl-xL anti-apoptotik proteinlerine
baglanarak mitokondriyal membran stabilizasyonunun bozulmasina neden

olabilmektedir (Mustika ve ark. 2005, Fulda ve Debatin 2006).

1.3.3.2. Otofaji

Otofaji ilk defa 1963 yilinda Christian de Duve tarafindan kullnilmistir. “Oto-
faji” yunancada “kendini-yeme” anlamina gelmektedir. Evrimsel olarak korunmus bu
sag kalim yolag1 besin eksikligi veya metabolik stres kosullar1 altinda sitoplazmik
bilesenlerin degradasyonu, ATP geri donilisimii ve hiicresel biyosentezin
korunmasinda rol oynamaktadir. Otofaji besin yetersizligi, hipoksi ve aktif onkogenler
tarafindan tetiklenebilmektedir. Ayrica bu yolagin ikili rolii bulunmaktadir; hiicresel
bilesenlerin sindirimi sonucu hiicre Oliimii ve metabolik stres altindaki kanser
hiicrelerinin sag kalimim1 saglama ve radyoterapi ve kemoterapiye karsi direng

olusturma (Pavlides ve ark. 2012) (Sekil 1.10).
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Sekil 1.10. Otofajik hiicre morfolojisi. A, saghkl hiicre; B, otofajik hiicre
(Nikoletopoulou ve ark. 2013).

Otofaji, hasarli organellerin veya hiicresel atiklarin otofagozomlar tarafindan
cevrelenip bu otofagozomlarin igeriklerini degrade etmek {iizere lizozomlarla
birlesmesi siireclerini kapsamaktadir. Otofaji, ULK1, Atgl3 ve Atgl7 proteinlerinden
olusan ULK1 (insan ATG1 homologu) kompleksinin mTORC1 (memeli rapamycin
hedefi 1) kompleksi stres sinyalleri ile birlesmesiyle baslar (Chan 2009). mTORC1
kinaz aktivitesi inhibe edildiginde otofagozom olusumu meydana gelir. Bu olay
Vsp34, PI3K (siif 3 fosfoinositid 3-kinaz) ve Beclin 1’in kompleks olugturmasini
kapsamaktadir (Funderburk ve ark. 2010). Beclin 1/Vsp34 tarafindan PtIns3P’nin
olusumu, otofagozom olusumda gorevli diger Atg (otofaji-iliskili gen) iriinlerinin
sentezi i¢in gereklidir. Baglangi¢ fazinda Atg5-Atgl2-Atgl6 kompleksinin olusmasi
LC3-I (sitozolik-iligkili protein hafif zincir 3)’in membrana baglanan lipid eklenmis
hali LC3-II"ye doniismesini saglar. LC3, fosfatidiletanolamine konjuge olarak ve
Atg7- ve Atg3-bagimli aktivasyon ile otofagozom membrani ile birleserek sistein
proteaz Atg4 tarafindan LC3 kesilimini, takip eden kaskadina transfer olur.
Otofagozom olusumu tamamlandiginda, LC3-II liiminal membrana bagl kalirken, Atg
proteinleri sitozole geri doner. Olgunlasmis otofagozomun lizozom ile fiizyonu
gerceklesene kadar LC3-II otofagozom membraninda kalir ve otofaji gézlemlerinde
genellikle LC3-II’nin bu aktivitesi kullanilir (Mizushima 2007, Eskelinen ve Saftig
2009). Ayrica LC3-1l ubikuitinlenmis protein agregasyonlarinin otofajik
degradasyonunu saglayan adaptor protein p62/sekuestezoml (SQSTM1)’e baglanir.
Normalde p62/SQSTMI1 otofaji siirecinde degrade olur. Otofaji mekanizmasindaki
bozukluklarda ise hiicrede birikir. Son asama, kiiciik RabGTPazlarina ve lizozom-
iligkili membran protein 2’ye gereksinim duyan otofagozomlarin, lizozomlarla
birleserek otolizozomlari olusturmasi ile tamamlanir (Bjorkoy ve ark. 2006)(Yang ve
ark. 2011, Brundage ve ark. 2014).
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Fare deneylerinde, otofajide meydana gelen bozukluklarin metabolik stres,
genomik hasar ve tiimorogenezle iliskili oldugu gosterilmistir. insan prostat, meme ve
over kanserlerinin %40-75’inde beclin-1 geninde monoallelik kayiplarin oldugu tespit
edilmistir (Yang ve ark. 2011). Bununla birlikte bir¢ok insan kanser hiicresinde
goriilen tiimor baskilayic1 p53, PTEN, DAPk mutasyonlar1 otofajiyi stimule ederken;
smif I PI3K, Akt ve mTOR gibi onkogenik sinyal molekiillerinin otofajiyi baskiladig
tespit edilmistir (Levine 2007)(Pattingre ve Levine 2006) (Sekil 1.11).

Selektif
substratlari .
Nukleasyon Elongasyon baglanmasi Kapanma Matiirasyon
ULK1 LC3
kompleksi konjugatlan
(o} @
\ \ argo reseptorii
ﬁ B ———— P —
/ / A ,
@] O /
Suuf III PtdIns 3- Atg12-Atg5- Lizozom
kinaz kompleksi Atgl6L1
konjugatlar Fagofor Otofagozom Otolizozom

Sekil 1.11. Memeli hiicrelerinde otofaji asamalar: ve otofajide gorev alan
molekiiler yapilar (Johansen ve Lamark 2014).

1.3.4. mTOR Sinyal Yolag:

MTOR (memeli rapamycin hedefi) fosfoinositid 3-kinase-iliskili kinaz (PIKK)
ailesine bagli, evrimsel olarak korunmus bir serin-treonin kinazdir. mTOR sinyal
yolagi birgok insan kanserlerinde siirekli aktif durumdadir (Hou ve ark. 2007). mTOR,
farkli ekstraseliilar ve intraseliilar sinyaller tarafindan uyarilan mTOR kompleks 1
(MTORC1) ve mTOR kompleks 2 (MTORC2) iki multi-molekiiler sinyal kompleksi
olusturur (Sekil 1.12). mTORCI1 Raptor, Deptor, mLST8 ve PRAS40 alt {initelerini
kapsarken; mTORC2 Rictor, mSIN1, Deptor, mLST8 ve Protor alt {initelerini igerir
(Zhou ve Huang 2010)(Oh ve Jacinto 2014).

mTORCT sinyali, biiyiime faktorleri, besin mevcudiyeti ve immiin-diizenleyici
sinyaller gibi cesitli ¢evresel faktorlere cevaben hiicresel biiylime ve proliferasyonu
indiikler. Biiylime faktorleri, sitokinler ve diger ko-stimulator sinyaller PI3K’iin ve
takibinde Akt aktivasyonunu saglarlar. Akt, MTORCI1 baskilayici faktér Tuberoz
Skleroz Kompleks (TSC)’i inhibe eder (Ji ve Zheng 2010). Akt ayrica, MTORC1’de
inhibitér rol oynayan PRAS40’1 fosforile ederek, bu proteinin kompleksten
ayrilmasini saglar. TSC inaktivasyonu sayesinde GTP-bagli Rheb proteini mTORC1
ile interaksiyona girer; bu sayede mTORC1, p70-S6 kinaz (S6K) ve dkaryotik baslatici
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faktor 4E baglayici protein (4E-BP)’nin fosforilasyonuna neden olarak hiicre biiylime
ve proliferasyonunu saglayan protein translasyonunun indiiklenmesini saglar.
mTORC?2 de hiicre sag kalim1 ve hiicre iskeleti organizasyonunda gorev almaktadir
(Xu ve ark. 2012).

Anti-fungal ajan olan rapamycin 12-kDa FK506 baglayici protein (FKBP12)’e
baglanarak mTORC1’1 inhibe eder. Ancak rapamycin, mMTORC2 inhibisyonunda ayn1
etkinlige sahip degildir (Malik ve ark. 2013) (Sekil 1.12). Ayrica bazi tiimor
modellerinde, rapamycinin apoptozu ya da otofajiyi indiikledigi gosterilmistir. mTOR
inaktivasyonu sonucunda, S6K1 hedefi olan pro-apoptotik Bad proteini aktive olarak
apoptotik cevap olusabilmektedir. Bununla birlikte besin yetersizligi ve amino asit
yoksunlugu gibi faktorler mTOR inhibisyonuna yol agarak otofaji tetiklerler (Faivre
ve ark. 2006).

Rapamycin ve analoglarinin klinikteki basarisi lenfoma, bobrek hiicreli kanser
ve TSC-iliskili timorlerle sinirli kalmigtir. Bu ilaglara terapotik direncin gelismesinde
Akt kinaz1 iizerinden geribesleme sinyalleri, paralel sinyal yolaklar1 ve kisith ilag
hedeflenmesi rol oynamaktadir. Bu nedenle mTORC1/2 komplekslerinin veya
MTOR/PI3K proteinlerinin ikili olarak hedeflenmesi gibi stratejiler kapsaminda
BEZ235 gibi ikinci jenerasyon ilaglar gelistirilmistir. Ancak BEZ235’in PI3K- veya
MY C-bagimli tiimor direncine yol agtig1 bildirilmis ve bu diren¢ mekanizmasinda,
mTOR kompleksleriyle interaksiyonu olan JAK/STAT yolaginin asagi yonlii
bilesenlerinden Stat3’{in rol oynadigi tespit edilmistir (Jin ve ark. 2014).
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Sekil 1.12. mTOR sinyal kaskadi. mTORC1 ve mTORC2’nin yukari ve
asag1 yoniinde rol oynayan elemanlar ve mTOR komplekslerinden iletilen
sinyallerin yol actig1 hiicresel aktiviteler gosterilmistir. Rapamycin FKBP12’ye
baglanarak mTORCI1 inhibisyonuna neden olurken, mTORC?2 inhibisyonu icin
rapamycin dozunun ya da uygulama siiresinin arttirilmasi gerekmektedir (Xu ve
ark. 2012).

1.3.5. JAK/STAT Sinyal Yolag

Memelilerde STAT 1, 2, 3, 4, 5A, 5B ve 6 olarak 7 farkli STAT proteini vardir.
Janus kinaz (JAK) ailesi ise JAKL, 2, 3 ve Tirozin kinaz 2 (Tyk2) proteinlerini
kapsamaktadir. Hiicrelerin interlokin-6 (IL-6) veya interferon-gamma (IFN-y) gibi
sitokinlere maruz kalmasiyla JAK iliskili sitokin reseptorleri aktif hale geger ve
STAT’lar1 fosforile eder. STAT’lar homo- ya da heterodimer olusturur ve nukleusa
transloke olurlar. Burada hedef gen sekanslarma baglanarak bu genlerin
transkripsiyonunu baglatirlar (Dutta ve Li 2013). JAK/STAT sinyal yolagi, sitokinlerin
varliginda hiicre proliferasyonunun, sag kaliminin, farklilagma ve immun cevabin
diizenlenmesinde merkezi bir rol oynamaktadir (Vainchenker ve Constantinescu
2013). Bu sinyal yolagmin onkogenezde de oOnemli bir rolii vardir STAT
aktivasyonuna ek olarak JAK sinyalleri, mitojen-aktive protein kinaz (MAPK), PI3K
ve Akt/mTOR yolaklarini da aktive etmektedir. Buna ek olarak, STAT proteinleri Src
ailesi kinazlar1 gibi diger kinazlar tarafindan da aktive edilebilmektedir. STAT3 ve
STATS aktivasyonu lenfoid ve myeloid malingnansilerde o6nemlidir. Klasik
myeloproliferatif neoplazm (MPN)’larin %350’sinden fazlasinda JAK2 geninde

tekrarlayan aktive edici somatik mutasyonlar tespit edilmistir. Ayrica, hematolojik
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malignansilerde JAK2, JAKI1, JAK3 genleri ve JAK diizenleyicilerinin genlerinde
degisimler saptanmistir (Dutta ve Li 2013).

Prostat kanserinde Cdk5’in metastazi diizenledigi bilinmektedir. Son yapilan
calismalarda Cdk5’in, STAT3 i Ser727’den fosforile ederek STAT3 aktivasyonunu
sagladig1 ve protein-protein interaksiyonu ile androjen reseptor (AR) aktivasyonunu

tesvik ettigi gosterilmistir (Hsu ve ark. 2013) (Sekil 1.13).
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Sekil 1.13. Sematik olarak JAK/STAT sinyal yolaginin sunumu (Harrison
2012).

1.3.6. MAPK Sinyal Yolag:

Mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) yolag1 ekstraseliiler sinyalleri biiyiime,
proliferasyon, farklilasma, migrasyon ve apoptoz gibi hiicresel mekanizmalar iletir
(Sekil 1.14). Membran reseptorlerine (6rnegin bir tirozin kinaz reseptorii olan EGFR)
ligandlarin baglanmasiyla reseptoriin sitoplazmik bdlgesinde tirozin kalintilart
fosforile olur ve adaptor protein GRB2 (biliylime faktorii reseptorii-baglanma proteini
2) fosfotirozin kalintilarindan bu bolgelere baglanir. Guanin niikleotid degisim faktorii
SOS ise GRB2’ye baglanarak aktif hale gecer (Gobert Gosse ve ark. 2005, Modi ve
ark. 2011). Aktiflesmis SOS Ras alt-ailesi proteinlerinden (H-Ras veya K-Ras) GDP
(Guanozin difosfat) koparir. Ras bu sayede GTP baglayip aktif hale geger. Ras, Raf
proteini aktif hale gecirir. Raf, MEK (MAPKK) ve MAPK sirasiyla fosforile olur ve
MAPK, c-Myc, 40S ribozomal protein S6 kinaz (RSK), c-Fos gibi transkripsiyon

25



faktorlerinin fosforilasyonunu saglar (Dhillon ve ark. 2007, Junttila ve ark. 2008)
(Sekil 14).

MAPK sinyal yolagi kanser gelisiminde kritik bir rol oynamaktadir. Bu sinyal
yolagi, ekstraseliiler uyarana baglh olarak PI3K/Akt/mTOR yolag: gibi biiyiime ve
proliferasyondan sorumlu farkli sinyal yolaklariyla konusmaktadir (Brundage ve ark.
2014) (Sekil 14). Yapilan bazi ¢alismalarda prostat kanseri gelisiminde Akt/mTOR ve
ERK MAPK sinyal yolaklarinin regiilasyonlarinin koordine olarak bozuldugu tespit
edilmistir (Santarpia ve ark. 2012).
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Sekil 1.14. MAPK sinyal kaskadi ve diger yolaklarla interaksiyonu
(Santarpia ve ark. 2012).

1.4. Amacg

Bu calismanin amaci, mTOR susturmasi gergeklestirilmis androjene bagimli
LNCaP ve androjenden bagimsiz DU 145 ve PC3 prostat kanseri hiicre hatlarinda
CDK inhibitdrleri olan roscovitine ve purvalanol’iin terapotik etkilerinin hiicre sag
kalim ve oliim sinyal yolaklar ile iligkili olarak irdelenemesidir. Bu amagla tez
calismasi kapsaminda, mTOR’un alt ve iist sinyal yolaklarindaki kilit molekiillerin
hiicre 6liimii ve sag kalim1 cevaplarinda oynadigi roller bu molekiillerin aktivasyon ve

ifade diizeyleri lizerinden incelenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER
2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Hiicreler ve Ozellikleri

LNCaP (ATCC CRL1740), birincil timoérden tiirevlenen iyi farklilagmis
prostat kanseri hiicre hattidir. Karakteristik biyokimyasal bir belirleyici olan, prostat
spesifik antijen salgilar ve buna bagli fonksiyonel androjen reseptdrii agisindan olarak

androjene duyarlidir. p53 ifadesi dogal tip olarak tanimlanmustir.

DU 145 (ATCC HTB81), beyine metastaz yapan adenokarsinomlardan
tirevlenen ve kismen farklilagmis, hormona duyarsiz ve PSA eksprese etmeyen prostat

kanseri hiicre hattidir.

PC3 (ATCC CRL1435), kemige metastaz yapan adenokarsinomlardan
tiirevlenen, diger prostat kanseri hiicre hatlariyla ilgili bircok klinik vakadan farkli
olarak yiiksek agresif davranis gosteren p53, AR ve PSA ifadesinden yoksun bir

prostat kanseri hiicre hattidir.

2.1.2. Kullanilan Cihazlar
Kullanilan cihazlar Ek A’da yer almaktadir.
2.1.3. Hiicre Kiiltiirii Donanimlari
Hiicre kiiltiirtinde kullanilan materyaller Ek B’de yer almaktadir.
2.1.4. Kimyasal Maddeler
Calisma kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler Ek C’de yer almaktadir.
2.1.5. Kullanilan Cozeltiler

Calisma kapsaminda kullanilan ¢6zeltiler Ek D’de yer almaktadir.
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2.1.6. Kullanilan Antikor ve siRNA

Calisma kapsaminda kullanilan antikor ve siRNA’lar Ek E’de yer almaktadir.

2.2. Yontemler

2.2.1. Hucre Kiiltiira

LNCaP (ATCC CRL 1740), DU 145 (ATCC HTB81) ve PC3 (ATCC CRL1435)
prostat kanseri hiicreleri 6nerilen besiyerlerinde % 5 CO2 igeren nemli 37°C’lik etiivde
RPMI 1640 besiyerine % 10 fetal sigir serumu ve 100U/ml Penisilin/Streptomisin
eklenmesi ile elde edilen tam besiyerinde biiyiitiilmiislerdir. Her 2-3 giinde bir, hiicre

yogunluguna ve deneysel ihtiyaglara bagli olarak pasajlar1 gergeklestirilmistir.
2.2.2. siRNA Yontemi ile Gen Sessizlestirilmesi

2.2.2.1. Hiicrelerin Hazirlanmas:

3x10° LNCaP, 2,5x10° DU 145 ve 2x10° PC3 hiicresi 6 kuyucuklu petri
kaplarina ekilerek bir gece petri kabina yapismalar1 beklendikten sonra hiicrelere
SignalSilence® mTOR siRNA I, SignalSilence® mTOR siRNA II ve SignalSilence®
Control siRNA (Florescein Conjugate), CST transfeksiyonu gerceklestirilmistir. lgili
ilaglarin uygulanimlari, transfeksiyon isleminden 24 saat sonra taze medyumlarda

hazirlanarak 24 saatlik inkiibasyonlar seklinde gergeklestirilmistir.
2.2.2.2. siRNA Transfeksiyonu

Lipozom Tiirevli Ajan Kullanilarak siRNA transfeksiyonu

llgili hiicre hatlarinda lipozom tiirevli ajan ile transfeksiyon islemleri Qiagen
RNAiFect Transfection Reagent® ile 25, 30, 50 ve 75 nM’larda 1:6 oraninda;
Lipofectamine 2000, invitrogen ile 50 ve 75 nM i¢in 1:6 oraninda, XtremeGENE
siRNA Transfection Reagent, Roche® ile 100 nM i¢in 1:6 ve 1:3 oranlarinda
gerceklestirilmistir.
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Elektroporasyon Yontemi ile siRNA transfeksiyonu

LNCaP, DU145 ve PC3 hiicre hatlarinda elektroporasyon islemi 250 kV, 10
ms‘de 2 pulse seklinde Micropulser™ Electroporator, Bio-Rad ile 100 nM igin 1:6

oraninda gerceklestirilmistir.

2.2.2.3. siRNA Transfeksiyon Verimliliginin Kontrolii

Igili hiicre hatlarinda XtremeGENE siRNA Transfection Reagent, Roche® ile
gerceklestirilen mTOR siRNA [ uygulamasinin verimi floresan 1sima verebilen
SignalSilence® Control siRNA (Florescein Conjugate), CST kullanilarak
belirlenmigstir. 6 kuyucuklu petrilere ekilen hiicrelerin medyas1 transfeksiyon
isleminden 24 saat sonra yenilenerek hiicreler 24 saat daha inkiibe edilmistir.
Hiicrelerdeki siRNA transfeksiyonunun yogunlugu ve sitotoksisiteye karsi olusan
cevap, Olympus IX71 mikroskopu araciligiyla mavi floresan ve beyaz 1sikta

gozlemlenmistir.
2.2.3. Protein ifadesinin Belirlenmesi

2.2.3.1. Total Protein Izolasyonu

Toplam protein izolasyonu icin hiicreler 3x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6
kuyucuklu petrilere ekilmis; siRNA ve ilag uygulamalarini takiben hiicreler kaziyicilar
ve 1X PBS yardimiyla petri yiizeyinden kaldirilmistir. Soguk santrifiijleme islemiyle
hiicre pelleti elde edilip, toplam protein igerigi eldesi i¢gin PhosSTOP, Roche® fosfataz
inhibitor koktail ve cOmplete EDTA-free, Roche® proteaz inhibitor koktail tabletleri
¢ozdiiriilmiis cOmplete Lysis-M, Roche® lizis tamponu igerisine alinan hiicreler 20
dakika oda 1sisinda calkalayicida inkiibe edilmistir. 20 dakika 13200 rpm’de +4°C’de

santrifiijlenen 6rneklerin {ist s1vis1 yeni bir tiipe alinarak -80°C’de saklanmuistir.

