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OZET

Prostat kanseri, akciger kanserinin ardindan erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser
tiridiir. Tedavide ilaca yonelik yeni hedeflerin belirlenmesi ile prostat kanserinin
tedavisindeki basar1 oraninin artis1 saglanabilecektir. Metformin, FDA onayli,
kemoterapi ilaglarmma kiyasla ucuz, antikanser etkili anti-diyabetik bir ilagtir.
Memantin ise Alzheimer’in tedavisinde kullanilan FDA onayl bir ilagtir. Kanserin
tedavisinde tiimor hiicre metabolizmasindan Glukoz ve Glutamin metabolizmasi
hedeflemek ig¢in Metformin (IC50:2,5mM) ve Memantin (IC50:0,25mM) uygulanan
androjene duyarli LnCaP hiicreleri prostat kanseri patogenezinde rol oynayan
PI3BK/AKT/mTOR yolaginda énemli hiicresel siireclerde gorevli genlerin(CASP-3,
BCL-2, BAX, Survivin, GSK-3, CCND1, c-MYC, B-Catenin, CDK4, HIF1A,
VEGF-A, Fibronektin, Integrin ve GAPDH) protein ekspresyonlarina olan etkileri
western blotlama ile incelenmis olup, hastaligin tedavisinde kullanilabilecek yeni,
ila¢ uygulanabilir hedeflerin belirlenmesi {izerine ¢alisilmistir. Ayrica prostat kanseri
molekiiler alt tiplerinden oOnemli bir kategoriyi olusturan FOXA1 geninin
fonksiyonunu anlamaya yonelik olarak, bu gen etkili bir gen susturma yontemi olan
Crispr/Cas9 sistemi kullanilarak inaktif hale getirilmistir. Calismamizda
Memantin’in Bax-aracili apoptozu indiikleyerek (0,25mM) anti-neoplastik aktivite
gosterdigi ortaya konmustur. FOXA-1 geninin knock-out edilmesi ile hiicre
dongiistiniin ~ kontroliinde gorevli CCNDI1 protein ekspresyonunda azalma
goriilmiistiir. FOXA1 ve CCNDI arasindaki bu etkilesim nedeniyle FOXA1’in
prostat kanseri tedavisinde hedef bir gen olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
Pre-klinik sonuc¢larimiz Memantin’in “yeniden konumlandirilmis” bir ilag olarak
kanser tedavisinde kullanilabilecegini gostermektedir. Kanser tedavisinde glukoz
metabolizmasinin yanisira glutamin metabolizmasinin hedeflenmesi de potansiyel
bir tedavi yaklagimi olarak 6n plana ¢ikmaktadir.
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ABSTRACT

Prostate cancer is the second most common cancer type after lung cancer among
men. Increased success rate in prostate cancer treatment can be achieved by
identifiying new druggable targets. Metformin is an FDA approved anti-diabetic
drug cheaper than other chemotherapeutic agents which was shown to have anti-
cancer effects. Memantine is an FDA approved Alzheimer’s drug. In order to target
glucose and glutamine metabolism we applied Metformin (IC50:2,5mM) and
Memantine (IC50:0,25mM) on androgen-dependent LNCaP prostate cancer cells.
Then we investigated the protein expression levels of genes(CASP-3, BCL-2,
BAX, Survivin, GSK-3, CCND1, c-MYC, B-Catenin, CDK4, HIF1A, VEGF-A,
Fibronektin, Integrin ve GAPDH) that are involved in PI3K/AKT/mTOR signalling
pathway which has role in prostate cancer pathogenicity. The aim of this study is to
find new, druggable targets in prostate cancer treatment. Beyond that, FOXA1 gene
which constitutes an important category of prostate cancer molecular sub-types was
knocked-out via an efficient gene silencing method Crispr/Cas9 in order to
understand the gene’s function. We identified that Memantine exerts anti-
neoplastic activity (0,25mM) by triggering Bax-dependent pathway of apoptosis.
Cell cycle regulator CCND1 protein expression levels were decreased in FOXAL
knocked-out cells. That’s why FOXA1 might be projected as a target molecule in
prostate cancer treatment. Our pre-clinic results indicate that Memantine might be
used as a new repositioned drug in cancer treatment. Beyond targeting glucose
metabolism, glutamine metabolism also holds great promise for a potential
treatment option.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

M Molar

T0\Y | Mikromolar

nM Nanomolar

mM Milimolar

ng Mikrogram

g Gram

ul Mikrolitre

ml Mililitre

cm? Santimetrekare

°C Santigrat

dk Dakika

% Yiizde

\ Volt

mA Miliamper

kb Kilobaz

ng Nanogram

bp Baz ¢ifti
Kisaltmalar Aciklamalar
4E-BP1 4E binding protein 1
AR Androjen Reseptorii
AR&GE Arastirma-Gelistirme
ATP Adenozin Trifosfat

BAD Bcl-xL/Bcl-2 iliskili Oliim Promotdrii



Kisaltmalar

BCA
BSA
CASP
CDKs
CRISPR

DNA
dNTP
DSB
EDTA
EGFR
FBS
FDA
FOXA1
GAPDH
gRNA
HDR
HIF-1a
KLL
IGFR
LB
LNCap
MDM2
MRNA
MSS
mtDNA
mTOR
NHEJ
PBS
PCR
PI3K

Aciklamalar

Biginkonik Asit Yontemi

Bovine Serum Albumin

Kaspaz

Siklin Bagimli Kinazlar
Kiimelenmis Diizenli Aralikli Kisa Palindromik
Tekrarlar

Deoksiribontikleik asit
Deoksiriboniikleotidtrifosfat

Cift Zincir King
Etilendiamintetraasetik asit
Epidermal Biiyiime Faktor Reseptori
Fetal Bovin Serum

Amerikan Gida ve Ilag¢ Dairesi
Forkhead box Al
Gliseraldehit-3-Fosfat Dehidrojenaz
Guide Ribonikleik Asit

Homoloji Yonelimli Tamir
Hipoksi Indiiklenebilir T.F 1 alfa
Kronik Lenfositik Losemi
Insulin-Benzeri Biiyiime Faktor Reseptorii
Luria-Bertani Broth

Insan Prostat Kanseri Hiicre Hatti
Murine Double Minute

Messenger Riboniikleik Asit
Merkezi Sinir Sistemi
Mitokondriyel DNA

Mammalian Target of Rapamycin
Homolog Olmayan Ug Birlesmesi
Fosfat Tampon Soliisyonu
Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Fosfatidil inositol-3-OH kinaz

XV



Kisaltmalar

PIP3
PIN
PMSF
PSA
ROT
RNA
SDS
TALEN
TBE
TGF
ZFN

Aciklamalar
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1. GIRIS

Metformin, FDA onayli, kemoterapi ilaglarina kiyasla ucuz, antikanser etkili anti-diyabetik
bir ilagtir. Son yillarda yapilan ilag yeniden konumlandirma calismalar1 kapsaminda
Metformin’in kanser tedavisinde kullannm1 6n plana ¢ikmaktadir. Ilag yeniden
konumlandirma ¢alismalar1 kapsaminda LNCap hiicre hattina etkisi incelenen bir diger
ajan ise Memantin’dir. Memantin, Alzheimer’in tedavisinde kullanilan FDA onayl bir
ilactir. Bu iki ilacin, prostat kanseri patogenezinde 6dnemli rol oynayan PI3K/AKT/mTOR
yolaginda gorevli genlerin, protein ekspresyonlarina olan etkileri incelenmis olup, prostat
kanserinin tedavisinde kullanilabilecek, ilag uygulanabilir hedeflerin belirlenmesi {izerine

calisilmustir.

FOXAI1 geni, glukoz homeostasisi gibi kanser hiicreleri i¢in ¢ok Onemli bir metabolik
stiregte gorevli, prostat kanserinde ekspresyonu deregiile olan bir gendir. Bu genin
sessizlestirilmesinde kullandigimiz Crispr/Cas9 sistemi daha oOnce kullanilan genom
diizenleme tekniklerine kiyasla uygulanabilirlik kolayligi ve maliyet azligiyla giderek daha
popiiler hale gelmektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, FOXAT1 geni prostat kanserinin
7 molekiiler alt tipinden birisi olarak belirlenmistir. FOXA1 geninin androjene duyarli
hiicrelerdeki fonksiyonunu incelemek ve PI3K/AKT/mTOR yolagindaki etkilerini
incelemek amaciyla bu gen inaktif hale getirilerek PI3K/AKT/mTOR yolaginda 6nemli

hiicresel stire¢lerde gorevli genlerin protein ekspresyonlari tizerine etkisi arastirilmistir.

Bu tez galismasinda, prostat kanseri molekiiler alt tiplerinden onemli bir boliimiini olusturan
FOXA-1 geni inaktif hale getirilerek-primer prostat kanserindeki durumun in-vitro olarak
modellenmesi ve Metformin, Memantin uygulanmasinin prostat kanseri hiicreleri tizerinde
PI3K/AKT/mTOR yolaginda gorevli anahtar genlerin protein ekspresyonu seviyelerine -etkisi
incelenmistir. Genin inaktif hale getirilmesinde ise son yillarin en Onemli buluslar1 arasinda
gosterilen CRISPR sistemi kullanilmustir. CRISPR Clustered Regulatory Interspaced Short
Palindromic Repeats = Kiimelenmis diizenli aralikli kisa palindromik tekrarlar; 6ncelikle bakteri ve
arkelerde tanimlanmistir ve dogal bir adaptif bagisiklik sistemi olarak gorev yaptigi bulunmustur
(Sternberg vd. 2015). Cas9 gibi DNA’y1 invitro ortamda da kesebilen enzim kombinasyonuyla,
guideRNA ile yonlendirilerek DNA’nin istenilen bolgesinden ¢ift zincirde kesim yapmaya olanak
saglamigtir. Boylece Crispr/Cas9 sistemi istenilen gen bolgesinin kesilerek knock-out edilmesi-

inaktif hale getirilmesinde de etkin olarak kullanilmaktadir (Sander ve digerleri, 2014).



Tip 2 diyabet hastaliginin tedavisinde kullanilan ve bazi kanser tiirlerinin tedavisindeki kullanimina
yonelik pre-klinik ve klinik ¢alismalart devam eden Metformin’in prostat kanseri hiicreleri
tizerinde kaspaz’lar araciligiyla apoptozun igsel yolagi tizerinden etki gostererek, kanser hiicrelerini
apoptoza gotlirdiigii ortaya konmustur (Kiligcioglu ve digerleri, 2015). Bu bulgular 1s18inda yeni
genom editing tekniklerinden CRISPR kullanilarak prostat kanseri progresyonunda onemli rol
oynayan FOXA1 geninin susturulmasi ve ardindan Metformin ve Memantin’in PI3K/AKT/mTOR
yolaginda, hiicre dongiisiinin 6nemli siire¢lerinde gorevli ¢esitli proteinlerin ekspresyon

seviyelerine etkileri aragtirilmigtir.

Protein Ekspresyonu incelenen genler:

Apoptozda gorevli CASP-3,BCL-2,BAX, SURVIVIN

Glukoz metabolizmasi iizerine etkileri i¢in GSK-3

Kanserle iligkili proliferasyondaki gorevleri icin CCND1,c-MYC, B-Catenin
MTORC1-MEK/ERK yolaginin 6nemli bir noktasinda bulunan hiicre dongiisiinde gorevli CDK4
Angiogenesis i¢in: HIF1A, VEGF-A;

Ayrica hiicre yapisal proteinlerinden Fibronektin, Integrin’in ve housekeeping gen GAPDH
ekspresyonlar1 da incelenmistir. Son yillarda onemi giderek artan ila¢ yeniden konumlandirma
caligmalar1 kapsaminda Metformin ve Memantin’in prostat kanseri tedavisindeki potansiyel

kullanimi pre-klinik olarak arastirtlmistir.

Bu tez calismasi ile yanit1 aranan diger bir énemli soru ise, Metformin'in hangi hasta profili
tizerinde (6rnegin mutant FOXA1 geni bulunan) daha etkili olarak kullanilabilecegi sorusudur.
FOXAZ1 gen knock-out edilmesinin klinik olarak degerlendirilmesiyle, bu genin prostat kanserinde

hasta stratifikasyonunda kullanilabilme potansiyeli aragtirilmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Prostat Kanseri

Prostat kanseri erkeklerde en sik goriilen kanser tiirlerinden birisidir ve endiistrilesmis
toplumlarda kanser-iliskili 6liimlerin en basinda gelmektedir (Watson ve digerleri, 2014).
Kanserin daha etkin, hastaya 0zgii tedavisinin yapilmasinda giderek daha fazla sayida
molekiiler ve genetik profilleme ¢aligsmalar1 kullanilmaktadir. Hasta 6rneklerinin ayrintili
molekiiler ve genetik karakterizasyonunun yapilmasi ile kanser molekiiler alt tipleri

belirlenebilmekte ve kisiye 6zgii kanser tedavisi miimkiin hale gelmektedir.

Kanser Genom Atlas1 Arastirma grubunca yapilan bir ¢alismada primer prostat kanserinin
molekiiler taksonomisi ortaya konmustur. Bu ¢alismada 333 primer prostat karsinomunun
ayrintili molekiiler karekterizasyonunun yapilmasi ile birlikte prostat kanseri molekiiler
olarak 7 alt kategoriye ayrilmistir. Bu alt kategorileri ETS fiizyonlar1 ve SPOP, FOXA1 ve
IDH1 genlerindeki mutasyonlar olusturmaktadir. Bu molekiiler alt tiplerde AR (Androjen
Reseptor) aktivitesi genis bir cesitlilik gostermekle birlikte en yiiksek AR bagimli
transkript seviyesi SPOP ve FOXA1 mutant tiimorlerde goriilmistiir. (Cancer Genome
Atlas Research Network-CGARN 2015). Ayrica Barbieri ve arkadaglarinin ¢aligmasinda
da SPOP, FOXA1l ve MEDI12 mutasyonlarinin prostat kanseri gelisimde onemli rolii
oldugu ortaya konmustur (Barbieri ve digerleri, 2012).

Sekil 2.1 ’de FOXA1’in AR ile olan etkilesimi goriilmektedir. FOXAT1 epitel farklilasmasi
ve pankreas, prostat, meme gibi organlarin gelisiminde 6dnemli rolii olan bir transkripsiyon
faktoridiir (Jin ve digerleri, 2013). Mutant FOXAT1 androjen sinyallemesini baskilamakta
ve timor gelisimini artirmaktadir (Grasso ve digerleri, 2012). FOXAI1 hiicre
proliferasyonu ve hiicre gogii gibi farkli onkojenik siirecleri AR-bagimli ve AR-bagimsiz
olarak diizenlemektedir. FOXA1 mRNA ve protein ekspresyonlart androjene duyarl
LNCaP hiicrelerinde daha yiiksektir. FOXA1 ekspresyonunun benign prostat doku
ornekleriyle karsilastirildiginda lokalize prostat kanserinde onemli derecede up-regiile
oldugu bulunmustur (Jin ve digerleri, 2013). Prostat kanseri progresyonunda énemli rolii
olan AR sinyal yolag1 ayrica PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi ile de etkilesim igerisindedir
(Edlind ve digerleri, 2014). Bu nedenle bu sinyal yolaginda rol oynayan genlerin protein

diizeyinde ekspresyonlar1 incelenmistir.
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Sekil 2.1 FOXA1’in protein-protein etkilesim ag1 ( http://string-db.org/)

2.2. Prostat Kanseri Patogenezinde PI3K/AKT/mTOR Yolag:

PI3K yolag1 prostat kanseri progresyonunda rol alan 6nemli bir yolaktir. Taylor ve ark.’nin
yaptiklar ¢aligmada PI3K sinyal yolagi, primer prostat kanserlerinin %42’sinde, metastatik
vakalarmin ise %100’inde degismis oldugunu bulunmustur (Taylor ve digerleri, 2010). Bu
bulgular, PI3K sinyal yolaginda gorevli genlerdeki artan mutasyon yiikiiniin metastaza
katki yapabilecegini diisiindiirmektedir. Sekil 2.2°de goriildiigli iizere PI3K-AR
yolaklarinin  kesisiminde gorev yapan genler heniliz bilinmemektedir. FOXAI1
transkripsiyon faktorii ve etkilesimde oldugu diger genler bu yolakta gorevli olabilecek

aday bir genleri olugturmaktadir.
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Sekil 2.2. Prostat kanseri patogenezindeki sinyal yolaklar1 (KEGG Pathways)

mTOR, hiicre kiitle ve biiyiikliigiinde artisa, bununla birlikte hizli proliferasyona yol acan
ribozom biyogenezi ve protein translasyonu gibi Onemli siiregleri upregiile ederek,
hiicrenin sentetik kabiliyetini tesvik etmektedir. mTOR'un en iyi karakterize edilmis
downstream efektorleri, Ribozomal protein S6 kinazlar (S6K) ve 4E-BP1 dir (Tsang ve
digerleri, 2007). Her bir kinazin yaklasik olarak 20 substrati stimiile ettigi tahmin
edilmektedir. mTOR pek cok farkli hiicresel siiregte gorev almasmna ragmen sadece 2
proteinin substrat1 oldugu belirlenebilmistir. mTOR'un substratlarini belirlemek i¢in daha
fazla sayida c¢alisma yapilmasma ihtiya¢ bulunmaktadir (Tsang ve digerleri, 2007). Iki
farkli mTOR kompleksi tanimlanmistir: mTORC1 ve mTORC2. mTORC1 kompleksi;
biiyiime faktorleri, beslenme, hipoksi ve ATP seviyelerinin diizenlenmesi ile gorevli iken,

mTORC2; AKT'yi, Protein kinaz C o(PKC) fosforilasyonunu ve hiicre iskeletinin



organizasyonunu diizenlemektedir. Son zamanlarda, PKB/AKT aktivitesinde Rapamisin
gibi mTOR inhibitorlerinin  gérevi tanimlanmistir. Bunun yaninda mTORCI1
inhibisyonunun MAPK aktivasyonuna neden oldugu bulunmustur. Hem PI3K hem MAPK
yolagmin aktivasyonu kanser sinyal iletiminin karmasik yapisina dikkat cekmektedir. Ikili
MTORI1 ve MAPK inhibitdrlerinin kesfine ihtiya¢ bulunmaktadir (Maddalena ve digerleri,
2009).

mMTORC1 sinyali Hipoksi-uyarimhi  faktér 1-a (HIF1A) transkripsiyonunu ve
translasyonunu artirir. Bu yolla yeni kan damarlarimin olusumunu ve tiimdriin
oksijenlenmesini arttiran Vaskiiler ~Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)'niin
transkripsiyonunu arttirir. Buna ek olarak HIF1A, glikolitik akis kontroliinii saglayan
glukoz transporter ve hekzokinaz gen ekspresyonlarini diizenleyerek, kanser hiicrelerinin

olas1 enerji kaynaklarini etkilemektedir (Lisi ve digerleri, 2014).

2.3. Ila¢ Yeniden Konumlandirma

Biyofarmasotik endiistrisindeki ana problemlerden birisi de, artan farma AR&GE
harcamalar1 ve aragtirmadan elde edilen ¢iktilarin dengesiz olmasidir. Sirketlerin yapiya-
dayali ila¢ tasarimi, akilli ila¢ tasarimi, kombinatoryal kimya, yiliksek c¢iktili tarama ve
genomik gibi yeni ila¢ kesif ¢alismalara biiylik oranlarda yatirim yapmalarina ragmen
iiretimdeki bu bosluk halen devam etmektedir. Uretimdeki bu problem, diinya genelindeki
fiyat baskisi, jenerik ilaglar beraberinde gelen zorluklar vb. nedenlerle ilag tireticilerini var
olan 1ilaclarin yeni terapdtik kullanimlart gibi daha yaratict ¢oziimler bulmaya
yoneltmektedir. Bilinen bir ilacin orjinal medikal endikasyonu disinda farkli bir
kullaniminin bulunmas siirecine; ilag yeniden yonlendirme, ila¢ yeniden konumlandirma,
ilag yeniden amaglandirma veya ilag yeniden profilleme gibi isimler verilmektedir

(Ashburn ve Thor, 2004).
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Sekil 2.3. Geleneksel Ilag Kesif Calismalari-llag Yeniden Konumlandirma Zaman Cizelgesi
(Chakraborty ve Trivedi, 2015).

