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Ozet

Sitrat transport protein inhibisyonunun meme kanseri hiicreleri iizerine olan etkilerinin

arastirilmasi

Cagimizin en Onemli saglik sorunlarindan birisi olan kanserin karakteristik 6zelliklerinden
birisi de hiicresel metabolizmada meydana gelen degisikliklerdir. Bu degisiklikler arasinda
glikolitik hizda ve sentez yolaklarinda artis ile yikim yolaklarinda yavaglama yer almaktadir.
Hiicrenin yeni hiicreler olusturmak iizere gerekli metabolitleri sentezledikleri anabolik
yolaklar arasinda protein, niikleotid ve yag asidi sentezi yer almaktadir. Son yillarda yapilan
caligmalar bu yolakta yer alan ATP-sitrat liyaz (ACLY), asetil-KoA karboksilaz ve yag asidi
sentaz enzimlerinin kanser hiicrelerinde yiiksek aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur.
Bununla birlikte yag asidi sentezinin gerceklesmesinde kritik rol oynayan ve sitoplazmik
asetil-KoA’nin kaynagi olan sitoplazmik sitratin mitokondriden taginiminda gorev alan sitrat
transport proteininin (CTP) kanserdeki rolii iyi bilinmemektedir. Bu ¢alismada siRNA ve
kimyasal inhibitor araciligiyla inhibe edilen sitrat transport proteininin meme kanseri hiicre

hatlarinda hiicresel siireclerdeki 6nemi incelenmistir.

Kullanilan hiicre hatlarindan MCF-10A normalmeme epitel hiicrelerini, MCF-7 agresif
olmayan meme kanserini ve MDA-MB-231 metastatik meme kanserini temsil etmektedir.
Calismada hiicreler siRNA ile muamele edildikten sonra inhibisyonun etkinligi western blot
yontemi ile gosterilmis ve sitoplazmik sitrat diizeylerindeki degisim spektrofotometrik
yontemler kullanilarak incelenmistir. Hiicre canlilig1 spektrofotometrik kristal viyole yontemi
ile; apoptoz, nekroz ve hiicre yasam dongiisiinde meydana gelen degisiklikler ise akis
sitometrik yontemlerle belirlenmistir. Otofaji hem akis sitometri hem de florasan mikroskopi
yontemleri kullanilarak incelenmistir. Son olarak inhibisyonun sitoplazmik asetil-KoA
monomerlerine ihtiya¢ duyan epigenetik bir regiilasyon mekanizmasi olan histon asetilasyonu
tizerine etkileri spektrofotometrik yontemler kullanilarak tespit edilmistir. Denemelerde CTP

ile birlikte ACLY da inhibe edilmis ve sonuglar karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

Elde edilen sonuglar biitiin hiicre hatlarinda ilgili proteinlerin eksprese edildigini ve siRNA
kullanilarak ekspresyonun etkili bir sekilde susturulabildigini gostermektedir. Kanser

agresifligi ile bazal sitoplazmik sitrat diizeyleri arasinda iliski belirlenmis ve sitoplazmik sitrat



diizeyleri CTP siRNA ile kismen ve kimyasal inhibitor ile etkili bir sekilde inhibe edilmistir.
Canlilik verilerine gére CTP ve ACLY inhibisyonu normal hiicrelere zarar vermeden kanser
hiicrelerinde canlilig1 inhibe etmektedir. Bu inhibisyon kimyasal inhibitor ile ¢ok daha etkili
bir bi¢imde gergeklesmektedir. Hiicrelerde canlilik inhibisyonunun nedenleri arastirilmis ama
azalmay1 agiklayabilecek diizeyde apoptoz, nekroz, hiicre yasam donglisii degisikligi ya da
otofaji belirlenememistir. Son olarak inhibisyonun hiicrelerde asetilenmis histon diizeylerinde
azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Bu azalma, diger deney sonuclartyla uyumlu bir
bigimde kimyasal inhibitér ile muamele edilen hiicrelerde daha etkili bir bigimde

gergeklesmistir.

Bu tez kapsaminda elde edilen veriler CTP ve ACLY proteinlerinin canlilik ve histon
asetilasyonu agisindan 6nemli oldugu ve ilgili proteinlerin inhibisyonu ile bu siireclere girigim
yapilabildigini gostermektedir. Kimyasal inhibisyonun RNA interferansa gore daha etkili
olmasi, sitoplazmik sitrat kaynagi olarak ekstraseliller alandan gegis yapan sitrat
metabolitlerinin 6nemli olduguna ve bu yolagin kimyasal inhibitdrden etkilendiklerine isaret
etmektedir. Bununla birlikte her iki proteinin inhibisyonunun da normal hiicrelere zarar
vermeden kanser hiicrelerinde etkili olmasi bu proteinlerin hedeflenmesinin kanser terapi

stratejileri agisindan avantajli olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: ATP-sitrat liyaz; kanser metabolizmasi; sitoplazmik sitrat; sitrat

transport protein; histon asetilasyonu; SLC25A1



Abstract

Investigating the effects of the inhibition of citrate transport protein on breast cancer cells

Cellular metabolic alterations in cancer cells are among the hallmarks of the cancer which is
one of the most important medical problems of our age. Increased rate of glycolysis and
synthesis pathways along with decreased rate of degradation pathways are mmong these
alterations. Anabolic pathways required for cells to create novel cells are protein, nucleotide
and fatty acid synthesis pathways.

Novel studies suggest that proteins playing a role in these pathways such as ATP-citrate lyase
(ACLY), acetyl-CoA carboxilase and fatty acid synthease have high activity in cancer cells.
However the role of citrate transport protein (CTP) which enables transportation of citrate
from mitochondria into the cytoplasm where it plays a critical role for fatty acid synthesis as a
source for cytoplasmic acetyl-CoA, is rather unknown. In this study the importance of citrate
transport protein for cellular processes is examined by its inhibition in breast cancer cell lines

via siRNA or chemical inhibition.

Among the cell lines; MCF-10A represents normal epithelial cells, MCF-7 represents less-
aggressive breast cancer and MDA-MB-231 represents metastatic breast cancer. After sSiRNA
treatment the efficiency of the inhibition was demonstrated via western blotting and the
alterations in cytoplasmic citrate levels were detected via spectrophotometry. Cell viability
was assessed by spectrophotometric crystal violet assay while the alterations in apoptosis,
necrosis and cell cycle regulation were evaluated via flow cytometry. Autophagy was
assessed both by fluorescence microscopy and flow cytometry. Lastly the effects of the
inhibition on acetylation of histones, an epigenetic regulation process which requires
cytopalsmic acetyl-CoA, were detected spectrophotometrically. During the experiments

ACLY was also inhibited along with CTP and the results were evaluated comparatively

Obtained results suggest the proteins of interest are expressed in all cell lines and siRNA
treatment can effectively silence the proteins. An association between basal cytoplasmic
citrate levels and the aggressiveness of the cancer was determined and these levels were
reduced partially by siRNA treatment and effectively by chemical inhibition. According to the

data obtained from viability experiments inhibition of CTP and ACLY inhibit cancer cell

iv



viability without affecting normal cells. This inhibition is more evident in cells treated with
chemical inhibitor. The reason of the inhibition of cell viability was also studied, however no
alteration in apoptosis, necrosis, cell cycle or autophagy strong enough for to cause such
inhibition was detected. Lastly inhibition was also detected to inhibit histone acetylation
which was more prominent in cells treated with chemical inhibitor accordance with previous

experiments.

Data obtained throughout this thesis demonstrates the importance of CTP and ACLY for cell
viability and histone acetylation, and there processes can be interfered with by inhibiting
those proteins. High potency of chemical inhibition compared to RNA interference suggest
the importance of extracellular citrate as a source of cytoplasmic citrate and that this pathway
is effected by chemical inhibition. However effectiveness of the inhibition of both protein on
cancer cells without affecting normal cells demonstrates that targeting these proteins is

advantageous for cancer therapy strategies.

Key Words: ATP-citrate lyase; cancer metabolism; cytoplasmic citrate; citrate transport
protein; histone acetylation; SLC25A1
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1. GIRIS

Kanser genetik, immiinolojik ve biyokimyasal temelleri olan, ¢ok yonlii ve kompleks bir
hastaliktir. Bugiine kadar yapilan sayisiz ¢alisma kanser hiicrelerini secici olarak ortadan
kaldirabilecek sinyal yolagi hedefleri, ozellikle de onkogen ve timor baskilayict genler
iizerine yogunlasmistir. Buna karsin bu hiicreler klonal evoliisyon sayesinde biiyiime
yolaklarinin inhibisyonunu alternatif sinyal yolaklarinin devreye girmesiyle etkisiz hale
getirilmektedir. Metabolik yolaklar ise sinyal yolaklarinin aksine son derece spesifik ve simirlt
sayida hiz kisitlayict enzim tarafindan kontrol edilmektedir. Kanser metabolizmasinin 2008
yilinda Kroemer tarafindan kanserin “Asil Tendonu” olarak ifade edilmesi (1) ve 2011 yilinda
Hanahan ve Weinberg tarafindan kanserin karakteristik 6zellikleri arasina dahil edilmesi (2)
ile kanser tedavisinde metabolizmanin hedeflenmesi fikri yayginlasmistir. Bu konuda yapilan
caligmalarda kullanilan yaklagimlar g¢esitlilik gostermektedir. Mikroarray ya da metabolomik
gibi yontemlerle kanserin biyokimyasal profilinin normal profille karsilastirilmasi ile uygun
hedeflerin belirlenmesini amaglayan veri giidiimlii c¢alismalar ile birlikte, var olan
biyokimyasal bilginin kullanimini ile kanser hiicrelerinin mutlak gereksinim duymasinin
beklendigi enzim ya da transport proteinlerinin teorik olarak belirlenip olusturulan hipotezin
laboratuvar kosullarinda test edilmesi ile gergeklestirilen c¢aligmalar giderek yayginlik
kazanmaktadir. Metabolik yolaklar arasindan yas asidi sentezi 6zellikle ilgi ¢ekmektedir.
Yaygin kani kanser hiicrelerinin boliinerek yeni hiicreler olustururken ihtiya¢ duyduklar1 yag
asitlerini de-novo sentez ile elde ettikleri yoniindedir. Bu fikir 6zellikle yag asidi sentaz
enziminin onkogenik potansiyelinin ortaya ¢ikmasi (3, 4) ve yag asidinde hiz kisitlayici
basamak olan ATP-sitrat liyaz (ACLY) enziminin inhibisyonunun kanser hiicrelerinin
biiyiimesini engellediginin gosterilmesiyle (5) 6nem kazanmistir. ACLY inhibisyonunun
belirlenmis etkilerinden birisi de hiicrelerdeki histon asetilasyon diizeyini azaltmasidir (6). Bu
etkinin temelinde, histon asetilaz enzimlerinin asetilasyon sirasinda substrat olarak, ancak
sitoplazmik sitrat varliginda ve ACLY aktivitesi sonucunda elde edilebilecek, sitoplazmik
asetil-KoA birimlerini kullanmasidir. Arastirmacilar kanserde aktif olan asetilasyon siirecinin
zarar gormesinin ACLY inhibisyonunun etkileri agisindan 6nemli olduguna inanmaktadir.
Yag asidi sentez yolaklarinin da dahil oldugu pek ¢cok metabolik yolak arastirmacilara kanser
hiicrelerinin selektif yok edilmesi icin olasi yeni hedefler sunmaktadir. Bu tez de bu

hedeflerden birinin potansiyelinin incelenmesi amaciyla gergeklestirilmistir.



Hiicrelerde yag asidi sentezinin temel substrati olan asetil-KoA; beta oksidasyon, keton
cisimlerinin yikimi ya da amino asit katabolizmasi gibi pek c¢ok yolak araciligiyla
mitokondride elde edilmektedir. Mitokondriyal sitrat transport proteini (Citrate Transport
Protein-CTP), asetil-KoA’nin sitoplazmaya sitrat formunda tasmmmasindan sorumlu olan
proteindir. Bu tez kapsaminda, kanser hiicrelerinin membran iiretebilmek amaciyla yag asidi
ve Kkolesterol sentezine gereksinim duyduklar fikrinden yola ¢ikilarak SCL25A1 olarak da

bilinen mitokondriyal sitrat transport proteininin kanser hiicrelerindeki rolii incelenmistir.

Hipotezimiz, mitokondriden sitoplazmaya sitrat taginimmdan sorumlu olan bu enzimin
inhibisyonunun kanser hiicrelerinde basta sag kalim olmak iizere gesitli hiicresel siiregleri
etkileyecek olmasidir. Bu proteinin aktivitesinin ortadan kalkmasinin sitoplazmik sitrat
diizeylerinde diisiise neden olmasi beklenmektedir. Bu durumun beklenen sonuglar1 arasinda
hiicresel canlilik azalmasi, hiicre yasam dongiisiinde degisiklikler meydana gelmesi, apoptoz
ya da otofaji gibi fizyolojik stres-yanit siire¢lerinin aktiflesmesi ve histon asetilasyonunun
azalmasi yer almaktadir. Tez kapsaminda hipotezimiz, en yaygin kanserler arasinda yer alan
meme kanserinin in vitro modellerinde, yukar1 bahsedilen tiim fizyolojik siiregler incelenerek
test edilmistir. CTP’nin inhibisyonunun etkilerinin daha iyi degerlendirilebilmesi amaciyla
hiicrelerde ACLY inhibisyonu da gerceklestirilmis ve sonuglar karsilastirilarak
degerlendirilmistir. Tiim protein inhibisyonlar1 ilgili proteinlere spesifik siRNA’lar
kullanilarak, RNA interferans teknigi ile gerceklestirilmistir. Sitrat transport proteininin
aktivitesi ayrica kimyasal inhibitér kullanilarak da inhibe edilmistir. Bu tercihin temel nedeni
kiigiik molekiil inhibitorlerin terapétik ajan olarak kullanim potansiyellerinin siRNA’lara gore
yiksek olmasidir. Proteinlerin inhibisyonunun etkileri kanser hiicreleri disinda normal
immortalize meme epitel hiicre kiiltiirinde de gergeklestirilmistir. Bdylece sonuglar

incelenirken etkilerin kanser seciciligi de degerlendirilmistir.

Bu tez calismasi TUBITAK 1001 - Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini
Destekleme Programi kapsaminda (Proje No: 111-S-439) ve Ege Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Sube Miidiirliigii tarafindan (Proje No: 12-TIP-051) desteklenmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda elde edilen veriler Anti-Cancer Agents in Medicinal
Chemistry  (DOI:  10.2174/1871520615666141216150659)  dergisinde  “Targeting

Mitochondrial Citrate Transport in Breast Cancer Cell Lines” baslig1 ile yayinlanmstir.



2. GENEL BILGILER

Diinya genelinde tiim 6liimlerin %13{inden, gelismis tilkelerde ise %25inden sorumlu olan
kanser ¢agimizin en onemli saglik problemlerinden birisidir (7). Normal hiicrenin kanser
hiicresine doniisiim siireci, neoplastik transformasyon, hiicreye proliferatif avantaj saglayan
“sliriici” mutasyonlarin birikmesi aracilifiyla gerceklesen bir siirectir. Bu klonal evoliisyon
stirecinde basta DNA tamir mekanizmalari, hiicre yasam dongiisiiniin kontrol mekanizmalari,
hiicre 6lim ve sag kalim sinyali ile ilgili mekanizmalar olmak iizere pek ¢ok hiicresel sinyal
etkilidir (8, 9). Kanser gelisiminde gergeklesen sayisiz nokta mutasyonu, translokasyon,
amplifikasyon ve delesyon bu sinyalleri kontrol etmektedir (10, 11). Kanser hiicrelerinin
mutasyon profilleri o kadar c¢esitli ve farklidir ki, histolojik olarak birbirinden ayrilamayacak
kadar benzer kanser dokularinda dahi genotipik ve fenotipik farkliliklar gézlenmektedir (12).
Detayl1 biyoinformatik analizler, neoplastik transformasyonda yiizlerce proteinin ve onlarca
sinyal yolaginin etkili oldugunu gostermektedir (2). Tiim bu sonuglar sinyal yolagi odakli
terapi stratejilerinin ne denli uygulanabilir ve pratik oldugunu sorgulatmaktadir. Bunun yani
sira son Yyillarda yapilan calismalar kanser hiicrelerinin metabolizmasinin, kanserin
kokeninden, aktive olan onkogenlerden ve baskilanan tiimor siipresorlerden bagimsiz olarak,
ortak Ozellikler gosterdigini ortaya koymaktadir (1, 12). Bunun da Gtesinde metabolik
adaptasyonun neoplastik transformasyon i¢in mutlak bir gereklilik oldugu goriilmektedir (13).
Bu veriler 1s181nda kanser metabolizmasinin kanserin 6nemli bir karakteristik 6zelligi oldugu

sOylenebilir.
2.1.  Warburg Etkisi

Kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden metabolik farkliliklar ile ilgili ilk calismalarin
20lerde gergeklestirilmesine ragmen bu metabolik yolaklarin karsinogenez ve kanser
patogenezi i¢in dnemi uzun siire anlagilamamistir. Bunun beklide en 6nemli nedeni 20yy’in
ortalarindan itibaren kanser aragtirmalarinda temel odak noktasinin DNA temelli genetik
aragtirmalar olmasidir. Bu arastirmalar; 6zellikle de onkogenlerin, siimor siipresorlerin ve
kanserde aktive olan sinyal yolaklarinin kesfedilmesiyle RNA ve protein diizeyinde devam
etmistir. Kanser metabolizmasinin yeniden arastirmalarda odak noktasi haline gelmesi ise

21yy’1n ilk yillarin1 bulmaktadir.



Warburg Etkisi: Kanser metabolizmasindan bahsetmek i¢in dncelikle Otto Warburg’dan
ve Warburg etkisinden bahsetmek gerekmektedir. Alman biyokimyager Otto Warburg ilk
olarak 1923 yilinda gerceklestirdigi calismalarla kanser dokusunda glukoz tiiketiminin ve
laktat {iretiminin normal dokuya kiyasla ¢ok yiiksek oldugunu kesfetmistir. Warburg ayrica bu
durumun ortamin kismi O, basincindan bagimsiz olarak gergeklestigini belirlemistir (14).
Warburg’un aerobik glikoliz olarak adlandirdigi bu durum giiniimiizde Warburg etkisi olarak
bilinmektedir. Warburg etkisinin temelinde hiicresinin glukozu metabolize ederken oksidatif
fosforilasyon yerine laktat fermentasyonunu tercih etmesi yer almaktadir. Bu tercihin nedeni
ise halen tartisma konusudur. Warburg, kanserin mitokondriyal defektler sonucunda ortaya
¢ikmis olan bir hastalik oldugunu diistinmekteydi (15). Warburg’a gore kanser hiicreleri
mitokondrileri etkin ¢alisamadigi i¢in oksidatif fosforilasyonu kullanamamaktaydi ve O,
varliginda dahi laktat fermentasyonunu tercih etmekteydi. Buna karsin daha giincel ¢alismalar
Warburg’un bu teorisini c¢okertmistir. Oncelikle kanserde mitokondri defektinin yaygin
olmadig1 bilinmektedir (16). Kanser hiicreleri oksidatif fosforilasyon yapabilmektedir (12, 17)
(ama tercih etmemektedir) ve hatta bazi transformasyon siiregleri mitokondri aktivitesine
ihtiyag duymaktadir (18). Kanser hiicrelerinin aerobik glikolizi neden tercih ettigini

aciklamaya yonelik giincel teorileri ise ii¢ baslik altinda toplamak miimkiin olacaktir (12):

1. Verim teorisi
2. Adaptasyon teorisi
3. Biyosentez teorisi

Verim teorisine gore kanser hiicrelerinin laktat fermentasyonunu tercih etmesinin temel
nedeni yiiksek ATP iiretim kapasitesidir. Oksidatif fosforilasyon, metabolitlerin mitokondriye
transferini de iceren uzun bir siirectir. Pek ¢ok enzimin aktivitesi aracilifiyla gergeklestirilir
ve mitokondride membranlar arasi bdlgeye proton pompalanmasi araciliiyla ATP elde edilir.
Buna karsin laktat fermentasyonu c¢ok daha kisa bir siirectir, tamami sitoplazmada
gerceklesmektedir ve bu siliregte gorev alan enzimlerin turn-over’lar yiiksektir. Her ne kadar
birim glukoz basina elde edilen ATP oksidatif fosforilasyonda daha yiiksek olsa da, glukozun
sinirsiz oldugu durumlarda birim zamanda elde edilen ATP laktat fermentasyonunda daha

yiiksektir. Bu teori kanser hiicrelerinin asir1 glukoz tiikketimini bu duruma baglamaktadir.

Karsinogenez siirecinde timor biiyldiikge, timdriin ¢ekirdegi yeterince O, alamaz ve

hipoksik hale gelir. Tiimor ile iligkili hipoksi tiimor biiylidiikkge devam eder ve hiicre ici
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metabolik yolaklar1 etkiler. Adaptasyon teorisine gore kanser hiicrelerinin metabolizmasi,
karsinogenez siirecinde, hipoksik kosullara adapte olmaktadir. Bu adaptasyon, siire¢ devam
ettikge kalict hale gelmektedir ve belli bir noktadan sonra hiicreler O, varliginda dahi

oksidatif fosforilasyon yapamamaktadir.