Nuklear/sitoplazmik Protein Izolasyonu

Hiicreler nuklear/sitoplazmik protein izolasyonu i¢in 7x105 hiicre/kuyu olacak
sekilde 60 mm’lik petrilere ekilmis; ilag uygulamalarini takiben kaziyicilar ve 1X PBS
yardimiyla petri yiizeyinden kaldirilmistir. Soguk santrifiijleme islemiyle hiicre
pelletleri elde edilip her bir tiipteki hiicre pelleti lizerine 6nceden sogutulmus 100 pl
CER | tamponu (NE-PER® Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents)
eklenmistir. Tiipler 15 saniye vortekslendikten sonra 10 dakika buzda bekletilmistir.
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Bunu takiben tliplere CER II (NE-PER® Nuclear and Cytoplasmic Extraction
Reagents) tamponu eklenmistir. 5 saniye boyunca vortekslenen tiipler, buzda 1 dakika
boyunca bekletilmistir. Tipler daha sonra 5 saniye daha vortekslenmis ve 16000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Supernetantlar yeni tiiplere alinarak sitoplazmik
icerikler elde edilmistir. Pellete ise onceden sogutulmus 50 pul NER (NE-PER®
Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents) tamponu eklenmis, tiipler 40 dakika
boyunca 10’ar dakikalik araliklarla 15 saniye vortekslenmistir. Daha sonra 6rnekler
16000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Supernatantta kalan nuklear proteinler

yeni tiiplere alinarak -80°C’ye konulmustur.
2.2.3.2. Bradford Yiontemiyle Protein Miktar Tayini

Protein miktar analizi Bradford yontemi kullanilmistir (Bio-Rad). Burada
proteinler Coomassie brillant blue G-250’ye baglanmakta ve bir renk degisimi
olusturmaktadir. Normalde protone halde kirmizi/kahverengi renkte olan boya,
proteinle baglaninca mavi renkte goriiliir. Bu degisim mikroplaka okuyucusu ya da
spektrofotometre ile 595 nm de absorbans Slgerek belirlenir. BSA (Bovine Serum
Albumin) 1,5 pg- 7,5 pg araliginda alinarak standartlar olusturulur. Daha sonra 96
kuyucuklu petrilere 6rnekler her bir kuyucuga 1 pl olacak sekilde eklenir ve iizerlerine
200 pl Bradford soliisyonu eklenip karanlikta 5 dakika beklendikten sonra 595 nm de

6l¢tim yapilir.

2.2.3.3. SDS-PAGE Jel Hazirlanmasi

SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat (SDS) poliakrilamid jel elektroforez)
proteinlerin molekiiler biiyiikliigiinii analiz etmek i¢in kullanilmistir. Poliakrilamid
jellerle yapilan elektroforez, hem molekiiler ayrim hem de elektroforetik harekete

dayandigindan ornekteki bilesenlerin daha iyi ayrismalaria yol agmaktadir.

2.2.3.4. Protein Orneklerin Hazirlanmast

Immunoblotlama yontemi i¢in her bir 6rnekten alinan protein miktar1 Bradford
sonuglarindan elde edilen standart egriye gore protein drnekleri 5x Laemmli yiikleme

tamponu ile 1:5 oraninda karistirilarak 95°C’ de 5 dakika tutulup, buza alinmstir.
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2.2.3.5. SDS-PAGE Jelin Yiiriimesi ve PVDF Membrana Transfer

Ornekler protein belirtegler ile birlikte 75 Volt’da 2,5 saat SDS iceren yiiriitme
tamponunda (Ek D) yiiriitiilmiistiir. Jel iizerinde olan protein Ornekleri PVDF
membrana transfer edildikten sonra (% 15 Metanol igeren 1x Transfer Tamponu),
yagsiz siit tozu ile 2 saat oda sicakliginda ¢alkalanmistir (200 ml % 0,001 Tween-20

igeren Tris Tuz Soliisyonu igin 5g siit tozu).

2.2.3.6. Immunoblotlama I¢in Birincil ve Ikincil Antikorlarin Girilmesi ve Sonucun

ChemiDoc™ Sistemi ile Goriintiilenmesi

Membranlar, uygun birincil antikorla (1:1000; antikor: % 5 siit soliisyonu) gece
boyu +4°C’de yatay dondiiriiciilere koyulmus, 15’er dakikalik ti¢ kez TBS-T ile
yikama sonrasinda uygun ikincil antikorla (1:5000; antikor: % 5 siit soliisyonu) gece
boyu +4°C yatay dondiiriiciilerde inkiibe edilmistir. Bu uygulamalarin ardindan 15’er
dakikalik TBS-T ile iki kez yikama ve 15 dakikalik TBS ile yikama sonrasinda
ornekler oda sicakligindaki kemiluminesans madde ile 1 dakika boyunca muamele
edilmistir. Kemiluminesans i1simalar, ChemiDoc™ Imaging System, Bio-Rad ile
gorlntiilenmistir. Sonuglar B-Actin, B-Tubulin, GAPDH yiikleme kontrolleri ile
karsilastirilarak tartigilmastir.

2.2.4. PathScan ELISA Yontemi

2.2.4.1. Total Protein Izolasyonu

Toplam protein izolasyonu i¢in hiicreler 3x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6
kuyucuklu petrilere ekilmis; siRNA ve ila¢ uygulamalarini takiben hiicreler kaziyicilar
ve 1x PBS yardimiyla petri yiizeyinden kaldirilmistir. Soguk santrifiijleme islemiyle
hiicre pelleti elde edilip, toplam protein igerigi eldesi icin PhosSTOP, Roche® fosfataz
inhibitor koktail ve cOmplete EDTA-free, Roche® proteaz inhibitor koktail tabletleri
¢Ozdiiriilmiis cOmplete Lysis-M, Roche® lizis tamponu igerisine alinan hiicreler 20
dakika oda 1sisinda calkalayicida inkiibe edilmistir. 20 dakika 13200 rpm’de +4°C’de

santrifiijlenen 6rneklerin {ist s1visi yeni bir tiipe alinarak -80°C’de saklanmustir.
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2.2.4.2. Bradford Yiontemiyle Protein Miktar Tayini

Protein miktar analizi Bradford yontemi kullamilmistir (Bio-Rad). Burada
proteinler Coomassie brillant blue G-250’ye baglanmakta ve bir renk degisimi
olusturmaktadir. Normalde protone halde kirmizi/kahverengi renkte olan boya,
proteinle baglaninca mavi renkte goriiliir. Bu degisim mikroplaka okuyucusu yada
spektrofotometre ile 595 nm de absorbans Olgerek belirlenir. BSA (Bovine Serum
Albumin) 1,5 pg- 7,5 pg araliginda alinarak standartlar olusturulur. Daha sonra 96
kuyucuklu petrilere 6rnekler her bir kuyucuga 1 pl olacak sekilde eklenir ve lizerlerine
200 pl Bradford soliisyonu eklenip karanlikta 5 dakika beklendikten sonra 595 nm de

Olctim yapilir.

2.2.4.3. PathScan® Intracellular Signaling Array Kit Protokolii

Protokole baglamadan 6nce cam slaytlar ve bloklama tamponu oda sicakligina
getirilmis; 20X Array Wash Buffer, 10X Detection Antibody Coctail ve 10x HRP-
linked Streptavidin’den 1X tamponlar hazirlanmistir. Soliisyonlar prosediir boyunca
buzda muhafaza edilmistir. Cok kuyucuklu 6rnek yiikleme preparati silikon tabaka ve
metal kiskaglar yardimiyla cam slaytla uygun sekilde birlestirilmistir. Olusturulan her
bir kuyucuga 100 pl 1X Array Blocking Buffer eklenerek slayt, 15 dakika boyunca
orbital calkalayicida inkiibe edilmistir. Daha sonra 1X Array Blocking Buffer atilmis,
200 pg/uL’den hazirlanan protein lizatlari total hacimleri 75 ul olacak sekilde Array
Diluent Buffer ile diliie edilmis 6rnekler kuyucuklara ytiklenip oda sicakliginda 2 saat
orbital calkalayicida bekletilmistir. Kuyucuklar bosaltilarak, 1X Array Wash Buffer
ile 4 kez 5’er dakika oda sicakliginda orbital calkalayicida yikanarak kuyucuklar tekrar
bosaltilmistir. Daha sonra her bir kuyucuga 75 pl 1X Detection Antibody Coctail
konularak slayt sistemi 1 saat boyunca oda sicakliginda orbital galkalayicida inkiibe
edilmistir. Takiben 4 kez 5’er dakikalik yikama asamasi tekrarlanmistir. 75 pl 1X
HRP-linked Streptavidin her bir kuyucuga eklenerek sistem 30 dakika oda sicakliginda
orbital galkalayida bekletilmis ve sonrasinda 1X Array Wash Buffer ile yikama
asamalar1 gergeklestirilmistir. Daha sonra cam slayt sistemden c¢ikarilarak yine 1X
Array Wash Buffer ile kisa bir siire yikanmigtir. 20X LumiGLO® and 20X Peroksit
kombine olarak her biri 1X olacak sekilde distile suyla diliie edilerek 10 ml’lik

kemiliiminesans ajan hazirlanmistir. Cam slayt hazirlanan kemilliiminesans ajanla
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kaplanmis ve 30 saniye igerisinde ChemiDoc™ Imaging System, Bio-Rad cihazina

yerlestirilmis, kemiliiminesans 1simalar 2 ile 120 saniye igerisinde goriintiilenmistir.
2.2.4.4. Pathscan goriintiilerinin kantitatif analizi

Pathscan slaytinda elde edilen kemiliiminesans i1sima goriintiilleri Image J
programinda kantitatif verilere doniistiiriilmiis; bu verilere iki yonlii ANOVA analizi
Bonferroni ¢oklu veri karsilastirma testi uygulanmistir. PathScan® Intracellular

Signaling Array Kit i¢in hedef haritas1 Sekil 2. 1°de gosterilmektedir.

Intracellular Signaling

 Tget  PhosphoylationSite  Modifcation
1 Positive Control N/A NA
2 Negative Control N/A N/A

3 ERKI2 Thr202/Tyr204 Phosphorylation
( A 4 Sat Tyr701 Phosphorylation
@ @ @ @ @ @ LY [:] D 5 Sas Tyr705 Phosphorylation
@@ @ @@ @ D D 6 Ad Thr308 Phosphorylation
7 Ad Serd73 Phosphorylation
@ @ [:] D 8 AMPKa Thr172 Phosphorylation
@ @ @ @ @ @ [:] D 9  S6 Ribosomal Protein Ser235/236 Phosphorylation
[:] D 10 mIOR Ser2448 Phosphorylation
@ @ 11 HSP27 Ser78 Phosphorylation
/" [:] D 12 Bad Ser112 Phosphorylation
@ @ [:] D 13 p70 S6 Kinase Thr389 Phosphorylation
@ @ @ @ '," 14 PRAS40 Thr246 Phosphorylation
\ J [:] D 15 pS3 Ser15 Phosphorylation
16 p38 Thr180/Tyr182 Phosphorylation
17 SAPK/NK Thr183/Tyr185 Phosphorylation

18 PARP Asp214 Cleavage

19  Caspase-3 Aspl75 Cleavage
20 GSK-3 Serd Phosphorylation

Sekil 2.1. Coklu veri analizi icin kullanilan PathScan® Intracellular
Signaling Array Kiti icin hedef genlerin isimleri ve lam iizerinde yerlesim semasi.

2.2.5. Immiinopresipitasyon Yéntemi

Hiicreler immiinopresipitasyon icin 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 100
mm’lik petrilere ekilmis; ila¢ uygulamalarim1 takiben medyalar petrilerden
uzaklastirilarak petrilere soguk 0,5 ml IP hiicre lizis tamponu (Ek D) eklenmistir.
Petriler 5 dakika boyunca buzda bekletildikten sonra kaziyici yardimiyla hiicreler
yiizeyden kazinmigstir. Tiiplere aktarilan 6rnekler buz icerisine alinarak sonikatdrde 5
dakika boyunca 3 sikluslu %64 gii¢ derecesinde bekletilmistir. Bunu takiben tiipler
+4°C’de 14000 g’de 10 dakika santrifuj edilmis ve supernetantlar yeni tiiplere

alinmistir. Bradford testi yapildiktan sonra her bir 6rnek i¢in 500 pg protein lizati
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alinmigtir. Uygun primer antikorlar, protein lizatlarinin hacimleriyle -Cell Signalling
Technology’nin 6nerdigi, 1:100 oraninda orneklere eklenmistir. Daha sonra drnekler
+4°C’de gece boyu ¢alkalayicida bekletilmistir. Her bir 6rnek i¢in 50 ul Dynabeads®
Protein G (Invitrogen) manyetik pargacik 500 pl IP hiicre lizis tamponuna aktarilarak
15 saniye boyunca vortekslenmistir. Manyetik portiipe konulan Ornek
supernatantlarindan temiz bir goriintii elde edildikten sonra supernetantlar
dokilmistiir. Lizat ve antikor karigimi manyetik pargaciklarin bulundugu tiipe
aktarilarak 30 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra manyetik
portiipe almarak 15 saniye bekletilmistir. Pelletler 3 kez 500 pl IP hiicre lizis
tamponuyla yikanmis, pelletlere daha sonra 5x laemmli tamponu eklenmistir. 95°C’de
5 dakika boyunca bekletilen drnekler +4°C’de 14000 g’de 1 dakika santrifuj edilmistir.
Manyetik portiip yardimiyla manyetik pargaciklar ve antikor-protein konjugatlari
birbirinden ayrilmistir. Ornekler SDS-PAGE jelde yiiriitiilmiis, immiinoblotlama ve

kemiliiminesans goriintiileme ile sonuglar elde edilmistir.

2.2.6. istatistiksel Analiz

Pathscan ELISA laminda kemiliiminesans 1s1ma goriintiilerilmage J programiyla
kantitatif verilere doniistiiriildiikten sonra istatistiksel analizlerin yapilabilmesi amact
ile veriler GraphPad Prism 6 programu araciligi ile Bonferroni ¢oklu kargilastirmali
veri analizi ile degerlendirilmistir. Elde edilen p degerleri ilgili verilerin

karsilastirildigi sonuglar kisminda belirtilmistir.
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3. SONUCLAR

LNCaP, DU145 ve PC3 prostat hiicre hatlarinda, mTOR gen fonksiyonlarinin
susturulmasi1 amaci ile mRNA’y1 iki farkli bolgeden hedefleyen mTOR SiRNA | ve
mMTOR siRNA Il uygulamalar1 gergeklestirilmistir. Bu amagla, petrilere 3x10° hiicre
yogunlugunda ekim yapildiktan 24 saat sonra; purvalanol (20 uM) ve roscovitine (30
uM) uygulamalar1 24 saat boyunca gerceklestirilmis ve boylece mTOR siRNA 1 ve
mTOR siRNA II etki siiresi toplamda 48 saat olacak sekilde test edilmistir.

LNCaP DU145 PC3
mTOR siRNA I -+ - - + - -+ -
mTOR siRNATIT - - + - - + .. g
mTOR 280 KDa- NS Sd e - -

‘Rictor 200 KDa- «wa b
GAPDH 36 KDa- s e e a eus B D N =5

Sekil 3.1. LNCaP, PC3 ve DU145 hiicre hatlarina sirasiyla, 50 ve 75 nM
MTOR siRNA I ve siRNA 11 lipozom tiirevli ajan ile 1:6 oraninda 48 saat boyunca
uygulamasi gerceklestirilmistir.

[lgili hiicre hatlarindaki transfeksiyon islemi 1:6 —siRNA : transfeksiyon ajani
orani kullanilarak gergeklestirilmistir. LNCaP, DU145 ve PC3 prostat kanseri hiicre
hatlaria uygulanan mTOR siRNA I ve II derisimleri artan konsantrasyonlarda; 25
nM’den baslayip 75 nM’ye kadar ¢ikarilarak optimize edilmistir. Bu uygulamalar
sonucunda, lipozom tiirevli ajan araciligi ile aktarilan 50 nM SiRNA transfeksiyonu
LNCaP ve DU145 hiicre hatlarinda mTOR ifadesini azaltirken, PC3 hiicre hatlarinda
75 nM siRNA uygulamasinin etkili oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1). Bunun tersine,
mTOR siRNA II aktarimi LNCaP prostat kanseri hiicre hatlarinda etkili olmamustir.

mTOR kompleks 2°de yer alan Rictor protein ifadesi, mMTOR susturulmasi
sonucunda LNCaP ve PC3 hiicrelerinde mTOR siRNA |, DU145 prostat kanseri

hiicrelerinde ise mTOR siRNA II uygulanmasi sonucunda azalmistir (Sekil 3.1).
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LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde mMTOR siRNA etkinliginin arttirtlabilmesi
amaci ile iki farkli lipozom tiirevli ajan; RNAifect, Lipofectamine 2000 ile yapilan
transfeksiyon sonuglar1 karsilastirilmis ve ek olarak optimizasyonda elektroporasyon
yontemi de kullanilmistir. DU145 ve PC3 hiicre hatlarinda transfeksiyon ajanlari ile
sirastyla 50 ve 75 nM  siRNA kullanilarak etkin  bir susturma islemi
gerceklestirildiginden, elektroporasyon islemi sadece LNCaP hiicrelerinde
denenmistir. LNCaP hiicre hattinda, 50 nM mTOR siRNA I’in lipozomal vektor veya
direk elektroporasyon yontemi ile hiicrelerde MTOR ifadesini baskilamadig
belirlenmistir. Susturma etkinliginin yetersizligi, mTOR kompleksinde yer alan
Raptor ifadesinin degismemesi ile de gosterilmistir. EK olarak, mTOR alt sinyal
yolaginda bulunan ve translasyon mekanizmasinda gorev alan 4EBP1 fosforilasyon
diizeyinde de mTOR siRNA I uygulamasi degisime neden olmamustir. Ancak,
elektroporasyon ile transfeksiyon islemi sonucu 50 nM mTOR siRNA Il ile susturma

gerceklestirilmigtir (Sekil 3.2).

mTOR siRNA 11 - . +
mTOR siRNA I = 4. .

MTOR 289 kDa- gy g =
® —

Raptor 149 kDa- — — —

*mTOR 289 kDa- o Ai—

P-4EBP1 20-15 kDa- -

GAPDH 36 kDa- P ——

Sekil 3.2. LNCaP hiicre hattna mTOR siRNA I ve II 75 nM’dan
uygulanmis, lipozom tiirevli ajanla ve elektroporasyon yontemiyle (50 nM)
transfeksiyonu gerceklestirilmistir. *50 nM siRNA | ve Il uygulanarak
gerceklestirilen elektroporasyon islem sonucunu gostermektedir.
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DU145 hiicre hattinda da elektroporasyon yontemi 50 nM mTOR siRNA I ve
II i¢cin denenmistir. Elde edilen sonucglara gore lipozom tiirevli ajan kullaniminin
elektroporasyona oranla daha etkin susturmaya neden oldugu belirlenmistir. Ayrica
ilaglar mTOR ifadesini azaltmakla birlikte, mMTORSIRNA 1l transfeksiyonu ile birlikte
sadece roscovitine uygulamasimin mTOR protein diizeyini purvalanole kiyasla daha
etkin sekilde bir sekilde azalttig1 gortilmistiir (Sekil 3.3).

mTOR siRNATI PR T P
mTOR siRNAT - - -+ + + - - -
Purvalanol R S e
Roscovitine Y . -

MTOR 289KkDa- S swer omer Suml Snl Sor Gumd Bwe ooy

GAPDH 36 kDa- b B —

Sekil 3.3. DU145 hiicre hattina mTORsiRNA 1 ve Il 50 nM
konsantrasyonda uygulanmis, elektroporasyon yontemi ile transfeksiyon
gerceklestirilmistir.