Metformin, Diabetes mellitus, Tip 2 diyabetin tedavisinde siklikla kullanilan Galega
officinalis bitkisinde bulunan bir guanidin tiirevidir (Wiirth ve digerleri, 2013). Metformin
diyabetin tedavisinde diinya genelinde yaklastk 100 milyon kisi tarafindan
kullanilmaktadir. Yapilan pek c¢ok c¢alismada Metformin kullanan hastalarda,
kullanmayanlara kiyasla kanser oranlarinn azaldigi gézlenmistir (Diabetes Prevention
Program Research Group, 2002). Metformin'in etki mekanizmasi protein sentezinin
kontrolii ve hiicre proliferasyonunda gorev alan Adenozin Monofosfat-aktive protein
kinazlar/mTOR sinyal yolaginin diizenlenmesini igerir. Metformin'in kanser gelisiminde ve
tiimor progresyonu iizerine inhibe edici etkisi heniiz tam olarak anlasilamamistir. Ancak bu
etkinin sistemik glukoz ve insiilin seviyelerinin diisliriilmesinin indiiklenmesiyle baglantili
olabilecegi diisiiniilmektedir (Wiirth ve digerleri, 2013). Metformin'in timér baslatic
prosesi inhibe edebileceginden sliphe edilmektedir. Metformin'in kesin molekiiler hedefi
tam olarak bilinmemekle birlikte bir ¢ok metabolik- metabolik olmayan siireci etkiledigi

gosterilmistir (Jones ve digerleri., 2012).

Metformin, insiilin seviyesini diislirdiigii, biiyiime faktorlerinin sinyallerini baskiladigi ve
metabolizmay1 degistirdiginden antikanser ila¢ 6zellikleri tasimaktadir. Hiicre biiylimesi ve
proliferasyonunda ve de enerji metabolizmasinda 6nemli rolleri nedeniyle antidiyabetik ve
Metabolizma degistirici ilaglar kanser icin Onleyici ve terapotik deger tasimaktadir (Quinn
ve digerleri, 2013). Metformin'in AMPK bagimli ve bagimli olmayan etki mekanizmasi

vardir. Metformin, mitokondriyal kompleks I'in direkt inhibisyonu yoluyla hiicresel



solunumu inhibe eder. Metformin, kanser riskini, glukoz seviyesini, IGF1'1 ve insiilin
sinyallemesini azaltarak diisiiriir ve tlimor hiicreleri icin kalori kisitlamasi etkisine
benzeyen, istenmeyen bir mikro c¢evre yaratir. Metformin inflamasyonu azaltabilir ve
hiicresel immiin sistemin bilesenlerini degistirebilir. Metformin ayrica pro-inflamatuar
sitokinlerden IL-6 ve IL-8'in seviyesini diisirmektedir. Metformin'in kanser tedavisinde iyi
bir uygulama sekli olarak, sitotoksik-kemoterapétik ilaglarla birlikte kombine olarak diisiik

dozlarda uygulanmasi 6nerilmektedir (Quinn ve digerleri, 2013).

Metformin ayrica hastalarda insiilin duyarliligini arttirarak ve insiilin direncini azaltarak
insiilin reseptor ekspresyonu ve tirozin kinaz aktivitesi tizerine de dolayli olarak etki
yapmaktadir. Kronik olarak yiiksek plazma insiilin seviyesi, insiilinin mitojenik etkisi ve
timor hiicrelerindeki insiilin reseptorlerinin yiiksek ekspresyon seviyeleri nedeniyle
tiimorojenik etkiye sebep olabilir. Ben Sahra ve arkadaslarinin. Metformin'in insan prostat
kanseri hiicreleri tizerinde hiicre dongiisiinlin 2 ana diizenleyicisi olan Siklin D1 ve RB
proteinlerinin ekspresyonunu inhibe ederek hiicre dongiisii tutuklamasina neden oldugunu
gostermistir. Bu yolagin upregiilasyonu p53 ve p21 tarafindan yiiriitiilerek, siklin bagimli
kinazlarin azaltilmast ve G1 hiicre dongiisiinii durdurmasi ile antiproliferatif etki ile
sonuclanmistir. Metformin'in glikolizi bozarak, hiicreyi mitokondriyal solunum aracili
oksidatif stresin yaratacagi erken yaslanma etkisinden korudugu diisliniilmektedir

(Riedmaier ve digerleri, 2013).

Metformin'in gogilis, kolon, akciger, prostat ve pankreas tiimor hiicreleri iizerinde
antiproliferatif etkisi gosterilmistir. Metformin'in neoplastik patolojiler ilizerine etkisini
aragtiran faz 1, 2, 3 klinik ¢alismalar devam etmektedir (Rattan ve digerleri, 2012).
Metformin'in en ilgi c¢ekici etkisinin kanser kok hiicre subpopiilasyonlar: iizerinde giiclii
antiproliferatif etkisi oldugu diisiiniilmektedir (Sambuceti ve digerleri, 2013). Metformin,
oral olarak kullanildiginda Kan beyin bariyerini gegebilmekte ve MSS {izerinde etkisini
direk olarak gosterebilmektedir. Diisiik toksisite profili, FDA onayli durumu ve etkinligi
nedeniyle Metformin 6n plana ¢ikmaktadir (Wiirth ve digerleri, 2013; Quinn ve digerleri,
2013; Riedmaier ve digerleri, 2013).



24. Kanserin Tedavisinde Hiicre Metabolizmasinin Hedeflenmesi ve Warburg

Etkisi

Otto Warburg’un aerobik glikoliz {izerindeki ¢alismalarinin 6nderliginde glukoz; kanser
hiicre metabolizmasinin merkezine yerlestirilmistir. Ancak yapilan son ¢alismalarda
glutamin’in de kanser hiicre metabolizmasindaki rolii arastirilmaya baslanmistir (Altman

ve digerleri, 2016).

Glutamin, diger amino asitlere kiyasla ¢ogalan hiicrelerin metabolizmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Tiimorler fazla miktarda glutamin tiiketirler. Glutamin metabolizmasi
protein, lipid ve niikleik asitlerin biyosentezi i¢in gerekli ATP iiretiminde rol oynayarak
kanser hiicrelerinin siirekli olarak boliinmesine katki saglar. Bunun yanisira glutamin
redoks homeostasisini diizenlemekte ve sinyal iletim yolaklarmin aktivitesini

etkileyebilmektedir (Daye ve digerleri, 2012).

Kanser hiicresi glutamin ve glukoz metabolizmasi tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla
Metformin ve Memantin ilaglar1 secilmistir. Memantin, Alzheimer ilac1 olarak FDA onay1

alan bir NMDA reseptor antagonistidir.

Cogalan tiimor hiicreleri, normal hiicresel siireclerde kullanilmak iizere olan ATP
ihtiyaglarinin yaninda, hizli hiicre bdliinmesini destekleyecek enerji iiretimine de ihtiyag
duyarlar. Bununla birlikte hiicreler, anormal tiimér mikrogevresinin karekteristik
ozelliklerinden stresli metabolik kosullarda hiicre proliferasyonunu bloklayan kontrol
noktalarindan kagma 0Ozelligi kazanmislardir. Timor hiicreleri, tiimdr progresyonunun
gerektirdigi ihtiyaclart karsilamak {izere metabolik yolaklari yeniden programlar. Tiimor
hiicrelerinde goriilen en i1yi karekterize edilen molekiiler fenotip ATP iiretiminin normal
oksijenli konsantrasyonlarda bile oksidatif fosforilasyondan glikoliz’e kaydigi Warburg
etkisidir. Bunun sonucunda normal hiicrelerin aksine, transforme olmus hiicreler glukoz’u
mitokondride oksidatif fosforilasyonla metabolize etmek yerine aerobik glikolizden

sagladiklar1 fazla miktardaki enerjiyi laktat’a ¢evirirler (Cairns ve digerleri, 2011).

Warburg’un hipotezi ile birlikte timor metabolizmasinin daha iyi anlasilmasi saglanmistir.
Tiimorlerde artan glukoz metabolizmast ATP ve anabolik metabolitlerin hizli bir sekilde

iiretilmesinin bir gostergesidir (Frezza ve digerleri, 2009).
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Otto Warburg tarafindan ortaya konan kanser hiicrelerinin artan oranlarda aerobik
glikoliz’leri  ayrica  Pozitron = Emisyon  Tomografisi (PET)’'nde  tlimorlerin

gorlintiillenmesinin temelini olusturmustur (Wolf, 2014).

Hanahan ve Weinberg (2000) kanser hiicresinin temel fenotipik o6zelliklerini su sekilde

tanimlamiglardir;

. Biiylime sinyallerinin siirekliligi

. Biiylimeyi baskilayici faktdrlerden kurtulmak
. Replikatif 6liimsiizliik

. Tlimor gelisimini artiran inflamasyon

. Hiicresel enerjetiklerin diizensizligi

. Anjiyogenezin indiiklenmesi

. Genom kararsizlig1 ve mutasyon

. Hiicre 6liimiine kars1 direng  gelistirilmesi

. Invazyon ve metastazin aktive olmasi

Normal hiicreler ile karsilastirildiginda kanser hiicrelerinin glukoz, yag asit sentezi, serin
ve glutamin metabolizmasinda kanser gelisimine katki saglayacak sekilde bozulmalar
goriilmektedir (Singh ve digerleri, 2015). Cogalan kanser hiicrelerinin enerji kaynagi
olarak glutamin’e olan bagimliliklar1 da kanser hiicrelerinin 6nemli 6zelliklerinden
birisidir. Glutamin sitoplazmada glutaminaz tarafindan glutamata doniistiiriilir ve Sitrik
asit dongiisiinde ara metabolit a-ketoglutarat’a doniistiiriildiigii mitokondriye taginir. Bu
ara metabolitler cesitli makromolekiillerin sentezi i¢in gerekli substrat kaynagini
olustururlar. Ayrica Glutamat, reaktif oksijen tiirlerine kars1 koruma saglayan hiicre ici
primer anti-oksidan mekanizmalarinda gorevli Onemli bir substrattir. Yapilan
aragtirmalarda glutaminin mTOR ve ERK yolaklar1 gibi hiicre biiylimesini i¢eren pekgok
sinyal yolaginda c-Myc regiilasyonu araciligi ise glutamin alim ve degradasyonunda gérev

yaptig1 belirlenmistir (Verschoor ve digerleri, 2013; Michalak ve digerleri, 2015).

P53 timor supressor geni, DNA hasari, hipoksi, onkogen aktivasyonu gibi durumlarda
hiicre dongiisii tutuklanmasima neden olarak hiicreyi apoptoza gotiiriir. P53 normalde
niikleusda bulunurken sitozole transloke olur ve translasyondan sonra MDM2 ile baglanur.

Bu baglanma p53°iin aktivasyonunu inhibe eder. Stres sinyallerinin alinmasinin ardindan
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p53, serin 15 bolgesinden fosforilasyona ugrar, ardindan p21, Bax, PUMA, NOXA veya
PTEN gibi downstream faktorleri aktive eder. P53 ayrica GLUTI ve GLUT4’i
baskilayarak PI3K (fosfatidilinositol-3 kinaz)-AKT (protein kinaz B) and mTOR
yolaklarini inhibe eder (Chen ve digerleri, 2015).

2.5. Kanser Tedavisinde Mitokondrilerin Hedeflenmesi

Yasamin siirdiiriilmesi ve Oliim indiikleyici yolaklarin  kesisiminde mitokondri
bulunmaktadir (Indran ve digerleri, 2011). Mitokondrilerin hiicrenin enerji birimi olmasi
ve apoptozdaki merkez diizenleyici rolii, onu etkin bir terapotik hedef haline getirmektedir

(Agnihotri ve digerleri, 2015).

Endokrin, kardiyolojik ve norolojik hastaliklarin tedavisinde klinikte kullanilan pek ¢ok
ilag mitokondri fonksiyonlarini da etkilemektedir. Metformin’de mitokondride kompleks I
tizerinde etki gostermektedir. Alzheimer’in tedavisinde kullanilan N-metil-D-aspartat
reseptorii Memantin de mitokondriyal kompleks I aktivitesini arttirirken, kompleks IV’iin

aktivitesini azaltmaktadir (Mitrakas ve digerleri, 2014).

Metformin ve Memantin’in kanser tedavisinde hiicreleri kemoterapi ve radyoterapiye
hassaslastirma etkiside dikkat cekmektedir. Mitrakas ve arkadaslarinin yaptiklari calismada
Metformin’in bu etkisi gosterilmistir. Mitokondriyal fonksiyonlar:1 {izerindeki en giiclii

etkiyl Metformin ve amiodaron gostermistir (Mitrakas ve digerleri, 2014).

Kanser hiicreleri ve normal hiicrelerin glukoz metabolismasindaki farkliliklar kansere kars1
yeni terapdtik yaklagimlarin gelistirilmesi i¢in kullanilabilmektedir. Yeni bir antineoplastik
bir ajanin gelistirilmesindeki temel; tiimor hiicrelerini apoptozla secici olarak oldiiriirken,

normal hiicrelere zarar verilmemesidir (Agnihotri ve digerleri, 2015).

Tiimdrlerde apoptoz, nekroz ve otofaji gibi farkli hiicre 6liim sekilleri malign hiicrelerin
Oldiirtilmesi i¢in tetiklenmis olabilir. Apoptoz, evrimsel olarak korunmus olan ve
embryonik gelisim, doku homeostasis’i gibi genetik olarak diizenlenen kritik siire¢lerde ve
timor hiicre biyolojisinde 6nemli rol oynamaktadir (Gogvadze ve digerleri, 2009). Hiicre
Olimiinden kagis, kanser hiicrelerinin en énemli 6zelliklerinden birisidir. Kanser hiicreleri

apoptozdan kagmak i¢in p53 fonksiyonunda bozulmalar, anti-apoptotik faktorlerin
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salinmasininda artig, pro-apoptotik faktdrlerin down regiilasyonu gibi farkli stratejiler

kullanmaktadir (Chen ve digerleri, 2015).

Hiicresel oliim sekillerinden apoptoz igsel ve dissal yolaklarla uyarilabilmektedir. Ayrica
icsel-digsal yolak kendi arasinda bir etkilesim halindedir. Digsal yolakta mitokondriler
gorev yapmakta, ancak i¢sel yolakta hem kaspazlar hem de mitokondri rol oynamaktadir.
Kazpazlar, sistin-bagimli aspartik asite 6zgii proteaz ailesidir ve proteazlarla hiicrenin

apoptoz ile dagitilmasinda gorev alirlar (Fogg ve digerleri, 2011).

Apotozun indiiklenmesi i¢in dis mitokondriyal membrandaki pro-apoptotik ve anti-
apoptotik proteinlerin dengesi son derece 6nemlidir. Pek ¢ok tiimorde ise anti ve pro-
apoptotik molekiiller arasindaki bu dengenin anti-apoptotik yonde kaydigi ve

mitokondriyel apoptoz yolaginin bastirildig: goriilmektedir (Gogvadze ve digerleri, 2008).

Mitokondriyal DNA’da koruyucu histon proteinleri yoktur ve limitli bir DNA tamir
mekanizmasina sahiptir. ROT’leri ise mitokondrinin yiiksek mutasyon oranma katki
saglamaktadir. Mitokondriyal DNA mutasyon oranininin, ¢ekirdek DNA’sindan en az iki

kat daha fazla oldugu tahmin edilmektedir (Fogg ve digerleri, 2011).

Mitokondriyal DNA (mtDNA); DNA ile etkilesen pek¢ok anti-kanser ilacin énemli bir
hedefidir ve mitokondriler bu ilaglarin etkinligini belirlemektedir (Wen ve digerleri, 2013).
mtDNA tasimayan hiicrelerde apoptoz isaretleri goriilmememektedir, bu da hiicre
Oliimiintin mitokondriyal ATP sentaz ve mitokondriyal solunum zincir aktivitesinin direk
etkisi oldugunu gostermektedir. Mitokondriyal solunum zincirinin inhibe edilmesi hiicreyi

diger apoptotik stimiilasyonlara da yatkin hale getirmektedir (Gogvadze ve digerleri,
2009).

Sitokrom c¢’nin salinmasi ve kaspaz aktivasyonu, Bax’in sitozolden mitokondiye
translokasyonuyla gerceklesmektedir (Gogvadze ve digerleri, 2009). Mitokondriyal
aktivite hiicresel enerji metabolizmasini kontrol etmesinin yanisira mitokondriyal reaktif
oksijen tiirlerinin de iiretimini tesvik etmektedir. Bu ROT’leri tiimor hiicrelerinin 6liim
sinyallerine daha duyarli olmasmna neden olabilmektedir. Apoptotik diizenleyiciler ve
mitokondriyal enerji metabolizmas1 arasindaki bu iligki yeni anti-kanser ajanlarin

kesfedilmesinde goz 6niinde bulundurulmadir (Gogvadze ve digerleri, 2009).
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Apoptozun icsel yolagi timor olusumunun engellenmesi i¢in Onemli bir koruyucu
mekanizmadir. DNA’s1 hasarli olan ve deregiile onkogen aktivasyonu gosteren hiicrelerin
eliminasyonu saglanir. Bu i¢ koruyucu mekanizmada meydana gelen bozukluklar,
normalde 6lmesi gereken hiicrelerin siirekli ¢ogalmasina neden olur ve tiimdérogenez igin
zemin hazirlanmis olur. I¢sel apoptoz yolagindaki defektler tiimdr metastazinda ve kemo-
direncte 6nemli rol oynamaktadir (Kitada ve digerleri, 2002, Kirkin ve digerleri, 2004).
Kanser tedavisinde apoptoz mekanizmalar1 hedeflenmektedir. I¢sel apoptoz yolaginda anti-
apoptotik proteinlerin fazla ekspresyonu ya da pro-apoptotik proteinlerin fonksiyon
kayiplarinin  oldugu iki temel mekanizma bulunmaktadir. Bcl-2 anti-apoptotik
proteinlerinin fazla ekspresyonu bazi hematopoietik hastaliklarin  yaninda prostat,
kolorektal, akciger ve gastrik kanserler gibi solid tiimorlerde de goriilmiistiir. 2016 yilinda
FDA tarafindan onaylanan Bcl-2 inhibitorii Venetoklax Kronik Lenfositik Ldsemi’nin

tedavisinde kullanilmak iizere onaylanmistir (Roberts ve digerleri, 2016).

Hastaligin altinda yatan molekiiler siirlicii mutasyonlarin kesfedilmesi ile birlikte daha
etkili, hedefe yonelik tedaviler mimkiin hale gelebilecektir (Lee ve digerleri, 2012).
Mitokondri ve kanser kelimelerinin birlesmesinden olusan bir grup bilesik mitokan olarak
tanimlanmakta ve mitokondileri hedefleyerek hiicre Oliimiine neden olmaktadirlar

(Gogvadze ve digerleri, 2010).

2.6. Genom Diizenleme-Crispr/Cas9

DNA’nin in vitro ortamda  sentezlenebilmesi ve {izerinde c¢esitli modifikasyonlar
yapilabilmesi geride birakilan yillarda pek ¢ok bilimsel gelismeye zemin hazirlamistir. Bu
gelismeler DNA’nin ¢ift zincirli yapisinin kesfedilmesiyle baglamis polimeraz, ligaz,
endoniikleaz gibi enzimlerin kesfedilmesi ve PCR’1n bulunmas: ile devam etmistir. Genom
dizileme teknolojilerinin de gelisimiyle pek ¢ok organizmanin tiim genom dizisi ortaya

¢ikarilmistir (Doudna ve Charpentier, 2014).

Arastirmacilar hiicreleri daha oOnce olmadig sekilde manipiile edebilme firsatina
kavugsmuslardir. Bu gelisme prokaryotik adaptif immiin sistemi olan Kiimelenmis Diizenli
Kisa Aralikli Palindromik Tekrarlar (CRISPR)’1n kesfedilmesi sayesinde miimkiin hale
gelebilmistir (Sternberg ve Doudna, 2015). Hedefe yonelik olarak yapilabilen genom
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modifikasyonlar1 ve model organizmalarin tasarlanmasi gibi pek ¢ok biyomedikal ve

biyoteknolojik uygulamada kullanilabilmektedir (Pyzocha ve digerleri, 2014).

Crispr ile genom modifikasyonlar1 yapmak igin iki temel yapiya gereksinim
bulunmaktadir. Bunlar Cas9 proteini ve guide RNA (gRNA)’dir. gRNA Cas9 niikleaz ile
bir kompleks olusturdugunda, gRNA’nin spesifik olarak hedefledigi gen bolgesinde DNA
cift zincir ki1 olusmaktadir (Romanienko vd., 2016). Olusan bu ¢ift zincir kiriklari;
Hataya-egilimli homolog olmayan u¢ birlesmeleri (NHEJ) veya Homoloji yonelimli tamir
(HDR) ile tamir edilmektedir. Bu niikleazlar yeni hiicre hatlarinin olusturulmasi,
transgenik organizmalarin-hastalik modellerinin olusturulmasinda, gen tedavisi gibi temel

biyoloji, biyoteknoloji ve tip alaninda kullanilmaktadir (Pyzocha ve digerleri, 2014).