Gegtigimiz yillarda ortaya atilan bir bagka teori ise Warburg etkisine tamamen farkli bir
noktadan bakmaktadir (12, 13). Buna gore kanser metabolizmasi anabolik bir metabolizmadir
ve metabolik yolaklardaki degisim ATP iiretiminden ¢ok biyosentez ile iliskilidir. Kanser
hiicreleri yeni hiicreler olusturabilmek i¢in enerji disinda karbohidrat, lipid, niikleik asit ve
proteinler gibi makro molekiillere ihtiya¢ duymaktadir. Glukoz makro molekiillerin sentezi
icin 6nemli bir karbon kaynagidir. Biyosentez teorisine gore kanserde glikolitik siire¢ glikoliz
ara metabolitlerinden bu makro molekiillerin sentezini miimkiin kildig1 i¢in aktiftir. Bu i
teorinin sadece birinin dogru oldugunu 6ne siirmek dogru olmayacaktir. Siiphesiz kanser
hiicrelerinin aerobik glikolizi tercih etmesinin birden fazla nedeni olabilir. Buna karsin son
yillarda yapilan g¢alismalar kanser hiicrelerinin asir1 tiikettigi metabolitlerin biyosentez

avantaji1 sagladigini ve ¢esitli makro molekiillerin sentezinde kullanildigini géstermektedir.
2.2. Kanser Hiicrelerinde Metabolik Yolaklar

Okaryotik hiicrelerde temel metabolik siirecler; glikoliz, pentoz fosfat yolu, sitrat dongiisii
ve elektron transport zinciri, beta oksidasyon ve yag asidi sentezi olarak siniflandirilabilir.
Kanser hiicrelerinde tiim bu siiregler normal hiicrelerden farkli islemektedir. Kanser
metabolizmasi anabolik bir metabolizmadir ve hiicrelerde protein, lipid ve niikleik asit sentez
yolaklari aktiftken bu makro molekiillerin degredasyonunu gergeklestiren yolaklar inaktiftir
(19). Genel olarak kanser hiicrelerinde glikoliz, pentoz fosfat yolu ve yag asidi sentezi hizinda
artis goriiliirken sitrat dongiisii ve elektron transport zinciri ile beta oksidasyon hizlarinda

azalma goriilmektedir (Sekil 1.).
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Sekil 1. Kanser hiicrelerinde metabolik yolaklar. Kirmizi oklar aktive olan, mavi oklar ise inhibe olan
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yolaklar1 temsil etmektedir. TCA: Trikarboksilik asit (sitrik asit ya da sitrat) ¢evrimi. ETZ: Elektron

transport zinciri.

2.2.1. Glikoliz

Glikoliz hiicrelerde glukoz monomerlerinden piriivat ve ATP elde edilen bir siiregtir.
Ozellikle hipoksik kosullarda hiicrenin temel enerji kaynagi, glikoliz sirasinda gergeklesen
substrat diizeyinde fosforilasyon araciligiyla elde edilen ATP’dir. Birim glukoz basina net 2
piriivat ve 2 ATP elde edilir. Kanser hiicrelerinin sag kalimi i¢in glukoz merkezi bir rol
tistlenir. Glukoz kanser hiicrelerinin hem temel enerji hem de karbon kaynagidir (20). Kanser
hiicrelerinin glukoz metabolizmasindaki degisiklikler glukozun hiicre igerisine alinmasiyla
baslar. GLUT adi verilen ve kolaylastirilmis difiizyon ile glukozun hiicre igine alimini
saglayan proteinlerin ekspresyonu kanser hiicrelerinde artmaktadir (21). Hiicre igerisine
alinan glukozun olasi iki yikim yolagi pentoz fosfat yolu ve glikolizdir. Her iki yolak i¢in de
glukozun oOncelikle altinci karbondan fosforile olmasi gerekmektedir. Bu reaksiyonu
katalizleyen heksokinaz enziminin (HK2) ekspresyonu kanser hiicrelerinde artmaktadir (22).
Heksokinaz disinda glikolizin ara basamaklarinda gergeklesen reaksiyonlar1 katalizleyen
enzimlerden fosfogliseromutaz (PGM) enziminin ekspresyonu (23) ve fosfofruktokinaz (PFK)
enziminin aktivitesi (24, 25) kanser hiicrelerinde artis gostermektedir. Kanser hiicrelerinde

glikoliz hizindaki bu artis, glikolizin son basamagia kadar devam eder. Glikolizin son
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basamaginda fosfoenolpiriivatin, piriivata doniisiimiinii katalizleyen pirtivat kinaz (PK) enzimi
gorev yapmaktadir. Kanser hiicreleri PKM2 adi verilen piriivat kinazin 6zel bir izoformunu
eksprese etmektedir (26). Bu izoenzimin aktivitesi diisiiktiir (27). PKM2 glikoliz i¢in bir fren
sistemidir ve diistik aktivitesi glikoliz ara metabolitlerinin birikmesini miimkiin kilar. Kanser
hiicresi bu ara metabolitlerden; serin, glisin ve sistein gibi aminoasitleri ve fosfolipid
sentezinde gorev alan gliserolii iiretebilmektedir (27, 28). Bu biyosentez avantaji Warburg
etkisinin temelini olusturmaktadir. Glikoliz yolaginda kanser siirecine 6zgii degisiklikler i¢in

ilgili sekilde gosterilmistir (Sekil 2.).

2.2.2. Pentoz Fosfat Yolu

Glukozun tiiketildigi alternatif bir yol da, pentoz fosfat yoludur. Pentoz fosfat glukoz-6
fosfat molekiillerinden 5 karbonlu fosforile sekerlerin (pentoz fosfat) ve indirgenmis NADPH
koenzimlerinin elde edildigi metabolik bir yolaktir. Kanser hiicrelerinde pentoz fosfatin
hizinda artis goriilmektedir (29). Bu artis hem glikolizde de gérev alan HK2nin hem de sadece
pentoz fosfat yolunda gorev alan transketolaz (TKL1) proteininin ekspresyonunda artis ile
goriilmektedir (30, 31). Bu artisin iki temel nedeni vardir. Bunlardan ilki hiicrenin hem yag
asidi sentezi gibi biyosentez siireclerinde hem de kendisini oksidatif hasardan korumak i¢in
kullandig1 anti oksidan sistemlerin rejenerasyonunda ihtiya¢ duydugu NADPH koenziminin
iretilmesi, ikincisi ise DNA ve RNAnin yapisindaki niikleotidlerin sentezi i¢in gerekli olan

pentoz fosfatlarin tiretilmesidir (12).

2.2.3. Piriivat’tan Asetil-KoA ve Laktat Eldesi

Glikoliz ile {tiretilen pirtivatin kullanilabilecegi iki olas1 yolaktan ilkinde piriivat asetil-
KoA’ya doniistiiriilerek sitrat dongiisiine katilir, ikincisinde ise laktata doniistiirtilerek
hiicreden uzaklastirilir. Kanser hiicrelerinde piriivatin  asetil-KoA’ya  doniistimiini
katalizleyen piriivat dehidrogenaz (PD) enziminin aktivitesi diigiiktiir (32). Bu enzimin
aktivitesi post translasyonel olarak kontrol edilmektedir. Piriivat dehidrogenaz kinaz (PDK)
enzimi PD enzimini fosforilleyerek inhibe eder. Kanser hiicrelerinde PDK ekspresyonu
artmaktadir (33, 34). Boylece PD inhibe edilir ve pirlivatin asetil-KoA’ya doniisiimii
baskilanir. Bunun yerine olusan piriivat sitoplazmada laktat dehidrogenaz (LDH) enziminin
aktivitesiyle laktata ¢evrilir. Kanser hiicrelerinde LDH aktivitesi artmaktadir (35, 36). Laktat,
eger hiicre igerisinde birikirse toksik etki gostermektedir. Kanser hiicreleri bunun iistesinden

gelmek igin laktat transport proteinlerinin (MCT4) ekspresyonunu arttirmaktadir (37).
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Boylece laktat hiicre icerisinde birikmeden ekstraseliiler alana salinir. Laktat kanser hiicreleri
icin Onemli bir metabolittir. Gergeklestirilen calismalarda laktatin ekstraseliiller pH’1
diisiirerek invazyonu arttirict ve kanser hiicrelerini bagisik sistemi hiicrelerinden koruyucu

etki gosterdigi belirlenmistir (38, 39).

| |
Heksokinaz
Fosfofruktokinaz

Aldolaz

Fosfogliseromutaz

Pirtivat Dehidrogenaz

»| Asetil-KoA

Fosfoenolpiruvat

Pirtivat Kinaz M2 I

Sekil 2. Kanser hiicrelerinde glukoz metabolizmasi. Kanser hiicrelerinde, glukozun hiicre i¢ine alim hizi,
GLUT ad1 verilen glukoz transport proteinlerinin ekspresyonu artirilarak yiikseltilmektedir. Glukoz hiicre
igerisine alindiktan sonra kanserde ekspresyonu artan HK2 (heksokinaz) enzimiyle glukoz-6-fosfata
dontistiiriilir. Glikoliz reaksiyonlarindaki bu hizlanmanin aksine fosfoenolpiriivatin piriivata doniistiigi
glikolizin son basamaginda, piriivat kinaz enziminin kanser hiicrelerine 06zgii disik aktiviteli M2
izoformunun ekspresyonu nedeniyle yavaslama goriillmektedir. Bu yavaslama glikoliz ara metabolitlerinden
amino asit ve gliserol gibi makro molekiillerin sentezlenmesini miimkiin kilmaktadir. Kanser hiicrelerinde
piriivat, asetil-KoA yerine laktata doniistiiriilmektedir. Beklenecegi iizere (PDH) piriivat dehidrogenaz
kinaz enziminin aktivitesi diisilk, (LDHA) laktat dehidrogenaz enziminin aktivitesi yiiksektir. Olusan
yiiksek miktarda laktatin hiicre disina atilabilmesi i¢in gerekli olan (MCT4) laktat transport proteinlerinin

de ekspresyonu kanserde artmaktadir.



2.2.4. Sitrat Dongiisii, Glutaminoliz ve Elektron Transport Zinciri

Tamami mitokondride gergeklesen sitrat dongiisii hiicresel metabolizmada merkezi bir
konumda yer almaktadir. Temel gorevi glukozdan ya da yag asitlerinden elde edilen asetil-
KoA molekiillerinden enerji elde etmek olan sitrat dongiisii ayn1 zamanda hiicresel amino asit
havuzu ile anaplerotik reaksiyonlar araciligiyla siirekli bir etkilesim halindedir. Sitrat dongiisii
ardisik oksidatif dekarboksilasyon basamaklariyla dongili basina iki karbon harcarken, iki
NADH, bir FADH2 ve bir ATP elde edilir. Indirgenmis koenzimlerin elektron transport
zincirine katilmasi da hesaba katildiginda, sitrat dongiisiinden net olarak asetil-KoA molekiilii
basma 10 ATP elde edilir. Kanser hiicrelerinde ise sitrat dongiisii ¢cok daha farkli bir amagla
kullanilmaktadir. Normal hiicrelerdeki gibi kanser hiicrelerinde de sitrat dongiisii; asetil-KoA
ve oksaloasetattan sitratin  sentezlenmesiyle baglar. Normal hiicrelerde oksidatif
dekarboksilasyona ugrayan sitrat, kanser hiicrelerinde ise sentezlendikten hemen sonra
mitokondriyi terk eder (Sekil 3.). Sitoplazmada sitrat, ATP-sitrat liyaz (ACL) aktivitesiyle
yeniden asetil-KoA ve oksaloasetata pargalanir. Bu yolak hiicrelerde sitoplazmik asetil-KoA
elde edebilmenin en énemli yoludur (40). Piriivatin asetil-KoA’ya doniisiimiinii katalizleyen
pirtivat dehidrogrenaz enzimi mitokondriyal bir enzimdir ve asetil-KoA birimleri mitokondri
membranindan gecememektedir. Bu nedenle sitoplazmik asetil-KoA’nin elde edilebilmesi
icin mitokondriyal asetil-KoA’nin Oncelikle sitrata donistiiriilmesi  gerekmektedir.
Sitoplazmik asetil-KoA hiicre membraninin temel bileseni olan yag asitleri ve kolesteroliin

sentezinde Ooncu molekildir.

Kanser hiicrelerinde glukoz nasil temel karbon kaynagi ise glutamin de temel azot
kaynagidir. Hem glutamin, hem de glutaminin glutaminaz katalizinde deaminasyonu
sonucunda elde edilen glutamat, a-keto asitlerden amino asitlerinin sentezinde amino vericisi
olarak gorev yapabilmektedir. Kanserde hiicre i¢ine glutamin alimini saglayan transport
proteininin (ASCT2) (41) ve glutaminaz (GLS) (42) enziminin ekspresyonu artmaktadir.
Glutamin her iki amino grubunu da verdikten sonra olusan a-keto glutarat, sitrat dongiisiiniin
ara basamaklar1 sonucunda oksaloasetata doniistiiriilebilmektedir. Oksaloasetattan aspartat, a-
keto glutarattan ise glutamat geri dosiimiinlii olarak {iretilebilmektedir. Bu mekanizma hem
hiicresel amino asit havuzunun gereksinimlerini karsilamak hem de kanser hiicrelerinin
stirekli ihtiya¢ duydugu bir diger mako-molekiil olan niikleik asit sentezi i¢in 6nemlidir. DNA
ve RNAnin vyapisina katilan niikleotidlerin temelini olusturan piirin ve primidin

molekiillerinin sentezi i¢in aspartat ve glutamin amino asitlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sekil 3. Kanser hiicrelerinde sitrat dongiisii ve lipid metabolizmasi. Kanser hiicreleri sitrat dongiisiinii enerji
ihtiyaclarin1 kargilanmasi yerine biyosentez avantaji elde etme amaciyla kullanmaktadir. Sitrat sentaz (CS)
enziminin aktivitesiyle, asetil-KoA ve oksaloasetattan elde edilen sitrat, sitoplazmada ATP-sitrat liyaz
(ACLY) enziminin aktivitesiyle tekrardan asetil-KoA ve oksaloasetata parcalanir. Bu sekilde sitoplazmaya
taginan asetil-koa, sitoplazmik enzimlerin (asetil-KoA karboksilaz-ACC, yag asidi sentaz-FASN) yag asidi
sentezinde kullanilmaktadir. Kanser hiicrelerinde P-oksidasyon baskilanmistir. Sitoplazmik yag asitlerini,
okside olacaklar1 mitokondriye tasiyan karnitin palmitoil transferaz (CPT1A) aktivitesi kanser hiicrelerinde
diigiiktiir. Asetil-koa’nin sitoplazmaya transportu disinda sitrat dongiisii, basta aspartik asit olmak lizere ¢egitli
amino asitlerin oksaloasetattan ya da glutaminden eldesi i¢in de kullanilmaktadir. Glutamin sitrat dongiisiine

aketoglutarat tizerinden katilmaktadir.

Kanser hiicrelerinde sitrat dongiisiiniin temel amaci hiicreye biyo-sentez avantaji
saglamaktir (13). Bu nedenle kanserde elektron trasport zincirinin aktivitesinde diisiis
gozlenmektedir. Bu diisilislin temelini sitokrom ¢ oksidaz alt birimlerinden birisi olan SCO2
geninin ekspresyonunun azalmasi olusturmaktadir (43). Bunun 6tesinde, bazi kanserlerde,
sitrat dongiisiiniin ara reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerden izositrat dehidrogenaz (IDH2)
(44), siiksinat dehidrogenaz (SDH) ve fumarat hidrataz (FH) (45) enzimlerinin mutant
olduklar1 belirlenmistir. Tiim bu veriler kanser hiicrelerinin mitokondri metabolizmasini,

kendi ¢ikarlar1 dogrultusunda, biyo-sentez yoniine kaydirdigini gostermektedir.
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2.2.5. Yag Asidi Metabolizmasi

Normal hiicrelerde yag asitleri hepatosit ve adipositlerde sentezlenmektedir. Diger
somatik hiicrelerde lipid metabolizmasi1 daha c¢ok katabolizma yoniindedir. Yag asitlerinin
yikimi, B-oksidasyon, normal hiicreler i¢in temel enerji kaynaklarindan birisidir. Lipid
metabolizmasinin regiilasyonunda kompartmanlama 6nemli bir yer tutar. Yag asidi sentezi
sitoplazmada gerceklesirken, B-oksidasyon mitokondride gercgeklesir. Bu sayede -oksidasyon
sonucu yag asitlerinden elde edilen mitokondriyal asteil-KoA sitrat dongiisiine katilarak
hiicreye enerji saglarken, sitoplazmik asetil-KoA da yag asidi sentezinde kullanilir. Kanser
hiicreleri  boliinerek yeni hiicreler olustururken, yeni hiicrelerin membranlarinin
sentezlenebilmesi i¢in siirekli olarak yag asitlerine ihtiya¢ duymaktadir. Yapilan ¢alismalar
kanserde, diger metabolik yollarda oldugu gibi, lipid sentezinde de anabolik sistemin
katabolik sisteme kiyasla daha aktif oldugunu gostermektedir (46). Kanser sitrat dongiisiinii
sitoplazmik asetil-KoA iiretmek i¢in kullanmaktadir. Sitoplazmada sitrattan asetil-KoA iireten
ACLY enziminin aktivitesinin kanser hiicrelerinde arttigi, hatta kanser hiicrelerinin sag
kaliminin bu enzimin aktivitesine bagli oldugu gosterilmistir (5). Yag asidi sentezinin diger
basamaklarini katalizleyen Asetil-KoA karboksilaz (ACC) (47, 48) ve yag asidi sentaz
(FASN) (4, 49) enzimlerinin de aktivitesi kanserde artmaktadir. Baz1 arastirmacilar FASN
enziminin aktivitesinin neoplastik transformasyon icin mutlak gereklilik oldugunu ve bu

nedenle bu proteinin potansiyel bir onkogen oldugunu savunmaktadir (3, 50).

Tim bu veriler kanserde yas asidi sentezinin ve sitoplazmik asetil-KoA diizeylerinin
onemli olduguna isaret etmektedir. Kanserde potansiyel 6neme sahip proteinlerden birisi de
SLC25A1 olarak da bilinen CTP proteinidir. CTP mitokondriyal sitratin sitoplazmaya
tasinmasindan sorumlu olan proteindir (51). Bu proteinin kanserdeki roliinii aydinlatmaya
yonelik yapilan caligmalar oldukga kisith sayidadir. 80’lerde yapilmig bir ¢alisma kanserde
sitoplazmaya sitrat akiginin arttigini ortaya koymustur (52). Yakin zamanda yapilan iki
calisgma da CTP’nin mitokondri homeostazi i¢in gerekli oldugunu (51) ve p53 tarafindan
regiile edilen kanserde kotii prognozu isaret eden bir tiimor belirteci oldugunu ortaya
koymustur (53). Bununla birlikte bu iki c¢alisma CTP’yi dogrudan hedefleyen yegane
caligmalardir ve proteinin kanser ile iliskili hiicresel siire¢lerdeki roliiniin ayrintili bir sekilde

arastirilmasi gerekmektedir.
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2.3. Kanserde Epigenetik Regiilasyon

Kansere 6zgili olusum, gelisim, anjiyogenez, invazyon, metastaz ve diren¢ gibi tiim
stireclerde epigenetik mekanizmalar merkezi bir rol istlenmektedir (54). Global histon
asetilasyonu epigenetik regiilasyonlar arasindan 6ne ¢ikmaktadir. Bunun temel nedenleri
histon asetilasyonunun, promotdr metilasyonu ve promotdr asetilasyonu gibi diger epigenetik
regiilasyon mekanizmalarinin aksine spesifik olmamasi ve histon asetilasyonundaki artigin
hiicredeki genel protein sentezini arttirici etki gostermesidir (55). Diger epigenetik
regililasyonlar kanser hiicreleri i¢in avantaj ya da dezavantaj olabilecek farkli proteinlerin
ekspresyonunu degistirebilecegi i¢in, kanser i¢in genellenecek bir degisimden bahsetmek
miimkiin degildir. Buna karsin asetilasyon kanser hiicreleri i¢in avantaj saglayacak protein
sentezinin artigina neden oldugundan, inhibisyonu kansere karsi bir tedavi stratejisi olarak
kullanilabilir. Yapilan ¢alismalar histon asetilasyonunun gerceklesebilmesi i¢in histon asetil
transferaz enzimleri tarafindan substrat olarak kullanilabilecek asetil-KoA birimlerine ihtiyag
oldugunu ve sitoplazmik asetil-KoA diizeyinin ACLY inhibisyonu ile azaltilmasinin hem
global histon asetilasyonunu hem de kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigini
gostermektedir (6). Hiicre ici asetil-KoA diizeyleri igin belirleyici faktorlerden bir digeri de
sitoplazmaya ACLY enziminin substrat1 olan sitrati tasiyan CTP’nin aktivitesidir. CTP’nin

histon asetilasyon diizeyleri lizerine etkisi bilinmemektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Akis Semasi

Tezde kullanilan hiicre hatlar1 (MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF10A) SsiRNA
uygulamasinin ardindan western blot ile inhibisyonun gosterilmesi, sitoplazmadaki sitrat
diizeyindeki degisimin belirlenmesi, akis sitometrik testlerle hiicresel siireclerdeki
degisimlerin tespit edilmesi amaciyla toplanmistir. Ayrica hiicrelerde dogrudan canlilik tayini
ve histon asetilasyon testi gerceklestirilmistir (Sekil 4). Deneylerin ayrintilar ilgili basliklar

altinda sunulmaktadir.

Hiicre hatlar (MCF-7, MDA-MB-231, MCF-10A)

Hucrelere CTP ve ACLY siRNA ve

CNASB (kimyasal CTP inhibitord) uygulands

Hiicrelerin Toplanmasi

Toplanan hiicreler western blot ve sitoplazma izolasyonu igin lize
edildi ya da akis sitometrik denemeler igin boyand:.