PC3 prostat kanseri hiicrelerinde 75 nM mTOR siRNA 1 ve II, 1:6 oraninda
lipozom tiirevli ajan ile 48 saat boyunca inkiibe edilmesinin ardindan, purvalanol veya
roscovitine ile muamele edilmistir. PC3 hiicrelerinde purvalanol’iin, roscovitine’e
kiyasla mTOR ifade diizeyini daha etkili bir sekilde azalttigi belirlenmistir. Benzer
sekilde, MTOR siRNA | ve Il basarili bir sekilde mTOR ifadesini PC3 hiicrelerinde
azaltmistir. mTOR siRNA ile birlikte purvalanol uygulamasi, sadece purvalanol
uygulamasina gore daha etkili bir sekilde mTOR ifadesini azaltmigtir. Raptor ifadesi,
mTOR ile orantili olarak siRNA ve ilag uygulamalari ile azalma gostermistir. 4EBP1
fosfoilasyon diizeyi ise mTOR SiRNA | ve roscovitine uygulamasi ile azalma

gosterirken, diger uygulamalarda kontrole oranla degismemistir (Sekil 3.4).
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mTOR siRNATT - - - - - - + + +

mTOR siRNA I - - - + 4+ + - . 2
Purvalanol -+ - . 5 . s o -
Roscovitine = -+ = . £ o . +
MTOR 289 kDa- s —

\
Raptor149kDa- e B s . e - -

-— W - W S -
P-4EBP120-15kDa- et ™= ==

Sekil 3.4. PC3 hiicre hattina 75 nM mTOR siRNA I ve II, 1:6 oraninda
lipozom tiirevli ajan ile 48 saat boyunca inkiibe edilmistir.

LNCaP, DU145 ve PC3 prostat kanseri hiicre hatlarinda elektroporasyon ve
lipozom tiirevli transfeksiyon ajaniyla gerceklestirilen mTOR siRNA I ve mTOR
SiRNA |l transfeksiyon uygulamalarinin iyilestirilmesi amaci ile daha yiiksek
konsantrasyonda siRNA komplekslerinin kullanilmasina karar verilmistir. Bu amacla
her bir hiicre hattinda 100 nM siRNA kullanilarak transfeksiyon islemi
gerceklestirilmistir. siRNA konsantrasyonundaki artisin sitotoksik etkileride goz
Oniine aliarak, lipozom tiirevli transfeksiyon ajani yerine elektroporasyon yontemi
kullanilarak, mTOR siRNA transfeksiyonu LNCaP hiicrelerinde 200 nM olacak
sekilde gergeklestirilmistir. Kontrol amaci PC3 hiicrelerinde ile daha 6nceki optimize
edilen siRNA degerlerine oranla daha yiiksek konsantrasyonda siRNA transfeksiyonu
(100 nM) yapilmustir.

Elde eldilen immunoblotlama sonuglar1 1s1ginda, mTOR siRNA I’in, mTOR
siRNA II’ye gore her iki hiicre hattinda da daha efektif bir mTOR susturmasina neden
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.5). Bu nedenle tezin ileriki deneylerinde tiim hiicre
hatlarinda doza bagimli etkin susturma saglayan mTOR siRNA I ajani tercih

edilmistir.
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Sekil 3.5. LNCaP ve PC3 hiicrelerinde elektroporasyon yoéntemiyle
sirasiyla 200 nM ve 100 nM siRNA miktarlariyla gerceklestirilen transfeksiyon
isleminden 48 saat sonra mTOR proteini seviyesindeki degisimlerin immuno-
blotlama yontemiyle gosterimi. GAPDH yiikleme kontrolii olarak yer
almaktadar.

Lipozomal ajan kullanimmna yonelik gergeklestirilen optimizasyon
calismasinda, MTOR siRNA I transfeksiyonu, LNCaP ve DU145 PC3 prostat kanseri
hiicreleri i¢in uygun siRNA ve transfeksiyon ajani konsantrasyonlar: belirlenerek

gerceklestirilmistir.

XtremeGENE siRNA Transfection Reagent, Roche®’ta baslangic i¢in 6nerilen
1 (siRNA (ng)) : 6 (transfeksiyon ajani (ul)) orani 0,5 pg (100 nM): 3 pl ve 1:3 orani
0,5 pg (100 nM) : 1,5 pl seklinde PC3, LNCaP ve DU145 hiicre hatlarinda
denenmistir. Hiicreler, 6-kuyucuklu petrilere  9%50-60 yogunlukta ekilmis;
transfeksiyon siiresi, transfeksiyon sonrasi 24 saatlik ila¢ uygulamalar1 gbz Oniine
alinarak her bir hiicre hatt1 i¢in 48 saat olarak belirlenmistir. ilgili hiicre hatlarinda
olusan cevaplar SignalSilence® Control siRNA (Florescein Conjugate), CST
kullanilarak floresan mikroskobunda goriintiilenmis; takibinde immuno-blotlama
yontemiyle mTOR proteini (289-kDa) seviyeleri kontrol, kontrol siRNA ve mTOR
SiRNA-I gruplarinda gosterilmistir.

PC3 hiicre hattinda, hiicreler %50 yogunlukta 6-kuyucuklu petrilere ekilmis,
1:3 ve 1:6 oranlarinda 48 saatlik NS ve mTOR siRNA I transfeksiyonu, transfeksiyon
isleminden 24 saat sonra %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin’li RPMI medya
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degisimi neticesinde hiicrelerde sitotoksik bir etki olusturmamis (Sekil 6), mTOR
proteini seviyelerinde ise anlamli bir azalma saglamistir (Sekil 3.6). Floresan
mikroskobu goriintiilerinde floresan etiketli kontrol siRNA transfeksyonu (1:6
oraninda) gozlemlenen floresan 1sima yogunlugunun 1:3 oranina gore daha fazla
olmasi ve yine immuno-blotlama sonucunda gosterilen mTOR proteini seviyesindeki
azalmanin mTOR siRNA-I 1:6 grubunda 1:3 grubuna gore daha fazla olusu, PC3 hiicre

hatt1 i¢in uygun oranin 1:6 olarak belirlenmesiyle sonuglanmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.6. PC3 hiicrelerinde floresein etiketli kontrol siRNA ve mTOR
siRNA I icin 1:3 ve 1:6 oranlarindaki transfeksiyon isleminden 48 saat sonra
mTOR proteini seviyesindeki degisimlerin immuno-blotlama yontemiyle
gosterimi. GAPDH yiikleme kontrolii olarak yer almaktadir.
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Kontrol mTOR Kontrol mTOR
Kontrol siRNA 1:3 siRNAT 1:3 Kontrol siRNA 1:6 siRNAT 1:6

Isik / 10x Isik / 10x

Floresan / 10x

Isik / 20x i

Floresan / 20x

Isik / 40x

Floresan / 40x

Sekil 3.7. PC3 hiicre hattinda floresan etiketli kontrol siRNA ve mTOR siRNA-I i¢cin 1:3 ve 1:6 oraninda gerceklestirilen transfeksiyon isleminden

48 saat sonra 10x, 20x ve 40x biiyiitmelerde alinan 151k ve floresan mikroskobu goriintiileri.
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LNCaP hiicrelerinde, PC3 hiicreleri icin belirlenen 1:6 transfeksiyon orani
denenmis (3.8), yine hiicreler %50 yogunlukta ekilip 48 saatlik transfeksiyon
stirecinde transfeksiyon besiyeri 24 saat sonra % 10 FBS, %1 penisilin/streptomisin’li
RPMI medya ile degistirilmis ve floresan ve 1s1ik mikroskobu goriintiileri 1s1ginda
sitotoksik bir etkinin olugsmadigi ve immuno-blotlama sonuglar1 ile de mTOR

susturmasinin gergeklestigi gosterilmistir (Sekil 3.9).

LNCaP 1:6

MTOR, 289 kDA- gy _—

B-Tubulin, 55 kDa- gy P =

Sekil 3.8. LNCaP hiicrelerinde floresein etiketli kontrol siRNA ve mTOR
SIRNA-I icin 1:6 oranlarindaki transfeksiyon isleminden 48 saat sonra mTOR
proteini seviyesindeki degisimin immuno-blotlama yontemiyle gosterimi. PB-
Tubulin yiikleme kontrolii olarak yer almaktadir.

DU14S5 hiicre hattinda %50 yogunlukta 6-kuyucuklu petrilere ekilen hiicrelerde
1:6 transfeksiyon oraninin agir sitotoksik etki olusturmasi sonucunda 1:3 orani
denenmis; ancak transfeksiyon toksisitesi azaltilamamistir (Sekil 3.10). Hiicrelerin
transfeksiyon medyasinda inkiibasyon siiresi, 24 saatten 4 saate indirilmis; 4 saatlik
inkiibasyon siiresinin de, floresan mikroskobu goriintiileri ve immuno-blotlama
sonuglart (Sekil 3.11 ve Sekil 3.14) g6z Oniine alindiginda, mTOR susturmasinda

anlamli bir cevap olusturmadigini gostermistir.
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Kontrol mTOR
Kontrol siRNA 1:6 siRNAT 1:6

Isik / 10x

et

Floresan / 10x

Floresan / 20x

Isik / 40x

Floresan / 40x

L
Isik / 20x

Sekil 3.9. LNCaP hiicrelerinde floresein etiketli kontrol siRNA ve mTOR
siRNA I icin 1:6 oraminda gerceklestirilmis transfeksiyon isleminden 48 saat
sonra 10x, 20x ve 40x biiyiitmelerde alinan 151k ve floresan mikroskobu
goriintiileri.

Bu nedenle, hiicrelerin %60 yogunlukta ekilip, transfeksiyon isleminden 18
saat sonra medya yenilenmesine gidilerek 1:3 ve 1:6 transfeksiyon oranlari igin
sitotoksisitenin Oniine gecilmeye calisilmistir. %60 yogunluktaki hiicre ekimi ve
hiicrelerin 18 saatlik transfeksiyon medyasinda inkiibasyon siiresi sonucunda 1:3
oraninda gergeklestirilen transfeksiyon isleminin 1:6 oranina gore daha az sitotoksik
etki yaptigi 1s1k ve floresan mikroskobu goriintiileri ele alinarak belirlenmistir (Sekil
3.12 ve Sekil 3.13). Ayrica ayn1 kondisyonlarda 1:3 oraninin 1:6 oranina gére mTOR
protein seviyelerinde daha anlaml bir azalma sagladigr immuno-blotlama sonuglari ile

gosterilmistir (Sekil 3.15 ve Sekil 3.16).



Kontrol mTOR Kontrol mTOR
Kontrol siRNA 1:3 siRNAT1:3 Kontrol siRNA 1:6 siRNAT 1:6

Isik / 10x | Isik / 10x

Floresan / 10x Floresan / 10x

Isik / 20 [NRNRI Ttk / 20x [

Floresan / 20x Floresan / 20x

Tsik / 40x . Tsik / 40x

Floresan / 40x Floresan / 40x

Sekil 3.10. DU145 hiicre hattinda floresein etiketli kontrol siRNA ve mTOR siRNA I icin 1:3 ve 1:6 oraninda gerceklestirilen transfeksiyon
isleminden 48 saat sonra 10x, 20x ve 40x biiyiitmelerde alinan 151k ve floresan mikroskobu goriintiileri. Hiicre ekim yogunlugu %50 olup, transfeksiyon
medyasinda inkiibasyon siiresi 24 saattir.
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Kontrol mTOR
Kontrol siRNA 1:6 siRNAT 1:6

Isik / 10x| v

Floresan/ 10x

Isik / 20x

Floresan / 20x

Isik / 40x £
Floresan / 40x

Sekil 3.11. DU145 hiicrelerinde floresein etiketli kontrol siRNA ve mTOR siRNA I icin 1:6 oraninda gerceklestirilen transfeksiyon isleminden 48
saat sonra 10x, 20x ve 40x biiyiitmelerde alinan 151k ve floresan mikroskobu goriintiileri. Hiicre ekim yogunlugu %60 olup, transfeksiyon medyasi 4. saat
sonunda %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin’li RPMI medya ile degistirilmistir.
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Kontrol mTOR
Kontrol siRNA 1:6 siRNAT 1:6

Isik / 10x |

Floresan/ 10x

Isik / 20x

Floresan / 20x

Isik / 40x

Floresan / 40x

Sekil 3.12. DU145 hiicrelerinde floresein etiketli kontrol siRNA ve mTOR siRNA I i¢in 1:6 oraninda gerceklestirilen transfeksiyon isleminden 48
saat sonra 10x, 20x ve 40x biiyiitmelerde alinan 151k ve floresan mikroskobu goriintiileri. Hiicre ekim yogunlugu %60 olup, transfeksiyon medyasinda
inkiibasyon siiresi 18 saattir.
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Kontrol mTOR
Kontrol siRNA 1:3 siRNAT1:3

Isik / 10x

Floresan/ 10x

Isik / 20x
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Isik / 40x
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Sekil 3.13. DU14S5 hiicrelerinde floresein etiketli kontrol siRNA ve mTOR siRNA I i¢in 1:3 oraninda gerceklestirilen transfeksiyon isleminden 48
saat sonra 10x, 20x ve 40x biiyiitmelerde alinan 151k ve floresan mikroskobu goriintiileri. Hiicre ekim yogunlugu %60 olup, transfeksiyon medyasinda
inkiibasyon siiresi 18 saattir.
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Sekil 3.14. DU145 hiicrelerinde floresein etiketli kontrol siRNA ve mTOR
siRNA I icin 1:6 oranlarindaki transfeksiyon isleminden 48 saat sonra mTOR
proteini seviyesindeki degisimin immuno-blotlama yontemiyle gosterimi. Hiicre
ekim yogunlugu %60 olup, transfeksiyon medyasi 4. saat sonunda %10 FBS, %1
penisilin/streptomisin’li RPMI medya ile degistirilistir. p-Tubulin yiikleme
kontrolii olarak yer almaktadar.
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Sekil 3.15. DU14S5 hiicrelerinde floresein etiketli kontrol siRNA ve mTOR
siRNA I icin 1:6 oranlarindaki transfeksiyon isleminden 48 saat sonra mTOR
proteini seviyesindeki degisimin immuno-blotlama yontemiyle gosterimi. Hiicre
ekim yogunlugu %60 olup, transfeksiyon medyasinda inkiibasyon siiresi 18
saattir.
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Sekil 3.16. DU14S5 hiicrelerinde floresein etiketli kontrol siRNA ve mTOR
siRNA I icin 1:3 oranlarindaki transfeksiyon isleminden 48 saat sonra mTOR
proteini seviyesindeki degisimin immuno-blotlama yontemiyle gosterimi. Hiicre
ekim yogunlugu %60 olup, transfeksiyon medyasinda inkiibasyon siiresi 18
saattir. GAPDH yiikleme kontrolii olarak yer almaktadir.

mTOR sinyal yolaginin iist ve alt sinyal hedefleri ile iligkili etkilesimi Pathcan
Intracellular Signalling Array Kit, CST araciligi ile taranmigtir. Bu amagla susturma
etkinliginin en iyi oldugu PC3 hiicrelerinde 1:6 oranindaki mTOR siRNA I
transfeksiyonunu takiben CDK inhibitorleri purvalanol (20 uM), roscovitine (30 pM)
veya mTOR inhibitérii rapamycin (10 nM) uygulamast 24 saat boyunca
gerceklestirilmistir. Coklu veri analizi igin her bir uygulama grubundan toplamda 200
ng/drnek olacak sekilde protein icerikleri elde edilmistir. Ilgili proteinler Pathscan®
Intracellular Signalling Array Kit (Chemiluminescent Readout), CST lamina
yiiklenmis ve gerekli prosediir izlendikten sonra ChemiDoc™ XRS+ System, Biorad®
cihaz1 kullanarak kemiluminenans 1simalar goriintiilenmistir (Sekil 3.17). Elde edilen
veriler Image J ile analiz edilerek, yiikleme kontrollerine gore goreceli protein ifadesi

olarak sunulmustur.
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Kontrol Purvalanol Roscovitine Rapamycin

Kontrol + Purvalanol + Roscovitine + Rapamycin +
mTOR siRNA I mTOR siRNA 1 mTOR siRNA [ mTOR siRNA [

Sekil 3.17. PC3 hiicre hattinda 1:6 oramindaki mTOR siRNA I
transfeksiyonundan 24 saat sonra gerceklestirilen 24 saatlik purvalanol,
roscovitine ve rapamycin ilaglar:1 uygulamasim takiben Pathscan® Intracellular
Signalling Array Kit (Chemiluminescent Readout), CST kullanilarak elde edilen
immuno-assay goriintiisii.

PC3 hiicre hattinda her bir Ornegin degerlendirilmesi esnasinda mTOR
yoksunlugunda CDK inhibitorlerinin etkisinin istatistiksel olarak analiz edilebilmesi
amacit ile iki yonlii ANOVA analizi gerceklestirilmis ve Bonferroni ¢oklu veri
karsilastirma testi uygulanmistir. Bir kinaz molekiikii olan mTOR’un fonksiyonu {ist
ve alt sinyal yolaklarinda yer alan AKT Thr308, Ser473 fosforilasyon bdlgeleri
araciligr ile test edilmistir. Rapamycin uygulamasi AKT Thr308 ve Ser473
bolgelerinde fosforilasyonu azaltict etki gostermistir. Ancak purvalanol veya
roscovitine uygulamasit rapamycin kadar etkili olmamistir. mTOR siRNA 1
uygulamasina takiben CDK inhibitorleri ise {ist sinyal yolaginda yer alan AKT’1 inhibe
etmektedir (Sekil 3.18). AMPKa Thrl72 fosforilasyon bolgesi mTOR
fonksiyonlarinin tanimlanabilmesi i¢in taranmis ve CDK inhibitorlerinin tek baslarina
AMPKa fosforilasyonunu arttirdigi saptanmistir. Ancak mTOR siRNA | ile kombine
edilen CDK inhibitorleri etkili bir sekilde AMPKa aktivitesini indirgemistir (Sekil
3.18). Bununla birlikte, mTOR Ser2448 fosforilasyonu purvalanol ve roscovitine
tarafindan indirgenmis, mTOR siRNA ile roscovitine kombinasyonu roscovitine’in
mTOR {izerindeki etkinligini arttrmistir. Ancak purvalanol + mTOR siRNA
uygulamasi purvalanole karsin mTOR Ser2448 fosforilasyonunda anlamli bir

degisiklik olusturmamustir.
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ERK1/2 aktivitesi CDK inhibitorleri tarafindan indirgenirken, CDK
inhibitérlerinin  mTOR siRNA ile kombinasyonlar1 bu ilaglarin ERKI1/2
Thr202/Tyr204 fosforilasyonu tizerindeki etkinliklerini arttirmistir. Ayrica rapamycin
mTOR siRNA’ya karsin ERK1/2 Thr202/Tyr204 fosforilasyon diizeyini azaltmistir
(p<0,0001). SAP/IJNK Thr183/Tyr185 fosforilasyonu purvalanol ve roscovitine
uygulamasiyla artarken, mTOR siRNA + roscovitine uygulamasi SAP/JNK
aktivitesini roscovitine’e karsin azaltmistir. Bununla birlikte, mTOR siRNA’nin
purvalanol ile beraber uygulanmasi yalniz purvalanol uygulamasina karst SAP/JNK
aktivitesinde anlamli bir degisim olusturmamistir. Statl Tyr701 fosforilasyon
diizeyleri CDK inhibitdrleri ile azalmis, mTOR siRNA uygulamasi purvalanoliin Stat1
defosforilasyonu tizerindeki etkinligini arttirmistir. mTOR susturmasiyla birlikte
roscovitine yalniz roscovitine’in neden oldugu Statl Tyr701 defosforilasyonunu geri
¢ekmigstir. Stat3 Tyr705 fosforilasyonu mTOR susturmasina karsin rapamycin
uygulamasiyla azalmis (p=0,0082) ve rapamycinin mTOR siRNA 1 ile birlikte
uygulanmas1 Stat3 aktivitesini daha etkin bir sekilde azaltmistir (p<0,0001). CDK
inhibitorleri ise tek baslaria Stat3 Tyr705 fosforilasyonunu arttirirken, bu ilaglarin
mTOR siRNA ile birlikte uygulanmasi yalniz roscovitine ve purvalanol
uygulanmasina karst Stat3 defosforilasyonuna neden olmustur. Purvalanol ve
roscovitine p38 Thr180/Tyr182 ve p70S6 kinaz fosforilasyon diizeylerini arttirmustir.
Purvanol + mTOR siRNA yalniz purvalanole karsin bu proteinlerin fosforilasyonu
tizerinde anlamli bir degisim olusturmazken, roscovitine’e karst mTOR siRNA +
roscovitine uygulamasi p38 ve p70S6K fosforilasyonlarini indirgemistir. GSK-3f3
Ser9 fosforilasyonu CDK inhibitorleriyle azalirken, bu ilaglarin mTOR siRNA ile
birlikte uygulanmasi purvalanol ve roscovitine’in neden oldugu Ser9
defosforilasyonunu geri ¢ekmistir. Purvalanol PRAS40 Thr246 fosforilasyonunu
indirgerken, roscovitine ise PRAS40 fosforilasyonunu arttirmistir. Purvalanol veya
roscovitine’in mTOR siRNA ile kombine olarak uygulanmasi bu ilaglarin tek
baginlarina PRAS40 fosforilasyonu tizerindeki etkinligini arttirmistir. p-S6 ribozomal
proteinin Ser235/236 bolgelerinden fosforilasyonu mTOR siRNA’ya karsin
rapamycin tarafindan indirgenmistir (p=0,0335). Bununla birlikte, CDK inhibitorleri
tek baslarina p-S6 ribozomal protein aktivitesini inhibe etmistir. Purvalanol + mTOR
siRNA uygulamasi yalniz purvalanol uygulamasina karsin p-S6 ribozomal protein
fosforilasyonunu arttirirken, roscovitine mTOR siRNA ile beraber uygulanmasi
roscovitine’in p-S6 ribozomal proteini lizerindeki etkinligini arttirmustir (Sekil 3.19 ve