Crispr’dan oOnce kullanilan genom diizenleme metodlarindan ZFN (Zinc Finger
Niikleaz’lar) ve TALENs (Transkripsiyon Aktivator-benzeri Efektor Niikleaz)’e kiyasla;
Crispr kullanim kolaylig1 ve daha ucuz olmasi ile dikkat ¢ekmistir (Sternberg ve Doudna,

2015).

ZFN ve TALENs sistemleri endoniikleaz katalitik domain’lerin DNA baglanma
proteinleriyle baglanmasi esasina dayanirken, Cas9; kiicik RNA’larin hedef DNA
bolgesine yonlendirdigi Watson-Crick baz eslesmesi prensibine dayanir ve bu nedenle
Crispr sisteminde daha spesifik, etkili, pek ¢ok hiicre tipi ve organizmada kullanilabilen,

birden fazla modifikasyon yapilabilmektedir (Ran ve digerleri, 2013).

Cas9 ile hedef bolgede olusturulan cift zincir kiriklari, homolog olmayan ug birlesmesi
(NHEJ) yolu ile tamir edilirken insersiyon/delesyon (indel) mutasyonlar1 seklinde cesitli
izler birakmaktadir. NHEJ, kodlayan eksonlarda g¢erceve kaymasi mutasyonlar1 ya da
premature stop kodonlarinin  olusmasina neden olacagindan gen knock-out
uygulamalarinda kullanilabilmektedir. Birden fazla Cift zincir kirig1 (DSB) ise genomda
daha biiyiik delesyonlara neden olabilmektedir (Ran ve digerleri, 2013).Cer¢eve kaymasi
knock-out mutasyonlari ters genetik yaklasimi ile genin fonksiyonu ¢alismalarini miimkiin

hale getirmektedir (Sander ve Joung, 2014).
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Sekil 2.4. Crispr ile olugan Cift Zincir Kiriklarinin Tamir Mekanizmalar1 (Rivera ve Jacks, 2015).

Kanser, onkogen ve tiimor supresor genlerde pek ¢ok genetik ve epigenetik degisikligin

meydana geldigi bir hastaliktir. Bu nedenle normal ve kanser hiicrelerinin genomlarini

modifiye etmeye olanak saglayarak hastaligin modellenmesini saglayacak deneysel

tekniklere ihtiya¢ bulunmaktadir (Rivera ve Jacks, 2015).

Genom miihendisligi teknolojilerindeki gelismelerle programlanabilir DNA-hedefleyici

platformlarla epigenetik regiilasyonun {izerinde kontrol saglayabilen Zinc-finger niikleaz,

TALENs ve Crispr-dCas9 genom diizenleme sistemleri hedef genomik bdlgelerdeki

epigenetik diizenlemeler yapmak amaciyla da kullanilabilmektedir (Thakore ve digerleri,

2015).






3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

-Hettich marka sogutmali masa iistii santrifiij (Mikro 22 model)
-Calkalamali Inkiibator

-Vorteks(Biosan)

-Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000)

-Derin dondurucu, -30°C (Sanyo, MDF-U333, Japonya)

-Derin dondurucu, -86°C (Sanyo, MDF-U53865, Japonya)
-Mikroplaka ELISA okuyucu (Spectramax M3, Molecular Devices)
-Danlaf marka VFES120 model laminar flow kabini

-Sanyo marka karbondioksitli etiiv (MCO-18AIC model)
-Western Blotlama Sistemi(BioRad)

-Zeiss marka Invert mikroskop (ID03)

-Elektroforez gii¢c kaynagi (Thermo)

-Jel goriintiileme sistemi (Kodak Gel Logic 100 Imaging System)
-Jel goriintiileme sistemi (Gel Logic 2200 Pro-Carestream Health)
-Mikrodalga firin (Argelik)

-Buzdolabi(Arcelik)

-Mikropipetler; 10ul, 100ul, 1000ul (Axygen)

-Manyetik karistirict (TMA 2071)

-Spin vorteks (Biosan)

-Ph metre (WTW 422)

-Hassas terazi (AND-ER-182A)

-Kuru 1s1tic1 blok (Biosan)

-Otomatik 1s1 dongii cihazi (Perkin Elmer)
3.2. Kullanilan Kimyasallar

-ATP P0756S (NEB Lot 0121510 10mM)

-T7 Endonuclease | M0302S (NEB Lot 0041512)

-T4 Polynucleotide Kinase (T4 PNK) EK0031 (Thermo Lot 00358219)
-Quick Ligation Kit M2200S (NEB Lot 1171602)

-10X T4 DNA Ligase Buffer B69 (Thermo Lot 00337693)
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-Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Lot 00315952)
-25mM MgCI2 R0971 (Thermo Lot 00335508)

-dNTP Mix, 10mM each,molecular biology grade R0191 (Thermo Lot 00331309)
-Plasmid-Safe ATP-Dependent DNase E3101K (Epicentre Lot 0020022900)
-FOXA1 Antibody PA5-27157 (Thermo)

-FastDigestBpil FD1014 (Thermo Lot 00352850)

-One Shot Stbl3 Chemically Competent E.coli C7373-03 (Invitrogen)
-Lipofectamin 3000 (Invitrogen)

-Quick-Load Purple DNA Ladder (NEB)

-ColorPlus Prestained Protein Ladder(NEB)

-OPTIMEM(Gibco)

-SOC Media(NZY Tech)

-PX330 Plasmid(Addgene)

-Besiyeri RPMI 1640 (Gibco)

-Fetal Bovine Serum (Thermo)

-Penisilin/Streptomisin antibiyotik (Thermo)

-L-Glutamin (Thermo)

-Tripsin (Thermo)

-Dimetil Siilfoksid (DMSO) (Ambresco)

-Fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF) (Roche)

-Etanol (Sigma)

-Metanol (Sigma)

-Hiicre Lizis Solusyonu (Roche)

-PBS (Gibco)

-Amonyum Persiilfat (Sigma)

-Temed (Sigma)

-Tris base (Sigma)

-Yagsiz siit tozu (CST)

-Metformin (Sigma)

-Memantin (Sigma)

-Tween-20 (Sigma)

-Caspase-3 (PI-PA516335-Thermo)

-Bcl-2 (PI-PA520068-Thermo

-Bax (P1-PA511378) -Thermo)
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-HIF-1 alfa (PI-PA116601) -Thermo)
-VEGF (PI-PA516754) -Thermo)
-FAK (P1-PA517591) -Thermo)
-GSK3 (PI-PA529251-Thermo)
-CCND1 (PI-PA524173-Thermo)
-C-MYC (PI-PA1981-Thermo)
-CDK4 (P1-PA527827-Thermo)
-B-Actin (PI-PA1183-Thermo)
-Seconder antibody (P1-3146-Thermo)

3.3. Kullanilan Kitler
-Plazmid DNA Izolasyon Kiti (Thermo)
-BCA Protein Tayin Kiti (Thermo)

3.4. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanisi

0,5 M EDTA (Etilendiamintetraasetikasit) pH 8.0

186,1 g EDTA tartilarak cam bir sise igerisine alindi. Uzerine 800 ml distile su eklendi ve
manyetik karisticiyla ¢ozdiiriildii. NaOH ¢ozeltisi kullanilarak pH’s1 8,0’a ayarland1 ve son
hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi. 120 C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize

edildi.

10X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) Stok Soliisyonu

108 g Tris baz, 55 g Borik asit cam sise igerisine tartildi. Uzerine 40ml. 0,5 M EDTA (pH
8,0) ve 800 ml. steril distile su ilave edilerek manyetik karistiricida ¢ozdiriildi. Cozeltinin

son hacmi 1 litreye tamamland1 ve 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

1IX TBE

100 ml 10X TBE stok soliisyonu bir meziir i¢ine alinarak iizerine 900 ml steril distile su
eklendi.
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%1’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

0,6 g agaroz tartilarak erlen igerisine konuldu. Uzerine son hacim 60 ml olacak sekilde 1X
TBE tamponu ilave edilde ve mikrodalga firinda agaroz’un ¢oziilmesi saglandi. Coziinmiis
agaroz i¢ine 1 pl etidyum bromid eklendi. Hazirlanan jel, yatay mini jel kalib1 igerisine
dokiildii ve yiikleme kuyucuklarinin olusmasi icin tarak yerlestirildi ve jel donmaya
birakildi. Jel katilagtiktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarilarak, jel 6rneklerin yiiklenmesi igin

uygun hale getirildi.

%10’luk RPMI 1640 besiverinin hazirlanisi

500 ml’ lik besiyeri igerisinden 50 ml ¢ekildi. Ardindan sirast ile 50 ml FBS, 5 ml 200
mM’lik L-Glutamin, 5 ml 100 pg/ml’lik antibiyotik karisimi eklendi. FBS, 6nceden

0,2um’lik filtreden gegirilerek soliisyonun homojen olmasi saglandi.

%1’lik RPMI 1640 besiyerinin hazirlanisi

500 ml’ lik besiyeri igerisinden 5 ml ¢ekildi. Ardindan sirast ile 5 ml FBS, 5 ml 200
mM’lik L-Glutamin, 5 ml 100 pg/ml’lik antibiyotik karigimi eklendi.

Hiicre lizis soliisyonunun hazirlanisi

10X konsantrasyon degerindeki soliisyondan 1ml alinarak distile su ile 10 ml‘e

tamamlandi. Boylece 1X’lik ¢alisma soliisyonu hazirlanmis oldu.

PMSF soliisyonu

0,3484 g PMSF hassas terazide tartildi ve 10 ml izopropanol igerisinde ¢oziildii.

%10’luk SDS hazirlanisi

lg Sodyumdodesilsiilfat tartilarak 10 ml. distile su igerisinde ¢ozildi. Cozelti oda

sicakliginda saklanda.
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Akrilamid/Bisakrilamid soliisyonu

14,5 g akrilamid ve 0,5 g bisakrilamid tartilarak 50 ml’ye distile su ile tamamlandi.
Boylece akrilamidin son konsantrasyonu %29, bisakrilamidin ise %1 oldu. Amber renkli

sise icerisinde saklandi.

1,5 M Tris buffer (pH:8,8) (150 ml)

27,23 g Tris base tartildiktan sonra 80 ml suda ¢oziildii. Ardindan pH metre ile pH 8,8’¢
ayarlandi. Daha sonra toplam hacim distile su ile 150 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan

soliisyon +4°C’de saklandi.

0,5 M Tris buffer (pH:6,8) (100 ml)

6 g Tris base tartildiktan sonra 60 ml suda ¢ézdiiriildii. pH degeri 6,8’e ayarlandiktan sonra

toplam hacim distile su ile 100 m1’ye tamamlandi. Hazirlanan soliisyon +4°C’de saklandi.

10X Running buffer (1000 ml)

30,3 g Tris base, 144 g glisin ve 10 ml %10’luk SDS 500 ml distile su icerisinde ¢oziildii.

Ardindan toplam hacim 1000 ml’e distile su ile tamamlandi. 1X’inin pH’s1 8,3’e ayarlandu.

10x Tris-Glisin stok soliisyonu

30,3 g tris base ve 144 g glisin tartilarak 1000 ml distile suda ¢oziildii.

Transfer buffer

100 ml 10X konsantrasyondaki Tris glisin stogundan, ve 200 ml Metanol’den alinarak

1000 mI’ye distile su ile tamamlandi.1X’inin pH’s1 8,35’e ayarlandu.



22

Amonvum perstilfat (APS) soliisyonu

100 mg APS, 1 ml suda ¢oziilerek hazirlandi. APS her ¢alisma 6ncesinde yeniden taze

olarak hazirlandi.

10X TBS soliisyonu

12,1 g Tris base ve 40 g NaCl tartilip 500 ml suda ¢oziildii. 1X’inin pH’s1 7,4’e ayarlandi.

1X TBT-T soliisyonu

10X TBS’den 100 ml alinarak 1000 ml olacak sekilde tizeri distile su ile tamamlandi.
Ardindan 800ul. Tween-20 ilave edildi. pH 7,4’e ayarlandi.

Primer antikor diliisyon soliisyonu

10X konsantrasyondaki TBS 1X’e diliie edildi. Ardindan 10 ml alindi. Daha sonra %5 lik
0,5 g BSA ve %0,05’lik 5 pl sodyum azid ¢ozeltisi ile karistirildi. Bu soliisyon ile primer
antikor 1:1000 oraninda diliie edildi.

Sekonder antikor diliisyon soliisyonu

1IX TBS, %0,1 Tween20 ve yagsiz siit tozu karistirilarak hazirlanmistir.

Membran bloklama soliisyonu

10 ml 1X TBS igerisinde %1 Tween20, ve %5 lik 0,5 g siittozu karistirildi.



Tris-Glisin SDS-Poliakrilamid Jel Konsantrasyonlari

%6’1lik Jel (Seperating Jel)

H20 5,3ml

%30 Akrilamid 2,0ml
1.5M Tris (pH 8.8) 2,5ml

%10 SDS 100ul
%10 APS 100ul
TEMED 8l

%10’luk Jel (Separating Jel)

H20 4,0ml
%30 3,3ml
Akrilamid

15 M Tris 2,5ml
(pH 8.8)

%10 SDS  100pl
%10 APS  100pl
TEMED 4pl

%15°1ik Jel (Separating Jel)

H20 2,3ml
%30 5,0ml
Akrilamid

15 M Tris 25
(pH 8.8)

%10 SDS 100ul
%10 APS 100p1

TEMED 4pl
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Ust Jel (Stacking)
H20 4,0ml
%30 1,0ml
Akrilamid
15MTris 25
(pH 8.8)

%10 SDS  50ul
%10 APS  50ul
TEMED  5ul

Hiicre Dondurma Medium

100ml FBS igerisine 8,6 ml DMSO eklenerek sisenin kapagi degistirilir. Ters diiz edilerek
10 mI’lik falkon tiipleri alikotlanir ve -20°C’de saklanir.

3.5. Kullanilan Yontemler

3.5.1. Hiicre kiiltiirii

Bu calismada kullanilan LNCaP (Yabanil tip pS3) androjene duyarli insan prostat kanseri
hiicre hatti Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji AD. Ogretim iiyesi Prof.Dr. Levent
Tiirkeri’den temin edilmistir. LNCaP hiicre kiiltiirii, %10 inaktive edilmis FBS, 200 mM
L-glutamin, 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin ile desteklenmis RPMI
besiyerinde %95’lik nem ve %5 CO’li, ortamda 37°C’de kiiltiire edilerek ¢ogaltildi.
LNCaP hiicreleri, Metformin ve Memantin ile inkiibe edilerek 48. saatteki etkin dozlar

belirlendi. Ilaglar apirojenik distile su igerisinde ¢oziildii.

Hiicrelerin Coziilmesi, Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

-80 °C’de saklanan hiicreler oda sicakligma cikarildiklar1 andan itibaren dondurma
medium’undaki DMSO’nun toksik etkisinden hemen kurtarilmak {izerine 3 ml. besiyeri
ilave edilerek 2500 rpm’de 5 dk. santrifiij edilmistir. Ardindan 25cm? flasklara Sml
biiyiime ortam1 igerisinde ekilmistir. Hiicrelerin medium’u 2-3 giinde bir yeni besiyeri ile
degistirilmistir. Hiicreler konfluent olduklarinda 1:4 ya da 1:5 oraninda seyreltilerek

pasajlanmistir.
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Deney basamaklar1 agagida belirtildigi sekildedir,

=

Flaskin icerisindeki besiyeri atilir.

2. Flask steril PBS ile yikanir.

3. Flasklara; 25cm? flask icin 1-2mL, 75cm? flask i¢in 3-5mL &nceden 37°Cye
isitilmis - Tripsin/EDTA ilave edilir.

Flask 37°C inkiibatorde 5 dakika bekletilir.

Flask yiizeyinden ayrilan hiicreler 15 ml lik falkon tiiplere aktarilir.

Tripsin inaktivasyonu i¢in tiiplere 5’er ml besiyeri ilave edilir.

Tiipler 1300 rpm de 5 dakika santrifiij edilir.

Stipernatant atilir.

© © N o g &

Hiicre pelleti istenen miktarda besiyeri igerisinde siispanse edilir.
10.  Hiicre siispansiyonu sayilabilir, seyreltilerek flasklara ya da plaklara pasajlanabilir
veya dondurulabilir.

11.  Hiicrelere dondurma medium’u eklenir ve pipetlenerek homojen hale getirilir.
12.  -20°Cde bir saat bekletildikten sonra kryo tiipler kisa siireli kullanim igin - 80°Cye,

uzun siire saklanacaksa sivi1 nitrojene kaldirilir.

Trypan Blue Canlilik Testi

Hiicre ayirma, dondurma ya da ¢6zme gibi potansiyel travmatik islemlerin ardindan canli
kalan hiicrelerin oranini 6lgmek i¢in kullanilir. Canlilik testleri membran biitiinliigiiniin
bozularak hiicrenin, canliyken gecirgen olmadig1 bir boyay1 almasi esasina dayanmaktadir.
Deneysel asamalar asagida belirtilen sekildedir.

1-Hiicre silispansiyonu 1:1 oraninda % 0,4 trypan blue ¢ozeltisi ile karistirilir (100 pL
hiicre siispansiyonu+100 pL trypan blue). Hiicreler trypan blue eklendikten sonra 1-2
dakika icerisinde sayilmalidir. Aksi takdirde canliliklarim1 kaybedip trypan blue gegirgen
hale gelirler.

2-Boyal1 ve boyasiz hiicrelerin tiimii sayilir.

3-Boyanmayan hiicrelerin ylizde orani hesaplanir. Bu sayr hiicre canliligmi ifade

etmektedir.
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Hiicre Sayma-Hemositometre

Bir hiicre siispansiyonunun konsantrasyonu hiicreler optik olarak diiz bir yiizeye konularak
mikroskop altinda sayilir. Tanimlanmis, derinligi belirli bir alan i¢indeki hiicreler sayilir ve
hiicre konsantrasyonu hesaplanir.

Deneysel asamalar asagida belirtilen sekildedir.

1-Hemositometrenin ylizeyi %70’lik EtOH ile temizlenir ve lamelin kenarlar1 hafifce
1slatilarak hemositometre yiizeyine yapigmasi saglanir.

2-Hiicre siispansiyonunun homojen olmasi saglanir ve 10 pL 6rnek pipetle ¢ekilir.

3-Hiicre siispansiyonu hemositometreye aktarilir ve lamelin altina kapiller hareket yoluyla
cekilmesi saglanir.

4-Mikroskop 10X objektifte grid ¢izgilerine odaklanir. Hemositometrede goriilen en biiyiik
alan ii¢ paralel ¢izgi ile smirlanir. Bu alan 1 mm?’dir.

5-1 mm?lik alan grid ¢izgileri kullamlarak sayilir. Hemositometrenin diger bélmeside
sayilir.

6-Iki sayimin ortalamasi alinir ve rnegin konsantrasyonu c=n/v denklemi ile hesaplanir.

c= hiicre konsantrasyonu (hiicre/ml), n=sayilan hiicreler, v= sayilan hacim (ml).

3.5.2. Hiicrelere ila¢c uygulamasi ve hiicre canhiliginin belirlenmesi

LNCaP hiicreleri 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 10 hiicre/ kuyu olacak sekilde ekildi,
bir gece %]1°lik RPMI besiyerinde inkiibe edilerek hiicrelerin yapigmasini takiben besiyeri
uzaklastirildi. Daha sonra Metformin ve Memantin ayr1 ayri ¢esitli konsantrasyonlari ile
hazirlanmis %10’ luk RPMI besiyerinde 48 saat siireyle 37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibe
edildi. Belirtilen siirelerin sonucunda her bir kuyucuga 10 pul MTT soliisyonu eklenerek
hiicreler 37°C’de 4 saat daha inkiibe edilldi. Bu siire sonunda hiicrelerden MTT boyasi
uzaklastirildt ve her bir kuyuya canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan
kristallerinin ¢oziinmesi i¢in 100 uL. DMSO eklenerek 30 dk inkiibe edildi. Renk degisimi,
mikroplaka okuyucusunda 570 nm dalga boyu ile belirlendi. Kimyasal ajanlar ile muamele
edilmeyen kontrol hiicre canlilig1 % 100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik

oranlar1 % olarak ifade edildi.
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3.5.3. Etkin ila¢ dozu verilen hiicrelerden protein izolasyonu

Metformin ve Memantin’in belirli dozlar1 ile belirli siirelerde inkiibe edilen LNCaP
hiicrelerine, 48 saatlik inkiibasyon siirelerinin dolmasinin ardindan protein izolasyonu igin;
Hiicrelerden ilacl besiyerleri uzaklastirildi ve soguk PBS ile yikandi. Ardindan hiicreler
iizerindeki PBS ¢ekilerek 1mM PMSF igeren 1X Hiicre Lizis Buffer’dan 500 pl kondu.
Hiicreler buz iizerinde 5 dk inkiibasyonunun ardindan scraper ile kazinarak yerlerinden
kaldirildi ve ependorf tiiplere alindi. Hiicreler buz iizerinde insiilin enjektorii ile 10-15 kez
sonike edildikten sonra 13500 rpm’de +4 °C’de 15 dk santrifiijden sonra siipernatant yeni

tiiplere alind1. Proteinler tek kullanimlik alikotlandiktan sonra -80°C’ye kaldirildi.