. . . Sitoplazma . .
Protein Tayini c Akis Sitometri
Izolasyonu
Western Blot Sitrat Tayini

Akis sitometride
Annexin-V/P| boyamasi
ile apoptoz ve nekroz,
Pl boyamasi ile hicre
yasam doénglsiniin
regllasyonu ve Akridin
Oranj boyamasi ile
otofaji belirlendi.

Hucrelerde siRNA Hicrelerde
araciliinhibisyon sitoplazmik sitrat
western blot yontemi dizeyindeki degisim
ile gOsterildi. kolorimetrik sitrat
tayiniile gosterildi.

Sekil 4.Tez caligmasinin akis semasi.

Canhilik Tayini

Hlcrelerde kristal viyole
ybntemi ile inhibisyonun
canhlik Gzerine etkileri
belirlendi.

Histon
Asetilasyonu

Hicrelerde ticari histon
asetilasyon kiti ile
inhibisyonun histon
asetilasyonu Gzerine
etkileri belirlendi.
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3.2. Hiicre Kiiltiiri

Calisma kapsaminda sitrat transport proteininin inhibisyonu in vitro meme kanseri
modellerinde (MCF-7 ve MDA-MB-231) gergeklestirilmistir. Ayrica kontrol olarak
immortalize meme epitel hiicre hattt olan MCF10A kullanilmistir. Hiicrelerin idamesi ile ilgili

tim protokoller asagida sunulmaktadir.

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Gerecleri

Hiicre Hatlari
e MCF-7 : Meme adenokarsinom, aderan, ER(+) PR(+) Her2 (-)
e MDA-MB-231 : Meme adenokarsinom, aderan, ER (-) PR (-) Her2 (-)
e MCF-10A : Immortalize meme epitel hiicre hatti

Ortam

e DMEM (Lonza)

e RPMI (Lonza)

e FBS-fetal bovine serum (Lonza)

e TripsinEDTA (Lonza)

e P/S-Penisilin/Streptomisin (Lonza)

e EGF-Epitelial Growth Factor (Cell Signaling)

e Insulin (insan) (Sigma)
3.2.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cihazlar

e Laminar Flow Kabin (Thermo MSC.12 ve Thermo MSC.Advantage)
e Inkiibatdr (Thermo Forma Series II ve Thermo Steri-Cycle)

e Mikroskop (Olympus IX71)

e Isitic1 (Stuart Orbital Inkiibator)

e Santrifiij (Eppendorf 5810R)
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3.2.3. Hiicre Kiiltiirii Yontemleri

3.2.3.1.  Hiicre Biiyiime Ortaminin Hazirlanmast.

MCF-7 ve MDA-MB-231 i¢in: %10 FBS, %1 P/S, RPMI icerisinde hazirlandi.

MCFI10A i¢in: %10 FBS, %1 P/S, DMEM igerisinde hazirlandi.

Son konsantrasyon 20 ng/ml olacak sekilde EGF (50 pg/ml stoktan) ilave edildi.

Son konsantrasyon 0,5 pg/ml olacak sekilde hidrokortizon (1 mg/ml stoktan) ilave edildi.
Son konsantrasyon 10 pg/ml olacak sekilde insiilin (10 mg/ml stoktan) ilave edildi.

3.2.3.2.  Hiicre Dondurma(Saklama) Ortammmin Hazirlanmasi: Taze hazirlanmis,

1sitilmadan kullanilmustir.
% 45 FBS, % 45 Biiyiime Ortami, % 10 DMSO ile hazirlandi.
3.2.3.3.  Hiicrelerin Rutin Kontrolii.

Hiicreler 25 ve 75 cm®lik flasklarda biiyiime ortami icerisinde biiyiitiildii. Inkiibatorde 37
°C, % 5 kismi CO; basimci ve nemli ortam saglandi. Nemlendirme i¢in % 0,1’lik Bakir (II)
Siilfat.5 hidrat ¢ozeltisi kullanildi. Hiicreler hem ciplak gbézle hem de mikroskopla giinliik
kontrol edildi, flasklardaki ortam rengindeki sartya doniik degisim belirlendiginde hiicrelerin
ortami degistirildi. Yogunlugu %80’in {izerinde olan hiicreler dondurularak saklanma veya

denemelerde kullanilmak amaciyla pasajlandi.

Hiicre Ortaminin Degistirilmesi.:

Taze ortamdan 25 cm? flask icin 3-5 mL, 75 cm? flask i¢in 7-15 mL flaska ilave edildi.

Hiicrelerin Toplanmast:
Flaskin i¢indeki ortam uzaklastirildi. (Western blot, mitokondri izolasyonu ya da akig

sitometri denemelerinde kullanilacak hiicreler i¢in ortam atilmayip toplanmaistir).

Flaskin yiizeyi 6nceden 1sitilmig serumsuz ortam ya da PBS ile yikand1 (25 cm? flask igin
2-3 mL, 75 cm’ flask i¢in 5-6 mL) ve yikama ¢ozeltisi uzaklastirildi. (Western blot,
mitokondri izolasyonu ya da akis sitometri denemelerinde kullanilacak hiicreler i¢in PBS

atilmayip toplanmustir).
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Flaska onceden 37 °C’de 1sitilmis tripsin ilave edildi (25 cm? flask i¢in 2-3 mL, 75 cm?
flask i¢in 4-6 mL). Tripsin ilave edilmis flasklar inkiibatorde 5 dakika bekletildi. Hiicreler
kalktiginda tripsin, steril tiipe aktarildi. Siispansiyonun iizerine tripsinle esit miktarda biiyiime
ortami ilave edilerek tripsin inhibe edildi. Hiicreler tiipe aktarilarak 1200 RPM’de 5 dakika
santrifiij edildi. Daha sonra, pellet istenen miktarda taze biiylime ortamui ile siispanse edilerek
pasajlandi. Dondurulacak hiicre 6rnekleri dondurma ortamiyla siispanse edildi. Pasajlama
veya saklama amaci disinda ilgili denemelerde kullanilacak hiicreler i¢in lizis (Western

blot/mitokondri-sitoplazma izolasyonu) ya da boyama (akis sitometri) gerceklestirildi.
3.2.3.4. Pasajlama:

Toplanip silispanse edilen hiicreler, eger siRNA uygulanacaksa sayilarak, sadece
pasajlanacaksa sayilmadan belirlenen oranlarda seyreltilerek flasklara ekildi. Ekim sonrasinda
flasklarin icindeki ortam miktari, taze biiylime ortamiyla tamamlandi (siRNA denemesi

yapilacaksa 25 cm? flaskda 3 mL, sadece pasajlanacaksa 75 cm? flask i¢in 7-15 mL)
3.2.3.5.  Hiicre Sayimu:

Toplanip siispanse edilen hiicrelerden ~10’ar pL Neubauer laminin her iki tarafina
yiiklendi. Lamin iist ve alt taraflarindaki (her biri 16 kiiciik kareden olusan) 4 kare (toplam 8
kare) sayildi. Sayim degerlerinin ortalamas: alindi. Mililitre basina diisen hiicre sayisi

asagidaki formiile gore hesaplandi.
Mililitredeki hiicre sayis1 = Ortalama deger x seyreltme faktorii™* x 1 0*
*Tripan mavisinin orani 1:1 oldugundan bu deger 2 dir.

Sayilan hiicreler denemelerde kullamlma amaciyla 96 kuyucuklu plaklara (10x10°
hiicre/kuyucuk) ya da 25 cm? flasklara (200x10° hiicre/flask) ekildi. 96 kuyucuklu flasklarda
toplam hacim 100 pL, 25 cm? flasklarda toplam hacim 3 mL’dir.

3.2.3.6.  Hiicrelerin Dondurulmast:

Toplanan hiicreler dondurma ortamu ile siispanse edildi. Siispansiyon cryo tiiplere 1’er mL

dagitildi. Tiipler -20 °C°de 1-2 saat bekletildikten sonra -80 °C’ye kaldirildi.
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3.2.3.7.  Hiicrelerin Céziilmesi:
-80 °C’den alinan cryo tiipteki 6rnek hizli bir sekilde ¢oziilmektedir.

Coziilmis siispansiyon (1 mL) tiipe aktarild1 ve iizerine taze ve 37 °C’de 1sitilmis biiyiime
ortamindan 4-5 mL ilave edildi. Ornek tiipii 1200 RPM’de 5 dk santrifiij edildi. Elde edilen

pellet 5 mL biiyiime ortamunda siispanse edilerek 25 cm?’lik flaska ekildi.

3.3. Inhibisyon Cahsmalan

Hiicrelerde hedef proteinlerin (ACLY ve CTP) inhibisyonu RNA interferans teknigi ile ya
da kimyasal CTP inhibitorii kullanilarak gerceklestirilmistir. Interferans tekniginde mRNA
spesifik siRNA’lar hiicrelere uygun transfeksiyon ajani ile aktarilmaktadir. Tipik bir
transfeksiyonun etkileri RNA diizeyinde 24 saatte, protein diizeyinde ise 48-72 saatte
belirlenebilmektedir. Calismamizda hiicreler canlilik tayini i¢in 96 kuyucuklu plaklarda, tiim

diger denemeler i¢in 25 cm? flasklarda siRNA ile muamele edilmistir.

3.3.1. Inhibisyon Cahsmalar1 Gerecleri

e ATP sitrat liyaz sSiRNA (Dharmacon/pool), (liyofilize 20 nmol stok)

e SLC25AL1 (CTP) siRNA (Dharmacon/pool), (liyofilize 20 nmol stok)

e Kontrol sSiRNA (Dharmacon/pool), (liyofilize 20 nmol stok)

e Transfeksiyon Ajani (Dharmafect] ve Dharmafect4) (Dharmacon)

e DMEM ve RPMI bazal ortam (Lonza)

e Kimyasal CTP inhibitorii, 4-kloro-3-3-nitrofenil-amino-siilfonil  benzoik  asit
(CNASB) (DMSO igerisinde ¢oziildii) (ChemBridge)

3.3.2. Inhibisyon Cahsmalarinda Kullanilan Cihazlar

e Laminar Flow Kabin (Thermo MSC.12 ve Thermo MSC.Advantage)
e Inkiibatdr (Thermo Forma Series II ve Thermo Steri-Cycle)

3.3.3. Inhibisyon Cahsmalar1 Yéntemleri

3.3.3.1. SIRNA Cozeltisinin Hazirlanmast:

Liyofilize halde bulunan siRNAlar, steril, RNAz-DNAz igermeyen, ultra-saf su icerisinde
¢oziindii. 20 nmol siRNA 1 mL su igerisinde ¢oziildiigiinden elde edilen c¢ozeltinin

konsantrasyonu 20 puM’dur.
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3.3.3.2.  Serumsuz Ortamin Hazirlanmasi:

DMEM ya da RPMI bazal ortam igerisine % 1 oraninda antibiyotik

(penisilin/streptomisin) ilave edilerek hazirlandi.
3.3.3.3.  Hiicrelerin Hazirlanmast:

Hiicreler, hiicre kiiltiirii protokoliinde belirtildigi gibi 200x10° hiicre/flask (2,8 mL) olacak
sekilde 25 cm? flasklara veya 10x10° hiicre/kuyucuk (100 pL) olacak sekilde 96 kuyucuklu
plaklara ekildi.

3.3.3.4.  Transfeksiyon Karisiminin Hazirlanmast:
25 cm? flask:

Hiicrelere verilecek siRNA transfeksiyon karisimi (toplam 200 pL) her biri 100er
uL’lik iki bilesenden olusmaktadir. ilk bilesen serumsuz ortam igerisindeki siRNA ¢ozeltisi

ve ikincisi de serumsuz ortam igerisindeki transfeksiyon ajanidir.

siRNA ¢ozeltisi hazirlanirken, 6rnekler 3 mL’lik ortama aktarildiginda istenen siRNA
konsantrasyonlar1 olan 50 nM (MDA-MB-231 ve MCF10A i¢in) ve 100 nM’a (MCF-7 i¢in)
ulasacak sekilde hazirlandi (25 cm? flask i¢in). Bu durumda her bir 6rnek i¢in stoktan 7 pL
(50 nM) ya da 15 pL (100 nM) alinarak serumsuz ortam ile 100 puL’ye tamamlandi. Homojen

dagilimin saglanmasi i¢in 5 dakika beklendi.

Transfeksiyon cozeltisi i¢in ise Dharmacon’un Onerileri dogrultusunda: MCF-7 ve
MCFI10A hiire hatlarinda dharmafect 1, MDA-MB-231 hiicre hattinda ise dharmafect 4 ajanm
tercih edildi. Transfeksiyon ajaninin konsantrasyonu 10x10® hiicre basma 0,2 uL’dir. Bu
durumda ¢alisma 25 cm? flasklarda 200x10° hiicre ile gergeklestirildiginden transfeksiyon
ajanindan 4 pL alinarak serumsuz ortam ile 100 pL’ye tamamlandi. Homojen dagilimin

saglanmasi icin 5 dakika beklendi.

siRNA transfeksiyon karistmimin iki bileseni (siRNA ¢ozeltisi ve transfeksiyon
cozeltisi) karigtirilarak son karigim (200 pL) elde edildi. Lipozomlarin olugsmasi ve siRNA
enkapsiilasyonu i¢in 30 dakika oda sicakliginda beklendi.
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96 kuyucuklu plak:

Hiicrelerin iizerindeki ortam (100 pL) atilip yerine siRNA igeren ortam koyuldu. Bu
nedenle siRNA transfeksiyon karigimint igeren 1 mL’lik ortam hazirlandi ve tekrar

kuyucuklarina aktarildi.

1 mL’lik ortamda 100 nM olacak sekilde (5 pL SIRNA) 20 pL siRNA ¢ozeltisi

hazirlandi. Homojen dagilimin saglanmasi i¢in 5 dakika beklendi.

1 mL’lik ortam 10 kuyucuk igin gerekli ortami igermektedir (10x100 uL). Kuyucuk
basina ekilen hiicre sayis1 10x10° oldugundan, kuyucuk basina 0,2 pL transfeksiyon ajanina
ihtiya¢ duyulmaktadir. Toplam 10 kuyucukluk 1 mL’lik ortam i¢in ise ihtiya¢ duyulan
transfeksiyon ajan1 2 pL’dir. 2 pL transfeksiyon ajanit serumsuz ortam ile 20 pL’ye

tamamlandiktan sonra homojen dagilimin saglanmasi i¢in 5 dakika beklendi.

siRNA transfeksiyon karigiminin iki bileseni (siRNA ¢ozeltisi ve transfeksiyon
cozeltisi) karigtirilarak son karisim (40 pL) elde edildi. Lipozomlarin olusmasi ve siRNA
enkapsiilasyonu icin 30 dakika oda sicakliginda beklendi. Beklemenin ardindan

transfeksiyona geg¢ildi.

3.3.3.5.  Transfeksiyon
25 cm?” flask:

Hiicrelerin ekiminden sonra yapigmalar1 i¢in gece boyu beklendi. Beklemenin
ardindan 200 pL siRNA transfeksiyon karigimi flaska aktarildi. Kontrol flaskina siRNA

transfeksiyon karigimi yerine 200 pL serumsuz ortam ilave edildi.
96 kuyucuklu plak:

Hiicrelerin ekiminden sonra yapismalari i¢in gece boyu beklendi. Beklemenin ardindan
kuyucuklardaki ortam alind1 ve yerine 100’er pL siRNA transfeksiyon karigimi eklendi. Her

ornek en az alt1 tekrarl ¢alisildi.
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3.3.3.6.  Kimyasal Inhibitoriin Hazirlanmas: ve Hiicrelere Uygulanmast

Chembridge firmasina sentezlettirilen 4-kloro-3-3-nitrofenil-amino-siilfonil benzoik asit,
CTP’nin kimyasal, yarismali bir inhibitoriidiir (56). Calismalarimizda kullanilmak tizere 100
mM derisimde DMSO igerisinde hazirlanmis ve hiicrelere 1 mM diizeyinde (1:1000 DMSO)
uygulanmistir. Uygulamalarda kontrol olarak tasiyict (% 0,1 DMSO) ile muamele edilmis

hiicreler kullanilmistir.

3.4. Kristal Viyole ile Canhlik Tayini

Sitrat transport proteini (CTP) ve ATP-sitrat-liyaz (ACLY) proteinlerinin susturulmasi
icin gerceklestirilen siRNA uygulamasinin ardindan inhibisyonun hiicresel etkilerinin
aragtirtlmasi i¢in MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde kristal viyole yontemiyle
canlilik tayini gergeklestirilmistir. MTT temelli klasik canlilik tayini yontemleri yerine bu
yontemin tercih edilmesinin temel nedeni; MTT temelli yontemlerde canlilik Olgiim
prensibinin, siiksinat dehidrogenaz aktivitesi araciligilyla mitokondriyal aktivitenin
olglilmesine dayanmasidir (57). Tez kapsaminda inhibe edilen her iki proteinin de mitokondri
metabolizmasiyla dogrudan iliskili oldugu disiiniilerek MTT temelli yontemlerin canlilik
tayini i¢in kullanilmasi tercih edilmemistir.

Kristal viyole hiicre zarindan gecerek DNA’ya baglanan ve 570 nm’de kuvvetli absorbans
veren bir boyadir. Tez kapsaminda, hedeflenen proteinlerin inhibisyonunun hiicre canliligina
etkileri 96-kuyucuklu plaklarda gergeklestirilen kolorimetrik kristal viyole canlilik tayini ile
belirlenmistir (58).

3.4.1. Canhlik Tayini Gerecleri

e Kristal Viyole Solusyonu (% 0,2 Sigma)
e % 1 SDS Cozeltisi (Bio-Rad)
e PBS (Lonza)

3.4.2. Canhlik Tayininde Kullanilan Cihazlar

e Spektrofotometre (Thermo Multiskan-ex)
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3.4.3. Canhlik Tayini Yontemi

Hiicreler kuyucuk basina 10x10% hiicre diisecek sekilde ekildikten ve gece boyu
beklendikten sonra siRNA transfeksiyonu gergeklestirildi. Transfeksiyon i¢in hiicreler 72 saat
siRNA ile inkiibe edildikten sonra kristal viyole canlilik tayinine ge¢ildi. Bu amagla
kuyucuklar PBS ile yikandiktan sonra kuyucuk basma 50 pL % 0,2’lik kristal viyole
solusyonu (% 2 etanol igerisinde) ilave edildi. Oda sicakliginda gergeklestirilen 10 dakikalik
inkiibasyon ile boyanan hiicrelerdeki baglanmamis boya saf su ile gerceklestirilen ardigik
yikamalar ile uzaklastirildi. Yikamalarin ardindan boyanin ¢oziiniir hale getirilebilmesi i¢in
kuyucuk basmma 100 uL % 1’lik SDS ¢dzeltisi ilave edildi ve 570 nm’de gercgeklestirilen

spektrofotometrik okuma ile absorbans degerleri belirlendi.

SiRNA uygulanmayan hiicreler NT (Non-Treated), bilinen highir mRNA’ya baglanmayan
kontrol siRNA uygulanmis Ornekler Kontrol, CTP-siRNA uygulanmis ornekler CTP ve
ACLY uygulanmis 6rnekler ACLY, DMSO (CNASB tastyicis1) uygulanmis érnekler DMSO
ve son olarak kimyasal CTP inhibitorii uygulanmis 6rnekler CNASB olarak isaretlendi. NT
hiicrelerinin ortalama absorbans degeri % 100 canlilik degeri olarak kabul edilerek diger
orneklerdeki canlilik degerleri ilgili ortalama absorbans degerlerinden hesaplandi. Sonuglar
grafige gecirilirken ortalama veriler ve bu verilerden hesaplanan standart hata degerlerinden

yararlanildi.