Sekil 3.20)
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PARP Asp214 ve Bad Ser112 fosforilasyonu CDK inhibitorleri purvalanol ve
roscovitine ile anlaml sekilde artarken (p<0,0001), mTOR siRNA uygulamasi bu
CDK inhibitérlerinin PARP ve Bad fosforilasyonu tizerine olan etkilerini geri
¢ekmistir  (p<0,0001). Purvalanol HSP27 Ser78 fosforilasyonunu azaltirken,
roscovitine ise arttirmistir. Ancak bu ilaglarin mTOR siRNA ile kombine olarak
uygulanmas1 HSP27 fosforilasyonunu geri ¢ekmistir. Kaspaz-3 aktivitesi her iki CDK
inhibitori ile anlamli olarak artarken, mTOR siRNA + roscovitine yalniz roscovitine
uygulanmasia karsin Kaspaz-3 Aspl75 fosforilasyonunu inhibe etmistir.
Purvalanolin mTOR siRNA ile birlikte uygulanmasi ise yalniz purvalanol
uygulamasina karsin Kaspaz-3 aktivitesi tizerinde anlamli bir degisim olusturmamuistir

(Sekil 3.21).
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Sekil 3.18. CDK inhibitorleri ve mTOR inhibisyon/gen ifadesinin
baskilanmasimma yonelik PC3 hiicrelerinde PATHSCAN ELISA yontemi ile
taranan mTOR iist ve alt sinyal yolaklarinin ifade diizeylerinin yiikleme kontrolii
B-Actin ifadesine gore goreceli olarak belirlenmesi.
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Sekil 3.19. CDK inhibitorleri ve mTOR inhibisyon/gen ifadesinin
baskilanmasimma yonelik PC3 hiicrelerinde PATHSCAN ELISA yontemi ile
taranan mMTOR alt sinyal yolaklarmin ifade diizeylerinin yiikleme kontrolii -
Actin ifadesine gore goreceli olarak belirlenmesi.
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Sekil 3.20. CDK inhibitorleri ve mTOR inhibisyon/gen ifadesinin
baskilanmasina yoénelik PC3 hiicrelerinde PATHSCAN ELISA yontemi ile
taranan MAPK iliskili sinyal yolaklarinin ifade diizeylerinin yiikleme kontrolii
B-Actin ifadesine gore goreceli olarak belirlenmesi.
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Sekil 3.21. CDK inhibitorleri ve mTOR inhibisyon/gen ifadesinin
baskilanmasimma yonelik PC3 hiicrelerinde PATHSCAN ELISA yontemi ile
taranan apoptoz iliskili hedeflerin ifade diizeylerinin yiikleme kontrolii f-Actin
ifadesine gore goreceli olarak belirlenmesi.

Kontrol Purvalanol Roscovitine Rapamycin

Kontrol + Purvalanol + Roscovitine + Rapamycin +
mTOR siRNAT  mTOR siRNAI mTOR siRNA I mTOR siRNA I

Sekil 3.22. LNCaP hiicre hattinda 1:6 oranindaki mTOR siRNA I
transfeksiyonundan 24 saat sonra gerceklestirilen 24 saatlik purvalanol,
roscovitine ve rapamycin ilaclar1 uygulamasim takiben Pathscan® Intracellular
Signalling Array Kit (Chemiluminescent Readout), CST kullanilarak elde edilen
Immuno-assay goriintiisii.
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LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde rapamycin mTOR siRNA’ya karsin AKT
Thr308 fosforilasyonu degistirmistir. AKT Ser473 fosforilasyonu ise mTOR
susturmasi ile anlamli bir sekilde azalmaktadir (p<0,0001). AKT Thr308
fosforilasyonu purvalanol ve roscovitine uygulamasi ile indirgenmistir. Bu ilaglarin
mTOR siRNA ile uygulanmasi her bir ilacin tek baslarina uygulanmasina gére AKT
Thr308 fosforilasyonunda anlamli bir degisim meydana getirmemistir. AKT Ser473
fosforilasyonu ise purvalanol uygulamasi ile artarken, roscovitine uygulanmasi bu
proteinin Ser473 fosforilasyonunu inhibe etmistir. Bununla birlikte purvalanolgn
mTOR siRNA ile birlikte uygulanmasi yalniz purvalanoliin AKT Ser473 {izerindeki
etkisini geri ¢ekmistir. mTOR susturmast AMPKa Thrl72, mTOR Ser2448 ve
p70S6K Thr389 fosforilasyonunu anlamli derecede azaltmustir. Purvalanol ve
roscovitine AMPKa nin aktivasyonunu indirgemistir. Bu ilaglarin mTOR siRNA ile
birlikte uygulanmasi, ilaglarin tek baslarina olan etkinliklerine goére anlamli bir
degisim olusturmamistir. Purvalanol mTOR Ser2448 fosforilasyonunda anlamli bir
degisim meydana getirmezken, roscovitine bu bolgedeki fosforilasyonu indirgemistir.
mTOR siRNA’nin roscovitine ile kombine olarak uygulanmasi yalniz roscovitine
uygulamasina gore anlamli bir degisim olusturmamistir. Bununla birlikte purvalanol,
MTOR siRNA ile birlikte uygulandiginda mTOR Ser2448 fosforilasyonunu anlamli
derecede indirgemistir. mMTOR siRNA uygulamasi tek bagina p70S6 kinaz aktivitesini
p=0,0183 anlamlilik derecesinde azaltmistir. Rapamycin ise mMTOR siRNA
kombinasyonuyla yalniz mTOR siRNA uygulamasina karsin p70S6K Thr389
fosforilasyon diizeyini indirgemistir (p=0,0256). CDK inhibitdrleri purvalanol ve
roscovitine ise p70S6K Thr389 fosforilasyonunu azaltirken, bu ilaglarin mTOR
siRNA ile birlikte uygulanmasi sadece ila¢ uygulamalarina gore anlaml bir degisim
meydana getirmemistir. MTOR SiIRNA p-S6 ribozomal protein Ser235/236
fosforilasyonunu anlamli olarak azaltmistir (p=0,0063). Bununla birlikte mTOR
siRNA’ya karsin rapamycin ve rapamycin + mTOR siRNA kombinasyonu p-S6
ribozomal protein aktivitesini azaltmistir (sirasiyla; p=0,0063 ve p=0,009). Purvalanol
ve roscovitine p-S6 ribozomal protein fosforilasyonunu indirgemistir. mMTOR SiRNA
uygulamas1 bu ilaglarin p-S6 ribozomal protein iizerindeki etkinligini
degistirmemistir. PRAS40 Thr246 fosforilasyonu ilgili uygulama gruplar: tarafindan
etkilenmemistir. GSK-3f Ser9 fosforilasyonu mTOR siRNA’ya karsin rapamycin ve
rapamycin + mMTOR siRNA uygulamasiyla indirgenmistir (Sekil 3.23 ve Sekil 3.24).
GSK-3p aktivitesi CDK inihibitérleri tarafindan etkilenmemistir. Ancak, purvalanoliin
mTOR siRNA ile birlikte uygulanmasi GSK-3B Ser9 fosforilasyonunu azalmistir.
Roscovitine + mTOR siRNA kombinasyonu GSK-3f aktivitesi ilizerinde anlamli bir

degisim olusturmamustir.
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SAPK/INK Thr183/Tyr185 fosforilasyonu yalnizca mTOR susturmasina
karsin rapamycin (p<0,0001) ve rapamycin + mTOR siRNA (p<0,0001)
uygulamasiyla degismistir. CDK inhibitorlerinin tek baslarina ve mTOR siRNA ile
birlikte SAP/JINK aktivitesi lizerinde bir etkinligi tespit edilmemistir. ERK1/2
Thr202/Tyr204 fosforilasyon diizeyi mTOR susturmasina karsin rapamycin
uygulamasiyla indirgenmistir (p<0,0001). Bununla birlikte CDK inhibitérleri tek
baslarina ERK 1/2 aktivitesi lizerinde anlamli bir etkide bulunmamaistir. Purvalanoliin
degil ama roscovitine’in mTOR siRNA ile birlikte uygulanmasi ERKI1/2
Thr202/Tyr204 fosforilasyon diizeyini arttirmistir. Rapamycinin tek basina p38
aktivitesini azaltici etkisi, rapamycin + mTOR siRNA kombinasyonu ile geri
¢ekilmistir. Purvalanol ve roscovitine p38 Thr180/Tyr182 fosforilasyonunu inhibe
ederken, bu ilaglarin mTOR siRNA ile birlikte uygulanmasi her iki ilacin p38
fosforilasyonu tizerindeki etkinliginde anlamli bir degisim olugturmamigtir. mMTOR
siRNA tek bagina Statl Tyr701 fosforilasyonunu anlamli Ol¢lide azaltmistir
(p=0,0043). Rapamycin, mTOR siRNA’ya karsin Statl fosforilasyon seviyesini
azaltirken, rapamycinin bu etkisi mTOR siRNA uygulamasiyla ile birlikte geri
¢ekilmigtir. CDK inhibitorleri Statl Tyr701 fosforilasyonunu indirgemistir. Ancak
mTOR siRNA uygulamas: purvalanoliin Statl fosforilasyonu iizerindeki etkisini
degistirmemistir. Statl’in roscovitine tarafindan defosforilasyonu, mTOR siRNA +
roscovitine uygulamasiyla geri ¢ekilmistir. Stat3 Tyr705 fosforilasyonu rapamycin
tarafindan indirgenirken, rapamycinin Stat3 defosforilasyonu iizerindeki etkinligi
mTOR siRNA kombinasyonu ile artmistir (p=0,0256). Diger uygulama gruplar
Stat3’iin Tyr705 bolgesindeki fosforilasyonunda anlamli bir degisim olusturmamaistir
(Sekil 3.25).

PARP Asp214 mTOR susturmasi ile p=0,0004 anlamlilik derecesinde
azalmistir. Ayrica rapamycin, mTOR siRNA’ya kargin Bad defosforilasyonu tizerinde
daha etkin bir rol oynamustir (p=0,0491). PARP Asp214 fosforilasyonu CDK
inhibitorleri tarafindan indirgenirken mTOR siRNA, CDK inhibitérleri etkinliginde
anlamli bir degisim meydana getirmemistir. Bad Serl112 fosforilasyonu mTOR
susturmast ile p=0,009 anlamlilik derecesinde azalmistir. Bad Serl12
defosforilasyonunda purvalanol da etkili olmus, mTOR siRNA varligi ise her iki CDK
inhibitoriiniin etkinligini degistirmemistir. HSP27 Ser78 fosforilasyonu mTOR siRNA
uygulamasiyla p=0,0356 anlamlilik derecesinde azalirken, rapamycinin mTOR
siRNA’ya karsin HSP27 defosforilasyonunda anlamli oldugu tespit edilmistir
(p=0,0491). CDK inhibitorleri tek baslarma ya da mTOR siRNA ile kombine

durumlarinda HSP27 Ser78 fosforilasyonunu etkilememistir. p53 aktivasyonu ise ilgili
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gruplarda anlamli bir degisim gostermemistir. Kaspaz-3 Asp175 fosforilasyon diizeyi,
MTOR susturmasiyla ve CDK inhibitdrleriyle anlamli 6lclide artsa da (p<0,0001),
CDK inhibitorlerinin mTOR siRNA ile birlikte uygulanmasi bu ilaglarin tek baslarina

Kaspaz-3 aktivasyonuna olan etkilerini degistirmemistir (Sekil 3.26).
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Sekil 3.23. CDK inhibitorleri ve mTOR inhibisyon/gen ifadesinin
baskilanmasina yonelik LNCaP hiicrelerinde PATHSCAN ELISA yontemi ile
taranan apoptoz iliskili hedeflerin ifade diizeylerinin yiikleme kontrolii -Actin
ifadesine gore goreceli olarak belirlenmesi.
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Sekil 3.24. CDK inhibitorleri ve mTOR inhibisyon/gen ifadesinin
baskilanmasina yonelik LNCaP hiicrelerinde PATHSCAN ELISA yontemi ile
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taranan apoptoz iliskili hedeflerin ifade diizeylerinin yiikleme kontrolii 3-Actin
ifadesine gore goreceli olarak belirlenmesi.
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Sekil 3.25. CDK inhibitorleri ve mTOR inhibisyon/gen ifadesinin
baskilanmasina yonelik LNCaP hiicrelerinde PATHSCAN ELISA yontemi ile
taranan apoptoz iliskili hedeflerin ifade diizeylerinin yiikleme kontrolii f-Actin
ifadesine gore goreceli olarak belirlenmesi.
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Sekil 3.26. CDK inhibitorleri ve mTOR inhibisyon/gen ifadesinin
baskilanmasina yonelik LNCaP hiicrelerinde PATHSCAN ELISA yontemi ile
taranan apoptoz iliskili hedeflerin ifade diizeylerinin yiikleme kontrolii f-Actin

ifadesine gore goreceli olarak belirlenmesi.
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LNCaP hiicre hattinda CDK inhibitorleri ve rapamycin, Statl ifadesini
azaltmistir; ancak mTOR susturmasiyla birlikte rapamycinin degil ama CDK
inhibitorlerinin Statl ifadesini azaltic1 etkisi geri ¢ekilmistir. Stat3 anlatiminina
rapamycin tek basina etki etmemektedir. CDK inhibitérleri Stat3 ifadesini azaltirken,
mTOR yoksunlugunda purvalanol uygulamasi Stat3 ifadesini roscovitine’e gore daha
belirgin bir bigcimde arttirmistir. Rapamycin tek basina Stat3 anlatimini

degistirmezken, mTOR susturmasiyla birlikte bu proteinin anlatimmi azaltabilmistir

(Sekil 3.27).

Statl, 84,91 kDa-

- .
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Sekil 3.27. LNCaP hiicrelerinde CDK inhibitérleri purvalanol, roscovitine
ve mTOR inhibitorii rapamycin’in tek baslarina ve her birinin ayr1 ayri 48 saatlik
MTOR siRNA | transfeksiyonunda 24 saatlik uygulanimlarim takiben Statl ve
Stat3 seviyelerindeki degisimin immuno-blotlama yontemiyle gosterimi. GAPDH
yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir.

LNCaP hiicre hattinda purvanol uygulamasi Stat3-FoxO1 interaksiyonunu
roscovitine uygulamasindan daha yiiksek bir yetkinlikte indirgerken, Stat3-AR

interaksiyonunun bozulmasinda roscovitine daha etkili olmustur (Sekil 3.28 ve Sekil

3.29).
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Sekil 3.28. LNCaP hiicrelerinde CDK inhibitorleri purvalanol,
roscovitine’nin 24 saatlik uygulamasiyla FoxO1-Stat3 interaksiyon profilindeki
degisimin immunopresipitasyon yontemiyle gosterimi.

AR, 70 kDa- “""
Stat3, 86 kDa- r" | R I Y

1P: Anti-Stat3

Sekil 3.29. LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik purvalanol ve roscovitine
uygulamasim takiben Stat3-AR interaksiyonundaki ve Stat3 seviyesindeki
degisimin immunpresipitasyon yontemi ile gosterimi.

DU 145 hiicre hattinda CDK inhibitdrleri purvalanol veya roscovitine
uygulamasi Statl anlatimini1 rapamycine daha etkin bir sekilde azalttirken, mTOR
susturmasi ile bu ilaglarin Stat1 ifadesi tizerindeki etkinligi artmistir. Roscovitine veya
rapamycin tek baslarina Stat3 anlatimini etkilemezken, purvalanol uygulamasi bu
proteinin anlatimini dramatik olarak azaltmistir. Ancak mMTOR susturmast ile birlikte
CDK inhibitorleri veya rapamycin uygulanmasi Stat3 ifadesinin azalmasma yol
acmistir (Sekil 3.30).
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Sekil 3.30. DU145 hiicre hattinda CDK inhibitorleri purvalanol,

roscovitine ve mTOR inhibitorii rapamycin’in tek baslarina ve herbirinin ayn
ayr1 48 saatlik mTOR siRNA I transfeksiyonunda 24 saatlik uygulanimlarini
takiben Statl ve Stat3 seviyelerindeki degisimin immuno-blotlama yontemiyle

gosterimi. GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir.
Statl  Tyr701  fosforilasyonunun  inhibisyonunda,

Roscovitine’in,
purvalanolden daha etkin oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.31).
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Sekil 3.31. DU145 hiicrelerinde cdk inhibitérlerinden purvalanol ve

roscovitine’nin 24 saatlik uygulamasimi takiben p-Statl (Tyr701) proteini
seviyesindeki degisimin immuno-presipitasyon yontemi ile gosterimi. -Tubulin

yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir.
Purvalanol, total Stat3 Ser727 fosforilasyonunu indirgemis, roscovitine ise

Stat3 fosfofilasyon diizeyinde bir degisim olusturmamistir. mTOR susturmasi ile
birlikte purvalanol ve roskovitinin Stat3 Ser727 fosforilasyonu tizerindeki etkinligi

artmistir (Sekil 3.32). Stat3 protein ifadelerindeki degisim immunoblotlama y6ntemi

ile gosterilememistir.
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Sekil 3.32. DU145 hiicre hattinda CDK inhibitorleri purvalanol,
roscovitine ve mTOR inhibitorii rapamycin’in tek baslarmma ve herbirinin ayri
ayr1 48 saatlik mTOR siRNA I transfeksiyonunda 24 saatlik uygulanimlarini
takiben p-Stat3 (Ser727) seviyelerindeki degisimin immuno-blotlama yontemi ile
gosterimi. B-Tubulin yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir.