3.5.4. BCA Kiti ile protein miktar tayini

LNCaP hiicrelerine belirli dozlarda ilag uygulanmasindan sonra izole edilen proteinlerin
miktarlariin  tayini  BCA protein Ol¢lim  kiti ile belirteilen basamaklara gore
gerceklestirilmistir. Bovine serum albumin (BSA) ile 2; 1,5; 1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,125;
0,025 ve 0 pg/ml konsantasyonlarda saf su kullanilarak standart hazirlandi. Protein
ornekleri ve 96 well plate’in her birine 25’er ul protein eklendi. Protein 6l¢iim kitinin
icerisinde bulunan Reaktif B:A oran1 1:50 olacak sekilde hazirlandi. Bu reaktif
karisimindan her bir kuyuya 200°er pl eklendi. 37°C lik inkiibatérde 30 dakika
inkiibasyondan sonra mikroplate ELISA okuyucuda 563 nm dalga boyunda okutularak ve
cikan sonuca gore excel programinda standart egri cizilerek protein miktar hesaplamalari

yapildi.

3.5.5. Western Blot yontemi ile protein diizeylerinin belirlenmesi

Elektroforezle molekiil agirligina, biiytikliigiine ve yiikiine gére ayrilmis kompleks bir
karisim i¢inde hedeflenen bir proteini 6zgiin bir sekilde saptamak i¢in kullanilan en genel

yontem western blotting yontemidir.

[lk asamada, BCA kiti ile miktarlar1 ve standart grafikleri belirlenen proteinler yiikleme
icin hazirlandi. Bu proteinlerle ayni miktarda iizerlerine 2X konsantrasyon degerinde
sample buffer’lar1 eklendi. Boylece protein 6rnekleri 1:1 oraninda diliie edilerek ¢alisma

konsantrasyonlar1 elde edildi. X konsantrasyonunda sample buffer da eklendikten sonra
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protein ornekleri denatiirasyon i¢in 95°C’ye ayarl 1sitict blokta 5 dk bekletildi ve 6rnekler
oda sicakligina geldikten sonra yiikleme asamasina gecildi. Akrilamid ve bisakrilamid
polimerlesmesi ile, list jel olan stacking ve alt jel olan seperating jellerin Onceden
hazirlanip donmasi ile yiikleme jeli olusturuldu. Jele yiliklenen protein 6rnekleri, 1X

running buffer eklenmesi ile 150 V ve 250 mA de 90 dk boyunca yiiriitiildi.

Proteinler jel lizerinde molekiiler agirliklarma gore yiirttiildiikten sonra giic kaynagi
kapatildi ve jel alindi. Jelin 1slak transfer yontemi ile PVDF membrana transferleri
gerceklestirildi. Transfer kaseti tank icerisine dikey olarak konularak transfer buffer’in
eklenmesinin ardindan 100 V ve 250 mA’de 75dk. boyunca transfer edildi. Aktarim
asamasindan sonra membran aranan proteine Ozgii primer ve sekonder antikorlarla
muamele edildi. Diliie edilen primer antikorlar ile bir gece +4°C de, sekonder antikorla ise
1 saatlik inkiibasyon gergeklestirildi. Son agsamada ise membranin ECL Chemiluminescent
HRP Western substrat ile Gel Logic 2200 Pro cihazi kullanilarak goriintiillenmesi

gerceklestirildi.

3.5.6. Agaroz Jel Elektroforezi ile plazmid DNA’sinin kontrolii/plazmid DNA’sinin

%71’lik jele yiiklenmesi

%1°lik jel hazirlandiktan sonra jel tanki 1X TBE tamponu ile jelin {izerini ortecek sekilde
konuldu. 2 pl plasmid DNA’st 2 pl 6rnek yiikleme tampunu ile karigtirilarak pipetaj
yapildi ve 4 pl’lik &rnek karisimi kuyucuklara sirasiyla yiiklendi. Izole edilen plazmid
DNA’s1 DNA ladder ile birlikte 100 V akimda 1 saat yiiriitiildii.

3.5.7. Plasmid DNA’simin kontrolii

Yiirlitme sonrast jel lizerindeki bantlar, jel goriintiileme sisteminde UV 1sik altinda

goriintiilendi.

3.5.8. Crispr ile FOXA1 geninin knock-out edilmesi

PX330 Plasmid

Knock-out ¢aligmalarinda kullanilan pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9

Plazmid’i kar amagli olmayan bir plazmid deposu olan addgene’den temin edilmistir.

(https://www.addgene.org).
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Plazmid’in temin edilmesinin ardindan LB Agar’l1 plateler {izerinde ¢ogaltilmistir.
500ml. LB Agar i¢in, (~25 Agar plate)

1- Asagidaki kimyasallar tartilarak LB Agar hazirlanir.

5g NaCl

59 Trypton

2.5g Yeast Extract

7.59 Agar

500ml. dH2O eklenir ve son hacim 11t.’ye tamamlanir.

2-Tim kimyasallarin ¢oziinmesi i¢in karistirilir. Coziinmeyen ve toz halinde kalan
kimyasallar otoklavlama sirasinda karamelize olmasina neden olur. Ardindan iizeri
aliminyum folyo ve otoklav bandi ile kapatilarak; 20 dakika otoklav-sivi ayarlarinda

otoklavlanir.

3-Otoklavdan cikarildiktan sonra 55 °C’ye kadar sogumasi beklenir. (Bu islem su

banyosunda veya oda sicakliginda bir siire bekletilerek yapilabilir.

4-Plate’leri dokerken, bilinsen beki yada ates yakininda g¢alisilarak beng alaninin steril

olmasi saglanir.

5-Soliisyona c¢aligma i¢in uygun olan antibiyotik eklenir ve karigtirilir. (1000X’lik
antibiyotik stoguyla calisiliyor ise 500 pL eklenir.)

6- ~20mL LB agar polistiren petrilere dokiiliir. Petrilerin kapaklar1 kapatilir ve Agar’in
katilasmasi i¢in 30-60 dk. beklenir ve petriler ters ¢evrilir. Gerekli etiketlemeler yapilarak,

parafilm’le kaplanir ve kullanilincaya kadar 4°C.’ye kaldirilir.
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3.5.9. Plazmidin LB Broth’da ¢ogaltilmasi

Antibiyotik Konsantrasyonlari

Sik Kullanilan Antibiyotikler Tavsiye Edilen Konsantrasyonlari

Ampisilin 100 pg/mL

Bleosin 5 ng/mL
Karbenisilin 100 pg/mL
Kloramfenikol 25 pg/mL
Kumermicin 25 pg/mL
Gentamisin 10 pg/mL
Kanamisin 50 pg/mL
Spektinomisin 50 pg/mL
Tetrasiklin 10 pg/mL

FOXA-1 geninin knock-out edilmesinde Ran ve ark.(2013)’nin metodu kullanilmastir.

3.5.10. Overnight siv1 kiiltiirii yapilan plasmid inokiilasyonu

1- Swv1 LB hazirlanir, 400 ml.lik LB i¢in asagida belirtilen kimyasallar 500ml.lik cam sise
icerisine tartilir.

-49 NaCl

-4g Trypton

-29 Yeast Extract

-400 ml.’ye kadar dH>O

2- Cam sisenin kapagi gevsek birakilarak otoklavlanir. Otoklavlandiktan sonra oda
sicakligina gelmesi beklenir ve igerisine yukarida belirtilen uygun miktarda antibiyotik
eklenir.

3-Steril bir pipet ucu veya bir kiirdan yardimiyla LB agar iizerindeki tek koloni alinarak
s1vi LB+Antibiyotik karisimina inokiile edilir.

4-Inokiile kiiltiir’iin {izeri pamuk ve aliiminyum folyo ile kaplanarak 12-18 saat 37°C’de
calkalamali inkiibatorde birakilir.

5-Overnight inkiibasyonun ardindan biiyiime i¢in kontrol edilir. Kiiltiirdeki bulaniklik ile
bakteri ¢ogalmasi kontrol edilir. (Negatif kontrol olarak hi¢ bir inokiilasyon yapilmamis

LB media+Antibiyotik kullanilabilir. Overnight inkiibasyonun ardindan kiiltiir renginde bir
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degisiklik olmamalidir.) Bu asamanin ardindan bakteriyal kiiltiirden plasmid DNA’s1 izole

edilir.

3.5.11. Plazmid DNA’sinin izolasyonu

Plazmid DNA’smin izole edilmesi i¢in bakteriyal hiicre ve plazmid DNA’sinin ayrilmast
gerekmektedir. Bu nedenle host bakteriyal hiicrenin proteinleri, RNA’s1 ve kromozomal
DNA’smin pargalanmasi ve ayrilmasi gerekmektedir. Bu islem mini-prep. olarak
adlandirilir.  Mini-prep’in  yanisira midi, maxi ve mega- prep. protokolleri de
bulunmaktadir. Aralarindaki fark ise baslangicta kullanilan sivi kiiltiir hacmi ve deney
sonunda izole edilen plasmid DNA’s1 miktarindaki farktir.

Plazmid DNA’smin izolasyonu GeneJet Plazmid DNA izolasyon kiti kullanilarak kisaca
asagida belirtilen sekilde yapilmistir.

-Biitiin piirifikasyon agamalar1 oda sicakliginda gergeklestirilmistir.

-Santifiij asamalar1 ise >12000 x g rotor tipine gore 10 000-14 000rpm devir hiz1 olan
santrifiijlerde yapilmalidir.

Yiiksek kopya sayili plazmid’ler i¢in 1-5 ml. LB E.coli siv1 kiiltiirii, diisiik kopya sayili

plazmid’ler i¢in ise 10ml. s1vi1 kiiltiir kullanilir.

1-Oncelikle bakteriyal kiiltiir harvest edilir. 8000rpm.de 2dk., oda sicakliginda santrijiij
edilir ve slipernatant atilir.

2-Pellet edilmis hiicrelere:

-250 ul Restispansiyon Soliisyonu eklenir ve vortekslenir.

-250 pl Lizis Soliisyonu eklenir ve tiip 4-6 kez alt-iist edilir.

-350 pl Notralizasyon Soliisyonu eklenir ve tiip 4-6 kez alt-iist edilir.

5dk. santrifiij edilir.

3-Siipernatant kolona transfer edilerek 1 dakika santrifiij edilir.

4-Kolon 5000 pl. Yikama Soliisyonu ile 1dk. santrifiij edilerek yikanir ve alt tlipte kalan
stvi atilir. Bu agsama 2 kere tekrar edilir. Bos kolon 1 dk. santrifiij edilir.

5-Kolon yeni bir tiipe transfer edilir 50 pl Eliisyon Buffer eklenerek 2 dakika inkiibe edilir.
Ardindan 2 dakika santrifiij edilerek alt tiipte kalan s1v1 alinir.
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Plazmid Bilgileri

Cizelge 3.1. PX330 vektor bilgileri
PX330

Vektor backbone: pUC orjinli vektor

Vektor tipi: Memeli Ekspresyon, CRISPR
Bakteriyal Diren¢: Ampisilin

Biiyiime Sicakhigi: 37°C

Biiyiime Susu: Stbl3

Kopya Sayisi1: High Copy

Cizelge 3.2. PX330 Restriksiyon enzimi ile klonlama bilgileri

Restriksiyon Enzimi ile Klonlama Metodu

5' cloning site Agel (not destroyed)

3’ cloning site EcoRI (not destroyed)

5' sequencing primer agggatggttggttggtggg
3’ sequencing primer CCAATCCTCCCCCTTGCTGT

uUs CBh NLS hSpCas9 NLS
PX330: hSpCas9
+ chimeric guide RNA p
=TT, Bbsl Bbsl T e
AAAGGACGAAACACCGGGTCTTCGAGAAGALCT AGAGCTAGAAAT 3

guide sequence ¥

insertion site FEREEEEREEREER nrrreeneennd \'IIIHHIII\H [RARNRRRARRNRRI ARRNRRRNRRRRD [ARRARRRRRRRAE | .

3'- T'l'lCCTGC'lTTGTGG‘UEAGAAGL TCTTCTGGAC/ AA CGATCTTT

5'- CACC -3

guide sequence
LEEEETTT LI
C

insert AAA -5

Sekil 3.1. PX330 Plazmid kesim bolgesi (https://www.addgene.org).
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hU&_promotar
LKO1_ 5 primer

pBR322_origin Xbal (428)
Sacll (7548) Kpnl (438)
CAG_enhancer
Agel (1239)
FLAG
Fspl (7330) FLAG
ORF frame 1 FLAG
Ampicillin SW40 NLS
AmpR_promoter SV40 NLS
pGEX_3_primer NLS
Bglll (1618)
pX330-UB-Chimeric_BB-CBh-hSpCas?
8506 bp
f1_origin
Narl (5911) ORF frame 3
Notl {5762) Apal (2727)
bGH_PA_terminator
BGH_rev_primer

EcoRI (5523)

EcoRV (3221)
ORF frame 3

Pmil (4157)

Sekil 3.2. PX330 Genom Haritasi (https://www.addgene.org).

3.5.12. Oligo-gRNA Design

Modifiye edilmesi istenen genin hedef bdlgelerine yonlendirilmek iizere kullanilan
sgRNA’in tasariminda kullanilmak iizere pek c¢ok farkli program bulunmaktadir.

Bunlardan bazilari ¢izelge 3.3’de belirtilen sekildedir:


https://www.addgene.org/
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Cizelge 3.3. sgRNA design’inda kullanilan araglar ve internet siteleri

https://crispr.med.harvard.edu/sgRNAScorer/

https://chopchop.rc.fas.harvard.edu/index.php

http://www.sanger.ac.uk/htgt/wge/

http://www.crisprscan.org

http://watcut.uwaterloo.ca/template.php

http://zifit.partners.org/ZiFiT/

http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas/

Bu tez caligmasinda kullanilan sgRNA’lar http://crispr.mit.edu adresi kullanilarak
yapilmistir.


http://crispr.mit.edu/
https://crispr.med.harvard.edu/sgRNAScorer/
http://www.broadinstitute.org/rnai/public/analysis-tools/sgrna-design
https://chopchop.rc.fas.harvard.edu/index.php
http://www.e-crisp.org/E-CRISP/
http://www.sanger.ac.uk/htgt/wge/
http://www.sanger.ac.uk/htgt/wge/find_crisprs
http://www.crisprscan.org/
http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/WEBRepeatMasker
http://watcut.uwaterloo.ca/template.php
https://tide.nki.nl/
http://zifit.partners.org/ZiFiT/
http://crispor.tefor.net/

—= —
—— —
hgl9 chri4 +38062692
f o fam—
[am— #2
1
L —
1 #
1
[ a—
all guides guide #1  quality score: 90
scored by inverse likelihood of offtarget binding guide sequence: CGCTAGGGGTCTTAATTGAR TGG
on-target locus: chrl4:-38062728
number of offtarget sites: 40 (1 are in genes)
score sequence
Guide #1 90 CGCTAGGGGTCTTAATTGAA TGG
Guide #2 90  CTGCCGATGATTTCAACGCC TGG ismatch
Guide #3 82 TAAGAAAGTACTTTCGCTAG GGG sequence score mismatches
Guide #4 81 CTAAGAAAGTACTTTCGOTA GGG GGCTATGGGACTTAATTGAARAG 1.5 3MMs [1:6:10]

Sekil 3.3. Oligo g-RNA dizileri (http://crispr.mit.edu)

ctececgeggeagecgeetgoocoocggegetgooococcgoecgoecgegeogecgecgecgecgegeacgeegegecccgcAGCTCTGGGCTTCCTCTTCGCCCGGGTGGE
gaggcgccgtcEgCEgacEEgEECCECEacEEEEECEEECEECECEECEECEECEECEEcECEtgcggcgcgggecg TCGAGACCCGAAGGAGAAGCGGGCCCACCG
FOXA1

860 880 900 920 940 360

GTTGGGCCCGCGCGGGECGCTCGGETGACTGCAGCTGCTCAGCTCCCCTCCCCCGCCCCGCGCCGCGCGELCGCCCETCGCTTCGCACAGGGCTGGATGGTTGTATTG
CAACCCGGGCGCGCCCGCGAGCCCACTGACGTCGACGAGTCGAGGGGAGGGGGLGGGGCGCGGCGLGLCGGCGGECAGCGAAGCGTGTCCCGACCTACCAACATAAC
FOXA1-@@1 Exon 1 »e

FOXA1

age 1,000 1,020 1,040 1,060

GGCAGGGTGGCTCCAGGATGTTAGGAACTGTGAAGATGGAAGGGCATGAAACCAGCGACTGGAACAGCTACTACGCAGACACGCAGGAGGTGAGAGGCAAGGCGAGE
CCGTCCCACCGAGGTCCTACAATCCTTGACACTTCTACCTTCCCGTACTTTGGTCGCTGACCTTGTCGATGATGCGTCTGTGCGTCCTCCACTCTCCGTTCCGLTCC

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
M LGTVKMEG GHETSDWNSYYADTQE

-

FOXA1-@@1 Exon 1 >
FOXA1

v
¥

1,080 1,100 1,120 1,148 1,160

Sekil 3.4. FOXA1 geninin 1.eksonundan gRNA design edilen ilgili gen bdlgesi

—3B0E292E

35
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3.5.13. CRISPR/Cas9 asamalar
1-Annealing

Cizelge 3.4. PCR’da kullanilan tepkime bilesenleri

Top oligo 1 nl

Bottom oligo 1 pl
T4 ligase buffer 1 pl
T4 PNK 1 pl

dH20 6 pl

Cizelge 3.5. Annealing PCR kosullar1

37°C 30 dakika

95°C 5 dakika

25°C 5 dakika

2-Crispr vektoriine klonlama-Ligation

3-Plasmid Safe DNA Uygulamasi

Cizelge 3.6. Plasmid Safe DNA Uygulamasinda kullanilan bilesenler

Plasmid safe dnas buffer 1.5 ul
PCR iiriinii 11 pl
ATP 1.5 nl

Plasmid safe nuclease 1 pl
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Cizelge 3.7. Plasmid Safe Uygulamasindaki Reaksiyon kosullar1

37°C 30 dakika

70°C 30 dakika

4-Transformasyon:

Is1 soku yontemiyle yapilmustir.

-Stbl3 kompetan E.coli hiicresi 20 pl

-Ligasyon tirlinti 2 pl

10 dakika buz {iizerinde bekletildikten sonra, 42°C sicak su banyosunda 30 saniye
bekletilerek ardindan 5 dakika tekrar buz {lizerinde bekletilmistir. Daha sonra 100 ul SOC
media eklenerek; biitlin karisim ampisilin’li LB agar’li plate’ler iizerine L ¢ubuk

yardimiyla ekilmis ve 37°C etiivde overnight inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonun ardindan plate’den tek kolonilerden 3 koloni segilerek; Sml.LB ve Ampisilin
iceren siv1 besiyerine aktarilarak, izolat 37°C’de ¢alkalamali inkiibatdrde overnight kiiltiir

edilmis ve ertesi gilin plasmid DNA izolasyonu yapilmuistir.

3.5.14. LNCaP hiicre hatt1 transfeksiyonu

Maxi-prep ile Crispr iriini plasmid DNA’s1 izole edildikten sonra hiicre hattinin
transfeksiyonu asamasina gecilmistir. 6 well plate iizerine kuyu basina 8x10° sayisinda
LNCaP hiicreleri RPMI ve gerekli diger maddelerle kuyulara aktarilmistir. Transfeksiyon
icin; Oncelikle CRISPR iiriinii (2 pl) ve OPTIMEM besiyeri (198 pl) karisimi ve
Lipofectamin (9 pl)-OPTIMEM(191 pl) karisimi1 ayr1 ayri vortekslenerek oda sicakliginda
10 dakika inkiibasyona birakilarak ardindan bu iki ayr1 karisim birlestirilerek
vortekslenmis ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 6’lik
well plate’deki hiicreler lizerine eklenerek 37°C’ de %5 CO: igeren nemlendirilmis etiivde

inkiibasyona birakilmistir.