3.5. Western Blot ile Protein Inhibisyonunun Gésterilmesi

Sitrat transport proteini (CTP) ve ATP-sitrat-liyaz (ACLY) proteinlerinin susturulmasi
icin gergeklestirilen siRNA uygulamasinin ardindan protein diizeyindeki inhibisyonun
gosterilebilmesi amaciyla hiicrelerde western blot yontemi kullanildi. Western blot i¢in
hiicreler toplandiktan sonra lizis (hiicre membraninin pargalanarak protein igeriginin ortaya
cikartilmasi), protein tayini (jel elektroforezinde esit miktarda protein yiikklenmesi amaciyla
protein konsantrasyonlarinin belirlenmesi), SDS-PAGE (yiiklenen proteinlerin poliakrilamid
jelde molekiil agirlhiklarina gore ayrilmasi), blot (jeldeki proteinlerin 1slak blotlama
yontemiyle PVDF membrana aktarilmasi) ve goriintiilleme (spesifik antikorlar kullanilarak
ECL temelli sistemde karanlik odada protein bantlarinin filme aktarilmasi) asamalari

gerceklestirildi.
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3.5.1. Western Blot Gerecleri

Lizis

Tris Baz (Sigma)

NP40 (Sigma)

SDS (Bio-Rad)

Proteaz Inhibitér Kokteyli (Thermo)
EDTA (Thermo)

Protein Tayini

BCA Protein Assay Reagent (Bicinchoninic acid) (Thermo)
Protein Standartlar1 (BSA/Sigma)

Poliakrilamid Jellerin Hazirlanmasi

Tris Baz (Sigma)

Tris HCL (Sigma)

Akrilamid/Bis Akrilamid (Bio-Rad)
TEMED (Bio-Rad)

Amonyum Persiilfat (Bio-Rad)
Izopropanol (Sigma)

SDS-PAGE

Tris Baz (Sigma)

Brom Fenol Mavisi (Bio-Rad)

Glisin (Sigma)

Laemmli Tamponu (Bio-Rad)

Color Plus Prestained Protein Marker (NEB)
SDS (Bio-Rad)

B-merkaptoetanol (Sigma)

Gliserol (AppliChem)
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Western Blot

Tris Baz (Sigma)

Glisin (Sigma)

Yagsiz siit tozu (Bio-Rad Blotting-Grade Blocker)
Metanol (MERK)

Sodyum Kloriir (NaCl) (Sigma)

TWEEN-20 (Applichem A4974)

Restore Western Blot Stripping Buffer (Thermo)
Signal Fire ECL (Cell Signaling)

CTP (SLC25A1) Primer Antikor (Rabbit/Santa Cruz)
ACLY Primer Antikor (Rabbit/Cell Signaling)
Beta-Aktin Primer Antikor (Mouse/Sigma)

Rabbit Sekonder Antikor (Cell Signaling)

Mouse Sekonder Antikor (Cell Signaling)

3.5.2. Western Blot i¢in Kullamlan Cihazlar

Lizis

pH metre (Sartorius PT-10)
Karistiric1 (Eppendorf Thermomixer)

Santriflij (Eppendorf 5810R)

Protein Tayini

Orbital shaker (Stuart)

Spektrofotometre (Thermo Multiskan-ex)

Poliakrilamid Jellerin Hazirlanmasi

Isitic1 (Stuart Orbital Inkiibator)
pH metre (Sartorius PT-10)

SDS-PAGE

PAGE Sistemi (Bio-Rad PowerPac Basic)
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e Karistirict (Eppendorf Thermomixer)

e pH metre (Sartorius PT-10)

e Western Blot

e pH metre (Sartorius PT-10)

e Gii¢ kaynagi (Bio-Rad Power Pac Basic)
e Orbital Karistiric1 (Stuart)

e Karstirict (Eppendorf Thermomixer)

e Islak Blot Sistemi (Bio-Rad)

3.5.3. Western Blot Yontemi

3.5.3.1. Lizis

RIPA Homojenizasyon Tamponunun Hazirlanmast: 0,607 g Tris (50 mM ) ve 0,877 g
NaCl (150 mM) 80 ml saf suda ¢o6ziildii. Cozeltinin pH’1 7,4’e ayarlandi. Cozeltiye 1 mL
%10’luk SDS (%0,1) ve 1 mL NP40 (%1) ilave edildi. Tampon saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi ve 10 mL tiiplere dagitildu.

siRNA uygulanan hiicreler toplandiktan sonra her bir 25 cm? flask icin 50 uL RIPA
homojenizasyon tamponunda re-siispanse edildi. Tiipler karistiricida,+4 °C’de 1400 RPM’de
20 dakika karigtirildi ve 14000 RPM’de +4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi. Lizati igeren

slipernatanda protein tayinine gecildi.
3.5.3.2.  Protein Tayini

Protein Standartlarinin Hazirlanmasi: 6 eppendorf tiipiine 1 pg/ pul konsantrasyonundaki
protein stokundan konsantrasyonlar 0 ug/ ul-0,2 pg/ ul -0,4 ug/ ul -0,6 pg/ pl -0,8 ug/ ul -1
ug/ ul olacak sekilde protein standartlar1 hazirlandi.

BCA Soliisyonunun Hazirlanmasi: BCA Protein Assay Reagent da bulunan bisinkoninik
asitten %96, bakir-II siilfat soliisyonundan %4 olmak iizere falkon tiipiinde BCA soliisyonu

hazirlandi.

Protein Tayini: Analiz i¢in 96 kuyucuklu plaklar kullanildi. Hazirlanan protein standartlari
seyreltikten derisige dogru ve her biri 4 tekrarli olacak sekilde kuyucuklara 25 pl eklendi.
Ornekler 1:10 oranda her kuyucukta toplam hacim 25 pl olacak sekilde seyreltilip eklendi.
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Hazirlanan BCA soliisyonundan her kuyucuga 200 ul eklendi. Orbital shakerda 37 ‘C’de 30
dk inkiibe edildi. Inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra spektrofotometrede 562 nm dalga
boyunda okuma yapildi. Okuma sonuglarindan yola ¢ikilarak standart grafigi cizildi ve

orneklerdeki protein konsantrasyonlar1 bu grafigin egiminden hesaplandi.

3.5.3.3.  Poliakrilamid Jellerin Hazirlanmasi

Jel Tamponlarinin Hazirlanmasi:

Stacking Buffer (Ust Jel Tamponu)  : 78,8 g Tris-HCl 900 mL saf suda ¢oziildii.
Cozeltinin pH’1 6,8’e ayarlanir ve saf su ile 1L’ye tamamlandi (0,5M).

Resolving Buffer (Alt Jel Tamponu) : 181,659 Tris-Baz 900 mL saf suda ¢oziildii.
Cozeltinin pH’1 8,8’¢ ayarlandi ve saf su ile 1L ye tamamlandi (1,5M).

APS ¢ozeltisi  : 0,5 g amonyum persiilfat 10 mL saf su igerisinde ¢ozildi (% 5).

Jellerin Hazirlanmasi:

Jel ¢ozeltileri asagidaki tablolara gore (Tablo 1 ve 2) her denemeden Once (taze)
hazirlandi. Once alt-jel (resolving) ardindan da iist jel (stacking) dokiildii. Resolving Jel
cozeltisi istenen yiizdede (10 ya da 12) hazirlandi ve jel basina 3,5 mL dokiildii. Sivinin
iizerine hava ile temasmni kesecek miktarda izopropanol ilave edildi. Jelin olusmas1 i¢in
beklendi. Jel olustuktan sonra izopropanol uzaklastirildi ve stacking jel ¢ozeltisi (list jel)
hazirland1 ve sisteme dokiildii. Taraklar yerlestirildi ve {ist jelin olugmasi i¢in beklendi. Jeller

olustuktan sonra SDS-PAGE elektroforezine gegildi.
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Tablo 1. Ust jelin hazirlanmasi

Ust Jel (Resolving)
% Akrilamid 1jel | 2jel | 3jel | 4jel
H.O, ml 2,05 41 6,15 8,2
Tampon, ml 13 2,6 39 5,2
% 30 Akrilamid, ml 1,65 33 4,95 6,6
% 10
% 10 SDS, pl 50 100 150 200
% 10 APS, pl 25 50 75 100
TEMED, pl 75 15 22,5 30
H20, mi 1,72 3,44 5,16 6,88
Buffer, ml 13 2,6 39 5,2
% 30 Akrilamid, ml 1,98 3,96 594 | 7,92
% 12
% 10 SDS, pl 50 100 150 200
% 10 APS, pl 25 50 75 100
TEMED, pl 75 15 225 30
Tablo 2. Alt jelin hazirlanmasi
Alt Jel (Stacking)
1 jel 2 jel 3 jel 4 jel
H,0, ml 15 3 4 6
Tampon, ml 0,65 1,3 1,95 2,6
30% Akrilamid, pl 375 750 1125 1500
10% SDS, ul 25 50 75 100
10% APS, ul 12,5 25 37,5 50
TEMED, pl 25 5 75 10
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3.5.3.4. SDS-PAGE

Tamponlarin Hazirlanmasi:

Tris Cozeltisinin (4X Laemmli Yiikleme tamponu i¢in) Hazirlanmasi: 3,64 g Tris-Baz
(1,5 M) 15 mL saf suda ¢oziildii ve pH 6.8’¢ ayarlandi. Cozeltiye saf su eklenerek hacim 20

mL’ye tamamlandi.

%0, 1’lik Brom Fenol Mavisinin (4X Laemmli Yiikleme tamponu i¢in) Hazirlanmasi: 1

mg brom fenol mavisi 1 mL saf suda ¢oziilerek 1 mL ¢6zelti hazirlandi.

4X Laemmli Tamponunun Hazirlanmasi: 1,5 mL’lik tiipe 167 pL, 1,5 M tris ¢ozeltisi (pH
6,8), 23 uL saf su, 400 pL gliserol, 200 puL %40’lik SDS, 200 puL B-merkaptoetanol, 10 pL

%0,1’1lik brom fenol mavisi eklenerek hazirlandi.

Yiiriitme/Transfer Stok Tamponun Hazirlanmasi (1L, 10X): 30 g Tris-baz (0,25 M), 144
g glisin 600ml saf suda ¢oziildii. Cozeltinin pH’1 7,4’e ayarlandi. Cozelti 1L’ye saf su

eklenerek tamamlandi.

Yiiriitme/Transfer Stok Tamponun Hazirlanmasi (1L, 5X): 30g Tris-baz (0,25 M), 144 g
glisin 1500 ml saf suda ¢oziildii. Cozeltinin pH’1 7,4’¢ ayarlandi. Cozelti 2L’ye saf su

eklenerek tamamland.

Yiiriitme Tamponun Hazirlanmasi (1L, 1X): 100 mL stok 10X (veya 200 mL stok 5x)
yiirlitme/transfer tamponu tizerine 900 mL saf su eklendi. Bu karigimin igine 1 mL %10’luk

SDS eklenerek 1X yiirlitme transfer tamponu hazirland.
Yiikleme:

BCA yontemiyle orneklerde protein tayini yapildiktan sonra jel kuyucuklarina esit
miktarda (30 pg) protein yiikklemek amaciyla her bir 6rnekten alinmasi gereken hacim (L),
BCA protein tayini sonuglarina goére hesaplandi. Tim yiliklemeler 30 pL araliinda
gerceklestirildi.

En biiyiik hacimden baslanarak su, 7,5 pL 4x laemmli tamponu ve ornek bir tiipte, son
konsantrasyon 30 ug protein/30 uL ¢ozelti olacak sekilde karistirildi. Hazirlanan karisim
95°C, 700 RPM’de 5 dk denatiire edildi. Onceden hazirlanmis olan jellerin bulundugu camlar

BioRad elektroforez tankina dikey olarak yerlestirildi ve camlarin arasinda kalan bdlge
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yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Tankin camlarin arasinda kalmayan bolgesi ise, tank
iizerinde belirtilen hizaya kadar yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Jeldeki taraklar ¢ikarilds. ilk
kuyucuga marker (10 pL), diger kuyucuklara 6rnekler (30 pL) yiiklendi.

Ornek yiikleme sirasi: Tiim hiicre hatlari i¢in rnekler ayni sira ile yiiklendi

e Marker

e NT (72 saat miidahale edilmemis kontrol hiicreleri)

e Kontrol (Kontrol siRNA ile 72 saat muamele edilmis hiicreler)

e (TP 48 saat (CTP siRNA ile 48 saat muamele edilmis hiicreler)

e CTP 72 saat (CTP siRNA ile 72 saat muamele edilmis hiicreler)

e ACLY 48 saat (ACLY siRNA ile 48 saat muamele edilmis hiicreler)
e ACLY 72 saat (ACLY siRNA ile 72 saat muamele edilmis hiicreler)

Orneklerin Yiiriitiilmesi:

Elektroforez sisteminin kapagi kapatildi ve sistem gii¢ kaynagina takildi. Gii¢ kaynagi 70
volta ayarlandi ve marker stacking jeli gegene kadar (~15-20 dakika) yiiriitiildii. Bu islemden
sonra ylirlitme islemi 110 voltta, marker istenen hizaya ulasana kadar, 1-1,5 saat devam
ettirildi. Marker cam panelin sonuna yaklastiginda yiiritme islemi sonlandirildi ve blotlamaya

gecildi.
3.5.3.5.  Western Blot

Cozeltilerin Hazirlanmasi

Transfer Tamponun Hazirlanmasi (1L): 200 ml metanol ve 100 ml stok 10x (veya 200

mL stok 5x) yiiritme transfer tamponu saf su ile 1 L’ye tamamlandi.

TBS Cozeltisinin Hazirlanmas1 (1L, 10X): 24,2 g Tris-Baz (0,2 M) ve 80 g sodyum
kloriir (NaCl) 600 ml saf suda ¢oziildii ve ¢ozeltinin pH’1 7,4’e ayarlandi. Cozelti saf su

eklenerek 1 L’ye tamamlandi.

TBST (Cozeltisinin Hazirlanmasi (1L, 1X): Hazirlanan TBS stok soliisyonundan 100 ml
alind1 1 ml Tween-20 (=%0,1) eklendi, saf su ile 1 L’ye tamamlandi.
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Siit Tozu Cozeltisi (%5, 100 ml): 100 ml TBST c¢ozeltisi iginde 5 g siit tozu ¢oziilerek

hazirlandi.

Primer Antikor Cozeltisi: Siit tozu ¢ozeltisi (%5) i¢inde hem CTP hem de ACLY igin
1:100 oraninda primer antikor eklenerek ¢6zelti hazirlandi. Beta aktin igin seyreltme orani
olarak 1:3000 kullanild.

Primer Antikor Cozeltisi: Siit tozu ¢ozeltisi (%5) iginde rabbit sekonder antikor 1:1000,

mouse sekonder antikor 1:10000 seyreltme kullanilarak hazirlandi.

Proteinlerin Jelden Membrana Transferi

yaklagik bir dakika doyuruldu. Metanolden alinan membran transfer ¢ozeltisi i¢inde yaklagik
5-10 dakika dengelendi. Yiiriitme islemi tamamlanmis jeller yiiriitme diizeneginden alinir.
Transfer tamponu eklenen diiz bir kabin igine bir adet filtre kagidi konuldu. Transfer tamponu
icinde dengelenen membran alinarak watman kagidinin istiine konuldu. Jelin tizerine filtre
kagidi konuldu. Membran pozitif, jel negatif kutba gelecek sekilde transfer diizenegi
hazirlandi. Diizenek transfer tankina yerlestirildi. Tankin yiizeyini kaplayacak kadar transfer

tamponu eklendi. Gece boyunca 120 mA +4 °C’de transfer islemi gergeklestirildi.

Bloklama ve Primer Antikor ile Muamele

Transferden sonra membran, siit tozu ¢ozeltisi (%5) i¢ine konuldu. Orbital karistiricida,
oda sicakliginda 30 dakika-1 saat bloklama islemi gergeklestirildi. Membran 80 kDa
cizgisinden kesildi. Ust kissm ACLY alt kisim ise CTP primer antikor ¢dzeltisiyle gece boyu
+4 °C’de muamele edildi. Primer antikorla muamele islemi bittikten sonra membran TBST
cozeltisi ile 3 kez 5’er dakikalik siireler ile yikandi. Strip ile primer antikorun
uzaklagtirilmasimin ardindan membranin alt kismi1 primer beta-aktin antikoru ile muamele
edildi.

Sekonder Antikor ile Muamele

Membran ilgili sekonder antikor ile orbital karistiricida, oda sicakliginda 1 saat muamele
edildi. Sekonder antikorla muamele islemi bittikten sonra membran TBST ¢ozeltisi ile 3 kez

5’er dakikalik siireler ile yikanda.
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Gorintuleme

Son yikama isleminden sonra membran Signal Fire ECL ¢ozeltisi (kemiliiminesan
substrat) ile 1 dakika muamele edildi. Karanlik odada membrana ait bantlar filme aktarilarak
goriintiileme gerceklestirildi. Bantlar degerlendirilirken beta-aktin’e ait bantlar yilikleme
kontrolii olarak degerlendirildi. 48. ve 72 saatteki protein inhibisyonunun etkinligi ilgili
bantlarin  kontrol siRNA wuygulanmis ve higbir sey uygulanmamis (NT) Orneklerle

karsilastirilmasiyla belirlendi.

Strip

Beta-aktin’in goriintiilenebilmesi i¢in dncelikle membranin alt kismindaki CTP primer ve
sekonder antikorunun uzaklastirilmasi gerektiginden, Restore Western Blot Stripping Buffer

kullanilarak strip (bagh antikorlarin uzaklastirilmasi) islemi gergeklestirildi.

Ik olarak membran kemiliiminesan substratlarindan arindirilmak icin TBST ¢ozeltisi ile 3
kez 5’er dakikalik siireler ile oda sicakliginda yikandi. Membranin istiinii kaplayacak kadar
Restore Western Blot Stripping Buffer (Thermo) eklendi. Hafif karistirmayla oda sicakliginda
10 dakika bekletildi. Membran TBST ¢ozeltisi ile 3 kez 5’er dakikalik siireler ile oda
sicakliginda yikandi. Boylece, primer ve sekonder antikorlardan arindirilan membran yeni bir

antikor ile muamele edilebilir hale getirildi.

3.6. Akis Sitometrik Yontemler ile Hiicresel Etkilerin Belirlenmesi

Hiicrelerde siRNA wuygulamasmin ardindan canlilik disindaki hiicresel etkiler akis
sitometrik yontemler ile belirlendi. Hiicrelerde CTP ve ACLY inhibisyonunun apoptoz ve
nekroz tizerine etkileri Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD) ile, hiicre yasam dongiisii
tizerine etkileri BD Cycletes Plus Kit ile ve otofaji iizerine etkileri akridin oranj (Sigma)
boyast kullanilarak belirlendi. Tiim hiicre hatlari icin tiim denemelerde hiicreler dort grup

halinde incelendi:

72 saatlik siRNA uygulanmayan kontrol hiicreleri (NT)
72 saatlik Kontrol siRNA uygulanan hiicreler (Kontrol)
72 saatlik CTP siRNA uygulanan hiicreler (CTP)

72 saatlik ACLY siRNA uygulanan hiicreler (ACLY)

el
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Hiicre yasam dongiisii denemesi disindaki tiim denemeler igin 200x10° hiicre 25 cm?
flaska ekildikten sonra gece boyu beklenmis ve ardindan siRNA transfeksiyonu
gerceklestirildi. Hiicre yasam dongiisii denemesi igin ise siRNA transfeksiyonundan once
hiicreler yasam dongiisii senkronizasyonu i¢in gece boyu serumsuz ortamda bekletildi.

3.6.1. Akis Sitometri Geregleri

Apoptoz/Nekroz Tayini

e Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD)
e PBS

Hiicre Yasam Dongiistindeki Degisiklikler
e Cycletes Plus Kit (BD)
Otofaji Tayini

e Akridin Oranj (Sigma)
e PBS (Lonza)

3.6.2. Akis Sitometride Kullamlan Cihazlar

e Facs ARIA II Akis Sitometre (BD)
e Laminar Flow Kabin (Thermo/MSC.12 ve Thermo MSC.Advantage)

e Inkiibatdr (Thermo Forma Series II ve Thermo Steri-Cycle)

3.6.3. Akis Sitometri Yontemleri

3.6.3.1.  Apoptoz/Nekroz Tayini

Ornekler toplandiktan sonra PBS ile iki kez yikandi. Hiicre pelleti kitin igerigindeki
baglama tamponundan (binding buffer 1x) 500 pL ile yeniden siispanse edildi.
Siispansiyondan 100 pL alindi ve iizerine 5 pL FITC ile isaretlenmis Annexin-V ve 5 uL
propidyum iyodiir ¢ozeltisinden ilave edildi. Oda sicakliginda boyama i¢in 15 dakika
beklendi. Orneklerin iizerine 400’er pL baglama tamponundan ilave edildi ve akis sitometrede

analiz gergeklestirildi.
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3.6.3.2.  Hiicre Yagsam Ddéngiistindeki Degisiklikler

Ornekler toplandiktan sonra kitin igerigindeki A solusyonundan 250 uL ile siispanse
edildi. Siispansiyonun {izerine kitin igerigindeki B solusyonundan 200 pL ilave edildi. 10
dakika oda sicakliginda beklendikten sonra siispansiyonun iizerine C solusyonundan 200 pL

ilave edildi ve akis sitometrede analiz gerceklestirildi.

3.6.3.3.  Otofaji Tayini

Ornekler toplandiktan sonra PBS ile iki kez yikandi. Yikamalardan sonra hiicre pelleti %
0,1 100 pL akridin oranj ¢ozeltisi ile siispanse edildi. Oda sicakliginda boyama i¢in 15 dakika
beklendikten sonra hiicreler 1200 RPM’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve
pellet 500 uL PBS iginde siispanse edildikten sonra akis sitometrede analiz gergeklestirildi.
Otofajinin belirlenebilmesi boyanin yalnizca asidik vezikiillere baglandiginda verdigi turuncu

emisyon takip edildi.
3.7.  Otofajinin Mikroskopi ile Tayini

Akridin oranj, normal pH seviyesindeki hiicresel kompartmanlarda yesil ve asidik
vezikiillerde turuncu renkte 1s1ma yapan florasan bir boyadir. Mikroskopik goriintiileme ile
otofajik degisimler takip edilebilir. CTP ve ACLY inhibisyonunun olasi hiicresel etkilerinden
birisi de otofaji slirecinde goriilebilecek degisikliklerdir. Bu degisikliklerin tespiti amaciyla 6-
kuyucuklu plaklarda asagida listelenen uygulamalar yapilmis MCF-7 hiicrelerinde, otofaji

tayini akridin oranj boyamasi ile gergeklestirilmistir.

1. 72 saatlik siRNA uygulanmayan kontrol hiicreleri (NT)

2. 72 saatlik Kontrol siRNA uygulanan hiicreler (Kontrol)

3. 72 saatlik CTP siRNA uygulanan hiicreler (CTP)

4. 72 saatlik kimyasal CTP inhibit6rii uygulanan hiicreler (CNASB)

Her bir 6rnek icin en az iki tekrar ¢alisilmistir. Kuyucuk basina 40x10° hiicre ekildikten
sonra hiicrelerin yapigsmasi ve duplikasyon i¢in gece boyu beklenmis ve ardindan inhibisyon

uygulamalarina gecilmistir.