ULKZ1 protein ifadeleri, purvalanol veya roscovitine tarafindan ve bu ilaglarin
mTOR siRNA ile birlikte uygulanmasiyla anlamli bir degisiklige ugramamistir. ULK1
Ser555 ve p70S6K Thr389 fosforilasyon diizeyleri ise CDK inhibitorleriyle dramatik
sekilde azalirken, mTOR susturmasi ile birlikte ULK1 Ser555 ve p70S6K
fosforilasyonlar1 iizerinde bu ilaglarin etkinligi artmistir. Ayrica, purvalanol ve
roscovitine AMPKa Thr172 fosforilasyonunu yiikseltgemis, mTOR susturmasi da
AMPKa fosforilasyon diizeyini arttirmistir. Bununla birlikte mTOR susturmasi, CDK
inhibitorlerinin AMPKoa  aktivasyonu iizerindeki etkisini degistirmemistir.
SQSTM1/p62 anlatimi CDK inhibitorleri purvalanol ve roscovitine ile azalirken,
mTOR yoksunlugu SQSTM1/p62 ifade diizeyini etkilememistir. Purvalanol veya
roscovitine tek baglarina ve mTOR yoksunlugunda Atg7 ifadesi lizerinde bir etki
olusturmamistir. Roskovitin, purvalanole gore Beclin-1 ifadesinin azalmasinda daha
belirgin bir etki gostermistir. Bununla birlikte, mTOR susturmasi roskovitinin degil

ama purvalanoliin Beclin-1 anlatim1 {izerindeki etkisini arttirmistir (Sekil 3.33).
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Sekil 3.33. DU145 hiicrelerinde CDK inhibitérleri purvalanol, roscovitine
ve mTOR inhibitorii rapamycin’in tek baslarma ve herbirinin ayr1 ayr1 48 saatlik

mTOR siRNA I transfeksiyonunda 24 saatlik uygulanimlarini

takiben ULK1,

Atg7, Beclin-1, SQSTM1/p62 proteinlerinin anlatimlarinda ve p-ULK1 (Ser555),
p-p70S6K (Thr389), p-AMPKa (Thr172) diizeylerindeki degisimin immuno-
blotlama yontemi ile gosterimi. pB-Tubulin yiikleme kontrolii olarak

kullanilmastir.
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4. TARTISMA

Prostat kanseri, Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’daki erkeklerde en
yiikksek malignansi oranina sahip olup, kansere bagh oliimlerde ikinci sirada yer
almaktadir (Chism ve ark. 2014). Metastatik prostat kanserinde AR’nin
transkripsiyonel aktivitesini baskilamaya yonelik standart bir uygulama olan androjen
baskilama terapisi (ADT) bir¢ok hastada daha agresif hormona direngli prostat kanseri
(HDPK) olusumuyla sonuglanmaktadir (Yuan ve ark. 2014). Bununla birlikte
immiinolojik, kemik-hedefli ve sitotoksik kemoterapiler de metastatik prostat
kanserine sahip erkeklerde tedaviye karsi diren¢ olusmasini1 ve kanser hiicrelerinin

migrasyonunu engellemekte basarisiz olmaktadir (Bitting ve ark. 2014).

mTOR sinyal yolagi hiicre proliferasyonu, sag kalimi ve migrasyonunda
olduk¢a merkezi bir rol oynamaktadir (lwamaru ve ark. 2007). Bu nedenle renal,
prostat, meme, pankreas ve akciger kanseri gibi hastaliklarda oldukca dikkat ¢ekici bir
terapotik hedef haline gelmistir (Hou ve ark. 2007). Hepatoseliiler karsinom
vakalarmin %48’inde anormal mTOR sinyali tespit edilmis ve mTOR sinyal
aktivasyonu ile basarisiz tedavi sonuclarinin korelasyon gosterdigi gézlemlenmistir.
Ayrica hepatoseliiler karsinom Orneklerinin %71’inde invazyon, metastaz ve
vaskiilerizasyonla iliskili olarak AKT Ser473 bolgesi fosforilasyonu goriilmiistiir
(Grabinski ve ark. 2012). Biriken kanitlar, mTOR sinyal yolagmin prostatik
epitelyumda prostat kanseri baglangicin1 ve gelisimini tesvik ettigini gostermistir.
Bununla birlikte, AKT ve mTOR-p70S6K sinyallerinin agresiflikle ve hormona
direncli prostat kanseri gelisimiyle iligkili oldugu belirlenmistir (Kobayashi ve ark.
2010).

mTOR inhibitdrii rapamycin ve tiirevlerinin (CCI-779, RAD001 ve AP23573)
MTORCY’i baskilayarak p70S6 kinaz inaktivasyonuna neden olmaktadir. Ancak
Klinik faz I/1l ¢alismalari, bu ajanlarin tek baslarina etkinliklerinin malignant timor
formlarina kars1 diisiik oldugunu gostermistir. Rapalog uygulamast mTOR kinaz
aktivitesini geridoniisiimsiiz olarak inhibe edememektedir. Bunun nedenlerinden biri,
rapaloglarin mTOR kinazin katalitik noktas1 disina baglanmalaridir. Diger bir nedeni
ise bu ilaglarin yiiksek doz uygulamari haricinde mTORC?2 inhibisyonuna kars1 etkisiz
olusu ve mTORC2’nin AKT iizerinden yeniden mTORC1’i aktive etmesidir (Wang ve
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ark. 2008). Ayrica mTORC1’in rapamycin tarafindan inhibisyonu, mMTORC2 ve
AKT’m alt yolaginda bulunan AR ’nin protein seviyesinin veya aktivitesinin artmasina
neden olmaktadir (Wu ve ark. 2010) (Wang ve ark. 2008). Ozellikle ilerlemis kanser
vakalarinda, her fazda hiicrenin bulunmasi terapotik anlamda problem olusturmakla
birlikte birinci faz kemoterapiden sonra hiicresel direng faktorlerinin artmasi ile
birlikte ilaca cevapsizlik mekanizmasi agiga ¢ikmaktadir. mTOR yolaginin hedef
alinmasi ile ilaglarin terapotik etkinlikleri arttirilabilmektedir (Jiang ve Liu 2008). Bu
nedenle tez kapsaminda mTOR’un siRNA’lar araciligiyla biitiinsel olarak susturulup,
hiicre sag kalim yolaklariyla interaksiyonunun engellenerek CDK inhibitorleri

purvalanol ve roscovitine’in etkinliginin arttirilmasi hedeflenmistir.

CDK inhibitorleri roscovitine ve purvalanol gii¢lii apoptotik ajanlar olup,
CDK’larm siklinler ile etkilesimlerini yariggil bir etki gostererek engellerler ve hiicre
siklusunda durmaya neden olarak hiicre 6liimiinii tetiklemektedirler. Ancak hiicresel
farkliliklar nedeni ile, her hiicre tipinde ayn1 potansiyele sahip degillerdir.. Son yillarda
arastiricilar, farkli genomik 6zelliklere sahip kanser hiicrelerinin, uygulanan terapotik
stratejilere farkli yetkinlikte cevap verdiklerini ve bu durumun hiicrelerin genotipik
Ozelikleri ile dogrudan iliskili oldugunu gostermislerdir (Planche ve ark. 2011,
Pomerantz ve Freedman 2011). Bu nedenle mTOR susturmasiyla birlikte CDK
inhibitorlerinin etkinligi farkli genomik 6zelliklere sahip LNCaP, DU145 ve PC3

prostat kanseri hiicre hatlarinda arastirilmistir.

Elde edilen veriler ile ilgili olarak tiim hiicre hatlarinda purvalanol ve
roscovitine tizerindeki farkliliklar {izerinde durulmaktadir. Rapamycin yerine mTOR
siRNA ile mTOR yolag: baskilandiginda hiicrelerde CDK inhibitérleri farkli etki
gostermeye devam etmekle birlikte bir¢cok hedef icin mTOR yoksunlugu aktivitenin

indirgenmesine neden olmustur.

mTOR’un st sinyal yolagi aktivatorii olan AKT, Thr308 ve Ser473
bolgelerinden fosforile olarak mTORC]1’de yer alan PRAS40’1n fosforillenip mTOR
kompleksinden ayrilmasini; bu sayede de mTOR sinyalinin olugmasini saglamaktadir.
Yapilan bir ¢alismada 20 uM purvalanoliin PC3, MCF-7 ve MDA-MB231 hiicre
hatlarinda AKT Thr 308 ve Ser473 fosforilasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu
calismayla tutarli olarak tez kapsaminda elde edilen veriler de PC3 hiicrelerinde
purvalanoliin AKT Thr 308 ve Ser473 fosforilasyonunu inhibe ettigini gostermektedir.
Ayrica mTOR siRNA’nin mMTORC2 olusumunu engelledigi Rictor protein ifadelerine
bakilarak tespit edilmistir (Sekil 3.1). mTORC2 kompleksi, AKT’1 Ser473
bolgesinden fosforilledigi ve mTORCI1’in yeniden aktivasyonunu sagladig1 i¢in i¢in
birgok kanser tipinde rapamycin gibi ilaglara kars1 direng olusmaktadir. mTOR siRNA
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uygulamasi bu nedenle purvalanolin AKT Ser473 defosforilasyonu iizerindeki
etkinligini arttirmistir. Diger bir CDK inhibitorii roscovitine’in de purvalanolden daha
etkin bir bicimde AKT Thr308 ve Ser473 inhibe ettigi ve mTOR susturmasiyla birlikte
etkinliginin arttig1 belirlenmistir. Bu nedenle roscovitine’in mTOR {ist sinyal
yolaginda ve/veya mTOR kompleksleri iizerinde etkili oldugu diisiiniilmektedir. CDK
inhibitorlerinin apoptotik indiikleyiciler olarak mitokondriyal yolak tizerinde etkili
oldugu bilinmektedir. Mitokondriyal membran potansiyelinin kaybina yol agan CDK
inhibitorleri, ATP sentezinin inhibisyonuna neden olarak AMPKoa’nin Thrl72
bolgesinden fosforilasyonunu sagladigr diistiniilmektedir. AMPKa aktivasyonu
TSC1/2’yi aktive ederek mTOR inhibisyonuna yol agar. Elimizdeki veriler purvalanol
ve roscovitine’in AMPKa Thr172 fosforilasyonunu sagladigi ve mTOR Ser2448
defosforilasyonuna neden oldugunu gostermistir. Ayrica, roscovitine + mTOR siRNA
kombinasyonu roscovitine’in mTOR Ser2448 defosforilasyonu iizerindeki etkinligi
arttirmistir. AMPKo’nin CDK inhibitorleri tarafindan aktivasyonu mTOR siRNA
uygulamasi ile geri ¢ekilmektedir. Bunun nedeni olarak, mTOR yoksunlugunun
purvalanol ve roscovitine’in hedef aldigi hiicre 6liim cevabini olusturan asagi yolak
molekiillerinin ifadesinin azalmasina yol actigi ve bu sayede hiicre i¢inde artan
ATP/AMP oraninin AMPKa fosforilasyonuna sebebiyet verdigi diigiiniilmektedir.
Yapilan ¢alismalarda AMPKa aktivasyonu, hepato-karsinomla ilgili in vitro ve in vivo
deneylerde hiicre invazyonunu inhibe ettigi ve metastaz iliskili MMP-9, VEGF ve
Ang-1 molekiillerin ifadelerinin azalmasina yol actigi gosterilmistir (Park ve ark.
2014) GSK-3p Ser9 fosforilasyonu, bu molekiiliin kinaz aktivitesini inhibe eder (Gao
ve ark. 2014). Yapilan bir calismada mTOR susturmasmin GSK-3f Ser9
fosforilasyonunu inhibe ettigi ve boylece GSK-3B’nin aktivasyonunu sagladigi
gosterilmistir (Zhang ve ark. 2006). Bu ¢alismayla tutarli olarak, mTOR siRNA
uygulanmasi purvalanol ve roscovitine’in neden oldugu GSK-3f inhibisyonunu geri
cekmistir. Buna paralel olarak, p-70S6K Thr389 fosforilasyonu purvalanol ve
roscovitine uygulamasiyla artarken, mTOR susturmasiyla birlikte roscovitine’in neden
oldugu p-70S6K aktivasyonu geri ¢ekilmistir. Purvalanol ise mTOR siRNA ile
kombine durumda p-70S6K aktivitesi tizerinde anlamli bir degisim olusturmamustir.
Bununla birlikte, p-S6 ribozomal protein aktivasyonu CDK inhibitérleri tarafindan
inhibe edilmis, mTOR susturmasi roscovitine’in S6 ribozomal protein iizerindeki
etkinligini arttirmigtir. mTOR siRNA ile birlikte purvalanol ise yalniz purvalanol
uygulamasina karsin S6 ribozomal protein Ser235/236 fosforilasyonunu arttirmistir.
Yapilan bir ¢caligmada S6 ribozomal protein Ser235/236 bolgelerinden ERK1/2 alt
sinyal yolaginda bulunan RSK (ribozomal S6 kinaz) tarafindan fosforile edildigi

gosterilmistir (Roux ve ark. 2007). Bu durum, purvalanoliin RSK aktivitesi tizerinde
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bir etkide bulunmadigi ve bdoylece S6 ribozomal proteinin RSK tarafindan fosforile
edildigini akla getirmektedir. Ancak CDK inhibitdrleri uygulamasini takiben mTOR
Ser2448 ve p-S6 ribozomal protein defosforilasyonu ile p70S6K Thr389
fosforilasyonu birbirine zit sonuglar olusturmustur. Bu tutarsizlik, Pathscan ELISA
yontemi igin gerekli protein lizatinin en diisiik sinirda kullanilmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Purvalanol ve roscovitine’in PRAS60 Thr246 fosforilasyonu
tizerine etkisi bu ilaglarin AKT fosforilasyonu iizerindeki etkisiyle uyusmamaktadir.
Bunun nedeni purvalanoliin mTOR sinyal yolaginda roscovitine’e gore daha yaygin
bir etkide bulundugu ve roscovitine’in mTOR’un geri aktivasyonuna yol actigi
diistiniilmektedir. mTOR siRNA’nin roscovitine’in bu etkisinin geri ¢ekilmesine
neden olmasi ve purvalanoliin PRAS40 Thr246 fosforilasyonu iizerine etkinligini
mTOR siRNA ile birlikte arttirmasi bu varsayimi gii¢lendirmektedir. MAPK yolagi,
hiicre dongiisii devamliligini etkilerken, p38 aktivitesi CDK inhibitdrleri tarafindan
yiikseltgenmektedir. Yapilan bir ¢alismada roscovitine’in, p38 aktivasyonuna ve
ERK1/2 inhibisyonuna yol actig1 gosterilmistir (Atanasova ve ark. 2007). Baska bir
calismada da ERK1/2 inhibisyonunun SAP/JNK Thr183/Tyr185 fosforilasyonuna
neden olarak Bax ve Bak gibi proapoptotik proteinlerin ifadesini kontrol ettigi ve c-
Jun anlatimini indiikledigi tespit edilmistir (Obakan ve ark. 2014). Roscovitine ve
purvalanol uygulamast SAPK/JNK Thr183/Tyr185 ve p38 Thr180/Tyr182
fosforilasyonun diizeylerinin artmasina neden olurken, ERK1/2’nin Thr202/Tyr204
bolgelerinden defosforilasyonuna yol a¢mistir. SAP/JNK ve p38 aktivasyonuyla
birlikte ERKZ1/2 inaktivasyonunun meydana gelmesi PC3 hiicrelerinde CDK
inhibitdrlerine kars1 apoptotik cevabin meydana geldigini dogrulamaktadir. Bununla
birlikte, mTOR yoksunlugunun bu CDK inhibitorlerinin SAP/JNK ve p38
aktivasyonuna ket vurucu etkisi, mTOR’un apoptotik karar siirecindeki yetkinligini
dogrulamaktadir. Ancak, purvalanol ve roscovitine’in neden oldugu ERKI1/2
inhibisyon derecesinin bu ilaglarin mTOR siRNA kombinasyonuyla artmasi hiicresel
sag kalim yoniinden anlamli géziikmemektedir. Statl ve Stat3 proteinleri hiicre sag
kalimi/hiicre 6liimii siireclerinde genelde zit roller iistlenmektedir. Ancak, farkli hiicre
tiplerinde dolayisiyla farkli genetik profillere sahip hiicrelerde birlikte aktive/inaktive
olabilmektedirler (Handel-Fernandez ve ark. 2009, Zhang ve ark. 2011, Resemann ve
ark. 2014). Stat3 Tyr705 fosforilasyon diizeyleri CDK inhibitorleri tarafindan
artmistir. Hiicre sag kaliminda rol alan Stat3 proteinin Tyr705 fosforilasyonunun
akciger fibroblast hiicrelerinde roscovitine uygulamasiyla yiikseltgendigi baska bir
calismada da gosterilmistir (Steinman ve ark. 2012). Statl genel olarak tiimor
baskilayici fonksiyona sahip olsa da, bazi ¢aligmalarda Statl’in tiimdr olusumunu

tesvik edici ozellik gosterdigi tespit edilmistir (Regis ve ark. 2006). Ayrica Statl ve
68



Stat3, SOCS (sitokin sinyali baskilayici) proteinleri iizerinden birbirlerini negatif
olarak diizenlerler (Hong ve ark. 2002). Elde ettigimiz veriler 1sinda purvalanol ve
roscovitine Statl’i aktive eden JAK1,2 proteinlerini inhibe ettigi ve boylece Stat3’iin
aktivasyonuna neden oldugu diisiiniilmektedir. Anti-apoptotik genlerin aktivasyonunu
saglayarak hiicre sag kaliminda rol oynayan Stat3 proteininin inaktivasyonu CDK
inhibitorlerinin mTOR siRNA ile birlikte uygulanmasi durumunda gerceklesmektedir.
Roscovitine uygulamasiyla fosforilasyon seviyesi diisen, hiicre 6limiiyle iligkili Statl
proteinin aktivasyonu ise roscovitine’in mTOR siRNA ile birlikte uygulanmasiyla
yiikseltgenmistir. Bununla birlikte mTOR susturmasi purvalanoliin ~ Statl
inaktivasyonu iizerindeki etkinligini arttirmigtir. Yapilan bir ¢alismada p38 substrati
olan HSP27 fosforilasyonunun keratinosit hiicrelerinde roscovitine uygulamasiyla
indiikklendigi  gosterilmistir  (Atanasova ve ark. 2005). Elimizdeki veriler,
roscovitine’in HSP27 fosforilasyonunu arttirdigini dogrulamaktadir. Ancak, diger bir
CDK inhibitérii olan purvalanol ise HSP27 fosforilasyonunu indirgemistir. Bununla
birlikte purvalanol p38 fosforilasyonunu yiikseltgemistir. Purvalanol uygulama
grubunda HSP27 ve p38 fosforilasyon profili bu nedenle birbirleriyle
uyusmamaktadir. CDK inhibitorleri tarafindan indiiklenen kaspaz-3 aktivasyonunun,
p38 fosforilasyonuna ve aktivasyonuna neden oldugu yapilan bir c¢alismada
gosterilmistir (Atanasova ve ark. 2005). Bu nedenle, her iki CDK inhibitorlerinin
uygulanmasini takiben yiikseltegenen p38 fosforilasyonunun kaspaz-3 bagimli sekilde
meydana geldigi disiiniilmektedir. HSP27 ve AKT interaksiyona girerek birbirlerinin
aktivitesini diizenlerler (Schultz ve ark. 2012). mTOR siRNA uygulamasiyla
roscovitine’in HSP27 iizerinde indirgeyici etkisinin artmasi ve purvalanoliin HSP27
fosforilasyon diizeyini geri ¢gekmesinin; mTOR siRNA’nin AKT aktivasyonunu inhibe
etmesinden kaynaklandigini isaret etmektedir. Apoptotik belirtegler olan PARP
Asp214 ve Kaspaz-3 Aspl75 fosforilasyonlar1 CDK inhibitorleri purvalanol ve
roscovitine uygulamasiyla artmaktadir. Bu ilaglarn mTOR siRNA ile birlikte
uygulanmas1 PARP fosforilasyonlarinin indirgenmesine yol agmistir. Bununla birlikte
Bad Ser112 fosforilasyonundaki artis ilgili diger apoptotik proteinlerin aktivasyonuyla
uyusmamaktadir. Orneklerdeki protein lizati konsantrasyonlarmin diisiik olusunun
bazi anlamsiz ¢iktilara yol a¢tig1 diistiniilmektedir. Kaspaz-3 defosforilasyonunda ise
purvalanole karsin mTOR siRNA + purvalanol uygulamasiyla anlamli degisim
meydana gelmezken, mTOR susturmasi roscovitine’in Kaspaz-3 fosforilasyonu
tizerindeki etkinligini geri ¢cekmistir. Bu apoptotik belirteglere bakildiginda, mTOR’un
apoptoz diizenleniminde de merkezi bir rol oynagi ve mTOR yoksunlugunun PC3

hiicrelerinde apoptotik cevaplarin olugsmasina ket vurucu etki yaptigi goriilmektedir.
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Tablo 4.1. CDK inhibitérlerinin mTOR siRNA varhginda/yoklugunda
PC3 prostat kanseri hiicrelerinde sag kalim sinyal kaskadlar iizerine etkisinin
modellenmesi. Yalniz purvalanol ve roscovitine’in ilgili proteinlerin
fosforilasyonu iizerindeki etkisi kontrol grubuna gore kiyaslanirken, bu ila¢larin
mTOR siRNA ile kombinasyonlari, ilaglarin tek basina olan etkilerine gore
kiyaslanmistir. NS (non-significant); degisim degerinin anlamh olmadigim
belirtmek icin kullamilmstir.