Ertesi gilin hiicreler, inverted mikroskop altinda tek hiicre diisiiriiliinceye kadar cesitli
diliisyonlarda 96’lik plate lere ekim yapilmistir. Limitleyici diliisyon ile ayrilan hiicreler
%70 confluent olunca sirasiyla 24’likk, 12’lik ve 6’lik well plate’lere ekilmistir. Knock-

out’un en etkili oldugu hiicre popiilasyonundan diger deneysel asamalara devam edilmesi
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icin, bu hiicrelerden protein izole edilerek, BCA ile protein miktar tayini yapilmis ve
ardindan dot-blot ve western blot ile FOXAL protein ekspresyonunun en az goriildigi

hiicre klonu se¢ilmistir ve diger deneysel asamalara bu klonla devam edilmistir.

Bu genomu editlenmis hiicre hatt1 iizerinden; optimal dozunu belirlenen Metformin ve
Memantin verilerek, ilgili proteinlerin ekspresyonlarinin belirlenmesi igin Western blotting

yapilmaistir.

3.5.15. Limitleyici diliisyonla monoklonal hiicre popiilasyonunun izolasyonu

Lentiviral bir vektorle hiicre hattinin transfeksiyonunun ardindan heterojen polyklonal bir
hiicre popiilasyonu elde edilmis olur. Bu heterojen hiicre havuzundaki selektif baski
zamanla daha az ekspresse olan klonlarin se¢ilmesine neden olabilir. Limitleyici diliisyonla
monoklonal hiicre hattinin elde edilmesi daha stabil transgenik ekspresyon
saglayabilmektedir. Monoklonal hiicre popiilasyonlarinin elde edilmesinde kullanilan diger
metodlar ise tek hiicre sorting-ayirimi ve tek hiicrelerin klonlama silindirleri ile

ayrilmasidir.

Protokoliin diger agsamalari ise asagida belirtilmistir:

1-Hiicreler tripsinlenerek kaldirilir ve 3000 rpm’de 5 dk. Santrifiij edilir. Hiicrelerin
kiimelenmesini engellemek {izere hiicreler 0.45 um’luk steril filtreden gecirilir yada
serolojik pipetle hizli pipetaj yapilir. Homojen hiicre soliisyonunun hemositometre yada

diger hiicre sayim yontemleri ile konsantrasyonu belirlenir.

2-Hiicreler homojen soliisyondan, kosullandirilmis medium’a mL basma 5 hiicre olacak
sekilde yeni bir soliisyona alinir. Ekilecek her 96 kuyulu plate i¢in bu soliisyondan

yaklagik 10mL olmas1 gerekmektedir.

3- Hazirlanan soliisyondan kuyu basma 100 pL olacak sekilde 96°lik plate’e ekim yapilir
ve bu sekilde kuyu bagina ortalama 0,5 hiicre ekilmis olur. Kuyu basma 0,5 hiicrenin
ekilmesiyle birlikte baz1 kuyulara tek hiicre ekilmis olur ve kuyulara bir hiicreden fazla
hiicre diismiis olmasi ihtimali azaltilmis olur.

4-Hiicreler 7-14 giin boyunca inkiibatorde birakilir ve 7.glinden itibaren plate’ler taranarak
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kolonilere bakilir. Herhangi bir koloni olmamasi halinde yukaridaki basamaklar

tekrarlanir.

5- Biitiin plate taranarak igerisinde bir tane hiicre klonu olan kuyular belirlenir. Igerisinde

bir hiicreden daha fazla sayida hiicre diisen kuyularda birden fazla klon olacaktir. Bu

kuyular ¢alismadan ¢ikarilir.

6-Hiicreler ¢ogaldiktan ve konfluent hale geldikten sonra tripsinlenerek daha biiyiik

plate’lere gegirilir. Sirastyla 24-12-6’lik kuyulara aktarilir.

Monoklonal hiicre hatlar1 basarili bir sekilde ¢ogaltildiktan sonra, Transgenik ekspresyon
ve diger fenotiplerin taranmasi gerekmektedir. Bu noktada Western blotlama en diisiik

ekspresyona sahip hiicre klonu arasindan diger deneysel asamalara devam edilmistir.

3.5.16. Dot Blotlama

Limitleyici Diliisyonun ardindan Dot-blot ve Western blotlama ile en diisiik gen

ekspresyonuna sahip hiicre klonlarinin segilmesi islemine gecilmistir.

sgRNA/Cas9 Klonlarin Cogaltilmasi Klonlarin taranmasi
transfeksiyonu Limitleyici Diliisyon Dot Blot
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Sekil 3.5. Knock-out hatlarin protein dot-blot ile identifikasyonu.Transfeksiyonun ardindan
hiicreler Limitleyici diliisyonla 96’11k plate’e ekilmis, ardindan klonlar izole edilerek biiyiimeleri
saglanmistir. Klonal popiilasyonlar izole edilen protein lizatt PVDF membran {izerine blotlanarak,
FOXAT1 ekspresyonlari kontrol edilmistir. (Estep ve ve digerleri, 2016)
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Protokoliin diger asamalari ise agsagida belirtilmistir.

1-Yiiklenecek drnekler parafilm iizerinde sample buffer ile karistirlir.

2-PVDF memran kursun kalemle esit pargalara boliiniir.

3-Membran 15 sn.%100 Metanolde islatilir ve ardindan 2 dakila distile su ve 5 dakika
TBS-T ile yikanir.

4-Kuru Whatman filtre kagid1 iizerinde 6n 1slatma yapilmig membran konularak ornekler
yiiklenir.

5-Yaklasik 1.5 saat boyunca oda sicakliginda kurutulur.

6-1 Saat boyunca %1 BSA ile bloklama yapilir ve ardindan membran 3 kez 5’er dakika
TBS-T ile yikanir.

7-Primer antibody ile 1 saat boyunca oda sicakligina muamele edilir. Ardindan membran 3
kez 5’er dakika TBS-T ile yikanir.

8-Membran 30 dakika boyunca Sekonder antibody ile inkiibe edilir, ardindan 3 kez 5’er
dakika TBS-T ile yikanr.

9-Membran, Western HRP Chemiluminiscent goriintiileme soliisyonu ile 5dk.

Inkiibasyonunun ardindan goriintiilenir.
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4. BULGULAR
4.1. MTT Sonuclarimin Degerlendirilmesi

MTT testinin protokolii ilk kez Mossman tarafindan 1983 yilinda belirlenmistir. Bu
yontem saglikli  hiicrelerde mitokondrinin MTT boyasinin tetrazolium (3-(4,5-
dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide, MTT halkasin1 pargalayabilmesi
esasina dayanmaktadir (Mosmann vd, 1983). Bu reaksiyon bir mitokondriyal enzim olan
suksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesine baghdir. Tetrazolium halkasinin
parcalanmasi ile soluk sar1 renkli MTT boyas1 koyu mavi-mor formazan iiriiniine doniigiir.
Sonu¢ olarak canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renkte
boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir

(Fotokis ve digerleri, 2006).

4.1.1. Etkin Metformin dozunun belirlenmesi

96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplaria 10* hiicre/kuyu olacak sekilde LNCaP hiicreleri ekilerek,
2,5 mMM — 15 mM doz araliginda farkli Metformin konsantrasyonlari 48 saat siire ile inkiibe
edildi.

Sekil 4.1’de LNCaP hiicrelerinin Metformin ile belirtilen dozlarda sirasi ile 48 saatlik
inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicre canliliklar1 iizerine olan etkileri gosterilmistir.
Sonuglarimiza gore 48. saatteki hiicrelerin yarisini 6ldiirdiigii doz olan ICsp degeri 2,5mM

olarak bulunmustur.
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Sekil 4.1. LNCaP hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) 2,5 — 15 mM konsantrasyon araliginda
Metformin ile 48 saat inkiibasyonu sonunda belirlenen hiicre canliligi oranlari
(Graphpad Prism 7 programi kullanilarak belirlenmistir).

4.1.2. Etkin Memantin dozunun belirlenmesi

LNCaP hiicrelerinde Memantin’in etkin dozunun belirlenmesi i¢in 96 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarma 10* hiicre/kuyu olacak sekilde LNCaP hiicreleri ekilerek 0,25 mM — 5 mM doz
araliginda farkli Memantin konsantrasyonlar1 48 saat siire ile inkiibe edildi. Sonug¢larimiza

gore 48. saatteki hiicrelerin yarisin1 6ldiirdiigi doz olan ICso degeri 0,25mM olarak
bulunmustur (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. LNCaP hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) 0,25-5 mM konsantrasyon araliginda
Memantin’in 48 saat inkiibasyonu sonucunda belirlenen hiicre canlilifi orami
(Graphpad Prism 7 programi kullanilarak belirlenmistir).

4.2. Plazmid’in Agaroz Jel Elektroforezi ile Konfirmasyonu

Kilobases Mass (ng)

=100 42
- 80 42
-60 50
=50 42
— R 33
—30 125
-20 48
el — 1-5 36
-10 42
-03 42

Resim 4.1. Plazmid DNA’sinin %]1°lik agaroz jelde yiirtitiilmesi
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4.3. Transformasyon Sonrasi Overnight Kiiltiirii Yapilan LB-Ampisilin Plate

Is1 soku yontemi ile transforme edilen PCR {irlinii ve Stbl3 susu kompetan E.coli 10 dakika
buz iizerinde bekletildikten sonra, 42°C sicak su banyosunda 30 saniye bekletilecek
ardindan 5 dakika tekrar buz iizerinde bekletilmistir. Daha sonra 100 ul SOC media
eklenerek; biitlin karisim ampisilin’li LB agar’li plate’ler {lizerine L ¢ubuk yardimiyla

ekilmis ve 37°C etlivde overnight inkiibasyona birakilmistir.

Resim 4.2. 80-100 pl transformasyon iiriinii igeren LB-Ampisilin platelerin overnight inkiibasyon
sonrast tek koloni olusturmasi

4.4. Dot Blot ve Western Blot ile Limitleyici Dilisyon Sonras1t FOXA-1 Knock-Out

Hiicre Klonunun Secilmesi

Lipofektamin 3000 kullanilarak transfekte edilen LNCap hiicreleri, limitleyici diliisyon ile
tek koloni halinde secildikten sonra sirasiyla 24,12 ve 6 kuyulu plate’e ekim yapildiktan
sonra, protein izolasyonu yapilmis ve ardindan 6nce dot blot ile daha sonrada western blot

ile FOXAL gen knock-out’u protein diizeyinde dogrulanmustir.
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Roloni-3

Roloni-4 Koloni-5

Resim 4.3. FOXA1 knock-out yapilmasinin dot blot ile protein diizeyinde konfirmasyonu

Kontrol Tr-1 Tr-2

FOXA1

B-ACT

Resim 4.4. FOXA1 knock-out yapilmasinin western blot ile protein diizeyinde konfirmasyonu

4.5. Western Blot Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

LNCaP hiicre hattindaki protein ifadelenme profilleri

Protein ekspresyonu incelenen genler:
Apoptozda gorevli CASP-3,BCL-2,BAX, SURVIVIN

Glukoz metabolizmasi lizerine etkileri i¢in GSK-3

Kanserle iligkili proliferasyondaki gérevleri icin CCND1,c-MYC, B-Catenin
MTORC1-MEK/ERK yolaginin énemli bir noktasinda bulunan hiicre dongiisiinde gorevli
CDK4

Angiogenesis i¢in: HIF1A,VEGF-A;

Ayrica Fibronektin ve Integrin protein ekspresyonlar1 western blotlama ile incelenmistir.
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Calisma tasarimi:

. Untreated kontrol LNCaP

. LNCaP + Metformin-48 Saat

. LNCaP + Metformin-72 Saat

LNCaP + Memantin-48 Saat

. LNCaP + Memantin-72 Saat

LNCaP (Foxal knock-out)-Untreated

. LNCaP (Foxal knock-out)+Metformin-48 Saat
. LNCaP (Foxal knock-out)+Metformin-72 Saat
. LNCaP (Foxal knock-out)+Memantin-48 Saat
10.LNCaP (Foxal knock-out)+Memantin-72 Saat

© 0O N oo A W N

Calismamizda oncelikle apoptotik yolakta gorevli genlerin Casp-3, Bcl-2, Survivin, Bax

protein ifadelerindeki degisimler incelenmistir.

CASP-3

25mM Met.  25mM Met.  0.25mM Mem. 025mM Mem.
Kontrol 48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Saat

WT

TR

Resim 4.5. Kontrol (FOXA1 geni knock out edilmemis-WT) ve FOXAL geni knock-out
edilmig(TR) LNCaP hiicre hattinda, Metformin ve Memantin etkin ilag dozlarinin 48
ve 72.saatte CASP3 protein ifadelenmesine etkisi



47

25mM Met.  25mM Met. 025mM Mem. 0.25mM Mem.

Kontrol 48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Saat

g 3

el
i o LS

Resim 4.6. Kontrol (FOXA1 geni knock out edilmemis-WT) ve FOXA1 geni knock-out
edilmig(TR) LNCaP hiicre hattinda, Metformin ve Memantin etkin ilag dozlarinin 48
ve 72.saatte CASP9 protein ifadelenmesine etkisi

Bcl-2

25mM Met.  25mM Met.  025mM Mem. 0.25mM Mem.
Kontrol 48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Saat

- - e

Resim 4.7. Kontrol (FOXALl geni knock out edilmemis-WT) ve FOXAL1 geni knock-out
edilmig(TR) LNCaP hiicre hattinda, Metformin ve Memantin etkin ilag dozlarinin 48
ve 72.saatte BCL-2 protein ifadelenmesine etkisi
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Bax

25mM Met.  25mM Met. 0.25mM Mem. 0.25mM Mem.
Kontrol 48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Saat

Resim 4.8. Kontrol (FOXAIl geni knock out edilmemis-WT) ve FOXAL1 geni knock-out
edilmig(TR) LNCaP hiicre hattinda, Metformin ve Memantin etkin ilag dozlarinin 48
ve 72.saatte BAX protein ifadelenmesine etkisi

Survivin

25mM Met.  25mM Met.  0.25mM Mem. 0.25mM Mem.
Kontrol 48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Saat

VO e .
T - —

Resim 4.9. Kontrol (FOXAI geni knock out edilmemis-WT) ve FOXAL1 geni knock-out
edilmig(TR) LNCaP hiicre hattinda, Metformin ve Memantin etkin ilag dozlarinin 48
ve 72.saatte SURVIVIN protein ifadelenmesine etkisi

Metformin ve Memantin’in 48.saatte anti-apoptotik Bcl-2 ve Survivin ekspresyonlarini
baskiladigi, Casp-3 protein ekspresyonunda 48.saatte artis goriildiigii bu nedenle hiicreyi
kaspaz aracili apoptoza yonlendirdigi goériilmektedir. Ancak 72.saatte Bcl-2, Survivin ve
Casp-3 seviyesinin tekrar kontrole yakin bir ifadelenme yaptig1 goriilmektedir (Resim 4.7.
ve Resim 4.9. )Calismamizda 48.saatte hiicre apoptozunun Casp-3 tarafindan indiiklendigi,
anti-apoptotik Bcl-2’nin protein ekspresyonunun ise baskilandigi goriilmiistiir. Yaptigimiz
bu calismada Bax/Bcl-2 oranindaki artisa bagli olarak apoptozun tetiklendigi
belirlenmistir. Metformin ve Memantin’in Bcl-2 antiapoptotik proteininin ekspresyonunda
azalmaya sebep oldugu ve pro-apoptotik Bax’in ekspresyonunda artisa yol acgtigi

belirlenmistir.
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Metformin ve Memantin’in hiicrelerde Bax-aracili mitokondriyel apoptozu indiikledigi ve

bu etkinin 72.saatte de artarak devam ettigi belirlenmistir (Resim 4.8.).

FOXAL geninin knock-out edilmesi ise hiicrelerden Casp-3, Bcl-2, Survivin ekspresyonlari
iizerinde wild type’a gore herhangi bir degisiklik yaratmazken, Bax ve Casp-9

proteinlerinin ekspresyonlarini arttirmistir.

B-Cat
25mM Met.  25mM Met.  0.25mM Mem. 0.25mM Mem.
Kontrol 48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Saat
- - S .

Resim 4.10. Kontrol (FOXA1 geni knock out edilmemis-WT) ve FOXAL geni knock-out
edilmig(TR) LNCaP hiicre hattinda, Metformin ve Memantin etkin ila¢ dozlarinin 48
ve 72.saatte B-Catenin protein ifadelenmesine etkisi

B-Catenin protein ekspresyonu Metformin ve Memantin ila¢ uygulamasi ile 48.saatte azalmakta
ancak 72.saatte tekrar artig gostermektedir. FOXA1 geninin knock-out edilmesi ile birlikte

48.saatte goriilen inhibisyon etkisinin azaldig1 gozlenmektedir (Resim 4.10.).

C-myc

25mM Met. 25mM Met. 0.25mM Mem. 0.25mM Mem.
Kontrol 48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Saat

WT |- - -

Resim 4.11. Kontrol (FOXAL geni knock out edilmemis-WT) ve FOXA1 geni knock-out
edilmig(TR) LNCaP hiicre hattinda, Metformin ve Memantin etkin ilag dozlarinin
48 ve 72.saatte C-MYC protein ifadelenmesine etkisi

Metformin ve Memantin’in apoptotik protein ekspresyonlari {izerine etkileri ile tutarl
olarak yine 48.saatte kanser iligkili hiicre proliferasyonunu baskilayarak C-myc protein
ekspresyonunu azaltici etki gostermislerdir. FOXA1 geninin knock-out edilmesi C-myc

ekspresyonu tizerindeki etkisini degistirmemistir (Resim 4.11.).



50

GSK3B

25mM Met.  25mM Met.  025mM Mem. 0.25mM Mem.
Kontrol 48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Saat

7 s Wy y

Resim 4.12. Kontrol (FOXA1 geni knock out edilmemis-WT) ve FOXAL geni knock-out
edilmig(TR) LNCaP hiicre hattinda, Metformin ve Memantin etkin ilag dozlarinin 48
ve 72.saatte GSK-3B protein ifadelenmesine etkisi

Metformin  ve  Memantin  uygulamasinin ~ GSK3B  protein  ekspresyonunu
degistirmemektedir. Ancak FOXA1 geni knock-out edilen hiicrelere uygulanan Memantin

48.saat ve 72. saatte GSK3B protein ekspresyonunu azalttig1 goriilmiistiir (Resim 4.12.).

Hifl A
25mM Met.  25mM Met.  0.25mM Mem. 0.25mM Mem.
Kontrol 48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Saat

Resim 4.13. Kontrol (FOXA1l geni knock out edilmemis-WT) ve FOXAL1 geni knock-out
edilmig(TR) LNCaP hiicre hattinda, Metformin ve Memantin etkin ilag dozlarinin 48
ve 72.saatte HIF1A protein ifadelenmesine etkisi
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VEGF-A

25mM Met.  25mM Met. 025mM Mem.  0.25mM Mem.
Kontrol 48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Suat

L -
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Resim 4.14. Kontrol (FOXA1 geni knock out edilmemis-WT) ve FOXAL geni knock-out
edilmig(TR) LNCaP hiicre hattinda, Metformin ve Memantin etkin ila¢ dozlarinin 48
ve 72.saatte VEGFA protein ifadelenmesine etkisi

Metformin ve Memantin’in anti-anjiogenik etkilerinin belirlenmesi i¢in HIF1A ve VEGFA
protein ekspresyonlari incelenmistir. Metformin ve Memantin; HIF1A ekspresyonlarinda
herhangi bir degisiklik yaratmamistir. FOXA1 geninin knock-out edilmesinin de HIF1A
ekspresyonu lizerinde bir etkisi goriilmemistir. Metformin ve Memantin anti-anjiogenik
etkilerini HIF1A iizerinde degil ancak VEGFA iizerinde 48.saatlerde ekspresyonlarini
azaltmiglardir. 72.Saatlerde VEGFA ekspresyonu tekrar artmaya baslamistir (Resim 4.13.
Resim 4.14.).

CCND1

25mM Met.  25mM Met.  0.25mM Mem. 0.25mM Mem.
Kontrol 48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Saat

Resim 4.15. Kontrol (FOXA1 geni knock out edilmemis-WT) ve FOXAL geni knock-out
edilmig(TR) LNCaP hiicre hattinda, Metformin ve Memantin etkin ila¢ dozlarinin 48
ve 72.saatte CCND1 protein ifadelenmesine etkisi

CCNDI1 (Siklin D1) protein ekspresyonunun Metformin uygulanan LNCaP hiicrelerinde
zamana bagli olarak/kontrole gore azaldigr goriilmiistiir. Hiicre dongiisiiniin kontroliinde
gorevli Siklin D1 protein ekspresyonu Metformin ve Memantin tarafindan azaltilmistir.