3.7.1. Mikroskopi Gerecleri

e Akridin Oranj (Sigma)
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e PBS (Lonza)

3.7.2. Mikroskopide Kullanilan Cihazlar

e Inkiibatdr (Thermo)

e Mikroskop (Olympus)

3.7.3. Mikroskopi Yontemi

Hiicreleri igeren kuyucuklarin tizerine 3 ul akridin oranj ilave edildi. Oda sicakliginda,
karanlikta, 10 dakika beklendikten sonra kuyucuklar {i¢ kez 2 ser ml PBS ile yikandu.
Yikamalarin ardindan florasan mikroskopta goriintiileme gerceklestirildi. Calismamizda
otofajideki degisimlerin anlagilabilmesi mikroskopi goriintiilerinde i¢in turuncu renkli

lizozomlarin dagilimi ve boyutundaki degisimler degerlendirilmistir.
3.8. Sitoplazmik Sitrat Diizeylerinin Belirlenmesi

Bu calismada hedeflenen protein, sitrat transport proteini (CTP), mitokondriyal sitratin
sitoplazmaya gecisini saglamaktadir. Calisma kapsaminda proteinin inhibisyonu ile
sitoplazmik sitrat diizeylerinin diisecegi ongdriilmiistiir. Bunun ispatlanabilmesi i¢in dncelikle
mitokondrinin  sitoplazmadan ayrilmasi ve sitoplazmik ekstraktta sitrat tayininin
gerceklestirilmesi  gerekmektedir. Asagidaki Orneklerde sitoplazmik sitrat diizeyleri

belirlenmis ve karsilastirilmistir.

72 saatlik sSiRNA uygulanmayan kontrol hiicreleri (NT)

72 saatlik Kontrol siRNA uygulanan hiicreler (Kontrol)

72 saatlik CTP siRNA uygulanan hiicreler (CTP)

72 saatlik kimyasal CTP inhibitorii uygulanan hiicreler (CNASB)

© N o o

Sitoplazmik sitrat diizeylerinin tayin edilebilecek diizeylere ulasabilmesi i¢in hiicreler dort
tane 25 cm? flaska (200x10° hiicre/flask) ekildikten sonra gece boyu beklenmis ve ardindan

inhibisyon uygulamalarina gerceklestirilmistir.
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3.8.1. Sitrat Tayini Gerecleri

Sitoplazmanin Izolasyonu

e Mitochondria Isolation Kit for Cultured Cells (Pierce)

Sitrat Tayini

e Citrate Assay Kit (Sigma)

3.8.2. Sitrat Tayini i¢cin Kullanilan Cihazlar

Sitoplazmanin Izolasyonu

e Santrifiij 5810R (Eppendorf)

Sitrat Tayini

e Spektrofotometre (Multiskan-ex Thermo)

3.8.3. Sitrat Tayini Yontemleri

8.7.3.4. Sitoplazmamn Izolasyonu

Hiicreler toplandiktan sonra 800 uL A reaktifi ile slispanse edildi. Orta hizda vortekslenip
buz iizerinde 2 dakika bekletildikten sonra B reaktifinden 10 pL iizerine eklendi ve yeniden
vortekslenip buz lizerinde 5 dakika daha bekletildi. 800 puL C reaktifinden ilave edildi ve alt-
iist yapilarak karistirildi. 700 g’de +4°C’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra sitoplazma ve
intakt mitokondriyi igeren siipernatan baska bir tiipe aktarildi ve 12000 g’de +4 °C’de 15

dakika santrifiij edildi. Sitoplazmay1 igeren siipernatant ile sitrat tayinine gegildi.

8.7.3.5. Sitrat Tayini

Sitrat tamponu, enzim karisimi, developer ve prob’dan olusan reaksiyon karisimi
lireticinin talimatlarina gore hazirlandi. 96 kuyucuklu plaklarda sitrat standartlar1 (0, 0,2, 0,4,
0,6, 0,8, 1 uM) ve orneklerin sitoplazma ekstraktlari kuyucuk basina 50 pL ve en az iki
tekrarli olacak sekilde yiliklendi. Reaksiyon karisimindan 50ser puL tiim kuyucuklara yiiklendi
ve 570 nm’de okuma gergeklestirildi. Sonuglara gore cizilen standart grafifinden tiim

orneklerdeki sitrat diizeyleri belirlendi. Ayrica deneme ile es zamanli olarak tiim 6rneklerde
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protein tayini, ilgili kisimda bahsedildigi sekliyle, gerceklestirildi ve sonuglar protein

miktarlaria gore diizeltilerek normalize edildi.
8.8.  Histon Asetilasyonunun Belirlenmesi

Sitrat transport proteini (CTP) ve ATP-sitrat-liyaz (ACLY) proteinlerinin susturulmasi
icin gerceklestirilen siRNA uygulamasinin ardindan inhibisyonun histon asetilasyonu iizerine
etkilerinin belirlenmesi amaciyla ticari histon asetilasyon kiti (Cylex) kullanildi. Kitin
prensibi asetilenmis histon kalintilarma spesifik, 450 nm’de abzorbans verecek sekilde
modifiye edilmis antikorlar kullanilarak ELISA formatinda global histon asetilasyonunun

degerlendirilmesine dayanmaktadir.

3.8.1. Histon Asetilasyonunun Belirlenmesinde Kullanilan Geregler

Cellular Histone Acetylation Assay Kit (Cylex)

Metanol (Sigma)

3.8.2. Histon Asetilasyonunun Belirlenmesinde Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre (Multiskan-ex Thermo)

8.8.3. Histon Asetilasyonu Tayin Yontemi

Hiicreler kuyucuk bagina 10x10° hiicre diisecek sekilde ekildikten ve gece boyu
beklendikten sonra siRNA transfeksiyonu gerceklestirildi. Hiicreler 72 saat siRNA ile inkiibe
edildikten sonra histon asetilasyonunun belirlenmesine gecildi. Hiicre ortami1 uzaklastirilarak,
hiicrelerin fiksasyonu i¢in her bir kuyucuga 150 pL soguk metanol ilave edildi. 10 dakika
beklendikten sonra metanol uzaklastirildi ve her bir kuyucuga kitin iceriginde bulunan
bloklama ajanindan 200 pL ilave edildi. 1 saat oda sicakliginda inkiibasyon gerceklestirildi ve
ardindan bloklama ajani uzaklastirilarak, kitin i¢inde bulunan asetile histon antikorundan 50
pL kuyucuk basina ilave edildi. 1 saat oda sicakliginda beklendikten sonra kitin iginde
bulunan yikama solusyonu ile kuyucuklar ii¢ kez yikandi. Ikincil antikor ¢ozeltisinden 50 pL
kuyucuk bagma ilave edildi ve oda sicakliginda 1 saat inkiibasyon gerceklestirildi.
Kuyucuklar yikama solusyonu ile yeniden ii¢ kez yikandi ve kolorimetrik reaksiyonu saglayan
substrat ¢cozeltisinden kuyucuk basina 50 pL ilave edildi. Reaksiyonun gerceklesmesi i¢in oda

sicakliginda 10 dakika beklendikten sonra reaksiyonu durdurmak ic¢in durdurma
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solusyonundan kuyucuk basia 50 pL eklendi ve 450 nm’de okuma gerceklestirildi. Sonuglar
degerlendirilirken siRNA uygulanmamis hiicrelerdeki asetilasyon diizeyi %100 kabul edildi

ve diger 6rneklerdeki asetilasyon diizeyleri ona gore belirlendi.

3.9. Verilerin Analizi

Canlilik tayini, sitoplazmik sitrat diizeylerinin belirlenmesi, apoptotik-nekrotik etkilerin
belirlenmesi, hiicre yasam dongiisiindeki degisimlerin ve otofaji iizerine etkilerin belirlenmesi
ile histon asetilasyon diizeylerinin belirlenmesine ait tiim grafikler GraphPad Prism 5 yazilim1
ile ¢izilmistir. Tim denemelerde CTP ve/veya ACLY SiRNA uygulanmis ornekler ile kontrol
SIRNA uygulanmis ve siRNA uygulanmamis orneklerin etkiler karsilagtirilirken siitun
grafikler kullanilmig, deneme tekrarlarina ait standart hata verileri grafiklerde hata ¢ubugu
olarak gosterilmistir. Benzer sekilde kimyasal CTP inhibitdrii olan CNASB uygulanmis
ornekler ile bu maddenin icinde ¢oziindiigii tasryicis1 DMSO etkileri kiyaslanmistir. Biitiin
karsilastirmalar igin istatistiksel anlamlilik, GraphPad Prism 5 yaziliminda gergeklestirilen t
testi ile incelenmistir. Test sonuclar1 degerlendirilirken 0,05’in altindaki p degerleri anlaml
kabul edilmistir. Grafiklerde anlamlilik p<0,05 i¢in tek yildiz imi (*), p<0,01 i¢in ¢ift yildiz

imi (**) ve p<0,001 i¢in ii¢lii y1ldiz imi (***) ile ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. CTP ve ACLY Proteinlerinin siRNA ile inhibisyonu

siRNA’nin inhibe edici etkilerinin belirlenebilmesi i¢in;

e NT (siRNA ile muamele edilmemis hiicreler),

e Kontrol siRNA ile 72 saat muamele edilmis hiicreler,

e CTPsiRNA ile 48 ve 72 saat muamele edilmis hiicreler ve

e ACLY siRNA ile 48 ve 72 saat muamele edilmis hiicrelerden elde edilen 6rneklerde
uygun antikorlar kullanilarak western blot analizi ger¢eklestirildi. MCF-7 hiicrelerinde siRNA
etkisi ile gergeklesen ekspresyon inhibisyonu sekil 5°te, MDA-MB-231 hiicrelerinde
gergeklesen inhibisyon sekil 6’da, MCF10A hiicrelerinde gergeklesen inhibisyon sekil 7°de
gosterilmektedir. Calismada kullanilan her iki siRNA da hem 48. hem de 72. saatte ilgili
proteini etkili bir sekilde inhibe etmeyi basarmistir. ACLY antikoru (Cell Signaling) 125 kDa,
CTP antikoru (Santa Cruz) 30-38 kD, B-aktin antikoru ise 42 kDa civarinda bant vermektedir.

Kontrol CTP siRNA ACLY siRNA
SiRNA 48 saat 72 saat 48 saat 72 saat

NT

ACLY
(125 kDa)

CTP
(33 kDa)

Beta-Aktin
(42 kDa)

SEKIL 5. MCF-7 hiicrelerinde CTP ve ACLY siRNA’n1n ilgili proteinlerin ekspresyonu iizerine etkileri.



Kontrol CTP siRNA ACLY siRNA
SiRNA 48 saat 72 saat 48 saat 72 saat

NT

ACLY
(125 kDa)

CTP
(33 kDa)

Beta-Aktin
(42 kDa)

SEKIL 6. MDA-MB-231 hiicrelerinde CTP ve ACLY siRNA’nin ilgili proteinlerin ekspresyonu iizerine
etkileri.

NT Kontrol CTP siRNA ACLY siRNA
SiRNA 48 saat 72 saat 48 saat 72 saat
ACLY
(125 kDa)
CTP
(33 kDa)
Beta-Aktin
(42 kDa)

Sekil 7. MCF-10A hiicrelerinde CTP ve ACLY siRNA’nin ilgili proteinlerin ekspresyonu iizerine etkileri.

Elde edilen bulgular tiim hiicre hatlarinda her iki siRNA’nin da basarili bir bigimde
optimize edildigini ve hedef proteinlerin 48. Saatten itibaren etkili bir sekilde susturuldugunu
ortaya koymaktadir (Sekil 5, 6 ve 7). Susturma etkisi 72. Saatte de devam etmistir. Bu deney

sonucundan yola ¢ikilarak siRNA’larin hiicresel etkileri 72. Saatte incelenmistir.
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4.2. Inhibisyonun Canhlik Uzerine Etkileri
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Kristal viyole yontemi ile tespit edilen canlilik
verileri asagidaki tablo (Tablo 3) ve grafikte
sunulmustur (Sekil 8). Canlilik testi sonuglarina
gore; CTP  siRNA  uygulamast  MCF-7
hiicrelerinde kontrol siRNA orneklerine gore %
7,97 canlilik inhibisyonuna (p=0,295), MDA-MB-
231 hiicrelerinde ise % 15,28 canlilik inhibisyona
(p=0,020) neden olmaktadir. ACLY SsSiRNA
uygulamasi ise CTP siRNA uygulamasma gore
daha etkilidir. MCF-7 hiicrelerinde kontrol
hiicrelerine goére % 21,90 canlilik inhibisyonu
(p=0,005) gorilmiisken, bu oran MDA-MB-231
hiicrelerinde % 18,87 (p=0,031) olarak
belirlenmistir. Tiim hiicrelerde kontrol siRNA
diisilk diizeyde bir inhibisyona neden olmustur.
Kimyasal CTP inhibitorii ise, tasiyict (DMSO)
uygulamasina kiyasla MCF-7 hiicrelerinde
%38,27 (p=0,043), MDA-MB-231 hiicrelerinde
ise % 36,40 (p=0,028) diizeyinde canlilik
inhibisyonuna neden olmustur. Bu sonuglar
kimyasal CTP inhibitoriiniin siRNA uygulamasina
kiyasla daha etkin bir canlilik inhibisyonu

tetikledigini gostermektedir.

Sekil 8. Kristal viyole canlilik sonuglari. A) MCF-7, B) MDA-MB-231 ve C) MCF-10A hiicreleri igin.

72 saatlik sSiRNA muamelesinin sonucunda elde edilen canlilik degerleri tabloda siitun olarak, iliskili

standart sapma degerleri ise hata g¢ubugu olarak sunulmustur. Hesaplamalar yapilirken uygulama

yaptlmamis Orneklerin (NT) canliligi %100 kabul edilmis ve diger canlilik verileri ona gore

hesaplanmistir. Istatistiksel analiz yapilirken; CTP ve ACLY KONTROL ile CNASB ise DMSO ile t

testi kullanilarak karsilastirilmistir. * p<0,05 ve ** p<0,01 diizeyinde anlamlilig1 ifade etmektedir.
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Tablo 3. Kristal viyole canlilik sonuglari. Degerler ilgili uygulamanin sonucu olan 72.

Saatteki ortalama canlilik degerlerini ifade etmektedir.

CANLILIK

NT KONTROL CTP  ACLY DMSO CNASB
MCEF-7 100,00 92,80 84,83 70,90 86,62 48,35
MDA-MB-231 100,00 96,74 81,46 77,87 91,05 54,65
MCF-10A 100,00 85,75 90,47 89,98 74,83 90,62

MCF-10A hiicrelerinde ise ne siRNA uygulamasi ne de kimyasal CTP inhibitori ilgili
kontrollere kiyasla hiicresel canliligi anlamli 6l¢ii azaltmistir. Bu durumda inhibe edilen

proteinlerin canliliktaki roliiniin kansere 6zgii oldugu sdylenebilir.
4.3. Inhibisyonun Sitoplazmik Sitrat Diizeyleri Uzerine Etkileri

CTP proteininin temel aktivitesinin mitokondriden sitoplazmaya sitrat gecisini saglamak
oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda, inhibisyonun etkinligi agisindan sitoplazmik sitrat
diizeylerindeki azalmanin proteinin ekspresyon diizeyindeki azalma kadar onemli oldugu
aciktir. Bu nedenle 72 saatlik inhibisyon denemesinin sonucunda, sitoplazmik sitrat diizeyleri
olglilmiis ve sonuglar asagidaki tablo (Tablo 4) ve grafikte (Sekil 9) sunulmustur. Tabloda her
bir 6rnek igin Olgiilen mg protein basina diisen sitoplazmik sitrat diizeylerine ait sayisal

degerler, grafikte ise bu degerlerin sematik gosterimi sunulmaktadir.

Tablo 4. CTP inhibisyonunun sitoplazmik sitrat diizeyleri iizerine etkisi.

Sitoplazmik Sitrat (nmol/mg protein)
NT KONTROL CTP CNASB

MCF-7 4,89 6,97 6,35 2,89
MDA-MB-231 13,38 16,23 12,71 10,38
MCF-10A 2,61 2,91 2,72 0,30
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Sekil 9. CTP inhibisyonunun sitoplazmik sitrat
diizeyleri iizerine etkisi. Siitunlar mg protein
basina diisen nmol sitrati, hata ¢ubuklar1 ise
hesaplanan standart hatayr gostermektedir.
CTP siRNA,

CNASB

Istatistiksel analiz

KONTROL

yapilirken;
siRNA uygulamasi ile
uygulamast ise NT (hi¢bir sey uygulanmamis
kullanilarak

p<0,01

testi

p<0,05 ve **

hiicreler) ile t
kargilastirilmistir.  *

diizeyinde anlamlilig1 ifade etmektedir.

Elde edilen bulgulara gére hem MCF-7
(p=0,207) hem de MDA-MB-231 (p=0,011)

hiicre hatlarinda CTP siRNA  uygulanan

orneklerdeki sitrat diizeyleri kontrol siRNA

uygulanan Orneklere gore diisiis gostermistir.
Bununla birlikte bu diisiis yalnizca MDA-MB-

231 hiicre hattinda istatistiksel anlamlidir.

Kontrol siRNA uygulanan orneklerde ise NT
orneklerine gore sitrat dilizeylerinin yiiksek
oldugu goriilmektedir. Bu yiiksekligin nedeninin
lipozom temelli transfeksiyon sirasinda hiicre
kiilltirii ortaminda bulunan sitratin, siRNA ile
birlikte hiicre i¢ine transfer edilmis olmasi

olabilecegi disiiniilmektedir. Bu preanalitik

etkinin  sonuglar1  etkilememesi  amaciyla
karsilastirma yapilirken CTP siRNA 6rneklerinin
siRNA kiyaslanmast

onemlidir. MCF-10A hiicrelerinde ise canlilik

kontrol ornekleri ile
tayini sonuglar1 ile uyumlu bir sekilde sitrat

diizeyleri de degismemistir (Sekil 9).

Kimyasal CTP inhibitoérii (CNASB) tiim
hiicre hatlarinda hiicrelerinde sitrat diizeyini
siRNA’dan daha etkili ve anlamli bir bicimde
azaltmayr basarmistir (MCF-7 i¢in p=0,005,
MDA-MB-231 i¢in p=0,002 ve MCF-10A icin
p=0,002).
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4.4. Inhibisyonun Apoptoz ve Nekroz Uzerine Etkileri

CTP ve ACLY inhibisyonunun canlilik tizerine etkileri belirlendikten sonra, bu
inhibisyonlarin hiicre 6liimiine neden olup olmadiginin anlagilabilmesi amaciyla hiicrelerde

apoptotik ve nekrotik hiicre yiizdelerindeki degisim incelenmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda hiicreler 72 saat boyunca CTP ve ACLY siRNA ile muamele
edildikten sonra akis sitometrik Annexin-V/Pl analizi ile inhibisyonun apoptoz ve nekroz
iizerine etkileri tayin edilmistir. Inhibisyonun MCF-7 hiicrelerine etkisini gosteren akis
sitometri verileri sekil 10’da ve deney tekrarina ait veriler sekil 11°de sunulmustur. MDA-
MB-231 hiicrelerine etkisini gdosteren akis sitometri verileri sekil 12°de ve deney tekrarina ait
verileri sekil 13’de sunulmustur. MCF10A hiicrelerine etkisini gosteren akis sitometri verileri
sekil 14°de ve deney tekrarina ait veriler sekil 15’de sunulmustur. Etkilere ait sayisal degerler

sekil 16’da grafik halinde sunulmustur.
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Sekil 10. MCF-7 hiicrelerinde siRNA uygulamasinin apoptoz iizerine etkileri. A NT-siRNA uygulanmamis

hiicreler. B Kontrol siRNA uygulanmis hiicreler. C CTP siRNA uygulanmis hiicreler. D ACLY siRNA

uygulanan hiicreler. Ust paneller hiicrelerin dagilimin1 gostermektedir. Her bir kirmizi nokta bir hiicreyi

gostermektedir. X ekseni FITC, Y ekseni propidiyum iyodiir’e ait florasan sinyali gdstermektedir. Sol alt

kisim (Q3) canli hiicreleri, sag alt ve iist kisim (Q2+Q4) apoptotik hiicreleri ve sol iist kisim (Q3) nekrotik

hiicreleri ifade etmektedir. Alt paneller hiicre dagiliminin sayisal verilerini igermektedir.
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Sekil 11. MCF-7 hiicrelerinde siRNA uygulamasinin apoptoz iizerine etkilerinin akis sitometrik yontemler ile
belirlenmesinin tekrar verileri. A NT-siRNA uygulanmamis hiicreler. B Kontrol siRNA uygulanmis hiicreler.
C CTP siRNA uygulanmis hiicreler. D ACLY siRNA uygulanan hiicreler. Ust paneller hiicrelerin dagilimini
gostermektedir. Her bir kirmizi nokta bir hiicreyi gostermektedir. X ekseni FITC, Y ekseni propidiyum
iyodiir’e ait florasan sinyali gostermektedir. Sol alt kistm (Q3) canli hiicreleri, sag alt ve iist kisim (Q2+Q4)

apoptotik hiicreleri ve sol iist kistm (Q3) nekrotik hiicreleri ifade etmektedir. Alt paneller hiicre dagiliminin

sayisal verilerini igermektedir.
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Sekil 12. MDA-MB-231 hiicrelerinde siRNA uygulamasinin apoptoz iizerine etkileri. A NT-SiRNA

uygulanmamis hiicreler. B Kontrol siRNA uygulanmis hiicreler. C CTP siRNA uygulanmis hiicreler. D ACLY

siRNA uygulanan hiicreler. Ust paneller hiicrelerin dagilimini gdstermektedir. Her bir kirmizi nokta bir

hiicreyi gostermektedir. X ekseni FITC, Y ekseni propidiyum iyodiir’e ait florasan sinyali géstermektedir. Sol

alt kisim (Q3) canli hiicreleri, sag alt ve list kistm (Q2+Q4) apoptotik hiicreleri ve sol iist kisim (Q3) nekrotik

hiicreleri ifade etmektedir. Alt paneller hiicre dagiliminin sayisal verilerini igermektedir.
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Sekil 13. MDA-MB-231 hiicrelerinde siRNA uygulamasinin apoptoz iizerine etkilerinin akis sitometrik

yontemler ile belirlenmesinin tekrar verileri. A NT-siRNA uygulanmamis hiicreler. B Kontrol siRNA

uygulanmis hiicreler. C CTP siRNA uygulanmis hiicreler. D ACLY siRNA uygulanan hiicreler. Ust paneller

hiicrelerin dagilimini géstermektedir. Her bir kirmizi nokta bir hiicreyi gdstermektedir. X ekseni FITC, Y

ekseni propidiyum iyodiir’e ait florasan sinyali gdstermektedir. Sol alt kistm (Q3) canl:t hiicreleri, sag alt ve

iist kisim (Q2+Q4) apoptotik hiicreleri ve sol iist kistm (Q3) nekrotik hiicreleri ifade etmektedir. Alt paneller

hiicre dagiliminin sayisal verilerini igermektedir.