PC3 mTOR siRNA (-) MTOR siRNA (+)
Purvalanol | Roscovitine | Purvalanol | Roscovitine

p-Akt Thr308 v v v v
p-Akt Ser473 v \ v v
p-AMPKa Thr172 A A v v
p-mTOR Ser2448 v \ NS v
p-S6 Ribozomal Protein v v A v
Ser235/236

p-GSK-3p Ser9 A A v v
p-p70S6K Thr389 A A NS v
p-PRAS40 Thr246 v A v v
p-SAPK/INK A A NS v
Thr183/Tyr185

p-ERK1/2 Thr202/Tyr204 v v v v
p-p38 Thr180/Tyr182 A A NS v
p-Statl Tyr701 v v v A
p-Stat3 Tyr705 A A v v
p-PARP Asp214 A A v v
p-Bad Serl112 A A v v
p-HSP27 Ser78 v A v v
p-Kaspaz-3 Aspl75 A A NS v

AR pozitif LNCaP prostat kanseri hiicre hattinda AKT Thr308 ve Ser473
fosforilasyonlar1 roscovitine uygulamasiyla indirgenmistir. Yapilan bir c¢alismada
purvalanoliin HCT116 kolon kanseri hiicrelerinde ER stres aracili apoptotik cevap
olusturdugu gosterilmistir (Coker-Gurkan ve ark. 2015). Baska bir ¢alismada ise, JEG-
3 testis kanseri hiicrelerinde ER stres kosullart altinda AKT’1in Thr308 bolgesindeki
fosforilasyonu baskilanirken, Ser473 bolgesi fosforilasyonu indiiklenmekte oldugu
tespit edilmistir (Yung ve ark. 2011). Bu nedenle purvalanol uygulmasiyla AKT
Thr308 defosforilasyonu ve AKT Ser473 fosforilasyonun meydana gelmesi,
purvalanoliin neden oldugu ER stresten kokenlenebilecegini igaret etmektedir. mTOR
yoksunlugu purvalanol ve roscovitine’in AKT Thr308 fosforilasyonu {izerindeki
etkinliklerinde anlamli bir degisim meydana getirmemistir. Bununla birlikte
purvalanol tarafindan indiiklenen @AKT’in  mTORC2 aracili  sekonder
fosforilasyonunun (Ser473 fosforilasyonu) mTOR siRNA uygulamasi ile geri
¢ekilmesi, mTOR kompleksleri olusumlarmin indirgendigini gostermektedir. PC3
hiicrelerinden farkli olarak, CDK inhibitorleri LNCaP hiicrelerinde AMPKa Thr172
fosforilasyonunun indirgenmesine yol agmaktadir. AMPKa bazi kanser hiicrelerinde

ikili rol oynamaktadir. AMPKa glikozis ve anjiyogenezle hiicre sag kalimimi tegvik
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ederken, diger yandan mTOR inhibisyonu {izerinden protein sentezi gibi anabolik
stireclerin baskilanmasina neden olmaktadir (Mizrachy-Schwartz ve ark. 2011).
Elimizdeki veriler 1s1¢inda AMPKo’nin LNCaP hiicrelerinde hiicre sag kalim
yolaginda aktif oldugu ve CDK inhibitorlerinin AMPKoa’ nin bu etkinligini indirgedigi
diistiniilmektedir. Purvanoliin degil ama roscovitine’in mTOR 2448 fosforilasyonunu
azaltict etkisi bunu dogrulamaktadir. mTOR siRNA uygulamasi, purvalanol ve/veya
roscovitine’in AMPKa fosforilasyonu iizerindeki etkinliginde anlamli bir degisim
olusturmamistir. Bununla birlikte, mTOR fosforilasyonunda anlamli bir degisim
meydana getirmeyen purvalanol, mTOR siRNA ile birlikte bu proteinin aktivitesini
indirgerken, mTOR yoksunlugu roscovitine’in mTOR Ser2448 fosforilasyonu
tizerindeki etkinliginde bir degisime yol agmamustir. LNCaP hiicre hattinda AKT
Ser473 ve mTOR Ser2448 fosforilasyon profilleri, purvalanolin mTOR
aktivasyonunda tek basina degil ama mTOR siRNA ile etki gdsterdigini isaret
etmektedir. Roscovitine ise her iki hedef {izerinde de tek basina etkin géziikmektedir.
Purvalanol tek bagma mTOR iizerinde etkinligi bulunmasa da mTOR alt yolak
elemanlart p70S6 kinazin ve dolayisiyla S6 ribozomal protein Ser235/236
fosforilasyonlarimi1  indirgemistir. Roscovitine sebep oldugu MTOR Ser2448
defosforilasyonuyla tutarli olarak p70S6K ve S6 ribozomal proteinlerin
aktivasyonlarini1 disiirmiistiir. GSK-3f3 Ser9 fosforilasyonu purvalanol ve roscovitine
tarafindan anlamli bir degisiklige ugramamistir. Bununla birlikte mTOR siRNA +
purvalanol  uygulamast  purvalanole karsin  GSK-3  fosforilasyonunun
yiikseltgenmesine neden olmustur. Bu durum da ayni1 kosullar altinda mTOR Ser2448
ve AKT Ser473 defosforilasyonuyla uyusmaktadir. Yapilan ¢alismalarda GSK-3f3’nin
AKT tarafindan fosforilasyonun inhibe edici 6zellikte oldugu gosterilmistir (Zhang ve
ark. 2006, Shin ve ark. 2011). Hiicre dongiisiiniin devamliligini ve hiicre
profilerasyonunu tesvik eden ERK1/2 Thr202/Tyr204 fosforilasyonunun roscovitine
+ MTOR siRNA ile artmasi ve hiicre sag kalimiyla iliskili GSK-3p’in purvalanol +
mTOR siRNA uygulamasiyla aktive olmasi; purvalanol ve roscovitine’in mTOR
yoksunlugunda farkli hedefler iizerinde apoptotik etkinliklerini kaybettiklerini
gostermektedir. CDK inhibitorleri uygulamasiyla kaspaz-3 aktivitesi artarken p38
aktivasyonunun indirgenmesi; LNCaP hiicrelerinde p38 aktivasyonunun PC3
hiicrelerinden farkli olarak kaspaz-3’ten bagimsiz oldugu tespit edilmistir. Bununla
birlikte PC3 hiicrelerine benzer sekilde LNCaP hiicrelerinde de Statl Tyr701
fosforilasyonu CDK inhibitorleri uygulamasini takiben azalmaktadir. Ayrica her iki
hiicre hattinda da roscovitine + mTOR siRNA, roscovitine’in Statl fosforilasyonunu
inhibe edici etkisinin geri ¢ekilmesine neden olmustur. Purvalanol ve roscovitine

tarafindan tetiklenen kaspaz-3 aktivasyonu ve yalniz purvalanoliin neden oldugu Bad
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defosforilasyonu, ilgili kondisyonlar altindaki PARP Asp214 fosforilasyon profili ile
anlamli bir sonug¢ olusturmamaktadir. LNCaP hiicrelerinde mTOR yoksunlugu CDK
inhibitorlerinin apoptotik etkinliklerinin indirgenmesinde anlamli bir degisim
meydana getirmemistir. Statl Tyr701 fosforilasyonu ise, PC3 hiicrelerine benzer
sekilde purvalanol ve roscovitine tarafindan inhibe edilmis, roscovitine’in Statl
fosforilasyonu iizerine etkisi mTOR yoksunlugunda geri ¢ekilmistir. Stat1 aktivasyonu
ERK1, p38 ve JNK1 gibi molekiiller tarafindan diizenlenebilmektedir (Zhang ve ark.
2004). Bu agidan, Statl Tyr701 fosforilasyonundaki inhibisyonun p38 aracili oldugu

diistinilmektedir. ~ Ayrica  roscovitine’in. mTOR  yoksunlugunda ERK1/2

fosforilasyonunu yiikseltgemesiyle; kondisyonlarda Statl fosforilasyonu

ayni
paralellik gostermektedir. Statl ve Stat3 aktivasyonu mTOR ile iligkili bir¢ok kinaz
molekiilii tarafindan diizenlendiginden, farkli sinyal yolaklarinin interaksiyonunda ve

entegrasyonunda 6nemli roller iistlendikleri diisiiniilmektedir.

Tablo 4.2. CDK inhibitérlerinin mTOR siRNA varhginda/yoklugunda
LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde sag kalim sinyal kaskadlar1 iizerine
etkisinin modellenmesi. Yalniz purvalanol ve roscovitine’in ilgili proteinlerin
fosforilasyonu iizerindeki etkisi kontrol grubuna gore kiyaslanirken, bu ila¢larin
MTOR siRNA ile kombinasyonlari, ilaglarin tek basina olan etkilerine gore
kiyaslanmistir. NS (non-significant); degisim degerinin anlamh olmadigim
belirtmek icin kullamilmstir.

LNCaP mTOR SiRNA (-) mTOR siRNA (+)
Purvalanol | Roscovitine | Purvalanol | Roscovitine

p-Akt Thr308 v v NS NS
p-Akt Ser473 A v v NS
p-AMPKa Thrl72 v v NS NS
p-mTOR Ser2448 NS v v NS
p-S6 Ribozomal Protein v v NS NS
Ser235/236
p-GSK-3p Ser9 NS NS v NS
p-70S6K Thr389 v v NS NS
p-PRAS40 Thr246 NS NS NS NS
p-SAPK/INK NS NS NS NS
Thr183/Tyr185
p-ERK1/2 Thr202/Tyr204 NS NS NS A
p-p38 Thr/Tyrl82 v v NS NS
p-Statl Tyr701 v v NS A
p-Stat3 Tyr705 NS NS NS NS
p-PARP Asp214 v v NS NS
p-Bad Ser112 NS v NS NS
p-HSP27 Ser78 NS NS NS NS
p-Kaspaz-3 Aspl75 A A NS NS

Statl ve 3 apoptotik mekanizmay1 kontrol eden énemli hedefler olup mTOR
kinaz aktivitesi ile diizenlenmektedirler (Zhang ve ark. 2012). Bu nedenle Statl ve

stress ile aktive olan MAPK sinyal yolaginin diizenlenmesi ile birlikte apoptotik karar
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mekanizmast mTOR bagimli bir sekilde CDK inhibitorlerinin terapotik etkisini
belirlemektedir. Bu nedenle PC3 ve LNCaP hiicre hatlarinda, mMTOR yoksunlugunda
CDK inhibitorlerinin  apoptotik  etkilerine kars1 direng Stat proteinleri
diizenlenimleriyle meydana geldigi diistiiniilmektedir. LNCaP hiicrelerinde purvalanol
ve roscovitine tek baslarina ya da mTOR siRNA ile birlikte Stat3 Tyr705
fosforilasyonu iizerinde bir degisim gosterilememistir. Pathscan analizi igin gerekli
protein lizat1 konsantrasyonunun en alt sinirda girilmesi nedeniyle, kemiluminesans
1simalar  bazi  Ornek gruplart i¢cin anlamli bi¢imde kantitatif verilere
dontstiirilememistir. LNCaP ve DU145 hiicreleri i¢in Pathscan ELISA testi ile elde

edilen verilerin dogrulanmasi amaciyla immuno-blotlama yontemi kullanilmistir.

LNCaP hiicrelerinde CDK inhibitorleri purvalanol ve roscovitine, rapamycine
gbre Stat3 anlatimimi etkin bir sekilde diiglirmiistiir. Bu nedenle kinaz inhibitorleri
purvalanol ve roscovitine’in mTOR disinda AKT anlatimi {izerinde de etkin oldugu,
boylece de Stat3 ifadesini etkin olarak inhibe ettigi diisiiniilmektedir. mTOR
yoksunlugunda roscovitine’in ve yiiksek etkinlikte purvanoliin Stat3 ekspresyonu
tizerindeki etkilerini geri gekmeleri, androjen reseptorii araciligiyla alternatif hiicre sag
kalim yolaklarinin aktivasyonundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Statl ifadesinin
rapamycin tarafindan azaltilmasi, mTOR’un Statl ile fiziksel interaksiyonu sonucunda
gerceklestigi varsayllmaktadir. mTOR aktivitesinin baskilanmasi Statl anlatimiyla
ilgili genlerin aktivasyonuna neden olmaktadir (Fielhaber ve ark. 2009). mTOR
siRNA uygulamasiyla roscovitine ve purvalanoliin Statl ifadelerini arttirmalari bu

mekanizmanin aktivasyonu sayesinde gerceklestigini isaret etmektedir (Sekil 3.27).

AKT’1n 6nemli substratlarindan biri olan FoxO1 (forkhead box O1), Stat3 ile
iligkisi bakimindan 6nem arz etmektedir (Kim ve ark. 2011). Fosforile durumda
olmayan Stat3, 14-3-3 proteini ile birlikte inaktif pFoXO1/pFoX0O3a kompleksinin
dagilmasina neden olur ve bdylece FoXO aracili biliyiimeyi inhibe edici protein
ekspresyonlarinin  azalmasina yol acar (Oh ve ark. 2012) (Sekil 4.1).
Immiinopresipitasyon sonuglari purvalanol ve roscovitine uygulamasiyla Stat3’lerin
fosforillendigini ve bdylece FoXOl proteini ile interaksiyonlarinin azaldigini
gostermektedir. Boylece purvalanol ve roscovitine’in FoXO1/FoXO3a’nin nukleusa
goc ederek hiicre biiylimesini inhibe edici genlerin anlatimini yiikseltgedigi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, PC3 hiicrelerinde CDK inhibitorleri uygulamasiyla
artan  Stat3  Tyr705 fosforilasyon diizeyleri, LNCaP’ta elde edilen
immunopresipitasyon sonucuyla paralellik gostermistir. Ayrica purvalanoliin
etkinliginin Stat3-FoXO1 interaksiyonunun bozulmasinda roscovitine’e gore daha

yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.28).
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Sekil 4.1. LNCaP hiicrelerinde hipotetik olarak Akt’in FoxO1/FoxO3a-Stat3
kompleksine etkisi ve p-Stat3-AR iliskisinin sematik olarak gosterimi. U-Stat3,
defosforile durumdaki Stat3’ii ifade etmektedir.

LINK

Prostat kanseriyle ilgili yapilan ¢aligmalarda, Stat3 Ser727’nin nukleusa
translokasyonu ve Stat3 iligkili genlerin (junB, c-fos, c-myc ve survivin) anlatim1 Cdk5
aktivasyonu tarafindan diizenlendigi ve bu proteinin AR ile interaksiyona girerek,
AR’nin protein stabilitesini ve transaktivasyonunu yiikseltgedigi gosterilmistir (Hsu
ve ark. 2013) (Sekil 4.1). Cdk5 aktivitesini inhibe eden purvalanol ve roscovitine’in,
prostat kanseri metastazinda 6nemli roller oynayan bu molekiiler interaksiyonlara
etkisi immiinopresipitasyon yontemiyle incelenmistir ve bu ilaglarin AR-Stat3

interaksiyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir (Sekil 3.29).

PC3 ve LNCaP hiicrelerinde, Statl ve 3 molekiillerinin apoptotik karar
mekanizmasinda belirleyici oldugu goz oniine alinarak, DU145 hiicre hattinda da bu
proteinlerin mTOR varliginda ve yoksunlugunda CDK inhibitdrlerine verdigi cevaplar
incelenmistir. Purvalanol, roscovitine ve rapamycin DU145 hiicrelerinde de Statl
ifadesinin azaltmistir. Bununla birlikte LNCaP hiicrelerinden farkli olarak, DU145
hiicre hattinda mTOR yoksunlugu ilgili ilaglarin Statl anlatimi {izerindeki
etkinliklerini yiikseltgemistir. Bu hiicre hattinda CDK inhibitorleri ve rapamycin
uygulamasi Stat3 ifadesinde, LNCaP hiicrelerindekine benzer etkiler olusturmus;

ancak mTOR siRNA ile birlikte bu ilaglar Stat3 anlatimimi azaltmistir. DU145
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hiicrelerinde AR ifadesinin olmamasi, mTOR yoksunlugunda Stat3’iin CDK
inhibitorlerine kars1 daha hassas bir hedef haline geldigini isaret etmektedir (Sekil
3.30). DU145 hiicre hattinda roscovitine, Statl Tyr701 fosforilasyonunda purvalanole
gore daha belirgin bir inhibisyona yol agmustir (Sekil 3.31). CDK inhibitérleri
uygulamasini takiben Statl fosforilasyonundaki degisimler ilgili {i¢ hiicre hattinda da
benzerdir. Stat3 Ser727 bolgesinden fosforillendiginde nukleusa gogerek hedef
onkogenlerin transkripsiyonel aktivasyonunu saglar (Hsu ve ark. 2013). Bu nedenle
DU145 hiicrelerinde CDK inhibitorleri uygulamasini takiben Stat3 Ser727’nin
sitoplazmik ve nuklear seviyeleri kontrol edilmis; ancak nuklear kisimda B-Tubulin
gozlemlenmesi nedeniyle anlamli bir sonug elde edilememistir. Total Stat3 Ser727
fosforilasyonunun purvalanol tarafindan indirgenmesine, purvalanolin ERK1/2
enzimi lizerindeki inhibitoér etkisinin neden oldugu disiiniilmektedir. mTOR
yoksunlugu her iki CDK inhibit6riiniin Stat3’{in Ser727 bolgesinden fosforilasyonlari
tizerindeki etkinligini arttirmistir. mTOR st yolaklarinin 6zellikle purvalanol
tarafindan baskilanmasiyla birlikte, mTOR yoksunlugu Stat3’{in bu yolaklar {izerinden
Ser727 fosforilasyonunu engellemistir (Sekil 3.32). DU145 hiicre hattinda mTOR
yoksunlugunun PC3 ve LNCaP hiicrelerindekine benzer sekilde apoptoza ket vurucu
bir sonu¢ olusturmadigr diisiiniildiglinden, bu hiicre hattinda otofajik belirtegler
taranmustir. Ozellikle p-AMPKa ve SQSTM1/p62 protein diizeylerine bakildiginda
mTOR yoksunlugunun, purvalanol ve roscovitine’in neden oldugu otofajik cevabi
etkilemedigi goriilmiistiir. Ayrica ULK 1, Atg7 ve Beclin-1 protein ifadeleri de mTOR
yoksunlugunun, CDK inhibitérlerinin neden oldugu otofajik cevaptan kagista yeterli
bir etkide bulunmadigini isaret etmektedir (Sekil 3.33). DU145 hiicre hattinda mTOR
siRNA uygulamasinin, purvalanol ve roscovitine’in 24. saatteki otofajik etkinligini
degistirmedigi; ancak ayni siirede apoptotik cevabin olusmasinda ket vurucu bir etkiye
sahip oldugu ve Stat proteinleri {izerinden siklin-CDK aktivasyonlarimi etkiledigi
diigiiniilmektedir. Bu nedenle mTOR yoksunlugunda, CDK inhibitérlerinin DU145
hiicrelerindeki  otofajik  etkinliklerinin zamana bagli olarak arastirilmasi
gerekmektedir. Ayrica, ilgili hiicre hatlarinda CDK inhibitdrleriyle birlikte mTOR
yoksunlugunun hiicre dongiisii diizenleyicileri lizerinde ne gibi etkiler yaptiginin

incelenmesi kritik onem tasimaktadir.
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Sekil 4.2. Tez kapsaminda incelenen mTOR sinyal yolag iliskili proteinlerin
regiilasyonlarina mTOR siRNA ve CDK inhibitorlerinin AR negatif PC3, DU145
ve AR pozitif LNCaP hiicrelerinde etkisinin sematik olarak gosterimi.

Sonu¢ olarak, ilgili prostat kanseri hiicre hatlarinda mTOR yoksunlugu
apoptotik karar mekanizmasina ket vurmaktadir. Bununla birlikte DU145 hiicrelerinde
mTOR siRNA ile birlikte CDK inhibitorlerinin uygulanmasi, LNCaP ve PC3
hiicrelerinden farkli Stat3 anlatim profiline neden olmaktadir. Bu nedenle, DU145
hiicrelerinde mTOR yoksunlugu CDK inhibitorlerinin otofaji ya da apoptoz iligkili
olarak degil ama Stat proteinleri araciligryla CDK’lar iizerinden hiicre siklusuna etki
ettigi diisiiniilmektedir (Sekil 4.2). mTOR protein ifadesini baskilayan CDK
inhibitorleri farkli hiicre sinyal yolaklarin1 da baski altinda tutarak apoptotik veya
otofajik karara neden olabilmektedirler. mTOR proteinin bu nedenle belirli bir
diizeyde hiicrelerde bulunmasi her iki sinyal yolagi hedefleri agisindan diizenleyici
olup, CDK inhitorleri erken cevap mekanizmasinda terapotik etkiyi rapaloglar kadar

etkili bir sekilde yansitmamaktadirlar.

76



5. KAYNAKLAR

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Albany, C., A.S. Alva, A. M. Aparicio, R. Singal, S. Yellapragada, G. Sonpavde
ve N. M. Hahn (2011). "Epigenetics in prostate cancer." Prostate Cancer 2011.:
580318.

Ashkenazi, A. (2008). "Targeting the extrinsic apoptosis pathway in cancer."”
Cytokine Growth Factor Rev 19(3-4): 325-331.

Atanasova, G., R. Jans, N. Zhelev, V. Mitev ve Y. Poumay (2005). "Effects of
the cyclin-dependent kinase inhibitor CYC202 (R-roscovitine) on the
physiology of cultured human keratinocytes.” Biochem Pharmacol 70(6): 824-
836.

Atanasova, G. N., A. R. Isaeva, N. Zhelev, Y. Poumay ve V. |. Mitev (2007).
"Effects of the CDK-inhibitor CYC202 on p38 MAPK, ERK1/2 and c-Myc
activities in papillomavirus type 16 E6- and E7-transformed human
keratinocytes.” Oncol Rep 18(4): 999-1005.

Bach, S., M. Knockaert, J. Reinhardt, O. Lozach, S. Schmitt, B. Baratte, M.
Koken, S. P. Coburn, L. Tang, T. Jiang, D. C. Liang, H. Galons, J. F. Dierick, L.
A. Pinna, F. Meggio, F. Totzke, C. Schachtele, A. S. Lerman, A. Carnero, Y.
Wan, N. Gray ve L. Meijer (2005). "Roscovitine targets, protein kinases and
pyridoxal kinase." J Biol Chem 280(35): 31208-31219.