48.saatlerde ekspresyonun azalmasinin ardindan 72.saatte tekrar CCND1 ekspresyonunun
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arttigr goriilmiistiir. FOXA1 geni knock-out edilen LNCap hiicrelerinde ise Metformin ve
Memantin uygulanmadan 6nce de Siklin D1 protein ekspresyonu azaldigi goriilmiistiir.
FOXALl geni knock-out edilmeyen hiicrelerde 72. Saatte tekrar goriilen protein

ekspresyonu artisi, knock-out edilen hiicrelerde goriilmemistir Resim 4.15.).

CDK4

25mM Met.  25mM Met.  0.25mM Mem. 0.25mM Mem.
Kontrol 48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Saat

WT
.- e
o - |

Resim 4.16. Kontrol (FOXAL geni knock out edilmemis-WT) ve FOXAL geni knock-out

edilmig(TR) LNCaP hiicre hattinda, Metformin ve Memantin etkin ila¢ dozlarinin 48
ve 72.saatte CDK-4 protein ifadelenmesine etkisi

CDK4 protein ekspresyonunun kontrole gore en ¢ok 48.saat Memantin uygulamasinda
arttig1 goriilmiistiir. FOXA1 geninin knock-out edilmesi ile CDK4 proteininin ekspresyonu
artmigtir (Resim 4.16.).

FIBRONEKTIN

25mM Met.  25mM Met.  0.25mM Mem. 0.25mM Mem.
Kontrol 48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Saat

Resim 4.17. Kontrol (FOXA1 geni knock out edilmemis-WT) ve FOXAL geni knock-out
edilmig(TR) LNCaP hiicre hattinda, Metformin ve Memantin etkin ila¢ dozlarinin 48
ve 72.saatte Fibronektin protein ifadelenmesine etkisi

Wild tip ve 48, 72.saat Metformin uygulamasinda ekspresyonu goriilmeyen Fibronektin
protein ekspresyonu 48.saat ve 42.saat Memantin uygulamasinda artmistir. FOXA1
geninin knock-out edilmesi ile Fibronektin ekspresyonu hi¢ ila¢ uygulanmadan artis
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gostermistir. FOXA1 geni knock-out edilip Memantin uygulanan hiicrelerde ise

Fibronektin protein ekspresyonu baskilanmigtir (Resim 4.17.).

25mM Met.  25mM Met. 0.25mM Mem. 0.25mM Mem.
Kontrol 48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Saat

WT -

TR-
.'---

Resim 4.18. Kontrol (FOXA1 geni knock out edilmemis-WT) ve FOXAL geni knock-out
edilmis(TR) LNCaP hiicre hattinda, Metformin ve Memantin etkin ila¢ dozlarinin 48
Ve 72.saatte Integrin protein ifadelenmesine etkisi

48.saatlerde Metformin ve Memantin uygulanan LNCaP hiicre hattinda Integrin protein
ekspresyonu artmigtir. FOXAT1 geni knock-out edildikten sonra uygulanan Metformin ve
Memantin 48.saat Integrin protein ekspresyonlarini azaltic1 etki gostermislerdir (Resim

4.18.).
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FAK

25mM Met.  25mM Met.  0.25mM Mem. 0.25mM Mem.
Kontrol 48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Saat
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Resim 4.19. Kontrol (FOXA1 geni knock out edilmemis-WT) ve FOXAL geni knock-out
edilmis(TR) LNCaP hiicre hattinda, Metformin ve Memantin etkin ila¢ dozlarinin 48
ve 72.saatte FAK protein ifadelenmesine etkisi

Metformin ve Memantin 48. ve 72.saatlerde FAK protein ekspresyonlarini azaltici etki
gostermislerdir. FOXA1 knock out yapilmasinin ardindan 48.saat Memantin
uygulamasinda goriillen bantin spesifik olmayan baglanma olabileceginden siiphe

edilmektedir (Resim 4.19.).

GAPDH

25mM Met. 25mM Met. 0.25mM Mem. 0.25mM Mem.
Kontrol 48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Saat

WT

e —
L ———a o

Resim 4.20. Kontrol (FOXA1 geni knock out edilmemis-WT) ve FOXAL geni knock-out
edilmig(TR) LNCaP hiicre hattinda, Metformin ve Memantin etkin ila¢ dozlarinin 48
ve 72.saatte GAPDH protein ifadelenmesine etkisi

Housekeeping gen olarak GAPDH protein ekspresyonlari incelenmistir (Resim 4.20.).
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5. TARTISMA

Calismamizda literatiirde yogun bir sekilde arastirilan, terapotik bir yaklasim olarak kanser
tedavisinde glukoz metabolizmasimin hedeflenmesinin yanisira glutamin metabolizmasi
hedeflenerek PI3K/Akt/mTOR yolaginda gorevli ¢esitli genlerin protein ekspresyonu
seviyelerinde ifadelerini inceledik. Kanser hiicresi glutamin metabolizmasini hedeflemek
amaciyla kullandigimiz FDA onayli Alzheimer ilact Memantin’in kanser hiicreleri

iizerinde sitotoksik etki gosterdigini belirledik.

Calismamizda, 48. ve 72. saatte Metformin ve Memantin uygulanan androjen-bagiml
LNCaP hiicrelerinin canliligt MTT testi kullanilarak belirlenmistir. Metformin uygulanan
(48. saat) LNCaP hiicre hattinda IC50 degeri (inhibisyon konsantrasyonu) 2,5 mM,;
Memantin (48. saat) i¢in ise IC50 degeri 0,25 mM olarak belirlenmistir. Calismamizda
elde ettiimiz Metformin’in LNCaP hiicrelerinde 48.saatteki IC50 degeri; Kato ve
arkadaslar1 ile hemen hemen uyumludur (Kato ve digerleri, 2015). Memantin’in prostat
kanseri hiicreleri iizerindeki IC50 dozu ise daha Once arastirilmamistir. Dolayist ile

literatiir ile herhangi bir karsilastirma yapilamamaktadir.

Pek ¢ok kanser tiirli ¢ogalma ve sag kalim i¢in glukoz/glutamin gibi metabolik iiriinlere
thtiya¢c duymaktadir. Tedavide kanser metabolizmasinin hedeflenmesi, kanserlerin bu zayif
noktasindan kaynaklanmaktadir. Calismamizda; kanser glukoz metabolizmasini
hedeflemek icin Metformin; glutamin metabolizmasin1 hedeflemek icin ise Memantin ile

LNCaP prostat kanseri hiicrelerini muamele ettik.

Metformin’in kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
ortaya konulmustur. Metformin'in glikolizi bozarak, hiicreyi mitokondriyal solunum aracili
oksidatif stresin pro-senesans etkisinden korudugu ve hiicre immortalizasyonuna karsi
koruyarak premalign hiicre ve tiimorogenezi inhibe ettigi diisliniilmektedir. Metformin'in
antineoplastik etkisinde rol alan pek cok yolak oldugu bilinmesine ragmen mTOR
sinyallemesinin LKB1 bagimli baskilanmasi esas mekanizma olarak one cikmaktadir.
Ayrica; Metformin'in - glikolitik  tiimor hiicrelerini, Monokarboksilat Transporter
inhibitorlerinin inhibisyonu ile biiylime inhibisyonu gostermislerdir (Riedmaier ve

digerleri, 2013). Metformin hiicre dongiisiini AMPK bagimli ve bagimli olmayan sekilde
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inhibe etmektedir (Shi ve digerleri, 2012; Zheng ve digerleri, 2013). Elde ettigimiz
bulgularin 1s181nda, kanser hiicreleri ilizerindeki anti-neoplastik etki mekanizmasi daha
once arastirilmayan Memantin’inde Metformin’e benzer mekanizmalar {izerinden kanser

hiicrelerine etkilerini belirlemis bulunmaktayiz.

PIBK/AKT yolagi timér olusumunun stimiilasyonu ile iliskilendirilmistir.
PI3K/AKT/mTOR yolagi, hiicre biiylimesi, hiicre sag kalimi, hiicre go¢ii, anjiyogenez ve

hiicre metabolizmasi gibi ¢ok cesitli hiicresel siireclerde 6nemli bir yolaktir.

Metformin, insiilin seviyesini diislirdiigii, biiyiime faktorlerinin sinyallerini baskiladigi ve
metabolizmay1 degistirdiginden antikanser ila¢ 6zellikleri tasimaktadir. Hiicre biiylimesi,
proliferasyon ve enerji metabolizmasinda onemli rolleri nedeniyle antidiyabetik ve
metabolizma degistirici ilaglar kanser i¢in onleyici ve terapotik deger tasimaktadir (Quinn

ve digerleri, 2013).

Metformin, oral olarak kullanildiginda kan beyin bariyerini gecebilmekte ve MSS iizerinde
etkisini direk olarak gosterebilmektedir. Diisiik toksisite profili, FDA onayli durumu ve
etkinligl nedeniyle Metformin 6n plana ¢ikmaktadir (Wiirth ve digerleri, 2013; Quinn ve
digerleri, 2013; Riedmaier ve digerleri, 2013). Calismamizda kullanilan diger bir kimyasal
ajan olan Memantin de kanser hiicre metabolizmasini hedefleyerek, kanser hiicreleri

proliferasyonunu engellemektedirler.

Metformin'in birincil molekiiler hedefinin mitokondri oldugu diistiniilmektedir. Metformin
pozitif yiikii nedeniyle mitokondri matriksinde birikir, ETS 'deki kompleks I'i inhibe eder.
Bu, NADH oksidasyonunda azalmaya ve dolayisiyla ATP sentezinde de azalmaya neden

olmaktadir (Pernicova ve digerleri, 2014).

Metformin’in Tip2 diyabet hastalarindaki etki mekanizmasinin glukoneogenez'in
inhibisyonu ve kas hiicrelerinde glukoz alimina neden olmasi, kandaki glukoz ve insiilin
seviyesini diisiirmesi oldugu diisiiniilmektedir. Metformin; hastalarda insiilin duyarhiligini
arttirarak ve insililin direncini azaltarak, insiilin reseptor ekspresyonu ve tirozin kinaz
aktivitesi iizerine dolayli olarak etki yapmaktadir. Kronik olarak yiliksek plazma insiilin

seviyesi, insililinin mitojenik etkisi ve tiimor hiicrelerindeki insiilin reseptorlerinin ytliksek
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ekspresyon seviyesi nedeniyle tiimdrijenik etkiye sebep olabilir (Polivka ve digerleri,

2014).

Antidiyabetik ilag Metformin kanser hiicrelerine karsi kemo-preventif 6zellik
gostermektedir. Bu etkiyi mitokondriyel elektron transportunu inhibe ederek AMP artis1 ve
ATP’nin azalmasi ile saglamaktadir. Metformin AMP/ATP oranini diisiirerek, AMPK’y1
aktive edip, katabolizmay1 tesvik etmektedir (Wen ve digerleri, 2013).

Kanser hiicrelerinin anerobik glikolize yonelerek HIF protein ifadelerinde artis olmasi
beklenmesine ragmen, bazi kanser hiicrelerinin aerobik hiicresel solunuma devam ettikleri
belirlenmistir (Altman ve digerleri, 2016). Metformin ve Memantin’in HIF1A ekspresyonu
iizerinde bir etki yaratmamasi, hiicrelerin aerobik glikolize devam ettiklerinin bir
gostergesi olarak diisiinmemize neden olmustur. Calismamizda FOXA1 geninin knock-out

edilmesi de HIF1 A ekspresyonu tizerinde bir degisiklige neden olmamastir.

Kanser hiicrelerinde normal hiicrelerde oldugu gibi hem anaerobik (glukozdan laktata)
hem de aerobik glikoliz (glukozdan piriivata) es zamanli ancak daha fazla miktarda devam
etmektedir. Artan glikoliz, kanser hiicrelerinin en belirgin metabolik 6zelliklerinden birisi
olarak kabul edilmistir (Hanahan ve Weinberg, 2000). Bu nedenle kanser hiicreleri
transkripsiyon faktorii HIF1IA ve onkogen C-Myc tarafindan aktive edilen glikolitik
yolakta goérevli GLUT, HK ve PFK-1 gibi genlerin transport ve transkripsiyonda
ekspresyonlarinda artis goriilmektedir (Moreno-Sanchez ve digerleri, 2014). Kanserde
glutamin metabolizmast MYC, p53, Ras ve HIF gibi pekcok faktorle diizenlenmektedir
(Chen ve digerleri, 2015).

Timor hiicreleri tizerindeki anti-kanser etki mekanizmasi daha iyi bilinen Metformin ve
anti-kanser etkisi hakkinda heniiz higbir sey bilinmeyen Alzheimer ilact NMDAR(N-metil
D-Aspartat reseptor antagonisti) Memantin’in benzer molekiiler mekanizmalar iizerinden

hiicre proliferasyonunu engelledikleri ilk defa yaptigimiz bu ¢aligma ile belirlenmistir.

Calismamizda Metformin ve Memantin’in 48.saatte anti-apoptotik Bcl-2 ve Survivin
ekspresyonlarini baskiladigi, Casp-3 protein ekspresyonunda 48.saatte artis goriildiigii bu
nedenle hiicreyi kaspaz aracili apoptoza yonlendirdigi goriilmektedir. Ancak 72.saatte Bcel-

2, Survivin ve Casp-3 seviyesinin tekrar kontrole yakin bir ifadelenme yaptigi
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goriilmektedir. Bu sonugtan hareketle hiicre dongiisii hizli olan kanser hiicrelerinin
apoptozda dinamik bir doniisiimde oldugu sdyleyebiliriz. Calismamizda Metformin ve
Memantin hiicrenin glikoz/glutamin metabolizmasini hedefleyen iki molekiil oldugundan
ve tiimor hiicre metabolizmasinin dinamik yapis1 nedeniyle etkilerinin gecici oldugu

gorilmiistiir.

Calismamizda Metformin ve Memantin’in hiicrelerde Bax-aracili mitokondriyel apoptozu
indiikledigi ve bu etkinin 72.saatte de artarak devam ettigi belirlenmistir. Kanser hiicreleri
iizerindeki neoplastik aktivitesinin etki mekanizmas: literatiirde daha once arastirilmamis
olan Memantin’in Bax-aracilt mitokondriyel apoptoz ile kanser hiicrelerini 6ldiirdiigiinii

belirlemis bulunmaktayiz.

FOXAL geninin knock-out edilmesi ise hiicrelerden Casp-3, Bcl-2, Survivin ekspresyonlari
iizerinde wild type’a gore herhangi bir degisiklik yaratmazken, Bax ve Casp-9

proteinlerinin ekspresyonlarini arttirmistir.

Metformin ve Memantin benzer mekanizmalar tizerinden 48.saatte Casp3 ekspresyonunu
arttirarak, Bcl-2 ve Survivin anti apoptotik proteinlerinin ekspresyonunu baskilayarak,
kanser iligkili hiicre proliferasyonunda gorevli C-myc ekspresyonunu baskilayarak LnCap
insan prostat kanseri hiicrelerini proliferasyonunu inhibe etmislerdir. Bel-2, Survivin anti-
apoptotik proteinlerinin ekspresyonlarinin benzer patternlerde olmasi bulgularimizin
tutarliligini gostermektedir. Calismamizda, Metformin ve Memantin’in Bcl-2 ve Survivin
protein ekspresyonlar1 {izerindeki etkilerinin 72.saatte tekrar kontrole yakin hale
donmesine ragmen; Bax-aracili mitokondriyel apoptoz’un  72.saatte  arttif1
gozlemlenmistir. Bax, mitokondriyel apoptotik faktdrlerin salinmasini indiikleyerek icsel
Bcl-2 protein ekspresyonundan bagimsiz olarak timor hiicrelerinin 6liimiine neden olur
(Wen ve digerleri, 2013).

Metformin ve Memantin’in apoptotik protein ekspresyonlar: {izerine etkileri ile uyumlu
olarak, 48.saatte kanser iliskili hiicre proliferasyonunu baskiladigi ve C-myc proteininin az
ifadelenmesine neden oldugu gosterilmistir. FOXA1 geninin knock-out edilmesi C-myc

ekspresyonu iizerindeki etkisini degistirmemistir.
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Metformin ve Memantin; HIF1A ekspresyonlarinda herhangi bir degisiklik yaratmamustir.
FOXAL geninin knock-out edilmesinin de HIF1A ekspresyonu flizerinde bir etkisi
gorilmemistir. Metformin ve Memantin anti-anjiogenik etkilerinin etki mekanizmalarinin;
HIF1A sinyali {izerinden olmayip; VEGFA {iizerinden gergeklestigini, 48.saatlerde VEGFA
ifadesinin azalmasi1 gostermistir. Buna ek olarak; 72. saatlerde VEGFA ekspresyonu tekrar
artmaya baslamistir. Bu hizli protein ekspresyonu degisimi timor hiicrelerinin dinamik

metabolik siirecleri ile agiklayabilmekteyiz.

Hiicre dongiistiniin kontroliinde gorevli Siklin D1 protein ekspresyonu Metformin ve
Memantin tarafindan azaltilmistir. 48.saatlerde ekspresyonun azalmasinin ardindan
72.saatte tekrar CCNDI ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir. FOXA1 geni knock-out
edilen LNCaP hiicrelerinde ise Metformin ve Memantin uygulanmadan dnce de Siklin D1
protein ekspresyonu azaldigi goriilmiistir. FOXA1 geni knock-out edilmeyen hiicrelerde
72. saatte tekrar goriilen protein ekspresyonu artisi, knock-out edilen hiicrelerde
goriilmemigstir. Bu bulgu, FOXA1 geninde mutasyon olan hasta gruplarinda hiicre dongii
inhibitorlerinin tedavide kullaniminin daha etkin olabilecegini diistindiirmiistiir. Bu

hipotezin dogrulanmasi i¢in bu ¢alismanin in vivo platforma da tasinmasi gerekmektedir.

Wild tip ve 48, 72.saat Metformin uygulamasinda ekspresyonu goriilmeyen Fibronektin
protein ekspresyonu 48.saat ve 72.saat Memantin uygulamasinda artmistir. Fibronektin
hiicre morfolojisinde ve hiicresel iskeletin yapilanmasindan sorumlu ekstraselliiler matriks
glikoproteinidir. Hiicrelere Memantin uygulanmasiin ardindan hiicre morfolojisinde
mikroskobik degisiklikler gézlenmistir (Data burada gosterilmiyor). Kontrol hiicrelerinde
goriilmeyen ancak Memantin uygulamasinin ardindan protein ekspresyonundaki artiginin

Fibronektin’in hiicre iskeletindeki rolii olabilecegini diisiinmekteyiz.

Mitokondri metabolizmasini etkileyen ajanlarin klinikte radyoterapdtik ve kemoterapdtik
ilaclarla birlikte kullanilma potansiyeli bulunmaktadir (Mitrakas ve digerleri, 2014). Bu tez
caligmasinda mitokondriyal metabolizmay: etkileyen, giderek molekiiler mekanizmalari
daha fazla aydinlatilan anti-diyabetik ilag Metformin ve yeni bir anti-kanser etkili ilag
adayr olarak oOnerilen Alzheimer’in tedavisinde kullanilan Memantin’in kanser
hiicrelerinde Bax-aracili apoptozu indiikleyerek kanser hiicrelerini 6liime gotiirmesinin
molekiiler mekanizmasi ortaya konmustur. Bu ilaclarin 6zellikle 48.saatte hiicre Sliim

sekillerinden apoptoz iizerine etkileri artmaktadir. 72.saatte ise anti apoptotik markerlar
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iizerine olan etkilerinin azaldig1 goriilmiistiir. Bu azalan etkinin agiklamasi olarak hiicre
metabolizmasimin dinamik o6zelligi g6z Oniinde bulundurulmalidir. Bu ajanlarin;
halihazirda kullanilan kemoterapétik ilaglarin yaninda adjuvan terapi olarak, kanser hiicre
metabolizmasmin zayiflatilarak ardindan hemen radyoterapi/kemoterapi uygulanmasi

seklinde potansiyel olarak kullanimi alternatif bir tedavi yaklasimi olarak onerilmektedir.

Diisiik toksisite profili, kemoterapiye kiyasla daha az yan-etkilerinin bulunmasi, Kan-
Beyin bariyerini gegebilmesi, fiyat avantaji gibi Ozellikleri nedeniyle Alzheimer ilaci
Memantin’in; in vivo c¢alismalarda deney hayvani kanser modelleri iizerinde denenerek
hizla ileri faz ¢aligmalarina katilmas1 ve klinik olarak kullanim potansiyelinin dikkat ¢ekici

oldugunu belirmek isteriz.