46



1-MCF10ANT MCF10A KONT-MCF10A KONT
P
.| ]
< Qt @ < Q Q
a a
e @ o e o] Qo
RELRRLLLIN T UL L T

o 10 10 10° 10 10
FITC-A FITC-A

Tube: MCF1DANT Tube: MCF104 KONT
Population #Events %Parent %Total Population #Events %Parent %Total
I A1l Events 20000 #1000 Il Al Events 20000 #1000
Wr 15,262 763 763 Wr 15,333 767 767
Kot 1 01 0.1 Ka 10 0.1 0.0
a2 402 26 20 [ az 571 37 28
X a3 14775 968 739 [ a3 14606 953 730
a4 74 05 04 B a4 146 10 07

C D
MCF10A CTP-MCF10A CTP MCF10AACYL-MCF10AACYL

< Q @ < a @

LN @ o o o<} Q4

T . 4o T 417 34"
FITC-A FITC-A
Tube: MCF10ACTP Tube: MCF10AACYL

Population #Events %Farent %Total Population #Events %Parent %Total
Il 4l Events 20,000 #1000 M 21l Events 20,000 #1000
Hr 12,649 632 632 Hr 11,880 594 594
K a1 18 0.1 0.1 a1 ] 0.1 0.0
[ a2 1,042 8.2 5.2 bdaz 991 8.3 50
~[J a3 11,391 901 570 a3 10,622 894 531
e 198 16 1.0 o4 261 2.2 13

Sekil 14. MCF-10A hicrelerinde siRNA uygulamasinin apoptoz Uzerine etkileri. A NT-siRNA
uygulanmamis hticreler. B Kontrol siRNA uygulanmis hicreler. C CTP siRNA uygulanmis hicreler. D
ACLY siRNA uygulanan hiicreler. Ust paneller hiicrelerin dagilimini géstermektedir. Her bir kirmizi
nokta bir hicreyi géstermektedir. X ekseni FITC, Y ekseni propidiyum iyodir’e ait florasan sinyali
gostermektedir. Sol alt kisim (Q3) canli hicreleri, sag alt ve ust kisim (Q2+Q4) apoptotik hicreleri ve
sol Ust kisim (Q3) nekrotik hicreleri ifade etmektedir. Alt paneller hiicre dagiliminin sayisal verilerini
icermektedir.
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Sekil 15. MCF-10A hiicrelerinde siRNA uygulamasinin apoptoz iizerine etkilerinin akis sitometrik yontemler

ile belirlenmesinin tekrar verileri. A NT-siRNA uygulanmamis hiicreler. B Kontrol siRNA uygulanmis

hiicreler. C CTP siRNA uygulanmis hiicreler. D ACLY siRNA uygulanan hiicreler. Ust paneller hiicrelerin

dagilimin1 gostermektedir. Her bir kirmizi nokta bir hiicreyi gostermektedir. X ekseni FITC, Y ekseni

propidiyum iyodiir’e ait florasan sinyali gostermektedir. Sol alt kistm (Q3) canli hiicreleri, sag alt ve iist kisim

(Q2+Q4) apoptotik hiicreleri ve sol st kistm (Q3) nekrotik hiicreleri ifade etmektedir. Alt paneller hiicre

dagiliminin sayisal verilerini igermektedir.
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Hiicrelerde CTP ve ACLY diislik miktarda apoptozu tetiklemistir (Sekil 16A.). Bu etki
tlim hiicre hatlarinda benzerdir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde ACLY inhibisyonu ile
tetikenen apoptotik etki, kontrol siRNA ile tetiklenen etkiye kiyasla istatistiksel olarak
anlaml ol¢iide yiiksektir (MCF-7 hiicreleri i¢in p<0,01 ve MDA-MB-231 hiicreleri igin
p<0,05). CTP inhibisyonu ile kontrol siRNA’ya kiyasla tetiklenen apoptoz ise sadece MCF-7
hiicrelerinde istatistiksel anlamli diizeydedir (p<0,01). Bununla birlikte hem MCF-7 hem de
MDA-MB-231 hiicre hattinda CTP ya da ACLY inhibisyonu ile tetiklenen apoptoz diisiik
diizeylerde kalmistir (<%10) ve ilgili siRNA uygulamalarinin neden oldugu canlilik
inhibisyonunun agiklanmasi agisindan yetersizdir. MCF10A hiicrelerinde ise iki siRNA
uygulamasi da kontrol siRNA’ya gore istatistiksel anlamli bir apoptoz artisina neden

olmamustir.

Ayrica CTP ve ACLY uygulamasi sonucunda tetiklenen apoptoz, canlilik inibisyonunun
aksine, kanser hiicrelerine 6zgii degildir ve MCF10A hiicrelerinde de benzer sekilde
gerceklesmistir. Bu sonu¢ da CTP-ACLY inhibisyonunun hiicre canlilig1 iizerine etkilerinin

tek basina apoptoz ile agiklanamayacagini gostermektedir.

Hiicrelerde siRNAlar aracilifiyla tetiklenen nekroz da oldukga diisiik diizeydedir (<%3)
(Sekil 16B.). Her ne kadar MCF-7 hiicrelerinde kontrol siRNA uygulamasina gére CTP ve
ACLY siRNA uygulamasinda istatistiksel anlamli bir nekroz artis1 goriilmiis olsa da bu etki

de canlilik inhibisyonunu ag¢iklama agisindan yetersizdir.
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Sekil 16. CTP ve ACLY inhibisyonunun MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerindeki apoptotik (A) ve
nekrotik (B) etkileri. Siitunlar ortalama hiicre sayisini, hata ¢ubuklar: ise standart harayr gdstermektedir. T
testi ile CTP ya da ACLY uygulamasinin kontrol siRNA uygulamasinin etkileri ile kargilastirilmasinin

istatistiksel analiz sonuglarina gore anlamlilik (*) p<0,05 ve (**) p<0,01 olarak gdsterilmistir.
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4.5. Inhibisyonun Hiicre Yasam Dongiisii Uzerine Etkileri

Hiicreler 72 saat boyunca CTP ve ACLY siRNA ile muamele edildikten sonra akis
sitometrik analiz ile inhibisyonun hiicre yasam dongiisii ilizerine etkileri tayin edilmistir.
Inhibisyonun MCF-7 hiicrelerine etkisini gdsteren akis sitometri verileri sekil 17°de, tekrar
verileri sekil 18’de ve verilerin siitun grafik seklinde diizenlenmis sunumu sekil 19°da
verilmistir. Inhibisyonun MDA-MB-231 hiicrelerine etkisini gosteren akis sitometri verileri
sekil 20°de, tekrar verileri sekil 21°de ve verilerin siitun grafik seklinde diizenlenmis sunumu
sekil 22’de verilmistir. MCF10A hiicrelerine etkisini gdsteren akis sitometri verileri sekil
23’de, tekrar verileri sekil 24’de verilerin siitun grafik seklinde diizenlenmis sunumu sekil
25’de verilmigtir. Tiim hiicre hatlarinda CTP ve ACLY siRNA uygulamasinin yasam
dongiistine etkileri kontrol siRNA’nin etkileri ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.
Istatistiksel analiz t testi kullanilarak gerceklestirilmistir fakat hiicre yasam dongiisii profilleri

arasinda anlamli bir farklilik belirlenememistir.

45.1. MCF-7

MCF-7 hiicrelerinde, tiim siRNA uygulamalarinda (kontrol siRNA dahil) apoptotik SubG;
fraksiyonunda artig goriiliirken, G fraksiyonunda esdeger bir azalma belirlenmistir (Sekil 19).
Bu degisimler kontrol siRNA uygulanan grupta da benzer oldugundan CTP ve ACLY nin

spesifik fonksiyonundan bagimsiz oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 17. MCF-7 hiicrelerinde siRNA uygulamasinin hiicre yasam dongiisii lizerine etkileri. A NT-siRNA

uygulanmamis hiicreler. B Kontrol siRNA uygulanmis hiicreler. C CTP siRNA uygulanmis hiicreler. D ACLY

siRNA uygulanan hiicreler. Ust paneller hiicrelere ait pikleri gostermektedir. X ekseni propidyum iyodiire ait

ve DNA miktarin1 gdsteren florasan sinyali gostermektedir. Y ekseni ise hiicre sayisini belirtmektedir. Alt

paneller piklerdeki hiicre sayisini ifade etmektedir.
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Sekil 18. MCF-7 hiicrelerinde siRNA uygulamasinin hiicre yasam dongiisii iizerine etkilerinin akis sitometrik

yontemler ile belirlenmesinin tekrar verileri. A NT-siRNA uygulanmamis hiicreler. B Kontrol siRNA

uygulanmis hiicreler. C CTP siRNA uygulanmis hiicreler. D ACLY siRNA uygulanan hiicreler. Ust paneller

hiicrelere ait pikleri gostermektedir. X ekseni propidyum iyodiire ait ve DNA miktarin1 gdsteren florasan

sinyali gostermektedir. Y ekseni ise hiicre sayisini belirtmektedir. Alt paneller piklerdeki hiicre sayisinit ifade

etmektedir.
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Sekil 19. MCF-7 hiicrelerinde siRNA uygulamasinin hiicre yasam dongiisii iizerindeki etkilerinin sematik

gOsterimi. Siitunlar ortalama yilizde hiicre degerlerini ve hata cubuklar1 standart hata degerlerini ifade

etmektedir.

45.2. MDA-MB-231

MDA-MB-231 hiicrelerinde, CTP ve ACLY siRNA uygulamasinda hem kontrol siRNA

uygulamasina, hem de siRNA uygulanmamis orneklere gore G fraksiyonunda artis S

fraksiyonunda azalma goriilmiistiir (Sekil 22). Bu degisim oldukea diisiik 6l¢ekte oldugundan

siRNA’larin canlilik iizerine etkilerini aciklamakta yetersizdir.
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Sekil 20. MDA-MB-231 hiicrelerinde siRNA uygulamasinin hiicre yasam dongiisii iizerine etkileri. A NT-
siRNA uygulanmamis hiicreler. B Kontrol siRNA uygulanmis hiicreler. C CTP siRNA uygulanmis hiicreler. D
ACLY siRNA uygulanan hiicreler. Ust paneller hiicrelere ait pikleri gdstermektedir. X ekseni propidyum
iyodiire ait ve DNA miktarin1 gosteren florasan sinyali gostermektedir. Y ekseni ise hiicre sayisini

belirtmektedir. Alt paneller piklerdeki hiicre sayisini ifade etmektedir.
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Sekil 21. MDA-MB-231 hiicrelerinde siRNA uygulamasinin hiicre yasam dongiisii tizerine etkilerinin akis
sitometrik yontemler belirlenmesinin tekrar verileri. A NT-siRNA uygulanmamis hiicreler. B Kontrol siRNA
uygulanmis hiicreler. C CTP siRNA uygulanmis hiicreler. D ACLY siRNA uygulanan hiicreler. Ust paneller
hiicrelere ait pikleri gostermektedir. X ekseni propidyum iyodiire ait ve DNA miktarin1 gosteren florasan
sinyali géstermektedir. Y ekseni ise hiicre sayisini belirtmektedir. Alt paneller piklerdeki hiicre sayisint ifade

etmektedir.
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Sekil 22. MDA-MB-231 hiicrelerinde siRNA uygulamasinin hiicre yasam dongiisii iizerindeki etkilerinin
sematik gosterimi. Siitunlar ortalama yilizde hiicre degerlerini ve hata gubuklar1 standart hata degerlerini ifade

etmektedir.

45.3. MCF-10A

MCF-10A hiucrelerinde, CTP ve ACLY siRNA uygulamasinda hem kontrol siRNA
uygulamasina hem de siRNA uygulanmamis 6rneklere gére G, fraksiyonunda azalma ve
SubG; fraksiyonunda artig gorulmustur (Sekil 25). siRNA’larin MCF10A hucrelerinin canhihgi
Uzerine etkisiz oldugu dusunulduginde bu hafif degisimin siRNA’larin canlilik inhibe edici

etkilerinden bagimsiz oldugu disundlmektedir.
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Sekil 23. MCF10A hiicrelerinde siRNA uygulamasinin hiicre yasam dongiisii iizerine etkileri. A NT-siRNA
uygulanmamis hiicreler. B Kontrol siRNA uygulanmis hiicreler. C CTP siRNA uygulanmis hiicreler. D ACLY
siRNA uygulanan hiicreler. Ust paneller hiicrelere ait pikleri gdstermektedir. X ekseni propidyum iyodiire ait
ve DNA miktarin1 gdsteren florasan sinyali gdstermektedir. Y ekseni ise hiicre sayisini belirtmektedir. Alt

paneller piklerdeki hiicre sayisini ifade etmektedir.
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Sekil 24. MCF10A hiicrelerinde siRNA uygulamasinin hiicre yasam dongiisii iizerine etkilerinin akis
sitometrik yontemler ile belirlenmesinin tekrar verileri. A NT-siRNA uygulanmamis hiicreler. B Kontrol
siRNA uygulanmis hiicreler. C CTP siRNA uygulanmis hiicreler. D ACLY siRNA uygulanan hiicreler. Ust
paneller hiicrelere ait pikleri gdstermektedir. X ekseni propidyum iyodiire ait ve DNA miktarin1 gosteren
florasan sinyali gostermektedir. Y ekseni ise hiicre sayisini belirtmektedir. Alt paneller piklerdeki hiicre

sayisint ifade etmektedir.
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Sekil 25. MCF10A hiicrelerinde siRNA uygulamasinin hiicre yasam dongiisii {izerindeki etkilerinin sematik
gOsterimi. Siitunlar ortalama yilizde hiicre degerlerini ve hata cubuklar1 standart hata degerlerini ifade

etmektedir.
4.6. Inhibisyonun Otofaji Uzerine Etkileri

Hiicresel fizyolojik siirecler arasinda, hem hiicre oliim siirecleri ile hem de hiicresel
metabolizma ile dogruda iliskili oldugu i¢in otofajinin CTP ve ACLY inhibisyonundan

etkilenebilecegi diistiniilmektedir.

Hiicrelerde inhibisyonun otofaji iizerine etkisi, otofagozom boyast olarak kullanilan
akridin oranj ile tayin edilmistir. Akridin oranj, normal pH seviyesindeki hiicresel
kompartmanlarda yesil ve asidik vezikiillerde turuncu renkte 1s1ma yapan florasan bir boyadir.
Turuncu boyanan vezikiillerin boyut ve dagilimi incelenerek otofajik stiregteki farkliliklar
irdelenebilir. Ayrica turuncu boyaya ait sinyalin akis sitometrik olarak takip edilmesiyle

kantitasyon gerceklestirilebilir.

Mikroskopi ¢aligmalarinda inhibisyonun otofaji iizerine herhangi bir etki gdsterdigini
isaret eden bir bulguya rastlanmamistir (Sekil 26). Asidik vezikiillere ait turuncu boyanin

dagilimi etkilerden bagimsiz olarak tiim 6rneklerde benzerdir.

Akis sitometri sonuglarina gore hiicrelerde akridin oranj’in asidik vezikiillere baglanmasi

sonucunda ortaya ¢ikan sinyale ait ikinci pik belirlenememistir (Sekil 27 ve 28). Her ne kadar
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hiicrelerde tetiklenen otofajiye ait bir sinyal belirlenmemis olsa da, 103 degerinin tizerinde
florasan 151ma yapan hiicreler sayilmig ve yiizde hiicre cinsinden hesaplanan degerler grafige
gecilmistir (Sekil 28). Elde edilen degerler istatistiksel anlamlilik agisindan t testi ile

degerlendirilmis ve gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir farklilik belirlenememistir.
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Sekil 26. Inhibisyonun otofaji iizerine etkilerinin akridin oranj boyamas ile gdsterilmesi. A) Higbir uygulama
yapilmamis hiicreler, B) Kontrol siRNA, C) CTP siRNA, D) ACLY siRNA ile 72 saat muamele edilmis
hiicreler, E) DMSO ve F) Kimyasal CTP inhibitorii ile muamele edilmis hiicreler. Asidik vezikiillerin boyut ve

dagiliminda degisim belirlenememistir.
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Sekil 27. CTP inhibisyonunun otofaji iizerine etkileri. A-C) MCF-7 hiicreleri. A) NT (siRNA uygulamasi
yapilmamig)hiicreleri, B) Kontrol siRNA (uygulanmis) hiicreler, C) CTP (siRNA uygulanmis) hiicreler. D-F)
MDA-MB-231 hiicreleri. D) NT E) Kontrol F) CTP. G-1) MCF10A hiicreleri. G) NT H) Kontrol, 1) CTP. Alt
panellerde otofajik oldugu disiiniilen (10° iizerinde turuncu florasan sinyal veren hiicreler) hiicrelerin yiizdesi

verilmistir.
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Sekil 28. CTP inhibisyonunun otofaji iizerine etkilerinin akis sitometrik yontemler ile belirlenmesinin tekrar
verileri. A-C) MCF-7 hiicreleri. A) NT (siRNA uygulamasi yapilmamig)hiicreleri, B) Kontrol siRNA
(uygulanmis) hiicreler, C) CTP (siRNA uygulanmis) hiicreler. D-F) MDA-MB-231 hiicreleri. D) NT E)
Kontrol F) CTP. G-I) MCF10A hiicreleri. G) NT H) Kontrol, I) CTP. Alt panellerde otofajik oldugu diisiiniilen

(10% iizerinde turuncu florasan sinyal veren hiicreler) hiicrelerin ylizdesi verilmistir.
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Sekil 29. CTP inhibisyonunun otofaji tizerine etkileri. Situnlar ortalama yiizde hiicre degerlerini ve hata

c¢ubuklar1 standart hata degerlerini ifade etmektedir.
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4.7. inhibisyonun Histon Asetilasyonu Uzerine Etkileri

Ticari histon asetilasyon kiti ile belirlenen yiizde asetilasyon degerlerindeki CTP ve ACLY
inhibisayonu nedeniyle meydana gelen degisiklikler asagidaki grafikte sunulmustur (Sekil
30). Elde edilen sonuglar hem CTP hem de ACLY’nin tiim hiicre hatlarinda histon
asetilasyonunda azalmaya neden oldugunu gostermektedir. CTP inhibisyonu histon
asetilasyonunu kontrol siRNA uygulanan hiicrelere kiyasla; MCF-7 hiicrelerinde %12,00,
MDA-MB-231 hiicrelerinde %6,95 ve MCF10A hiicrelerinde %38,56 diizeyinde inhibe
etmistir. ACLY inhibisyonu ise MCF-7 hiicrelerinde %17,87, MDA-MB-231 hiicrelerinde
%24,48 ve MCF10A hiicrelerinde %13,12 diizeyinde histon asetilasyon inhibisyonuna neden
olmustur. Kimyasal inhibitor (CNASB) de tasiyicisina (DMSO) kiyasla histon
asetilasyonunu; MCF-7 hiicrelerinde %18,76, MDA-MB-231 hiicrelerinde %46,78 ve MCEF-
10A hiicrelerinde %3,00 oraninda inhibe etmistir. Bu degisimlerden kimyasal inhibitoriin
MCEF-7 (0,0074) ve MDA-MB-231 (0,0010) hiicrelerinde tetikledigi degisimler istatistiksel

acidan anlamlidir.

MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A

Asetilasyon %
Asetilasyon %
Asetilasyon %

Sekil 30. Histon asetilasyon sonuglari. 72 saatlik siRNA muamelesinin sonucunda elde edilen histon
asetilasyon yiizde degerleri tabloda siitun olarak, iliskili standart hata degerleri ise hata ¢ubugu olarak
sunulmustur. T testi ile CNASB uygulamasinin, DMSO uygulamasinin etkileri ile karsilastirilmasinin

istatistiksel analiz sonuglarina gére anlamlilik (**) p<0,01 ve (***) p<0,001 olarak gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Kanser hiicrelerindeki metabolik degisiklikler uzun siiredir bilinmektedir. Bununla birlikte
bu metabolik degisimlerin hiicrelerin sag kalimi i¢in ne kadar énemli oldugu ve metabolik
yolaklarin kanserin tedavisi amaciyla hedeflenmesi fikri son yillarda yayginlagmaya
baslamistir. Pek ¢ok metabolik proteinin hedeflendigi c¢alismalar arasinda hekzokinaz
inhibitérii ve glukoz homologu olan olan 2-deoksiglukoz (59) ile piriivat dehidrogenaz
inhibitorii ve pirtivat homologu olan 3-bromo-piriivat (60) basarili etkileriyle 6ne ¢ikmaktadir.
Kanser metabolizmasinda yag asidi metabolizmasinin hedeflenmesi de dikkat ¢ceken hedefler
arasindadir (46, 61). Ozellikle 2005 yilinda Thompson ve arkadaslarinin gergeklestirdikleri
calisgmada ATP-sitrat liyaz (ACLY) proteininin akciger, over, prostat ve 16semi kanser
hiicrelerinin biiyiimesi i¢in gerekli oldugunun in vitro ve in vivo kosullarda gosterilmesi, bu
metabolik yolagin kanser arastirmalar1 agisindan odak noktasi haline gelmesini saglamustir (5,
40). ACLY, sitratin asetil-CoA ve okzaloasetata ayrildig1 tepkimeyi katalizlemektedir ve yag
asidi sentezinin hiz kisitlayict enzimidir. ACLY inhibisyonu araciligi ile gergeklesen biiyiime
inhibisyonunun mekanizmas1 olarak yetersiz metabolit nedeniyle gerceklesen hiicre yasam
dongiisiinde duraksama ve apoptoz Onerilmektedir (62). Arastirmacilar kanser hiicrelerinin
sag kalimi i¢in sitoplazmik asetil-KoA’nin 6nemine dikkat ¢ekmektedir (40, 62). Sitoplazmik
asetil-KoA’nin kaynagimi sitoplazmik sitrat olusturmaktadir. Hiicrelerde beta-oksidasyon,
keton cisimlerinin ya da ketojenik amino asitlerin yikimi ile mitokondride tiretilen asetil-KoA
sitoplazmaya sitrat formunda taginir. Bu tezde sitratin sitoplazmaya tasinimindan sorumlu
olan sitrat transport proteininin (CTP) kanser hiicreleri i¢in 6nemi arastirilmistir. Tezin
hipotezi kanser hiicrelerinin sag kaliminin sitoplazmik asetil-KoA diizeylerine ve dolayisiyla
da CTP aktivitesine bagli oldugu seklinde olusturulmustur. Bu hipotezin test edilmesinde
RNA interferans (SiRNA) ve kimyasal temelli inhibiayon ara¢ olarak kullanilmis; canlilik,
apoptoz, hiicre yasam dongiisii, otofaji ve histon asetilasyonu siire¢lerindeki degisiklikler

incelenmistir.

Bu tez ilk dnerdiginde konu ile ilgili; baz1 kanserlerde mitokondriyal sitrat akisinin daha
fazla oldugunu gosteren ve 1982 yilinda Kaplan ve c¢alisma arkadaslari tarafindan
gerceklestirilmig bir ¢alisma diginda yayimlanmig bir veri bulunmamaktaydi (52). Bununla
birlikte projenin kabul edilmesinin ve 6n c¢alismalarin baslamasinin ardindan Catalina-

Rodriguez ve ¢alisma arkadaslar1 proteinin mitokondriyal homeostaz i¢in gerekli oldugunu ve
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inhibisyonunun normal hiicrelere zarar vermeden kanser hiicrelerinde biiyiime inhibisyonu
tetikledigini hiicre kiltiiri ve zenograft modellerde gostermislerdir (51). Bu ¢alisma
kapsaminda etkiler; kiigiik hiicreli akciger karsinoma hiicre hattinda in vitro ve in vivo
kosullarda ve ¢esitli hiicre hatlarinda yalnizca in vitro kosullarda CTP inhibisyonunun etkileri
arastirtlmistir. Tartismanin ilerleyen kisimlarinda bu tez kapsaminda elde edilen veriler bu

caligma verileriyle karsilastirilacaktir.

Tez kapsaminda proteinlerin RNA interferans aracili inhibisyonlar1 gergeklestirilmistir.
Bu siirecte inhibisyonun protein diizeyindeki etkinliginin incelenebilmesi amaciyla
proteinlerin bazal ekspresyonlar1 ve ekspresyon diizeylerindeki degisim western blot yontemi
ile incelenmistir. Tiim hiicre hatlarinda (MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A) hem CTP hem
de ACLY ekspresyonu belirlenmis ve RNA interferans yontemi ile bu ekspresyon 48 ve 72.
saatlerde etkili bir sekilde susturulmustur (Sekil 5, 6 ve 7). Catalina-Rodriguez calisma
grubunun verilerine gore MCF-10A hiicrelerinde CTP ekspresyonu belirlenememistir. Bu
durum sitrat transport proteininin normal hiicrelerde eksprese edilmedigi-kanser hiicrelerinde
daha fazla eksprese edildigi seklinde yorumlanmistir (51). Bu sonug arastirmacilar tarafindan
tercih edilen antikor ya da jele yiiklenen protein miktarinin diisiik olmasi nedeniyle
gergeklesmis olabilir. Bizim ¢alismamizda MCF-10A hiicrelerinde CTP ekspresyonu siRNA

aracilifiyla inhibe edilmis ama bu inhibisyon hiicre canliligini etkilememistir.

MCEF-7 hiicre hattinda CTP antikoru 30 kDa civarinda fazladan bir bant vermistir. Bu bant
oldukca silik olmakla birlikte MCF-10A hiicre hattinda da goriilmektedir. Bandin
koyulugunda CTP siRNA aracili bir azalma goriilmiis olmas1 baglanilan proteininin CTP nin
heniiz bilinmeyen bir izoformu ya da post-translasyonel modifiye CTP olabilecegini

distindiirmektedir (Sekil 5 ve 7).

Western Blot sonuglarina gére CTP inhibisyonu ACLY ekspresyonunda azalmaya neden
olmustur (Sekil 5, 6 ve 7). Bunun bir “feed-forward” inhibisyon mekanizmasi olabilecegini
ongormekteyiz. Buna gore: CTP inhibe edildiginde sitoplazmaya gegen sitrat diizeyi
azalmaktadir ve bu denenle daha az ACLY ekspresyonuna ihtiya¢ duyulmakta ve ACLY
inhibisyonu da azalmaktadir. Siiphesiz bu olasit mekanizmanin aydinlatilabilmesi i¢in ileri

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Buna benzer bir veri literatiirde bulunmamaktadir.

Stiphesiz CTP aktivitesinin inhibisyonunu gosteren tek parametre proteinin ekspresyonu

degildir. Mitokondride iiretilen sitartin sitoplazmaya gecisindeki azalma sonucunda
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sitoplazmik sitrat diizeylerinin diismesi CTP inhibisyonunun bir gostergesi olarak kabul
edilebilir. Elde ettigimiz sonuglar kanser hiicre hatlarinda (MCF-7 ve MDA-MB-231) CTP
inhibisyonunun sitoplazmik sitrat diizeylerini kontrol siRNA’ya gore azalttigini
gostermektedir (Sekil 9A ve 9B). Bununla birlikte azalmalar oldukga diisiik diizeydedir ve
sadece MDA-MB-231 hiicre hattinda anlamlidir. Normal epitel meme hiicrelerinde ise CTP
inhibisyonu sitoplazmik sitrat diizeylerini etkilememistir (Sekil 9C). Bu sonu¢ CTP
aktivitesinin kanser hiicreleri i¢in normal hiicrelere kiyasla daha 6nemli oldugunu ortaya

koymaktadir.

Ayrica g¢alisma kapsaminda kontrol siRNA wuygulanan hiicrelerde higbir sey
uygulanmayan hiicrelere kiyasla sitrat diizeylerinde artis goriilmiistiir (Sekil 9). Bu artisin
olast nedeni RNA transfeksiyonu sirasinda olusan tasiyici lipozomlarin ekstraseliiler sitrati

hiicre igine aktarmasidir.

Sitrat tayini caligmasi ayn1 zamanda hiicrelerdeki bazal sitoplazmik sitrat diizeylerinin de
belirlenmesini miimkiin kilmistir. Bazal diizeyler incelendiginde normal hiicrelerde sitrart
diizeyinin en diisiikk oldugu ve kanserlere metastatik ileri evre meme kanserini temsil eden
MDA-MB-231 hiicrelerindeki sitrat diizeyinin daha iyi prognozlu meme kanserini temsil eden
MCF-7 hiicrelerine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu veriler sitoplazmik sitrat

diizeylerinin karsinogenez agisindan 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir.

Hiicre canlilig1 herhangi bir etkenin normal fizyolojik siire¢ lizerine etkilerini irdeleyen
caligmalarda en sik incelenen parametredir. Tez ¢alismasinin sonuglarina gore her iki
proteinin de (CTP ve ACLY) inhibisyonu kanser hiicrelerinde (MCF-7 ve MDA-MB231)
biiyiime inhibisyonuna neden olmaktadir (Sekil 8 ve Tablo 4). Bu veriler 6zellikle ACLY igin
literatiirdeki ¢alisma sonuglar1 ile uyumludur. Aymi zamanda CTP ve ACLY siRNA
uygulamalar1 normal epitel hiicreleri temsil eden MCF-10A hiicrelerinde biiylime
inhibisyonuna neden olmamistir. Bu sonuglar da Catalina-Rodriguez ve Thompson ¢alisma
gruplarinin elde ettigi verilerle uyumludur (5, 51). CTP ve ACLY inhibisyonu normal
hiicrelere zarar vermeden kanser hiicrelerinde biiyiime inhibisyonuna neden olmustur. Ayrica
iki protein birbirleriyle kiyaslandiginda ACLY aracilifiyla gerceklesen biiylime inhibisyonu
CTP araciligiyla gergeklesen biiylime inhibisyonundan daha etkilidir. Bu sonuglar canlilik

verilerinin sitoplazmik sitrat diizeyleri ile paralellik gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Calisma kapsaminda CTP ve ACLY inhibisyonu ile tetiklenen ve biiyliime inhibisyonunu
aciklayabilecek dilizeyde apoptoz belirlenememistir (Sekil 16). Her ne kadar bazi
uygulamalarda apoptotik hiicre sayisindaki artis istatistiksel anlamliliga ulassa da toplam
apoptotik hiicre ylizdesi %10’un altindadir ve bu da CTP/ACLY siRNA araciligiyla
gerceklesen canlilik inhibisyonunu agiklamakta yetersizdir. Bu verilerle uyumlu bir bi¢imde
Thompson grubunun sonuglari da ACLY inhibisyonunun apoptotik bir etkiye neden
olmadigint gostermistir (5). Buna karsin bazi diger calismalarda ACLY inhibisyonu ile
apoptozun tetiklenebildigi gosterilmistir (62, 63). Bununla birlikte bu ¢alismalar meme
kanserinde gercgeklestirilmemistir. ACLY inhibisyonunun apoptotik etkileri hiicre hattina
bagimli olabilir. Catalina-Rodriguez calisma grubu CTP proteininin kimyasal inhibisyonunun
veya aktif olmayan mutant CTP ekspresyonunun apoptotik etkiye neden oldugunu
gostermistir (51). Bununla birlikte ayni ¢alismada RNA interferans ile CTP inhibisyonu

gerceklestirilen 6rneklerdeki apoptoz diizeylerine ait bir veri bulunmamaktadir.

Benzer sekilde tez ¢lismasinda hiicre yasam dongiisiinde de biiylime inhibisyonunu
aciklayabilecek diizeyde bir degisim goriilmemistir (Sekil 19, 22 ve 25). Ozellikle ACLY
inhibisyonunun etki mekanizmasinin agiklanmasinda siklikla hiicre yasam dongiisiindeki
duraksamalar One ¢ikmaktadir (62, 63). Bununla birlikte bu g¢alismalar meme kanserinde
gerceklestirilmemistir. Apoptozda oldugu gibi hiicre yasam dongiisiiniin regiilasyonunda da
ACLY inhibisyonuna verilen hiicresel yanit, hiicre hattina gore degisiklik gosterebilir.
Catalina-Rodriguez ve arkadaslarinin ¢alismasinda, CTP’nin inhibisyonunun akciger kanseri
hiicrelerinde hiicre yasam donglisii iizerine etkileri incelenmis ve bir duraksama

belirlenmemistir (51).

Tez kapsaminda elde edilen veriler CTP inhibisyonunun hiicrelerde otofajik bir yanita
neden olmadigini gostermekedir (Sekil 28 ve 29). CTP proteininin inhibisyonunun otofaji
araciligiyla mitokondri kaybina neden oldugu ve CTP inhibisyonunun anti-kanser etkilerinin
bu mekanizmaya bagli oldugu iddia edilmektedir (51). Hatta ayn1 ¢alismada otofajinin CTP
ile birlikte inhibisyonu mitokondriyal homeostazi geri getirmistir. Calismamizda akridin oran;
yontemi ile hiicreler boyanarak florasan mikroskopta inceleme gerceklestirilmis ve ayni boya
ile asidik vezikiil birikimi akis sitometride belirlenmistir. Elde ettigimiz sonuglara gére CTP
inhibisyonu asidik vezikiillerin mikroskopik goriinimiinde bir degisiklige neden olmamistir
(Sekil 26). Benzer sekilde akis sitometri verilerine gore otofajik hiicre sayisinda yeni bir pik

olusturacak diizeyde bir artis goriilmemistir (Sekil 27 ve 28). Bununla birlikte diger
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bulgularda oldugu gibi bu veri meme kanserinde ilk kez gosterilmistir. Catalina-Rodriguez
calisma grubunun g¢aligmasi embrijoyenik bobrek hiicrelerinde gergeklestirilmistir (51) ve

otofaji yanit1 da tipki apoptoz ve yasam dongiisii yanitlar1 gibi hiicre hattina bagimli olabilir.

Calisma kapsaminda incelenen hiicresel parametrelerden birisi de histon asetilasyonudur.
Histon asetilasyonunun gergeklesebilmesi i¢in sitoplazmik asetil-CoA’ya, dolayisiyla da
sitoplazmik sitrata ihtiya¢ vardir. Elde edilen veriler her iki proteinin de (CTP ve ACLY)
inhibisyonunun tiim hiicrelerde (MCF-7, MDA-MB-231, MCF-10A) histon asetilasyonunda
azalmaya neden oldugu gostermistir (Sekil 30). Bu sonu¢ ACLY igin Wellen ve
arkadaslarinin elde ettigi veriler ile uyumludur (6). CTP proteinin ise histon asetilasyonu i¢in
onemli oldugu bu tez ile ilk kez gosterilmistir. Ayrica Wellen ve arkadaslari ¢alismalarini
glioblastoma ve kolon kanseri hiicre hatlarinda gerceklestirilmistir (6). Bu nedenle bu tez
kapsaminda meme kanseri hiicre hatlarinda ve immortalize meme epitel hiicrelerinde
ACLY’nin histon asetilasyonu acisindan onemi ilk kez ortaya kondugu sdylenebilir.
Caligmamizda elde edilen veriler ACLY inhibisyonunun CTP inhibisyonuna kiyasla histon
asetilasyonunu daha fazla inhibe ettigini gostermektedir. Bu histon asetilasyonu verilerinin
hem canlilk hem de sitoplazmik sitrat diizeyleri ile paralel bir sekilde azaldigini

gostermektedir.

Tez kapsaminda CTP’nin inhibisyonu i¢in kullanilan teknikleriden birisi de kimyasal
inhibisyondur. Bu amagla 4-kloro-3-3-nitrofenil-amino-siilfonil benzoik asit (CNASB)
kullanimistir. CNASB ilk kez Aluvila ve arkadaslar tarafindan 2010 yilinda gelistirilmistir
(56). Bu calisma basladiginda CNASB heniiz hiicre kiiltiiriinde test edilmemisti fakat
Kolukula ve arkadaslar1 2014’de CNASB’in akciger kanseri hiicre hattinda canlilik
inhibisyonuna neden oldugunu géstermislerdir (53). Bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler
de bu sonucu dogrulamaktadir. CNASB hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hiicrelerinde
anlaml diizeyde canlilik inhibisyonuna neden olmaktadir (Sekil 8 ve Tablo 3). Hatta bu etki
CTP ve ACLY siRNA’nin etkilerinden fazladir. SiRNA denemelerine parallel sekilde
CNASB da MCF-10A normal epitel hiicrelerinde canlilik inhibisyonuna neden olmamustir.

Benzer bir sonug sitoplazmik sitrat diizeyleri tayin edilirken de elde edilmistir. CNASB
caligilan tiim hiicre hatlarinda sitoplazmik sitrat diizeylerini etkili ve anlamli bir bigimde
diisiirmeyi basarmistir (Sekil 9 ve Tablo 4). Son olarak CNASB uygulamas1t MCF-7 ve MDA-

-MB-231 hiicrelerinde histon asetilasyonununda anamli diizeyde inhibisyona neden olmustur.
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Tim bu denemelerde CNASB’in CTP siRNA’dan daha etkili oldugu gosterilmistir. CTP
siRNA’nin daha spesifik olmasi nedeniyle ilk bakista bu sonucun nedeninin kimyasalin
CTP’den bagimsiz etkilerinden kaynaklandigi iddia edilebilir. Buna karsin CNASB
sitoplazmik sitrat diizeylerini basarili bir bigimde diistirmiistiir. Sitoplazmik sitrat diizeyleri
Olciiliirken protein miktarlarina gore diizeltme yapildigi i¢in bu diisiik degerlerin nedeni
azalmis hiicre sayisi olamaz. Bizim bu konuda olusturdugumuz hipotez su sekildedir: CNASB
CTP siRNA’dan daha etkidir ¢iinkii CTP ile benzer homoloji gésteren ve plazma membranina
lokalize sitrat tasiyicilarini da inhibe etmektedir. Bu hipotez plazma membraninda bulunan
SLC13 ailesine tiye sitrat tasiyici proteinlerin evrimsel kokenlerinin CTP (SLC15A1) proteini
ile ayn1 oldugunun belirlenmesi ile desteklenmektedir (64). Ayrica bu tez kapsaminda bu
hipotezi destekleyen cesitli veriler elde edilmistir. Oncelikle CNASB sitoplazmik sitrat
diizeylerini CTP siRNA’ya kiyasla daha fazla azaltmaktadir. Teorik olarak sitoplazmik
sitratin bir diger kaynag1 da ekstraseliiler matriksde bulunan sitrat olabilir. Bu durumda CTP
fonksiyonu es gecilerek SCL13 proteinleri araciligiyla dogrudan sitoplazmik sitrat elde
edilebilir ve CNASB bu yolagi inhibe ederek sitoplazmik sitrati diisiirebilir. Son olarak histon
asetilasyonunun inhibisyonunda da CNASB siRNA’lara kiyasla daha fazla etki gostermistir
(Sekil 30) ve bu veri de tartisamda bahsedilen diger veriler ile uyumludur.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu tez calismasinda:

e Normal meme epitel hiicre hattt (MCF-10A) ile meme kanseri hiicre hattinda CTP ve
ACLY proteinlerinin ekspresyonlari belirlenmis ve bu ekspresyonlar ilgili siRNA’lar
kullanilarak etkili bir bi¢gimde susturulmustur. Ayrica hiicrelerde CTP spesifik
CNASB inhibitorii ile kimyasal inhibisyon ger¢eklestirilmistir.

e CTP’nin siRNA ile inhibisyonu sitoplazmik sitrat diizeylerinde kismi bir diisiise neden
olurken kimyasal inhibitor ¢ok daha etkili olmustur. Bazal sitoplazmik sitrat diizeyleri
karsilastirilmis ve kanser agresifligi ile sitrat diizeyleri arasinda iliski oldugu
belirlenmistir.

e inhibisyonlarin canlilik {izerine etkileri incelenmis ve her iki siRNA’nin da yalnizca
kanser hiicre hatlarinda canlilikta azalmaya neden oldugu ve ACLY siRNA’nin daha
etkili oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte CTP kimyasal inhibitorii siRNA’lara
kiyasla daha etkili olmustur.

e Canlilik inhibisyonlarinin nedenlerine odaklandiginda kayda deger Olciide tetiklenen
apoptoz, nekroz, hiicre yagsam dongiisiinde tutuklama ya da otofaji belirlenmemistir.

e Hiicrelerde inhibisyonlarin histon asetilasyonuna etkileri de incelenmis ve sitoplazmik
sitrat diizeyleri ile uyumlu bir bicimde CNASB’mn tiim siRNA’lardan, ACLY
siRNA’nin ise CTP siRNA’dan daha etkili bir bi¢imde inhibisyona neden oldugu

ortaya konmustur.