Bettayeb, K., N. Oumata, A. Echalier, Y. Ferandin, J. A. Endicott, H. Galons ve
L. Meijer (2008). "CR8, a potent and selective, roscovitine-derived inhibitor of
cyclin-dependent kinases.” Oncogene 27(44): 5797-5807.

Bitting, R. L., D. Schaeffer, J. A. Somarelli, M. A. Garcia-Blanco ve A. J.
Armstrong (2014). "The role of epithelial plasticity in prostate cancer
dissemination and treatment resistance.” Cancer Metastasis Rev 33(2-3): 441-
468.

Bjorkoy, G., T. Lamark ve T. Johansen (2006). "p62/SQSTML1: a missing link
between protein aggregates and the autophagy machinery.” Autophagy 2(2):
138-1309.

Bloom, J. ve M. Pagano (2003). "Deregulated degradation of the cdk inhibitor
p27 and malignant transformation.” Seminars in Cancer Biology 13(1): 41-47.
Brenner, D. ve T. W. Mak (2009). "Mitochondrial cell death effectors.” Curr
Opin Cell Biol 21(6): 871-877.

Brundage, M. E., P. Tandon, D. W. Eaves, J. P. Williams, S. J. Miller, R. H.
Hennigan, A. Jegga, T. P. Cripe ve N. Ratner (2014). "MAF mediates crosstalk
between Ras-MAPK and mTOR signaling in NF1." Oncogene 33(49): 5626-
5636.

Casimiro, M. C., M. Crosariol, E. Loro, Z. Li ve R. G. Pestell (2012). "Cyclins
and cell cycle control in cancer and disease.” Genes Cancer 3(11-12): 649-657.
Cetnar, J. P. ve T. M. Beer (2014). "Personalizing prostate cancer therapy: the
way forward." Drug Discov Today 19(9): 1483-1487.

Chan, E. Y. (2009). "mTORC1 phosphorylates the ULK1-mAtgl3-FIP200
autophagy regulatory complex.” Sci Signal 2(84): pe51.

Chaudhari, B. R., R. F. Murphy ve D. K. Agrawal (2006). "Following the TRAIL
to apoptosis.” Immunol Res 35(3): 249-262.

77



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Chen, J., E. Guerriero, K. Lathrop ve N. SundarRaj (2008). "Rho/ROCK
signaling in regulation of corneal epithelial cell cycle progression.” Invest
Ophthalmol Vis Sci 49(1): 175-183.

Chism, D. D., D. De Silva ve Y. E. Whang (2014). "Mechanisms of acquired
resistance to androgen receptor targeting drugs in castration-resistant prostate
cancer." Expert Rev Anticancer Ther 14(11): 1369-1378.

Chiu, S. C., S. P. Chen, S. Y. Huang, M. J. Wang, S. Z. Lin, H. J. Harnve C. Y.
Pang (2012). "Induction of apoptosis coupled to endoplasmic reticulum stress in
human prostate cancer cells by n-butylidenephthalide.” PLoS One 7(3): e33742.
Cillessen, S. A., C. J. Hess, E. Hooijberg, K. C. Castricum, P. Kortman, F.
Denkers, W. Vos, M. A. van de Wiel, G. J. Schuurhuis, G. J. Ossenkoppele, C.
J. Meijer ve J. J. Oudejans (2007). "Inhibition of the intrinsic apoptosis pathway
downstream of caspase-9 activation causes chemotherapy resistance in diffuse
large B-cell lymphoma."” Clin Cancer Res 13(23): 7012-7021.

Coker-Gurkan, A., E. D. Arisan, P. Obakan, K. Akalln, U. Ozbey ve N. Palavan-
Unsal (2015). "Purvalanol induces endoplasmic reticulum stress-mediated
apoptosis and autophagy in a time-dependent manner in HCT116 colon cancer
cells.” Oncology Reports 33(6): 2761-2770.

Coppola, V., R. De Maria ve D. Bonci (2010). "MicroRNAs and prostate
cancer.” Endocr Relat Cancer 17(1): F1-17.

Croft, D. R. ve M. F. Olson (2006). "The Rho GTPase effector ROCK regulates
cyclin A, cyclin D1, and p27Kip1 levels by distinct mechanisms.” Mol Cell Biol
26(12): 4612-46217.

Dai, Y. (2003). "Cyclin-dependent kinase inhibitors.” Current Opinion in
Pharmacology 3(4): 362-370.

Denmeade, S. R. ve J. T. Isaacs (2002). "A history of prostate cancer treatment.”
Nat Rev Cancer 2(5): 389-396.

Dhillon, A. S., S. Hagan, O. Rath ve W. Kolch (2007). "MAP kinase signalling
pathways in cancer.” Oncogene 26(22): 3279-3290.

Doleckova, I., M. Cesnek, M. Dracinsky, J. Brynda, J. Voller, Z. Janeba ve V.
Krystof (2013). "Synthesis and biological evaluation of guanidino analogues of
roscovitine." Eur J Med Chem 62: 443-452.

Duiker, E. W., A. G. van der Zee, P. de Graeff, W. Boersma-van Ek, H. Hollema,
G. H. de Bock, S. de Jong ve E. G. de Vries (2010). "The extrinsic apoptosis
pathway and its prognostic impact in ovarian cancer." Gynecol Oncol 116(3):
549-555.

Dutta, P. ve W. X. Li (2013). "Role of the JAK-STAT Signalling Pathway in
Cancer."

Eikenberry, S. E., J. D. Nagy ve Y. Kuang (2010). "The evolutionary impact of
androgen levels on prostate cancer in a multi-scale mathematical model.” Biol
Direct 5: 24.

Elmore, S. (2007). "Apoptosis: a review of programmed cell death." Toxicol
Pathol 35(4): 495-516.

Eskelinen, E. L. ve P. Saftig (2009). "Autophagy: a lysosomal degradation
pathway with a central role in health and disease.” Biochim Biophys Acta
1793(4): 664-673.

Faivre, S., G. Kroemer ve E. Raymond (2006). "Current development of mTOR
inhibitors as anticancer agents." Nat Rev Drug Discov 5(8): 671-688.

Fan, T.-J., L.-H. Han, R.-S. Cong ve J. Liang (2005). "Caspase Family Proteases
and Apoptosis.” Acta Biochimica et Biophysica Sinica 37(11): 719-727.
Fielhaber, J. A., Y. S. Han, J. Tan, S. Xing, C. M. Biggs, K. B. Joung ve A. S.
Kristof (2009). "Inactivation of mammalian target of rapamycin increases
STAT1 nuclear content and transcriptional activity in alpha4- and protein
phosphatase 2A-dependent fashion." J Biol Chem 284(36): 24341-24353.

78



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Fulda, S. ve K. M. Debatin (2006). "Extrinsic versus intrinsic apoptosis
pathways in anticancer chemotherapy.” Oncogene 25(34): 4798-4811.
Funderburk, S. F., Q. J. Wang ve Z. Yue (2010). "The Beclin 1-VPS34 complex-
-at the crossroads of autophagy and beyond." Trends Cell Biol 20(6): 355-362.
Gao, X., Y. He, L. M. Gao, J. Feng, Y. Xie, X. Liu ve L. Liu (2014). "Ser9-
phosphorylated GSK3beta induced by 14-3-3zeta actively antagonizes cell
apoptosis in a NF-kappaB dependent manner.” Biochem Cell Biol 92(5): 349-
356.

Gobert Gosse, S., C. Bourgin, W. Q. Liu, C. Garbay ve G. Mouchiroud (2005).
"M-CSF stimulated differentiation requires persistent MEK activity and MAPK
phosphorylation independent of Grb2-Sos association and phosphatidylinositol
3-kinase activity." Cell Signal 17(11): 1352-1362.

Gomez-Millan, J., M. F. Lara, R. Correa Generoso, A. Perez-Rozos, Y.
Lupianez-Perez ve J. A. Medina Carmona (2015). "Advances in the treatment of
prostate cancer with radiotherapy.” Crit Rev Oncol Hematol 95(2): 144-153.
Goodyear, S. ve M. C. Sharma (2007). "Roscovitine regulates invasive breast
cancer cell (MDA-MB231) proliferation and survival through cell cycle
regulatory protein cdk5." Exp Mol Pathol 82(1): 25-32.

Grabinski, N., F. Ewald, B. T. Hofmann, K. Staufer, U. Schumacher, B. Nashan
ve M. Jucker (2012). "Combined targeting of AKT and mTOR synergistically
inhibits proliferation of hepatocellular carcinoma cells." Mol Cancer 11: 85.
Handel-Fernandez, M. E., D. llkovitch, V. Iragavarapu-Charyulu, L. M. Herbert
ve D. M. Lopez (2009). "Decreased levels of both Statl and Stat3 in T
lymphocytes from mice bearing mammary tumors.” Anticancer Res 29(6): 2051-
2058.

Harrison, D. A. (2012). "The Jak/STAT pathway." Cold Spring Harb Perspect
Biol 4(3).

Hong, F., B. Jaruga, W. H. Kim, S. Radaeva, O. N. El-Assal, Z. Tian, V.-A.
Nguyen ve B. Gao (2002). "Opposing roles of STAT1 and STAT3 in T cell-
mediated hepatitis: regulation by SOCS." Journal of Clinical Investigation
110(10): 1503-1513.

Hongmei, Z. (2012). "Extrinsic and Intrinsic Apoptosis Signal Pathway
Review."

Hou, G., L. Xue, Z. Lu, T. Fan, F. Tian ve Y. Xue (2007). "An activated
mTOR/p70S6K signaling pathway in esophageal squamous cell carcinoma cell
lines and inhibition of the pathway by rapamycin and siRNA against mTOR."
Cancer Lett 253(2): 236-248.

Hsu, F. N., M. C. Chen, K. C. Lin, Y. T. Peng, P. C. Li, E. Lin, M. C. Chiang, J.
T. Hsieh ve H. Lin (2013). "Cyclin-dependent kinase 5 modulates STAT3 and
androgen receptor activation through phosphorylation of Ser(7)(2)(7) on STAT3
in prostate cancer cells." Am J Physiol Endocrinol Metab 305(8): E975-986.
Hudes, G. R., R. Kosierowski, R. Greenberg, H. E. Ramsey, S. C. Fox, R. F.
Ozols, C. A. McAleer ve B. J. Giantonio (1995). "Phase |1 study of topotecan in
metastatic hormone-refractory prostate cancer." Invest New Drugs 13(3): 235-
240.

Hwang, H. C. ve B. E. Clurman (2005). "Cyclin E in normal and neoplastic cell
cycles.” Oncogene 24(17): 2776-2786.

Iwamaru, A., Y. Kondo, E. Iwado, H. Aoki, K. Fujiwara, T. Yokoyama, G. B.
Mills ve S. Kondo (2007). "Silencing mammalian target of rapamycin signaling
by small interfering RNA enhances rapamycin-induced autophagy in malignant
glioma cells.” Oncogene 26(13): 1840-1851.

Jaffe, A. B. ve A. Hall (2005). "Rho GTPases: biochemistry and biology." Annu
Rev Cell Dev Biol 21: 247-269.

79



52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Jeronimo, C., P. J. Bastian, A. Bjartell, G. M. Carbone, J. W. Catto, S. J. Clark,
R. Henrique, W. G. Nelson ve S. F. Shariat (2011). "Epigenetics in prostate
cancer: biologic and clinical relevance.” Eur Urol 60(4): 753-766.

Ji, J. ve P. S. Zheng (2010). "Activation of mTOR signaling pathway contributes
to survival of cervical cancer cells.” Gynecol Oncol 117(1): 103-108.

Jiang, B. H. ve L. Z. Liu (2008). "Role of mTOR in anticancer drug resistance:
perspectives for improved drug treatment.” Drug Resist Updat 11(3): 63-76.
Jin, H. O., Y. H. Lee, J. A. Park, J. H. Kim, S. E. Hong, H. A. Kim, E. K. Kim,
W. C. Noh, B. H. Kim, S. K. Ye, Y. H. Chang, S. I. Hong, Y. J. Hong, I. C. Park
ve J. K. Lee (2014). "Blockage of Stat3 enhances the sensitivity of NSCLC cells
to PISBK/mTOR inhibition.” Biochem Biophys Res Commun 444(4): 502-508.
Johansen, T. ve T. Lamark (2014). "Selective autophagy mediated by autophagic
adapter proteins.” Autophagy 7(3): 279-296.

Junttila, M. R., S. P. Li ve J. Westermarck (2008). "Phosphatase-mediated
crosstalk between MAPK signaling pathways in the regulation of cell survival."”
FASEB J 22(4): 954-965.

Khandrika, L., B. Kumar, S. Koul, P. Maroni ve H. K. Koul (2009). "Oxidative
stress in prostate cancer.” Cancer Lett 282(2): 125-136.

Kim, S. Y., J. Yoon, Y. S. Ko, M. S. Chang, J. W. Park, H. E. Lee, M. A. Kim,
J. H. Kim, W. H. Kim ve B. L. Lee (2011). "Constitutive phosphorylation of the
FOXO1 transcription factor in gastric cancer cells correlates with microvessel
area and the expressions of angiogenesis-related molecules.” BMC Cancer 11:
264.

Kim, W. T. ve W. J. Kim (2013). "MicroRNAs in prostate cancer." Prostate Int
1(1): 3-9.

Knockaert, M., P. Lenormand, N. Gray, P. Schultz, J. Pouyssegur ve L. Meijer
(2002). "p42/pd4 MAPKs are intracellular targets of the CDK inhibitor
purvalanol." Oncogene 21(42): 6413-6424.

Kobayashi, T., Y. Shimizu, N. Terada, T. Yamasaki, E. Nakamura, Y. Toda, H.
Nishiyama, T. Kamoto, O. Ogawa ve T. Inoue (2010). "Regulation of androgen
receptor transactivity and mTOR-S6 kinase pathway by Rheb in prostate cancer
cell proliferation." Prostate 70(8): 866-874.

Kommu, S. S., S. Bishara ve S. M. Edwards (2013). "Prostate Cancer Genetics."
135-146.

Kristal, A. R., K. B. Arnold, M. L. Neuhouser, P. Goodman, E. A. Platz, D.
Albanes ve I. M. Thompson (2010). "Diet, supplement use, and prostate cancer
risk: results from the prostate cancer prevention trial." Am J Epidemiol 172(5):
566-577.

Krysko, D. V., T. Vanden Berghe, K. D'Herde ve P. Vandenabeele (2008).
"Apoptosis and necrosis: detection, discrimination and phagocytosis.”" Methods
44(3): 205-221.

Lalier, L., P. F. Cartron, P. Juin, S. Nedelkina, S. Manon, B. Bechinger ve F. M.
Vallette (2007). "Bax activation and mitochondrial insertion during apoptosis."
Apoptosis 12(5): 887-896.

Lapenna, S. ve A. Giordano (2009). "Cell cycle kinases as therapeutic targets for
cancer." Nat Rev Drug Discov 8(7): 547-566.

Levine, B. (2007). "Cell biology: autophagy and cancer.” Nature 446(7137):
745-747.

Li, Z., C. Wang, X. Jiao, Y. Lu, M. Fu, A. A. Quong, C. Dye, J. Yang, M. Dai,
X.Ju, X. Zhang, A. Li, P. Burbelo, E. R. Stanley ve R. G. Pestell (2006). "Cyclin
D1 regulates cellular migration through the inhibition of thrombospondin 1 and
ROCK signaling.” Mol Cell Biol 26(11): 4240-4256.

Li, Z., C. Wang, G. Prendergast ve R. G. Pestell (2014). "Cyclin D1 Functions
in Cell Migration." Cell Cycle 5(21): 2440-2442.

80



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Lim, S. ve P. Kaldis (2013). "Cdks, cyclins and CKIs: roles beyond cell cycle
regulation.” Development 140(15): 3079-3093.

Ma, R. W. ve K. Chapman (2009). "A systematic review of the effect of diet in
prostate cancer prevention and treatment.” J Hum Nutr Diet 22(3): 187-199; quiz
200-182.

Malik, A. R., M. Urbanska, M. Macias, A. Skalecka ve J. Jaworski (2013).
"Beyond control of protein translation: what we have learned about the non-
canonical regulation and function of mammalian target of rapamycin (mTOR)."
Biochim Biophys Acta 1834(7): 1434-1448.

Malumbres, M. ve M. Barbacid (2001). "To cycle or not to cycle: a critical
decision in cancer.” Nat Rev Cancer 1(3): 222-231.

Malumbres, M. ve M. Barbacid (2009). "Cell cycle, CDKs and cancer: a
changing paradigm.” Nat Rev Cancer 9(3): 153-166.

Massague, J. (2004). "G1 cell-cycle control and cancer." Nature 432(7015): 298-
306.

Mizrachy-Schwartz, S., N. Cohen, S. Klein, N. Kravchenko-Balasha ve A.
Levitzki (2011). "Up-regulation of AMP-activated protein kinase in cancer cell
lines is mediated through c-Src activation.” J Biol Chem 286(17): 15268-15277.
Mizushima, N. (2007). "Autophagy: process and function.” Genes Dev 21(22):
2861-2873.

Modi, H., L. Li, S. Chu, J. Rossi, J. K. Yee ve R. Bhatia (2011). "Inhibition of
Grb2 expression demonstrates an important role in BCR-ABL-mediated MAPK
activation and transformation of primary human hematopoietic cells.” Leukemia
25(2): 305-312.

Mohamed, F. Z., Y. M. Hussien, M. M. AlBakry, R. H. Mohamed ve N. M. Said
(2013). "Role of DNA repair and cell cycle control genes in ovarian cancer
susceptibility.” Mol Biol Rep 40(5): 3757-3768.

Mustika, R., A. Budiyanto, C. Nishigori, M. Ichihashi ve M. Ueda (2005).
"Decreased expression of Apaf-1 with progression of melanoma." Pigment Cell
Res 18(1): 59-62.

Nakayama, K. I. ve K. Nakayama (2006). "Ubiquitin ligases: cell-cycle control
and cancer.” Nat Rev Cancer 6(5): 369-381.

Nikoletopoulou, V., M. Markaki, K. Palikaras ve N. Tavernarakis (2013).
"Crosstalk between apoptosis, necrosis and autophagy.” Biochim Biophys Acta
1833(12): 3448-3459.

Nomiya, T., H. Tsuji, S. Toyama, K. Maruyama, K. Nemoto, H. Tsujii ve T.
Kamada (2013). "Management of high-risk prostate cancer: radiation therapy
and hormonal therapy.” Cancer Treat Rev 39(8): 872-878.

Obakan, P., G. Alkurt, B. KOSe, A. COker GURkan, E. D. Arisan, D. CoSKun
ve Z. N. UNsal (2014). "Downregulation of c-Myc mediated ODC expression
after purvalanol treatment is under control of upstream MAPK signaling axis in
MCEF-7 breast cancer cells.” Turkish Journal of Biology 38: 867-879.

Oh,H. M., C.R. Yu, I. Dambuza, B. Marrero ve C. E. Egwuagu (2012). "STAT3
protein interacts with Class O Forkhead transcription factors in the cytoplasm
and regulates nuclear/cytoplasmic localization of FoxO1 and FoxO3a proteins
in CD4(+) T cells.” J Biol Chem 287(36): 30436-30443.

Oh, W. J. ve E. Jacinto (2014). "mTOR complex 2 signaling and functions.” Cell
Cycle 10(14): 2305-2316.

Pang, Y., C. Y. F. Young ve H. Yuan (2010). "MicroRNAs and prostate cancer."
Acta Biochimica et Biophysica Sinica 42(6): 363-369.

Park, M. T. ve S. J. Lee (2003). "Cell cycle and cancer.” J Biochem Mol Biol
36(1): 60-65.

Park, S. Y., Y. K. Lee, W. S. Lee, O. J. Park ve Y. M. Kim (2014). "The
involvement of AMPK/GSK3-beta signals in the control of metastasis and

81



91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

proliferation in hepato-carcinoma cells treated with anthocyanins extracted from
Korea wild berry Meoru.” BMC Complement Altern Med 14: 109.

Pattingre, S. ve B. Levine (2006). "Bcl-2 inhibition of autophagy: a new route to
cancer?" Cancer Res 66(6): 2885-2888.

Pavlides, S., I. Vera, R. Gandara, S. Sneddon, R. G. Pestell, I. Mercier, U. E.
Martinez-Outschoorn, D. Whitaker-Menezes, A. Howell, F. Sotgia ve M. P.
Lisanti (2012). "Warburg meets autophagy: cancer-associated fibroblasts
accelerate tumor growth and metastasis via oxidative stress, mitophagy, and
aerobic glycolysis." Antioxid Redox Signal 16(11): 1264-1284.