Giderek daha fazla calismada yer alan anti-diyabetik ilag Metformin’in en Onemli
dezavantajlarindan birisi olarak in vivo c¢alismalarda anti-kanser etkili dozunun
suprafizyolojik dozun iizerinde olmas1 gosterilmektedir (Pernicova ve Korbonits, 2014). In
vitro deney sonuglarimiz g6z 6niinde alindiginda Memantin’in Metforminden daha diisiik
dozlarda (Memantin 1C50: 0,25 mM-Metformin IC50: 2,5mM) kanser hiicreleri tizerinde

etkili olmasimin Memantin’i daha avantajli hale getirdigini diisiinmekteyiz.

Metformin kullanimindaki endiselerden birisi de yapilan c¢alismalarin biiylik bir
cogunlugunun retrospektif olmasi ve klinik denemelerin sadece Metformin igin
diizenlenmemis olmasidir (Azvolinsky, 2014). Yapilan prospektif ¢aligmalarin bazilarinda
Metformin’in anti-kanser etkinliginin beklenen diizeyden az oldugu goriilmiistiir (Margel
ve digerleri, 2013). Bu nedenle bu yeni-konumlandirilmis ilag adaylari ile ilgili daha fazla

sayida prospektif calisma yapilmasi gerekmektedir.

Anti-diyabetik ila¢ olarak yaygin bir sekilde kullanilan Metformin’in prostat kanserini de
iceren farkli tiimdr tiplerindeki antineoplastik aktivitesi literatiirde gdsterilmistir (Kato ve
digerleri, 2015; Camacho ve digerleri, 2015). Yapilan bu in-vitro ¢calismamizda Metformin
ve Memantin’in c¢esitli hiicre fonksiyonlar1 ve molekiiler yolaklar1 tizerindeki etkileri

incelenmistir. Bu ilaglarin mitokondri-aracili apoptozu indiikledikleri belirlenmistir.

Mitokondriyal inhibitorlerin, ilag direnci gosteren kanserlerin ikincil tedavisinde veya

standart sitotoksik, hedefe yonelik tedavilerin yaninda birincil tedavide kullanim
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potansiyeli bulunmaktadir. Mitokondriyel inhibitorlerin = klinikteki kullanimlarinin
ontindeki en 6nemli endise yliksek oranda mitokondriyel ATP kullanimi olan ve oksidatif
strese kars1 daha hassas olan kardiyomiyositler, dopaminerjik noronlar tizerindeki etkisidir
(Wolf, 2014). Bu nedenle ozellikle ilag direngli kanserlerde goriilen secgici oksidatif

fosforilasyon artis1 ile ilgili daha fazla sayida arastirma yapilmasi gerekmektedir.

Metformin’in klinik denemelerindeki ana problem toksisite degil, etkisinin yetersiz
olmasidir. Klinik denemelerdeki basarisizligin altinda yatan en 0nemli nedenler birisi de
mitokondriyal inhibitérlerden en 1iyi faydayr saglayacak hasta popiilasyonunun
secilememesinden kaynakli olabilecegi belirtilmektedir (Wolf, 2014). Kanserde kisiye
0zgli tedavi’nin gergeklestirilmesinde hasta stratifikasyonunda molekiiler alt tipleme son
derece dnemlidir ve hastalarin tedavi se¢ciminde g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Calismamizdan elde edilen en 6nemli sonuglardan biriside FOXA1 geni inaktive edilen
hiicrelerde, hiicre  dongilisiiniin  inhibe oldugu  gozlenmistir.(CCNDI1  protein
ekspresyonunda azalmanin goriilmesi). Bu sonu¢ da FOXA1 geninde mutasyon goriilen
hastalarda hiicre dongiisliniin daha zayif olmasi ile hiicre dongiisii inhibitorlerine
verilebilecek yanitin arastirilmasi gerektigini gostermektedir. Calismanin deney hayvanlari
ile in vivo’ya gegirilmesinin ardindan klinikte hangi hastaya hangi tedavi uygulanacaginin

belirlenmesinde yol gosterici olabilecegini diisiinmekteyiz.

Kanserde fonksiyonu bozulan mitokondriler, hiicrenin en temel enerji ve metabolit kaynagi
olarak gorev yaptigindan, degisen mitokondri fonksiyonlarinin tiimor gelisimi ne sekilde
etkilediginin anlagilmasi gerekmektedir. Onkogen ve tiimor supressorlerin mitokondriyal
metabolizma ve dinamiklerini nasil diizenledigi ile ilgili caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
Farkli timor ¢esitleri, farkli driver onkogenik lezyonlarin etkilerine gére mitokondriyal

fonksiyonlara daha az ya da fazla hassas olabilirler (Boland ve digerleri, 2013).

Bu nedenle de hangi tiimor tiplerinin mitokondri fonksiyonlarma daha hassas oldugu
arastirtlarak bu tiimdrlerde mitokondriyal inhibitorlerin kullanilmasi1 daha etkili sonuglar
verebilir. Prostat kanserinin daha yavas progresyonlu bir kanser tiirli oldugu g6z oniinde
bulunduruldugunda, pankreas kanseri , glioblastoma gibi progresyonun daha hizli oldugu
kanser tiirlerinde mitokondriyi hedefleyen ajanlarin etkilerinin belirlenmesi ve

karsilastirilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.



62

RB tiimdr supressor geni hiicre dongiisiiniin 6nemli kontrollerinden birisidir. DNA hasari,
hipoksi, biiylime faktor eksikligi gibi pekcok stres kosulunda E2F transkripsiyon faktoriinii
baskilayarak hiicre dongiistiniin G1 fazinda tutuklanmasina neden olmaktadir. RB
yolagmin upstreamindeki diger genlerde pl6/INK4A (CDKN2A) ve Cyclin D1
(CCND1)’dir. Calismamizda kullanilan Metformin ve Memantin, hiicre dongiisii
diizenleyicilerinden Siklin D1°I inhibe ederek dongiiniin G1 fazinda tutuklanmasina neden
olmaktadirlar (Boland ve digerleri, 2013). FOXA1 geninin inaktif hale getirilmesi de
SiklinD1 ekspresyonu {lizerinde Metformin ve Memantin etkisine benzer bir etki
yaratmistir. Bu ilaglarin yolagin basinda bulunan tiimdr supressor RB ekspresyonu

uzerinde etkili olmasi da muhtemeldir.

Cevabina yanit aranmasi gereken dnemli sorulardan birisi de mitokondriyel mutasyonlarin
hastaliklarin nedeni mi yoksa hastalik progresyonunun bir belirteci mi oldugudur

(Verschoor ve digerleri, 2013).

Metformin ve Memantin’in 48.saate Bcl-2, Survivin, C-myc, VEGF protein
ekspresyonlarint azaltmasi ve 72.saatte bu protein ifadelerinin tekrar kontrolle aym
seviyeye doniisli, bu genlerin DNA, mRNA, fosfo-protein seviyeleri bakimindan da
incelenmesini gerektirmektedir. Memantin ve Metformin’in sadece protein diizeyinde degil
DNA, mRNA, fosfo-protein ve epigenetik etkilerinin incelenmesi ile birlikte bu ilaglarin

transkripsiyonel etki mekanizmalar1 aydinlatilabilecektir.

Kanser ilaglari, kanser hiicrelerinin DNA tamir mekanizmalarindaki bozukluklar nedeniyle
DNA hasan iizerinden etki gostermekte ve hiicreleri apoptoza gotiirmektedir (Kaufmann
ve digerleri, 2000). Bu nedenle kanserin tedavisinde apoptotik yolaklarin aktiflestirilmesi
hedeflenmektedir. Kanser ilaglarinin etkinliginin arttirilabilmesi ic¢in antineoplastik

ajanlarin aktiflestirdikleri apoptotik yolaklarin belirlenmesi gerekmektedir.

Kaspaz aracili apoptozun son duragi olan kaspaz-3 protein ekspresyonundaki 48.saatte
goriilen artis, LNCap hiicrelerinin 6liim mekanizmasi olarak apoptozu kullandiklarinin bir
gostergesidir. Elde ettigimiz western blot bant goriintiileri  degerlendirildiginde,
sitotoksisite deneyinde elde edilen sonuglarimiza paralel olarak LNCap hiicrelerinde Casp-
3 protein miktarinin en fazla 48.saat Metformin ve Memantin uygulamasinda artmis

oldugu goriilmektedir. Ancak 72.saatte Casp-3 protein seviyesinin tekrar azaldigi
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goriilmektedir. LNCap prostat kanseri hiicrelerinde Casp-3 aracili, anti-apoptotik Bcl-2 ve
Survivin aracili apoptozun 72.saatte azaldigi ancak Bax protein ekspresyonunun 48.saat
sonrasi 72 saatte giderek arttigi, dolayisiyla Metformin ve Memantin’in Bax-aracili

mitokondriyel apoptoz ile kanser hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi goriilmektedir.

Literatiirde daha Once N-metil D-aspartat reseptor antagonisti Memantin’in kanser
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin belirlendigi bir ¢alisma olmadigindan, herhangi bir

karsilastirma yapilamamaktadir.

Memantin’in beyinde fazla glutamat’in neden oldugu eksitotoksisiteyi azaltarak gorev
yaptig1 bilinmektedir. Memantin’in kanser hiicreleri lizerindeki anti-kanser etkisinin de
fazla glumat’1 kanser hiicrelerinin dezavantajina olan ara metabolitlere ¢evirerek kanser
hiicre proliferasyonunu baskiladigini diisiinmekteyiz. Bu durum Memantin’i kemoterapi
Oncesi/sonrasi, radyoterapi  Oncesi/sonrast  potansiyel adjuvan terapi  olarak

degerlendirilmesini 6nermekteyiz.

Literatiirde daha once yapilan ¢aligmalarda Metformin’in kanser kok hiicreleri {izerine
secici etkisi ortaya konulmustur (Hirsch ve digerleri, 2009). Memantin’in de Metformin ile
benzer mekanizmalar iizerinden etki gosterdigini belirlememizle Memantin’in de kanser
kok hiicre sub-popiilasyonlar1 iizerinde kanser hiicrelerinin proliferasyonunu engelleyici
etki gostermesi muhtemeldir. Bu konuda daha caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
Memantin’in kanser kok hiicrelerini segici olarak 6ldiirme potansiyelinin degerlendirilmesi
ille Memantin’in kanser relapsim1  Onlemede fayda saglayip saglayamayacagi

belirlenebilecektir.

Memantin’in de Metformin ile benzer sekilde etki gostermesinin nedeni olarak
Glutamat’in Metformin’in hedef molekiillerin birisi oldugunu diisinmekteyiz. Memantin
ve Metformin’in kanser hiicresinin hem glukoz hem de glutamin metabolizmasini

etkilemek iizere kombine kullanimlarinin da arastirilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

FOXAT1 knock out edilmesinin hiicrenin protein ekspresyon profiline etkisini incelemenin
yanisira, epigenetik etkilerini de incelemenin faydali olacagi kanisindayiz. FOXA1
giiclendirici faktor (pioneer faktdr) olarak gorev yapmaktadir ve giiclendirici faktorler

etkilerinin biiylik bir kismmi histon modifikasyon enzimlerini aktive ederek ya da
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baskilayarak, sistein rezidiilerini koruyarak CpG adalarinin metilasyonunu kontrol ederler.
Bu siiregler ayrica hiicre farklilasmasinin transkripsiyonel zamanlamasinda etkilidirler.
Kanserin de hiicre farklilasmasinda meydana gelen bozukluklar ile iliskili oldugunu géz
oniinde bulundurdugumuzda FOXA1 gen knock-out’unun epigenetik etkilerinin

degerlendirilmesinin de son derece dnemli oldugu kanisindayiz.

Koochekpour ve arkadaslari caligmalarinda, esansiyel olmayan aminoasit glutamat’in
serumdaki yiiksek seviyesinin agresif primer ve metastatik prostat kanseri ile iligkili
oldugunu bulmuslardir (Koochekpour ve digerleri, 2012). Kanser tedavisinde glutamat

metabolizmasinin roliiniin aydinlatilmasi gerekmektedir.

Prokaryotik adaptif immiin sistemi Crispr-diizenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar
kiimelerinde bulunan aralik genlerin (spacer), o canliy1 enfekte eden bazi viriisler ile ayni
diziye sahip olduklar1 kesfedilmistir. Bir viriis DNA’s1 ile aynm1 diziye sahip aralik genine
sahip olmaksizin o viriise kars1 bir direng verdigi ve Crispr sisteminin niikleik asit temelli
bir bagisiklik mekanizmasi olabilecegi hipotezi ortaya ¢ikti. Crispr sisteminin en dnemli
ozelliklerinden biri, DNA’nin herhangi bir bdlgesini yiiksek hassaslik ve dogrulukta
kesebilmek i¢in sadece o DNA’nin baz dizisi ve hiicre iginde riboniikleoprotein ile
kompleks olusturabilecek aktif bir Cas niikleaz proteinine ihtiya¢ duymasidir (Doudna ve

Charpentier, 2014).

Bir genin fonksiyonlarint anlamanin yollarindan biriside o gen yoklugunda biyolojik
sistemlerin incelenmesidir. Bir genin yoklugunda yada mutasyonunda fare vb. deney
hayvanlarinin genomlarinin manipiile edilmesi ile genlerin degistirilmesi ve insanlarda o
genin nasil bir fonksiyon gosterdiginin belirlenmesi c¢aligmalari  yapilmaktadir.
Calismamizin in vivo ortama tasinmasi ile birlikte Crispr ile gen knock-out yapilmasinin

ardindan FOXA1 gen fonksiyonu daha 1yi anlagilabilecektir.

Ancak literatiirde FOXA1 geninin knock-out edildigi in vivo ¢aligmalarin sayis1 kisithidir.
Bunun nedeni olarak FOXA1 gen knock-out farelerin gelisimsel olarak lethal olmasi
gosterilebilir. FOXA1 geninin knock-out edilmesi farelerin 6liimiine neden olmustur (Jin
ve digerleri, 2013). Bu sebeple FOXA1l geninin fonksiyonunun in vivo olarak

caligilmasinin 6niinde ¢esitli engeller bulunmaktadir.
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FOXAL geninin in vivo knock-out calisiimasinin oniindeki zorluklar nedeniyle PDX(
hasta-kokenli xenograft) hiicre hatlarinin ve deney hayvanlarinin olusturulmasi ile in-vivo’

yu daha iyi mimikleyen ¢alismalar yapilabilecegi kanisindayiz.

FOXAT1’in ilag hedefi bir molekiil olarak potansiyelinin degerlendirilmesi kapsaminda;
yaptigimiz ¢alisma sadece protein ifadesi lizerinde etkilerini arastirdigimiz i¢in bu soruya
net olarak cevap verememekteyiz. Ancak, FOXA1 gen ekspresyonu baskilanan hiicrelerde,
hiicre dongiistiniin kontroliinde 6nemli bir noktada bulunan CCNDI1 ekspresyonunu
azalttigindan, FOXA1’in androjene duyarli LNCaP prostat kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunda gorev aldig1 belirlenmistir. Bu da FOXA1’in prostat kanseri tedavisinde

ila¢ hedefi olarak dnemini ortaya koymaktadir.

Calismamizda protein seviyesinde ekspresyonlari incelenen biitiin genler; Casp-3, Casp-9,
Bcl-2, Bax, Survivin, B-Cat, C-myc, GSK-3B, HIF1A, VEGFA, CCND1, CDK4,
Fibronektin, Integrin, FAK bakimindan incelendiginde; ila¢ uygulamalar1 olmaksizin
FOXAL geninin knock-out edilmesinin Casp-9, Bax, CCND1, CDK4 ve Fibronektin

protein ekspresyonlarini degistirdigi belirlenmistir.
Protein-protein etkilesimlerinin incelendigi bir veritabani olan STRING’de FOXA1 gen

knock-out’u ile ekspresyonlari degisen CCND1, CDK4, Bax, Casp-9 ve Fibronektin’in
FOXAI ile olan etkilesimleri Sekil 5.1.deki gibi bulunmustur.

FOXA1

Sekil 5.1. FOXA1 proteininin ekspresyonu degisen diger proteinlerle olan etkilesim haritasi
(String: Protein-Protein etkilesim veritabani)
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Protein-Protein etkilesimi; veri madenciligi ile islenerek elde edilen etkilesim haritasinda
FOXAT1’in CCND1, CDK4, Bax ve Casp-9 ile etkilesim halinde oldugu gosterilmistir. Bu
protein-protein etkilesim veritabaninda Fibronektin’in FOXAI1 ile herhangi bir etkilesimi

bulunamamustir.
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6. SONUC VE ONERILER

llaglarm klinikte kullanmlmaya baslanmayan oOnceki pre-klinik arastirma asamalari,
ruhsatlandirma, toksisite ve giivenilirlik ¢alismalar1 sirasindaki maliyetler dikkate
alindiginda hali hazirda piyasada bulunan ve farkli bir hastaligin tedavisinde kullanilan
ajanlarin “ila¢ yeniden konumlandirma” ¢alismalar1 kapsaminda; onay aldig1 hastaliktan

farkl1 bir hastaligin tedavisinde kullanilmas1 6n plana ¢ikmaktadir.

Hali hazirda FDA onay1 alan Metformin ve Memantin gibi ilaglarin abirateron asetat
tedavisi yaninda adjuvan tedavi olarak rutin tedavi yontemleri arasina girerek, hastanin
sagkaliminin uzatilmasi ve hastaligin tedavisinde alternatif bir yol olarak kullanilabilmesi

icin bu ¢aligmalarin in vivo asamalarda da gergeklestirilmesi gerekmektedir.

Alzheimer ilact olarak FDA onay1 alan ve beyinde fazla glutamatin neden oldugu
toksisiteyi engellemede kullanilan Memantin’in kanser hiicreleri iizerinde antineoplastik
aktivitesinin Bax-aracili apoptozun indiiklenerek (0,25mM) meydana geldigi literatiirde ilk

defa yaptigimiz bu ¢alisma ile ortaya konmustur.

En dikkat ¢ekici sonuglarimizdan birisi Memantin’in, Metformin’den oldukg¢a diisiik bir
dozda (0,25 mM); kanser hiicrelerinin proliferasyonunu engellemesidir, Memantin’in
kanser hiicrelerinin tiimorijenik potansiyeli lizerindeki etkilerinin arastiritlmasi ve in vivo
caligmalarin yapilmasi gerekmektedir. Memantin’in Bax-aracili apoptozu tetikleyerek
hiicre proliferasyonunu inhibe edici etkisi ve boylece anti-kanser aktivite etkisi literatlirde
gosterilmemistir. Bu baglamda sonuglarimizin bilim diinyasina, Memantin’in anti-kanser

mekanizmasina dair yeni bir bakis agis1 getirecegini umut etmekteyiz.

Yaygin tedavilerde (Kemoterapi-Radyoterapi) kanser hiicreleri oksidatif stres aracilig ile
oldiirtilmektedir. Kanser hiicrelerini 6ldiirmede basarisiz olan 6ldiiriicii dozlarin altindaki
uygulamalarda ise sistemik oksidatif stres indiiklenerek ters Warburg etkisi gézlenerek
timor rekiirrensi ya da 16semi ve lenfoma gibi sekonder malignitelerin olusumuna katki
saglanmaktadir (Sotgia ve digerleri, 2012). Bulgularimiz 1s18inda kanser tedavisinde
kullanilan diger metabolik yolak inhibitorleri yaninda mitokondriyal inhibitorlerin de goz

oniinde bulundurulmas1 gerektigini diisiinmekteyiz.
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Calismamizda androjen-bagimli LnCaP prostat kanseri hiicrelerinde, glukoz ve glutamin
metabolizmas1 hedeflenerek, kanser hiicresi proliferasyonunda meydana gelen degisimler,
PI3K/Akt/mTOR yolagr bazinda arastirilmistir. Glukoz metabolizmasini hedeflemenin
yanisira glutamin metabolizmasin1 hedeflemenin de potansiyel bir tedavi yaklagimi

olabilecegi pre-klinik olarak ortaya konulmustur.

Calismamizda prostat gelisiminde rol oynayan FOXA1 geninin fonksiyonunu arastirmak
amaciyla etkili bir genom diizenleme metodu Crispr/Cas9 ile susturularak, bu genin
susturulmasinin; hiicre dongiisiinde gorev yapan CCNDI protein ifadelenmesini azalttigi
belirlenmistir. Pre-klinik olan bu ¢alismamiz FOXA1’in androjen bagimli prostat
kanserinde ila¢ hedefi bir molekiil olarak 6nemini ortaya koymaktadir. Elde ettigimiz
bulgulara gore FOXA1’in ilag hedefi olarak hormon bagimli diger kanserlerde de

(6rn:meme kanseri) kullanilabilecegi diisiincesindeyiz.