Bu veriler 15181nda sitoplazmik asetil-CoA’nin canlilik ve histon asetilasyonu agisindan
onemli oldugu ve bu metabolitin kaynagi olan sitoplazmik sitratin azaltilmasiyla bu
stireclere  girisim  yapilabilecegi  gosterilmistir. Kimyasal inhibisyonun siRNA
inhibisyonuna gore daha etkili olmasi, sitoplazmik sitrat kaynapi olarak ekstraseliiler
alandan SLC13 proteinleri araciligiyla gec¢is yapan sitrat metabolitlerinin 6nemli olduguna
ve bu proteinlerin kimyasal inhibitérden etkilendiklerine isaret etmektedir. Bu hipotezin
kanitlanabilmesi i¢in SLC13 ailesine ait proteinlerin inhibisyonunun hiicresel etkilerinin
irdelenmesi gerekmektedir. Bununla birlikte CTP’nin hedeflenmesi ile tetiklenen
sitoplazmik sitrat azalmasi, histon asetilasyonunun ve canliligin inhibisyonu kisith

diizeylerde kalmistir. Bu veriler agikca ACLY ’nin hedeflenmesinin bu siire¢lere miidahale

73



etmek acisindan daha avantajli oldugunu ortaya koymaktadir. Bununla birlikte her iki
proteinin inhibisyonunun da normal hiicrelere zarar vermeden kanser hiicrelerinde etkili
olmasit bu proteinlerin hedeflenmesinin kanser terapi stratejileri acisindan avantajl
olabilecegini gostermektedir. Bu tip ¢calismalara devam edilmesi kanserde, kanser tipinden
bagimsiz ortak bir 6zellik olarak ortaya g¢ikan kanser metabolizmasinin anlagilmasi
acisindan Onemlidir. Benzer hedeflerin kesfedilmesi ve etkili inhibitorler kullanilarak
hedeflenmesi pek ¢ok kanser tiiriinde kullanilabilecek alternatif terapi yaklagimlarinin
ortaya ¢ikmasina 6n ayak olacaktir. Ozellikle kismi spesifiklik gosteren kimyasal
inhibitorlerin ayn1 metabolitle iligkili birden fazla yolagi inhibe edebilmesi, uygun
yolaklar hedeflendiginde kolaylikla avantaja dontistiiriilebilecek bir durumdur. Son olarak
kanserin biyokimyasal temellerinin daha net bir sekilde tanimlanmasi bu yolak ve
metabolitlerin kanser hiicrelerindeki canlilik, apoptoz, nekroz, otofaji, hiicre yasam
dongiisi ve epigenetik degisimler gibi diger siireglerle iliskisinin daha iyi bir sekilde

anlasilmasini saglayacaktir.

74



7. KAYNAKLAR

1. Kroemer G, Pouyssegur J. Tumor Cell Metabolism: Cancer's Achilles' Heel. Cancer Cell.
2008;13(6):472-82.

2. Hanahan D, Weinberg Robert A. Hallmarks of Cancer: The Next Generation. Cell. 2011;144(5):646-74.

3. Menendez JA, Decker JP, Lupu R. In support of fatty acid synthase (FAS) as a metabolic oncogene:
Extracellular acidosis acts in an epigenetic fashion activating FAS gene expression in cancer cells. Journal of
Cellular Biochemistry. 2005;94(1):1-4.

4, Menendez J, Lupu R. Fatty acid synthase and the lipogenic phenotype in cancer pathogenesis. Nat Rev
Cancer. 2007;7(10):763-77.

5. Hatzivassiliou G, Zhao FP, Bauer DE, Andreadis C, Shaw AN, Dhanak D, et al. ATP citrate lyase
inhibition can suppress tumor cell growth. Cancer Cell. 2005;8(4):311-21.

6. Wellen KE, Hatzivassiliou G, Sachdeva UM, Bui TV, Cross JR, Thompson CB. ATP-Citrate Lyase
Links Cellular Metabolism to Histone Acetylation. Science. 2009;324(5930):1076-80.

7. Jemal A, Bray F, Center MM, Ferlay J, Ward E, Forman D. Global cancer statistics. CA: A Cancer
Journal for Clinicians. 2011;61(2):69-90.

8. Greaves M, Maley CC. Clonal evolution in cancer. Nature. 2012;481(7381):306-13.

9. Harris TJIR, McCormick F. The molecular pathology of cancer. Nature Reviews Clinical Oncology.
2010;7(5):251-65.

10. Stratton MR, Campbell PJ, Futreal PA. The cancer genome. Nature. 2009;458(7239):719-24.

11. Hudson TJ, Anderson W, Aretz A, Barker AD, Bell C, Bernabe RR, et al. International network of
cancer genome projects. Nature. 2010;464(7291):993-8.

12. Cairns RA, Harris 1S, Mak TW. Regulation of cancer cell metabolism. Nature Reviews Cancer.
2011;11(2):85-95.

13. Heiden MGV, Cantley LC, Thompson CB. Understanding the Warburg Effect: The Metabolic
Requirements of Cell Proliferation. Science. 2009;324(5930):1029-33.

14. Koppenol WH, Bounds PL, Dang CV. Otto Warburg's contributions to current concepts of cancer
metabolism. Nature Reviews Cancer. 2011;11(5):325-37.

15. Warburg O. On the Origin of Cancer Cells. Science. 1956;123(3191):309-14.

16. Frezza C, Gottlieb E. Mitochondria in cancer: Not just innocent bystanders. Seminars in Cancer
Biology. 2009;19(1):4-11.

17. Funes JM, Quintero M, Henderson S, Martinez D, Qureshi U, Westwood C, et al. Transformation of
human mesenchymal stem cells increases their dependency on oxidative phosphorylation for energy production.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America. 2007;104(15):6223-8.

75



18. Fogal V, Richardson AD, Karmali PP, Scheffler IE, Smith JW, Ruoslahti E. Mitochondrial p32 Protein
Is a Critical Regulator of Tumor Metabolism via Maintenance of Oxidative Phosphorylation. Molecular and
Cellular Biology. 2010;30(6):1303-18.

19. Hsu PP, Sabatini DM. Cancer Cell Metabolism: Warburg and Beyond. Cell. 2008;134(5):703-7.
20. Shaw RJ. Glucose metabolism and cancer. Current Opinion in Cell Biology. 2006;18(6):598-608.

21. Macheda ML, Rogers S, Best JD. Molecular and cellular regulation of glucose transporter (GLUT)
proteins in cancer. Journal of Cellular Physiology. 2005;202(3):654-62.

22. Katabi MM, Chan HLB, Karp SE, Batist G. Hexokinase type Il: a novel tumor-specific promoter for
gene-targeted therapy differentially expressed and regulated in human cancer cells. Human gene therapy.
1999;10(2):155-64.

23. Durany N, Joseph J, Jimenez OM, Climent F, Fernandez PL, Rivera F, et al. Phosphoglycerate mutase,
2,3 bisphosphoglycerate phosphatase, creatine kinase and enolase activity and isoenzymes in breast carcinoma.
British Journal of Cancer. 2000;82(1):20-7.

24, Vora S, Halper JP, Knowles DM. Alterations in the activity and isozymic profile of human
phosphofructokinase during malignant transformation in vivo and in vitro: transformation-and progression-
linked discriminants of malignancy. Cancer research. 1985;45(7):2993-3001.

25. El-Bacha T, de Freitas MS, Sola-Penna M. Cellular distribution of phosphofructokinase activity and
implications to metabolic regulation in human breast cancer. Molecular genetics and metabolism.
2003;79(4):294-9.

26. Mazurek S, Boschek CB, Hugo F, Eigenbrodt E. Pyruvate kinase type M2 and its role in tumor growth
and spreading. Seminars in Cancer Biology. 2005;15(4):300-8.

217. Christofk HR, Vander Heiden MG, Harris MH, Ramanathan A, Gerszten RE, Wei R, et al. The M2
splice isoform of pyruvate kinase is important for cancer metabolism and tumour growth. Nature.
2008;452(7184):230-U74.

28. Wong N, De Melo J, Tang D. PKM2, a central point of regulation in cancer metabolism. International
journal of cell biology. 2013;2013.

29. Boros LG, Lee PWN, Brandes JL, Cascante M, Muscarella P, Schirmer WJ, et al. Nonoxidative pentose
phosphate pathways and their direct role in ribose synthesis in tumors: is cancer a disease of cellular glucose
metabolism? Medical Hypotheses. 1998;50(1):55-9.

30. Langbein S, Zerilli M, zur Hausen A, Staiger W, Rensch-Boschert K, Lukan N, et al. Expression of
transketolase TKTL1 predicts colon and urothelial cancer patient survival: Warburg effect reinterpreted. British
Journal of Cancer. 2006;94(4):578-85.

31. Ramos-Montoya A, Lee WNP, Bassilian S, Lim S, Trebukhina RV, Kazhyna MV, et al. Pentose
phosphate cycle oxidative and nonoxidative balance: A new vulnerable target for overcoming drug resistance in
cancer. International Journal of Cancer. 2006;119(12):2733-41.

32. McFate T, Mohyeldin A, Lu H, Thakar J, Henriques J, Halim ND, et al. Pyruvate dehydrogenase
complex activity controls metabolic and malignant phenotype in cancer cells. Journal of Biological Chemistry.
2008;283(33):22700-8.

76



33. Koukourakis MI, Giatromanolaki A, Sivridis E, Gatter KC, Harris AL, Tumor Angiogenesis Res G.
Pyruvate dehydrogenase and pyruvate dehydrogenase kinase expression in non small cell lung cancer and tumor-
associated stromal. Neoplasia. 2005;7(1):1-6.

34. Roche TE, Hiromasa Y. Pyruvate dehydrogenase kinase regulatory mechanisms and inhibition in
treating diabetes, heart ischemia, and cancer. Cellular and Molecular Life Sciences. 2007;64(7-8):830-49.

35. Koukourakis MI, Giatromanolaki A, Sivridis E, Tumor Angiogenesis Res G. Lactate dehydrogenase
isoenzymes 1 and 5: Differential expression by neoplastic and stromal cells in non-small cell lung cancer and
other epithelial malignant tumors. Tumor Biology. 2003;24(4):199-202.

36. Koukourakis MI, Giatromanolaki A, Sivridis E, Bougioukas G, Didilis V, Gatter KC, et al. Lactate
dehydrogenase-5 (LDH-5) overexpression in non-small-cell lung cancer tissues is linked to tumour hypoxia,
angiogenic factor production and poor prognosis. British Journal of Cancer. 2003;89(5):877-85.

37. Gallagher SM, Castorino JJ, Wang D, Philp NJ. Monocarboxylate transporter 4 regulates maturation
and trafficking of CD147 to the plasma membrane in the metastatic breast cancer cell line MDA-MB-231.
Cancer Research. 2007;67(9):4182-9.

38. Chiche J, Brahimi-Horn MC, Pouyssegur J. Tumour hypoxia induces a metabolic shift causing acidosis:
a common feature in cancer. Journal of Cellular and Molecular Medicine. 2010;14(4):771-94.

39. Fischer K, Hoffmann P, Voelkl S, Meidenbauer N, Ammer J, Edinger M, et al. Inhibitory effect of
tumor cell-derived lactic acid on human T cells. Blood. 2007;109(9):3812-9.

40. Bauer DE, Hatzivassiliou G, Zhao FP, Andreadis C, Thompson CB. ATP citrate lyase is an important
component of cell growth and transformation. Oncogene. 2005;24(41):6314-22.

41. Fuchs BC, Bode BP. Amino acid transporters ASCT2 and LAT1 in cancer: Partners in crime? Seminars
in Cancer Biology. 2005;15(4):254-66.

42. Gao P, Tchernyshyov I, Chang T-C, Lee Y-S, Kita K, Ochi T, et al. c-Myc suppression of miR-23a/b
enhances mitochondrial glutaminase expression and glutamine metabolism. Nature. 2009;458(7239):762-5.

43. Matoba S, Kang J-G, Patino WD, Wragg A, Boehm M, Gavrilova O, et al. p53 Regulates Mitochondrial
Respiration. Science. 2006;312(5780):1650-3.

44, Reitman ZJ, Yan H. Isocitrate Dehydrogenase 1 and 2 Mutations in Cancer: Alterations at a Crossroads
of Cellular Metabolism. Journal of the National Cancer Institute. 2010;102(13):932-41.

45, King A, Selak MAa, Gottlieb E. Succinate dehydrogenase and fumarate hydratase: linking
mitochondrial dysfunction and cancer. Oncogene. 2006;25(34):4675-82.

46. Mashima T, Seimiya H, Tsuruo T. De novo fatty-acid synthesis and related pathways as molecular
targets for cancer therapy. British Journal of Cancer. 2009;100(9):1369-72.

47. Brusselmans K, De Schrijver E, Verhoeven G, Swinnen JV. RNA interference-mediated silencing of the
Acetyl-CoA-Carboxylase-alpha gene induces growth inhibition and apoptosis of prostate cancer cells. Cancer
Research. 2005;65(15):6719-25.

48. Chajes V, Cambot M, Moreau K, Lenoir GM, Joulin V. Acetyl-CoA carboxylase alpha is essential to
breast cancer cell survival. Cancer Research. 2006;66(10):5287-94.

77



49. De Schrijver E, Brusselmans K, Heyns W, Verhoeven G, Swinnen JV. RNA interference-mediated
silencing of the fatty acid synthase gene attenuates growth and induces morphological changes and apoptosis of
LNCaP prostate cancer cells. Cancer Research. 2003;63(13):3799-804.

50. Baron A, Migita T, Tang D, Loda M. Fatty acid synthase: A metabolic oncogene in prostate cancer?
Journal of Cellular Biochemistry. 2004;91(1):47-53.

51. Catalina-Rodriguez O, Kolukula VK, Tomita Y, Preet A, Palmieri F, Wellstein A, et al. The
mitochondrial citrate transporter, CIC, is essential for mitochondrial homeostasis. Oncotarget. 2012;3(10):1220-
35.

52. Kaplan RS, Morris HP, Coleman PS. Kinetic characteristics of citrate influx and efflux with
mitochondria from morris hepatomas-3924a and morris hepatomas 16. Cancer Research. 1982;42(11):4399-407.

53. Kolukula VK, Sahu G, Wellstein A, Rodriguez OC, Preet A, lacobazzi V, et al. SLC25A1, or CIC, is a
novel transcriptional target of mutant p53 and a negative tumor prognostic marker. Oncotarget. 2014.

54, Jones PA, Baylin SB. The fundamental role of epigenetic events in cancer. Nature reviews genetics.
2002;3(6):415-28.

55. Csordas A. On the biological role of histone acetylation. Biochemical journal. 1990;265(1):23.

56. Aluvila S, Sun J, Harrison DHT, Walters DE, Kaplan RS. Inhibitors of the mitochondrial citrate
transport protein: Validation of the role of substrate binding residues and discovery of the first purely
competitive inhibitor. Molecular pharmacology. 2010;77(1):26-34.

57. Morgan DML. Tetrazolium (MTT) assay for cellular viability and activity. Polyamine Protocols:
Springer; 1998. p. 179-84.

58. Vega-Avila E, Pugsley MK, editors. An overview of colorimetric assay methods used to assess survival
or proliferation of mammalian cells2011.

59. Zhao YH, Liu H, Riker Al, Fodstad O, Ledoux SP, Wilson GL, et al. Emerging Metabolic Targets in
Cancer Therapy. Frontiers in Bioscience-Landmark. 2011;16:1844-60.

60. Ko YH, Smith BL, Wang Y, Pomper MG, Rini DA, Torbenson MS, et al. Advanced cancers:
eradication in all cases using 3-bromopyruvate therapy to deplete ATP. Biochemical and biophysical research
communications. 2004;324(1):269-75.

61. Young CD, Anderson SM. Sugar and fat - that's where it's at: metabolic changes in tumors. Breast
Cancer Research. 2008;10(1).

62. Migita T, Narita T, Nomura K, Miyagi E, Inazuka F, Matsuura M, et al. ATP Citrate Lyase: Activation
and Therapeutic Implications in Non-Small Cell Lung Cancer. Cancer research. 2008;68(20):8547-54.

63. Zaidi N, Royaux I, Swinnen JV, Smans K. ATP citrate lyase knockdown induces growth arrest and
apoptosis through different cell-and environment-dependent mechanisms. Molecular cancer therapeutics.
2012;11(9):1925-35.

64. Pajor AM. Molecular properties of the SLC13 family of dicarboxylate and sulfate transporters. Pfliigers
Archiv. 2006;451(5):597-605.

78



OZGECMIS

KiSISEL BILGILER

Adi : Ali Burak Ozkaya

Dogum Yeri ve Tarihi 1984, Isparta

Adres : Mansuroglu mah. 273/1 sok. No:36/4 Cemre apt. B blok
Daire: 11 Bayrakl1 / Izmir

Telefon : 05054564118

E-mail : aliburakozkaya@gmail.com,

aliburakozkaya@hotmail.com

EGIiTiM BILGILERI ve iS DENEYIMIi

Lisans . Biyokimya (Biyoteknoloji Opsiyonu), Ege Universitesi, fzmir. 2002-2006.

Yiiksek Lisans : Tibbi Biyokimya, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Izmir. 2006-
2009.

Yiiksek Lisans Tezi : HCT116 Kolon Kanser Hiicre Hattinda, Yesil Cay Etken Maddesi Olan EGCG’nin

Apoptoz Etki Mekanizmasmn incelenmesi. Arastrmaci olarak calistigim bu proje TUBITAK Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma Projelerini Destekleme Programi (1001- 108S088) tarafindan desteklenmistir.

Doktora : Tibbi Biyokimya Anabilim Dal, Ege Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tzmir.
2010-2015
Doktora Tezi . Sitrat Transport Protein inhibisyonunun Meme Kanseri Hiicreleri Uzerine Olan

Etkilerinin Arastirlmasi. Bursiyer olarak calistigim bu proje TUBITAK Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Projelerini Destekleme Programi (1001- 111S439) tarafindan desteklenmistir.

Akademik Gorevler ve Is Tecriibesi:

Tiibitak Marmara Arastirma Merkezi, Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Arastirma Enstitiisii, Stajer
(Agustos-Eyliil 2005)

Dokuz Eyliil T1p Fakiiltesi (Izmir), Biyokimya Boliimii, Arastirma Gérevlisi (Mart-Ekim 2009)

MD Anderson Kanser Merkezi (Houston, USA), Deneysel Tedavi Boliimii, Arastirmaci (Kasim 2009-
Haziran 2010)

Ulm Universitesi (Ulm, Almanya), Tip Fakiiltesi, ¢ Hastaliklar1 Anabilim Dal1, Konuk Arastirmaci
(30 Haziran-27 Agustos 2011)

Onvivo Diyagnostik Ve Biyoteknoloji Uriinleri Ar-Ge San. Ve Tic. Ltd. Sti, Ar-Ge Sorumlusu
(Mayis-Aralik 2014)

Targemed Ar-Ge Medikal. San. Ve Tic. A. S, Ar-Ge Sorumlusu (Subat 2015- Halen devam ediyor)


mailto:aliburakozkaya@gmail.com
mailto:aliburakozkaya@hotmail.com

YAYINLAR

Targeting Mitochondrial Citrate Transport in Breast Cancer Cell Lines. Ozkaya AB, AK H, Atay S, Aydin
HH. Anticancer Agents Med Chem. 2014 Dec 16. d0i:10.2174/1871520615666141216150659

Increased expression of electron transport chain genes in uterine leiomyoma. Tuncal, Aydin HH, Askar N,
Ozkaya AB, Ergenoglu AM, Yeniel AO, Akdemir A, Ak H. Ann Clin Lab Sci. 2014 Fall;44(4):466-8.

Mitochondrial DNA polymorphisms associated with longevity in the Turkish population. Guney O, Ak H,
Atay S, Ozkaya AB, Aydin HH. Mitochondrion. 2014 May 2;17C:7-13. doi: 10.1016/j.mit0.2014.04.013.

Overexpression of complement C5 in endometriosis. Aslan C, Ak H, Askar N, Ozkaya AB, Ergenoglu AM,
Yeniel AO, Akdemir A, Aydin HH. Clin Biochem. 2013 Dec 5. pii: S0009-9120(13)00550-X. doi:
10.1016/j.clinbiochem.2013.11.020.

Phenotype properties and status of corticosteroid resistance among patients with uncontrolled asthma.
Cimrin AH, Akpinar B, Tertemiz KC, Omeroglu G, Alpaydin AO, Ellidokuz H, Ozkaya AB, Kocturk S.
Allergol Immunopathol (Madr). 2013 Sep-Oct;41(5):304-9. doi: 10.1016/j.aller.2012.04.009.

Apoptotic Effect of (-)-Epigallocatechin-3-Gallate on HCT-116 Colon Carcinoma Cells. Ozkaya AB,
Akpmar B, Ates H, Altun ZS, Koctiirk AS. Iubmb Life. 2009. 61:325-325.

LABORATUAR DENEYiMi

e Memeli Hiicre Kiiltiirii

e  Hiicre Canlilik ve Proliferasyon Denemeleri (Triphan Blue, MTT, WST1, BRDU, Crystal Violet)

e  Flow Sitometrik Analizler (Cell Cycle Analysis, Annexin-V-PI, Acridine Orange)

e  Florasan Mikroskopi

e  Protein Analiz Teknikleri (SDS-PAGE, Western Blot)

¢ DNA/RNA Analiz Teknikleri (Agaroz Jel Elektroforezi, Real-Time PCR, Microarray Veri Analizi)

e  Telomeraz Aktivite Tayini (TRAPEZ)

e  Spektrofotometrik yontemler.

e  Deney Hayvanlari Uygulamalar1 (Zenograft ve Transgenik fare modelleri, ilag uygulamalari, diseksiyon, organ-
doku izolasyonu-homojenizasyonu)

YABANCI DiL SEVIYESI fleri derece Ingilizce (TOEFL:106, UDS/YDS:88,7)
AKADEMIK SINAV DERECELERI  GRE:790 (Sayisal), ALES:80,9 (Sayisal)

REFERANSLAR:

Prof. Dr. Hakan Aydin, hakan.aydin@ege.edu.tr (Ege Universitesi T1p Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dah, iZMIR,
TURKIYE)

Dr. Md. Pavel Strnad, pstrnad@ukaachen.de (Klinik fiir Gastroenterologie, Stoffwechselerkrankungen und Internistische
Intensivmedizin/ Uniklinik RWTH AACHEN, DEUTSCHLAND)

Md. PhD. Biilent Ozpolat, bozpolat@mdanderson.org (MD Anderson Cancer Center, Department of Experimental
Therapeutics, HOUSTON, TX, USA)