Planche, A., M. Bacac, P. Provero, C. Fusco, M. Delorenzi, J. C. Stehle ve I.
Stamenkovic (2011). "Identification of prognostic molecular features in the
reactive stroma of human breast and prostate cancer." PLoS One 6(5): e18640.
Platz, E. A. ve E. Giovannucci (2004). "The epidemiology of sex steroid
hormones and their signaling and metabolic pathways in the etiology of prostate
cancer." J Steroid Biochem Mol Biol 92(4): 237-253.

Pomerantz, M. M. ve M. L. Freedman (2011). "The genetics of cancer risk."
Cancer J 17(6): 416-422.

Portt, L., G. Norman, C. Clapp, M. Greenwood ve M. T. Greenwood (2011).
"Anti-apoptosis and cell survival: a review." Biochim Biophys Acta 1813(1):
238-2509.

Provenzano, P. P. ve P. J. Keely (2011). "Mechanical signaling through the
cytoskeleton regulates cell proliferation by coordinated focal adhesion and Rho
GTPase signaling.” J Cell Sci 124(Pt 8): 1195-1205.

Reese, A. C., G. Casey ve J. S. Witte (2012). "Hereditary Prostate Cancer and
Genetic Risk." 79-101.

Regis, G., L. Conti, D. Boselli ve F. Novelli (2006). "IFNgammaR?2 trafficking
tunes IFNgamma-STATL1 signaling in T lymphocytes.” Trends Immunol 27(2):
96-101.

Resemann, H. K., C. J. Watson ve B. Lloyd-Lewis (2014). "The Stat3 paradox:
a killer and an oncogene." Mol Cell Endocrinol 382(1): 603-611.

Roux, P. P., D. Shahbazian, H. Vu, M. K. Holz, M. S. Cohen, J. Taunton, N.
Sonenberg ve J. Blenis (2007). "RAS/ERK signaling promotes site-specific
ribosomal protein S6 phosphorylation via RSK and stimulates cap-dependent
translation.” J Biol Chem 282(19): 14056-14064.

Saad, F. ve K. Miller (2014). "Treatment options in castration-resistant prostate
cancer: current therapies and emerging docetaxel-based regimens.” Urol Oncol
32(2): 70-79.

Santarpia, L., S. M. Lippman ve A. K. EI-Naggar (2012). "Targeting the MAPK-
RAS-RAF signaling pathway in cancer therapy." Expert Opin Ther Targets
16(1): 103-1109.

Satyanarayana, A. ve P. Kaldis (2009). "Mammalian cell-cycle regulation:
several Cdks, numerous cyclins and diverse compensatory mechanisms."
Oncogene 28(33): 2925-2939.

Sayers, T. J. (2011). "Targeting the extrinsic apoptosis signaling pathway for
cancer therapy." Cancer Immunol Immunother 60(8): 1173-1180.

Schultz, C. R., W. A. Golembieski, D. A. King, S. L. Brown, C. Brodie ve S. A.
Rempel (2012). "Inhibition of HSP27 alone or in combination with pAKT
inhibition as therapeutic approaches to target SPARC-induced glioma cell
survival." Mol Cancer 11: 20.

Shen, M. M. ve C. Abate-Shen (2010). "Molecular genetics of prostate cancer:
new prospects for old challenges.” Genes Dev 24(18): 1967-2000.

Shin, S., L. Wolgamott, Y. Yu, J. Blenis ve S. O. Yoon (2011). "Glycogen
synthase kinase (GSK)-3 promotes p70 ribosomal protein S6 kinase (p70S6K)
activity and cell proliferation.” Proc Natl Acad Sci U S A 108(47): E1204-1213.

82



109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

Siegel, R. L., K. D. Miller ve A. Jemal (2015). "Cancer statistics, 2015." CA
Cancer J Clin 65(1): 5-29.

Song, J. H., D. K. Song, B. Pyrzynska, K. C. Petruk, E. G. Van Meir ve C. Hao
(2003). "TRAIL triggers apoptosis in human malignant glioma cells through
extrinsic and intrinsic pathways." Brain Pathol 13(4): 539-553.

Song, Y., C. Zhao, L. Dong, M. Fu, L. Xue, Z. Huang, T. Tong, Z. Zhou, A.
Chen, Z. Yang, N. Lu ve Q. Zhan (2008). "Overexpression of cyclin B1 in human
esophageal squamous cell carcinoma cells induces tumor cell invasive growth
and metastasis.” Carcinogenesis 29(2): 307-315.

Steinman, R. A., A. R. Robinson ve C. A. Feghali-Bostwick (2012).
"Antifibrotic effects of roscovitine in normal and scleroderma fibroblasts.” PLoS
One 7(11): e48560.

Stenman, U. H., J. Leinonen, W. M. Zhang ve P. Finne (1999). "Prostate-specific
antigen.” Semin Cancer Biol 9(2): 83-93.

Tan, M. H., J. Li, H. E. Xu, K. Melcher ve E. L. Yong (2015). "Androgen
receptor: structure, role in prostate cancer and drug discovery." Acta Pharmacol
Sin 36(1): 3-23.

Tannoch, V. J., P. W. Hinds ve L. H. Tsai (2000). "Cell cycle control." Adv Exp
Med Biol 465: 127-140.

Tomao, L., D. Shardella, M. Gioia, A. Di Masi, S. Marini, P. Ascenzi ve M.
Coletta (2014). "Characterization of the prostate-specific antigen (PSA) catalytic
mechanism: a pre-steady-state and steady-state study.” PLoS One 9(7): €102470.
Vainchenker, W. ve S. N. Constantinescu (2013). "JAK/STAT signaling in
hematological malignancies." Oncogene 32(21): 2601-2613.

Venkateswaran, V. ve L. H. Klotz (2010). "Diet and prostate cancer:
mechanisms of action and implications for chemoprevention.” Nat Rev Urol
7(8): 442-453.

Verma, M., P. Patel ve M. Verma (2011). "Biomarkers in prostate cancer
epidemiology.” Cancers (Basel) 3(4): 3773-3798.

Vermeulen, K., D. R. Van Bockstaele ve Z. N. Berneman (2003). "The cell cycle:
a review of regulation, deregulation and therapeutic targets in cancer." Cell
Prolif 36(3): 131-149.

Villalonga, P., P. Villalonga ve A. J. Ridley (2006). "Rho GTPases and cell cycle
control.” Growth Factors 24(3): 159-164.

Wang, S. ve W. S. El-Deiry (2003). "TRAIL and apoptosis induction by TNF-
family death receptors.” Oncogene 22(53): 8628-8633.

Wang, Y., M. Mikhailova, S. Bose, C. X. Pan, R. W. deVere White ve P. M.
Ghosh (2008). "Regulation of androgen receptor transcriptional activity by
rapamycin in prostate cancer cell proliferation and survival." Oncogene 27(56):
7106-7117.

Watson, C. J. (2006). "Involution: apoptosis and tissue remodelling that convert
the mammary gland from milk factory to a quiescent organ.” Breast Cancer Res
8(2): 203.

Wu, Y., R. R. Chhipa, J. Cheng, H. Zhang, J. L. Mohler ve C. Ip (2010).
"Androgen receptor-mTOR crosstalk is regulated by testosterone availability:
implication for prostate cancer cell survival." Anticancer Res 30(10): 3895-
3901.

Xu, X., L. Ye, K. Araki ve R. Ahmed (2012). "mTOR, linking metabolism and
immunity.” Semin Immunol 24(6): 429-435.

Yan, N. ve Y. Shi (2005). "Mechanisms of apoptosis through structural biology."
Annu Rev Cell Dev Biol 21: 35-56.

Yang, Z. J., C. E. Chee, S. Huang ve F. A. Sinicrope (2011). "The role of
autophagy in cancer: therapeutic implications." Mol Cancer Ther 10(9): 1533-
1541.

83



129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

Yin, X., Y. Qi, M. Ren, S. Wang, H. Jiang, H. Feng ve S. Cui (2015).
"Roscovitine treatment caused impairment of fertilizing ability in mice." Toxicol
Lett 237(3): 200-209.

Youle, R. J. ve M. Karbowski (2005). "Mitochondrial fission in apoptosis.” Nat
Rev Mol Cell Biol 6(8): 657-663.

Yuan, X., C. Cai, S. Chen, S. Chen, Z. Yu ve S. P. Balk (2014). "Androgen
receptor functions in castration-resistant prostate cancer and mechanisms of
resistance to new agents targeting the androgen axis." Oncogene 33(22): 2815-
2825.

Yung, H. W., D. S. Charnock-Jones ve G. J. Burton (2011). "Regulation of AKT
phosphorylation at Ser473 and Thr308 by endoplasmic reticulum stress
modulates substrate specificity in a severity dependent manner.” PLoS One 6(3):
e17894.

Zhang, H. H., A. I. Lipovsky, C. C. Dibble, M. Sahin ve B. D. Manning (2006).
"S6K1 regulates GSK3 under conditions of mTOR-dependent feedback
inhibition of Akt." Mol Cell 24(2): 185-197.

Zhang, J., Y. Zhang, D. J. Dutta, A. T. Argaw, V. Bonnamain, J. Seto, D. A.
Braun, A. Zameer, F. Hayot, C. B. Lopez, C. S. Raine ve G. R. John (2011).
"Proapoptotic and antiapoptotic actions of Statl versus Stat3 underlie
neuroprotective and immunoregulatory functions of IL-11." J Immunol 187(3):
1129-1141.

Zhang, Y., Y. Y. Cho, B. L. Petersen, F. Zhu ve Z. Dong (2004). "Evidence of
STAT1 phosphorylation modulated by MAPKs, MEK1 and MSKL1."
Carcinogenesis 25(7): 1165-1175.

Zhang, Y., J. W. Zhang, G. Y. Lv, S. L. Xie ve G. Y. Wang (2012). "Effects of
STATS3 gene silencing and rapamycin on apoptosis in hepatocarcinoma cells."
Int J Med Sci 9(3): 216-224.

Zhou, H. ve S. Huang (2010). "The complexes of mammalian target of
rapamycin." Curr Protein Pept Sci 11(6): 409-424.

Zorlu, F., R. T. Divrik, S. Eser ve K. Yorukoglu (2014). "Prostate Cancer
Incidence in Turkey: An Epidemiological Study." Asian Pacific Journal of
Cancer Prevention 15(21): 9125-9130.

84



6. EKLER

Ek A: Caliyma Kapsaminda Kullamilan Cihazlar

Tablo 6.1. Kullanilan cihazlarin listesi

ADI URUN KODU | FIRMA ADI
Buzdolabi ( No frost ) 4263TMB Arcelik
ChemiDoc Goriintiileme Cihazi 1708280 Bio-Rad

Derin Dondurucu 2041D Arcelik

Dikey akisli giivenlik kabini Model: HeraSafe

Distile Su Cihazi D56412 TKA-Pacific
Dondurucu (-80°C) Ultra Low New Brunswick
DynaMag-2 Magnet 12321D Life Technologies
Elektroforez sistemi 165-8000 Bio-Rad
Elektroforez transfer sistemi 170-4155 Bio-Rad
Elektroporator Micropulser BioRad

Floresan atagmanli invert mikroskop | Model: 1X71 Olympus
Fluorometre Fluoroskan Thermo Labsystems

Gili¢ Kaynagi PowerPac/Basic BioRad

Hassas Tart1 LE6202S Sartorius
Hemositometre 7359629 Sigma Aldrich
HPLC 1200 series Agilent

Invert Mikroskop XDS-1B SOIF

Inkiibator EN 025 Niive

Kar-buz makinasi AF80 Scotsman
Manyetik Karistirici SB162 Stuart/ProLab
Masaiistii sogutmali1 santrifiij 5417R Eppendorf
Mikropipet (0,5u1-10ul) EH52836 Thermo Scientific
Mikropipet (2u1-20ul) CJ17240 Thermo Scientific
Mikropipet (20u1-200ul) EH46925 Thermo Scientific
Mikropipet (200u1-1000ul) T27274 Thermo Scientific
Mikroplaka okuyucu, 680 Bio-Rad

Otoklav 0T032 Niive
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Pathscan lam1 7323 Cell Signalling
Technology

pH Metre N315 SEM/Mettler Toledo

PVDF Membran 88518 Thermo Scientific

S1v1 azot tanki ve ikmal tanki Arpege 40 Air Liquid

Spektrofotometre Ultraspec 2100 | Biosciences

Tart1 LE6202S Sartorius

Tiip rotasyon aleti SRT9D Stuart

Vorteks SA8 Stuart/ProLab

X-ray Film 34090 Thermo Scientific

Ek B: Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Sarf Malzeme

Tablo 6.2. Hiicre kiiltiirii donanimlari

ADI URUN KODU | FIRMA ADI
100 mm petri 93100 TPP

12 kuyucuklu petri 92012 TPP

25cm? hiicre biiyiitme kaplart 90026 TPP

6 kuyucuklu petri 92006 TPP

60 mm petri 93060 TPP

75cm? hiicre biiyiitme kaplar 90076 TPP

96 kuyucuklu petri 92096 TPP

DU 145 hiicre hatt1 CRL2698 ATCC
Fetal Bovine Serum P291509 Pan Biotech
Kriyovial tiip V7634 NUNC
LNCaP hiicre hatt1 CRL1740 ATCC

PC3 hiicre hatt1 CRL1435 ATCC
Penisilin/Streptomisin P06-07100 Pan Biotech
RPMI besivyeri 21875 GIBCO
Steril pipetler (10ml) 94010 TPP

Steril pipetler (5ml) 94005 TPP
Siringa filtreleri (0.22 um) 99722 TPP
Tripsin-EDTA P10-0231 Pan Biotech
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Ek C: Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Tablo 6.3. Kullanilan kimyasallarin listesi

ADI URUN KODU FiRMA ADI
10X PBS P04-53500 Pan Biotech
2-merkaptoetanol S4805940517 Merck
Akrilamid / Bis- A3699 Sigma Aldrich
Amonyum persiilfat A3678 Sigma Aldrich
AR antikoru SC-816 Santa Cruz Biotech
Autophagy Antibody 4445 Cell Signalling
Sampler Kit Technology
cOmplete EDTA-free 04693132001 Roche
proteaz inhibitor koktail
tabletleri
cOmplete Lysis-M lizis | 14403122 Roche
tamponu
Coomassie Blue 500-0006 Bio-Rad
DMSO D5879 Sigma Aldrich
DTT D0632 Sigma Aldrich
Dynabeads Protein G 10007D Life Technologies
EDTA A3452 Sigma Aldrich
Etanol A3452 Sigma Aldrich
Fetal Bovine Serum P290310 Pan Biotech
Fosfo-4EBP1 (Thr70) 9455 Cell Signalling
Antikoru Technology
FoxOL1 antikoru 2880 Cell Signalling
Technology
Glisin A1067 AppliChem
Hidrojen peroksit K39218400838 MERCK
Izopropanol 24137 Rieel-de Haen
Laemli Tamponu S3401 Sigma Aldrich
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Loading Control 4670 Cell Signalling
Antibody Sampler Kit Technology
(HRP Conjugate)
Luminol A8511 Sigma Aldrich
Metanol 24229 Sigma Aldrich
mTOR Pathway 9964 Cell Signalling
Antibody Sampler Kit Technology
MTOR Substrates 9862 Cell Signalling
Antibody Sampler Kit Technology
NE-PER Nuclear and 78833 Thermo Scientific
Cytoplasmic Extraction
Reagents
Page Ruller Prestained SM0671 Fermentas
Pathscan Intracellular 7323 Cell Signalling
Signalling Array Kit Technology
(Chemiluminescent
p-Coumaric Asit C9008 Sigma Aldrich
Phospho-Stat Antibody | 9914 Cell Signaling
Sampler Kit Technology
PhosSTOP fosfataz 04906837001 Roche
inhibitor koktail
Propidium lodide A2261 Applichem
Protein Izolasyonu K0301 Fermentas
Purvalanol 1580 Tocris biosciences
Rapamycin 1292 Tocris biosciences
Roscovitine R7772 Sigma Aldrich
Saf Etanol 32221 Rieel-de Haen
SDS (Sodyum dedosil A3452 Applichem
Sigir Serum Albumin 500-0007 Bio-Rad
Sodyum Kloriir A2942 AppliChem
SQSTM1/p62 Antikoru | 5114 Cell Signalling
Technology
Stat Antibody Sampler | 9939 Cell Signaling
Kit Technology
TEMED Al1148 Applichem
Trikloroasetik asit T0699 Sigma Aldrich
Tris Baz A2264 Applichem
Tris-HCI A3452 Applichem
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Tween 20 S4927784 802 MERCK
ULK1 Antibody 8359 Cell Signalling
Sampler Kit Technology
Yagsiz Siit Tozu 9999 Cell Signaling
Technology
Yiikleme standart 5142 Cell Signaling
antikorlar1 Technology

Ek D: Cozeltiler

% 70 Etanol: 100 ml

70 ml saf etanole 30 ml distile su eklenerek hazirlanir.

Yagsuz siit tozu (% 5): 50 ml

Siit tozu 2,5 g tartilir ve 50 ml “ye kadar TBS-T ile tamamlanir.

0,5 M Tris-HCI (pH 6.8): 100 ml

6 g Tris baz1 60 ml distile su i¢erisinde ¢6ziindiikten sonra 6 N HCI
kullanilarak pH’s1 6.8’e ayarlanir. Hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandiktan
sonra otoklav ile steril edilerek saklanir.
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8): 150 ml

27.23 g Tris baz1 80 ml distile su i¢erisinde ¢oziindiikten sonra 6 N HCI
kullanilarak pH’s1 8,8’e ayarlanir. Hacim distile su ile 150 ml’ye tamamlandiktan
sonra otoklav ile steril edilerek saklanir.
% 0,5 (w/v) Bromofenol mavisi: 10 ml

0,05 g bromofenol mavisi 10 ml su igerisinde ¢ozdiiriiliir. Coziinmeyen
parcaciklarin kalmas1 durumunda filtreden gegcirilerek oda sicakliginda saklanir.
% 10 (w/v) APS (amonyum persulfat): 10 ml

1 gr APS 10 ml distile su icerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanir. APS’nin taze

kullanilmasi gerektigi i¢in -20°C’de saklanmasi ve kullanilmadan 6nce ¢ozdiiriilmesi
gerekmektedir.
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10X TBS Hazirlanist

86,6 g NaCl, 12,11 g Tris-Baz konulur pH: 8 e ayarlandiktan sonra distile su ile
1000 ml‘ e tamamlanir. Hazirlanan 10X TBS kullanilmak i¢in 1X TBS’ e
doniistirilir.

IP Hiicre Lizis Tamponu (30 ml)

30 ml hiicre lizis tamponunda 0,00522 g PMSF coziilerek, final
konsantrasyonu 1 mM PMSF elde edilir.

TBS-Tween Hazirlanist

1X TBS igine 500 ul Tween 20 konularak hazirlanir.

Yiiriitme Tamponunun Hazirlanisi

30,3 g Tris-Baz, 114 g Glisin ve 10 gr SDS tartilarak 1000ml distile su i¢inde
¢Oziiniir. Hazirlanan 10X yiiriitme tamponu hazirlanir. Jel yliriitmesi sirasinda
kullanilmak i¢in 1X’ e doniistiiriiliir.

Transfer Tamponunun Hazirlanisi

200 ml 10X yiiriitme tamponunun tizerine 100 ml metanol konularak distile su
ile 1000 ml’ e tamamlanur.

Yiiriitme Jelinin Hazirlanmasi

Proteinler agirliklarina gore ayrilmalari i¢in % 7-12” lik SDS poliakrilamid
jelde yiiriitiliirler.

Ek E: Calisma Kapsaminda Kullanilan Antikorlar ve siRNA’lar

mTOR, Rictor, Raptor, p-4EBP1, Statl, Stat3, p-Statl, p-Stat3, FoxO1, AR, ULK1,
p-ULK1, p-p70S6K, Beclin-1, Atg7, p-AMPKa, SQSTM1/p62, B-Tubulin, GAPDH
(Cell Signalling Technology®) antikorlar1 kullanilmistir. Her bir antikor SuperBlock®
T-20 (PBS) bloklama tamponu ile 1:1000 oraninda; HRP-konjuge sekonder antikorlar
(Cell Signalling Technology®) 1:5000 oraninda ¢alisilmistir. SIRNA uygulamalari
icin SignalSilence® mTOR siRNA I (6381, CST), SignalSilence® mTOR siRNA 1I
(6556, CST) ve SignalSilence® Control siRNA (Fluorescein Conjugate) (6201, CST)

kullanilmistir.
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