Biyoloji’nin ilk biiyiik 6lgekli projesi olan Insan Genom Projesi’nde, insan genomunu
olusturan ii¢ bucuk milyar baz ¢iftinin dizilenmesi 13 yil siirmiistiir. Insan genom projesi
halen tarihin en 6nemli konsorsiyum tabanli biiylik bilim projeleri arasindaki yerini
almaktadir. Bu projenin yanisira pek ¢ok tilke biiyiik ¢capli kendi ulusal genom arastirma
programlarini baglatmislardir (Ornegin ABD-1milyon genom projesi, Birlesik Krallik-
UK10K Projesi). Genom dizileme maliyetlerinin giderek daha da diismesi ile birlikte
giderek daha fazla sayida genom dizilemesi yapilacaktir. Bu da bireyler aras1 varyasyon ve

genomumuz hakkinda bildiklerimizi genisletecektir.

Genom teknolojilerinde yasanan bu gelisim ve degisimlerle birlikte, 6zellikle kanserin
tedavisinde “One size fits all” yaklagiminin geride birakilmasi hedeflenerek, kisiye 6zgii
tedavi miimkiin hale gelebilecektir. Kisiye 6zgii tedavide ilk asama olarak hastalarin

stratifikasyonunun yapilmasinda molekiiler tip’dan yararlanilmasi faydali olacaktir.

Biiyiik arastirma gruplarinca yapilan ¢ok sayida hastadan alinan tiimorlerde yapilan
mutasyon, kopya sayisi degisiklikleri, mRNA ekspresyon flizyonlari, DNA metilasyon
patternleri, miRNA ve protein ekspresyonlar1 gibi genis capli arastirmalarin ardindan
hastaliklarin molekiiler taksonomileri ortaya konulmaya baglanmistir. Bizlerde bu
arastirmalar1 yakindan takip ederek, iilkemizdeki hasta profilinde de mutasyonlarin

tiirlerinin; siiriicli ve yolcu mutasyonlarin (driver-passenger) arastirilmasi gerekmektedir.
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Hasta stratifikasyonlarinin yapilmasinin ardindan herkese kendi hastalik ve genom tipine
uygun tedavi yapilabilmesinin ©nii acilacaktir. Hastalik progresyonunda driver
mutasyonlarin ve bu genlerin up-downstream molekiillerinin belirlenmesi ile yeni ilag

hedefleri ortaya konularak, tedavide farkli alternatiflerin kesfedilmesi saglanabilecektir.

Yasam bilimlerinde Crispr ile yeni bir donemin basladigi bu Post-genomik ¢agda,
Crispr’in biyolojinin pek ¢ok alanina uyarlanmasi ile yeni ufuklara dogru ilerlenmektedir.
Teknoloji devlerinden Google, Mountain View/Kaliforniya’da pek ¢ok akademik {inliiye
de ev sahipligi yapan yeni bir yasam bilimleri arastirma merkezi kurmustur. insan Genom
Projesindeki ¢aligmalari ile dikkat ¢eken bilim adami Craig Venter’da “Human Longevity”
admi verdigi yeni sirketi ile genomik, informatik, yeni-nesil DNA dizi teknolojisi ve kok
hiicre teknolojisini tek bir yerde bulusturarak saglikli yaslanmayr miimkiin hale getirmeyi
ve yaslanma arastirmalarma yeni bir bakis acis1 getirmeyi hedeflemektedir. Insan
genomunu daha iyi anlamamizla birlikte hastaliklarin tedavisinde yeni alternatif

yaklagimlar getirebilecegiz..






71

KAYNAKLAR

Agnihotri, N., Rani, I, & Kumar, S. (2015). Targeting Mitochondria: A Powerhouse
Approach to Cancer Treatment. In Multi-Targeted Approach to Treatment of Cancer
(pp. 263-276). Springer International Publishing.

Azvolinsky, A. (2014). Repurposing to fight cancer: the metformin—prostate cancer
connection. Journal of the National Cancer Institute, 106(2), dju030.

Altman, B. J., Stine, Z. E., & Dang, C. V. (2016). From Krebs to clinic: glutamine
metabolism to cancer therapy. Nature Reviews Cancer, 16(10), 619-634.

Ashburn, T. T., & Thor, K. B. (2004). Drug repositioning: identifying and developing new
uses for existing drugs. Nature reviews Drug discovery, 3(8), 673-683.

Barbieri, C. E., Baca, S. C., Lawrence, M. S., Demichelis, F., Blattner, M., Theurillat, J. P.,
Nickerson, E. (2012). Exome sequencing identifies recurrent SPOP, FOXA1 and
MED12 mutations in prostate cancer. Nature Genetics, 44(6), 685-689.

Boland, M. L., Chourasia, A. H., & Macleod, K. F. (2013). Mitochondrial dysfunction in
cancer. Frontiers In Oncology, 3, 292.

Cairns, R. A, Harris, I. S., & Mak, T. W. (2011). Regulation of cancer cell metabolism.
Nature Reviews Cancer, 11(2), 85-95.

Camacho, L., Dasgupta, A., & Jiralerspong, S. (2015). Metformin in breast cancer-an
evolving mystery. Breast Cancer Research, 17(1), 1.

Cancer Genome Atlas Research Network. (2015). The molecular taxonomy of primary
prostate cancer. Cell, 163(4), 1011-1025.

Chakraborty A ve Trivedi V. (2015). Streamlining the Drug Discovery Process through
Repurposing of Clinically Approved Drugs. Austin Journal of Biotechnology &
Bioengineering.;2(3): 1047. ISSN: 2378-3036

Chen, L., & Cui, H. (2015). Targeting Glutamine Induces Apoptosis: A Cancer Therapy
Approach. International Journal of Molecular Sciences, 16(9), 22830-22855.

Cong, L., & Zhang, F. (2015). Genome engineering using CRISPR-Cas9 system.
Chromosomal Mutagenesis, 197-217. Edlind, M. P., & Hsieh, A. C. (2014). PI3K-
AKT-mTOR signaling in prostate cancer progression and androgen deprivation
therapy  resistance. Asian  Journal of Andrology, 16(3), 378-386.
http://doi.org/10.4103/1008-682X.122876

Daye, D., & Wellen, K. E. (2012, June). Metabolic reprogramming in cancer: unraveling
the role of glutamine in tumorigenesis. In Seminars in Cell & Developmental biology
(Vol. 23, No. 4, pp. 362-369). Academic Press.



72

Diabetes Prevention Program Research Group. (2002). Reduction in the incidence of type
2 diabetes with lifestyle intervention or metformin. The New England Journal of
Medicine, 2002(346), 393-403.

Doudna, J. A., & Charpentier, E. (2014). The new frontier of genome engineering with
CRISPR-Cas9. Science, 346(6213), 1258096.

Fogg, V. C., Lanning, N. J., & MacKeigan, J. P. (2011). Mitochondria in cancer: at the
crossroads of life and death. Chinese Journal of Cancer, 30(8), 526.

Frezza, C., & Gottlieb, E. (2009, February). Mitochondria in cancer: not just innocent
bystanders. In Seminars in Cancer Biology (Vol. 19, No. 1, pp. 4-11). Academic
Press.

Fotakis, G., & Timbrell, J. A. (2006). In vitro cytotoxicity assays: comparison of LDH,
neutral red, MTT and protein assay in hepatoma cell lines following exposure to
cadmium chloride. Toxicology Letters, 160(2), 171-177.

Gogvadze, V., Orrenius, S., & Zhivotovsky, B. (2008). Mitochondria in cancer cells: what
is so special about them?. Trends in Cell Biology, 18(4), 165-173.

Gogvadze, V., Orrenius, S., & Zhivotovsky, B. (2009, February). Mitochondria as targets
for cancer chemotherapy. In Seminars in Cancer Biology (Vol. 19, No. 1, pp. 57-66).
Academic Press.

Gogvadze, V., Zhivotovsky, B., & Orrenius, S. (2010). The Warburg effect and
mitochondrial stability in cancer cells. Molecular Aspects of Medicine, 31(1), 60-74.

Hanahan, D., & Weinberg, R. A. (2000). The hallmarks of cancer. cell, 100(1), 57-70.

Hirsch, H. A., lliopoulos, D., Tsichlis, P. N., & Struhl, K. (2009). Metformin selectively
targets cancer stem cells, and acts together with chemotherapy to block tumor growth
and prolong remission. Cancer research, 69(19), 7507-7511.

Indran, I. R., Tufo, G., Pervaiz, S., & Brenner, C. (2011). Recent advances in apoptosis,
mitochondria and drug resistance in cancer cells. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA)-Bioenergetics, 1807(6), 735-745.

Jin, H. J., Zhao, J. C., Ogden, I., Bergan, R. C., & Yu, J. (2013). Androgen receptor-
independent function of FoxAl in prostate cancer metastasis. Cancer research,
73(12), 3725-3736.

Jones, N. P., & Schulze, A. (2012). Targeting cancer metabolism—-aiming at a tumour's
sweet-spot. Drug Discovery Today, 17(5), 232-241..

Kato, H., Sekine, Y., Furuya, Y., Miyazawa, Y., Koike, H., & Suzuki, K. (2015).
Metformin inhibits the proliferation of human prostate cancer PC-3 cells via the
downregulation of insulin-like growth factor 1 receptor. Biochemical and
Biophysical Research Communications, 461(1), 115-121.



73

Kaufmann, S. H., & Earnshaw, W. C. (2000). Induction of apoptosis by cancer
chemotherapy. Experimental Cell Research, 256(1), 42-49.

Kiliccioglu, 1., Konac, E., Albayrak, G., Donmez, C., & Bilen, C. Y. (2015). Combination
of Metformin and Dichloroacetate Inhibits Proliferation and Induce Intrinsic
Pathway of Apoptosis in PC-3 Human Prostate Cancer Cells. Gazi Medical Journal,
26(4A).

Kirkin, V., Joos, S., & Zornig, M. (2004). The role of Bcl-2 family members in
tumorigenesis. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular Cell Research,
1644(2), 229-249.

Kitada, S., Pedersen, I. M., Schimmer, A. D., & Reed, J. C. (2002). Dysregulation of
apoptosis genes in hematopoietic malignancies. Oncogene, 21(21), 3459-3474.

Koochekpour, S., Majumdar, S., Azabdaftari, G., Attwood, K., Scioneaux, R., Subramani,
D., & Shourideh, M. (2012). Serum glutamate levels correlate with Gleason score
and glutamate blockade decreases proliferation, migration, and invasion and induces
apoptosis in prostate cancer cells. Clinical Cancer Research, 18(21), 5888-5901.

Lee, M. J., Albert, S. Y., Gardino, A. K., Heijink, A. M., Sorger, P. K., MacBeath, G., &
Yaffe, M. B. (2012). Sequential application of anticancer drugs enhances cell death
by rewiring apoptotic signaling networks. Cell, 149(4), 780-794.

Lino, M., & Merlo, A. (2009). Translating biology into clinic: the case of glioblastoma.
Current Opinion in Cell Biology, 21(2), 311-316.

Lisi, L., Laudati, E., Navarra, P., & Russo, C. D. (2014). The mTOR kinase inhibitors
polarize glioma-activated microglia to express a M1 phenotype. Journal of
Neuroinflammation, 11(1), 1.

Margel, D., Urbach, D. R., Lipscombe, L. L., Bell, C. M., Kulkarni, G., Austin, P. C., &
Fleshner, N. (2013). Metformin use and all-cause and prostate cancer—specific
mortality among men with diabetes. Journal of Clinical Oncology, 31(25), 3069-
3075.

Michalak, K. P., Mac¢kowska-Kedziora, A., Sobolewski, B., & Wozniak, P. (2015). Key
Roles of Glutamine Pathways in Reprogramming the Cancer Metabolism. Oxidative
Medicine and Cellular Longevity, 2015.

Mitrakas, A. G., Kalamida, D., & Koukourakis, M. 1. (2014). Effect of mitochondrial
metabolism-interfering agents on cancer cell mitochondrial function and
radio/chemosensitivity. Anti-Cancer Drugs, 25(10), 1182-1191.

Mossman, T., (1983). Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assay, Journal of Immunological
Methods, 65, 55-63

Moreno-Sanchez, R., Marin-Hernandez, A., Saavedra, E., Pardo, J. P., Ralph, S. J., &
Rodriguez-Enriquez, S. (2014). Who controls the ATP supply in cancer cells?



74

Biochemistry lessons to understand cancer energy metabolism. The International
Journal of Biochemistry & Cell biology, 50, 10-23.

Pernicova, I., & Korbonits, M. (2014). Metformin [mdash] mode of action and clinical
implications for diabetes and cancer. Nature Reviews Endocrinology, 10(3), 143-156.

Polivka, J., & Janku, F. (2014). Molecular targets for cancer therapy in the
PIBK/AKT/mTOR pathway. Pharmacology & Therapeutics, 142(2), 164-175.

Pyzocha, N. K., Ran, F. A., Hsu, P. D., & Zhang, F. (2014). RNA-guided genome editing
of mammalian cells. Gene Correction: Methods and Protocols, 269-277.

Quinn, B. J., Kitagawa, H., Memmott, R. M., Gills, J. J., & Dennis, P. A. (2013).
Repositioning metformin for cancer prevention and treatment. Trends in
Endocrinology & Metabolism, 24(9), 469-480.

Riedmaier, A. E., Fisel, P., Nies, A. T., Schaeffeler, E., & Schwab, M. (2013). Metformin
and cancer: from the old medicine cabinet to pharmacological pitfalls and prospects.
Trends in Pharmacological Sciences, 34(2), 126-135.

Rattan, R., Ali Fehmi, R., & Munkarah, A. (2012). Metformin: an emerging new
therapeutic option for targeting cancer stem cells and metastasis. Journal of
Oncology, 2012.

Ran, F. A., Hsu, P. D., Wright, J., Agarwala, V., Scott, D. A., & Zhang, F. (2013). Genome
engineering using the CRISPR-Cas9 system. Nature Protocols, 8(11), 2281-2308.

Ran, F. A. (2014). CRISPR-Cas: Development and applications for mammalian genome
editing. Harvard University.

Roberts, A. W., Davids, M. S., Pagel, J. M., Kahl, B. S., Puvvada, S. D., Gerecitano, J. F.,
& Wong, S. (2016). Targeting BCL2 with venetoclax in relapsed chronic
lymphocytic leukemia. New England Journal of Medicine, 374(4), 311-322.

Romanienko, P. J., Giacalone, J., Ingenito, J., Wang, Y., Isaka, M., Johnson, T., Mark, W.
H. (2016). A Vector with a Single Promoter for In Vitro Transcription and
Mammalian Cell Expression of CRISPR gRNAs. PloS one, 11(2), e0148362.

Sanchez-Rivera, F. J., & Jacks, T. (2015). Applications of the CRISPR-Cas9 system in
cancer biology. Nature Reviews Cancer, 15(7), 387-395.

Sander, J. D., & Joung, J. K. (2014). CRISPR-Cas systems for editing, regulating and
targeting genomes. Nature Biotechnology, 32(4), 347-355.

Shi, W. Y., Xiao, D., Wang, L., Dong, L. H., Yan, Z. X., Shen, Z. X., & Zhao, W. L.
(2012). Therapeutic metformin/AMPK activation blocked lymphoma cell growth via
inhibition of mMTOR pathway and induction of autophagy. Cell Death & Disease,
3(3), e275.



75

Singh, S. R., Tan, M., & Rameshwar, P. (2015). Cancer Metabolism: Targeting metabolic
pathways in cancer therapy. Cancer Letters, 356(2), 147-148.

Sternberg, S. H., & Doudna, J. A. (2015). Expanding the biologist’s toolkit with CRISPR-
Cas9. Molecular Cell, 58(4), 568-574.

Sotgia, F., Whitaker-Menezes, D., Martinez-Outschoorn, U. E., Flomenberg, N., Birbe, R.,
Witkiewicz, A. K., & Lisanti, M. P. (2012). Mitochondrial metabolism in cancer

metastasis: visualizing tumor cell mitochondria and the “reverse Warburg effect” in
positive lymph node tissue. Cell Cycle, 11(7), 1445-1454.

Taylor, B. S., Schultz, N., Hieronymus, H., Gopalan, A., Xiao, Y., Carver, B. S., Antipin,
Y. (2010). Integrative genomic profiling of human prostate cancer. Cancer Cell,
18(1), 11-22.

Thakore, P. 1., D'lppolito, A. M., Song, L., Safi, A., Shivakumar, N. K., Kabadi, A. M., &
Gersbach, C. A. (2015). Highly specific epigenome editing by CRISPR-Cas9
repressors for silencing of distal regulatory elements. Nature Methods.

Tsang, C. K., Qi, H., Liu, L. F., & Zheng, X. S. (2007). Targeting mammalian target of
rapamycin (MTOR) for health and diseases. Drug Discovery Today, 12(3), 112-124.

Verschoor, M. L., Ungard, R., Harbottle, A., Jakupciak, J. P., Parr, R. L., & Singh, G.
(2013). Mitochondria and cancer: past, present, and future. BioMed Research
International, 2013.

Watson, P. A., Arora, V. K., & Sawyers, C. L. (2015). Emerging mechanisms of resistance
to androgen receptor inhibitors in prostate cancer. Nature Reviews Cancer.

Wen, S., Zhu, D., & Huang, P. (2013). Targeting cancer cell mitochondria as a therapeutic
approach. Future Medicinal Chemistry, 5(1), 53-67.

Wolf, D. A. (2014). Is reliance on mitochondrial respiration a “chink in the armor” of
therapy-resistant cancer?. Cancer Cell, 26(6), 788-795.

Wiirth, R., Pattarozzi, A., Gatti, M., Bajetto, A., Corsaro, A., Parodi, A., Fenoglio, D.
(2013). Metformin selectively affects human glioblastoma tumor-initiating cell
viability: A role for metformin-induced inhibition of Akt. Cell Cycle, 12(1), 145-156.

Zhang, L., Zhou, F., & ten Dijke, P. (2013). Signaling interplay between transforming
growth factor-p receptor and PI3K/AKT pathways in cancer. Trends in Biochemical
Sciences, 38(12), 612-620.

Zheng, L., Yang, W., Wu, F., Wang, C., Yu, L., Tang, L.,& Feng, G. (2013). Prognostic
significance of AMPK activation and therapeutic effects of metformin in
hepatocellular carcinoma. Clinical Cancer Research, 19(19), 5372-5380.






Kisisel Bilgiler

Soyadi, adi :ALBAYRAK, Giilgah
Uyrugu :T.C.

Dogum tarihi ve yeri : Ankara, 02/01/1987

Medeni hali : Bekar

Telefon : 05553673914

E-mail : albayrakgulsah@gmail.com
Egitim

Derece Egitim Birimi

Doktora Gazi Universitesi, T1bbi Biyoloji ve Genetik A.D.
Yiksek Lisans Anadolu Universitesi, Biyoteknoloji B.D.
Lisans Osmangazi Universitesi,Biyoloji Béliimii
Lisans Anadolu Universitesi, Isletme Boliimii

Lise Ankara Ayranci Yabanci Dil Agirlikli Lisesi
Is Deneyimi

Yl Yer

2013-Halen Gazi Universitesi S.B.E.
Yabana Dil

Ingilizce

Yayinlar

OZGECMIS

77

Mezuniyet tarihi
Devam Ediyor

2010

2008
2011
2004

Gorev
Arastirma Gorevlisi

-llker Kiliccioglu, Ece Konac, Gulsah Albayrak, Cigdem Donmez, Cenk Y Bilen. Combination of
Metformin and Dichloroacetate Inhibits Proliferation and Induce Intrinsic Pathway of
Apoptosis in PC-3 Human Prostate Cancer Cells.
http://medicaljournal.gazi.edu.tr/index.php/GMJ/issue/view/118, Gazi Medical Journal, Vol
26, No 4A, 2015

-Giiven K, Albayrak G, Giiven A, Yazic1 B (2015) FT-IR for Rapid Discrimination of Halophilic
Archaea and Bacteria. J Phylogen Evolution Biol 3:145. doi: 10.4172/2329-9002.1000147

- Giiglii S., Albayrak G., Deveci A., Ekmekci A. Molecular Traces and Evidence of Evolution. J
Ist Faculty Med 2014; 77:2

Hobiler

Diinyay1 Gezmek



78

il ) (i)

GAZI GELECEKTIR...



