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Mitokondri son yillarda, metastatik kanser arastirmalarinda ¢ok fazla ilgi ¢ekmektedir.
Metastaz kapasitesi yiiksek olan kanser hiicrelerinin, enerji tiretimi igin mitokondriyal
solunuma kiyasla glikolizi tercih ettigini gosteren pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bazi
kanserlerde goriilen bu degisimin sebebi olarak, mitokondri bekg¢isi olarak bilinen piriivat
dehidrojenaz enzim kompleksi (PDH) sorumlu tutulmaktadir. Epitelyal mezenkimal
doniisim (EMD) siireci metastazin itici giicii oldugu ileri siirtilmiistir. Bu tez
calismasinda, EMD ile kanser hiicre metabolizmasi arasinda bir baglantinin varlig
arastirilmistir. Bu amagla, PDH’y1 baskilamak i¢in, A-549 hiicrelerinde farmakolojik
inhibitor Cpi-613 ve RNAI kullanilmistir. Cpi-613'in antiproliferatif etkisi, xCELLigence
sistemi, SRB ve ATP canlilik testleri ile belirlendi. Antiproliferatif dozlar kullanilarak
hiicrelerde, yara iyilesmesi, invazyon ve ila¢ direncliligi test edildi. Hiicrelerde EMD
fenotipini gostermek i¢in, EMD iligkili proteinlerin ifadesi, western blot yontemi ile
analiz edildi. Cpi-613 uyarilmis EMD siirecinin TGF-f sinyal iletimine bagimli olup
olmadigim test etmek i¢in SB-431542 (TGF-B reseptor inhibitorii) kullanildi. Sonug
olarak, hem PDH'In Cpi-613 tarafindan inhibisyonu hem de PDHAI1 ifadesinin
baskilanmasi, EMD siirecine karakteristik morfolojik degisiklikleri uyardigi bulundu.
Ayrica, hizli bir yara iyilesmesi, artmis invaziv potansiyel ve kemodireng varligi
gosterildi. Bunun yani sira, SB-431542 uygulamasinin, EMD siirecini tersine ¢evirdigi
gozlendi. CD133" (kanser kok hiicre belirteci) hiicre oranm1 shPDHA1 hiicrelerinde
shKontrol hiicrelerine kiyasla daha yiiksek bulundu. Ozetle, PDH inhibisyonunun
ve/veya PDHAT ifadesinin baskilanmasinin EMD fenotipini uyardigi ve daha da 6nemlisi
kemoterapotik ilaglara direng gelisimi ile sonug¢landigi gosterildi. Bulgular
dogrultusunda, Cpi-613 veya PDH inhibitorlerinin antikanser terapide kullanilmasinin
tartismali oldugu diistiniildii.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, epitelyal mezenkimal doniisiim, ilag direngliligi,
kanser hiicre metabolizmasi, kanser kok hiicre, piriivat dehidrojenaz.

2018, xii + 128 sayfa.
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Recently, mitochondria have attracted much attention in metastatic cancer research. There
are several reports showing that highly metastatic cancer cells preferentially use
glycolysis over mitochondrial respiration for energy production. Pyruvate dehydrogenase
enzyme complex (PDH), the gatekeeper enzyme of mitochondria is shown to be
responsible for this switch in some cancers. Epithelial mesenchymal transition (EMT),
has been proposed to be a driving force of metastasis. In this study, the existence of a link
between EMT and cancer cell metabolism has been investigated. To inhibit PDH activity,
pharmacological (PDH inhibitor, Cpi-613) and RNA. (stable cell lines were established
by lentivirus) were used in A-549 cells. The antiproliferative effect of Cpi-613 was
investigated by xCELLigence System, SRB and ATP viability assays. Wound healing,
invasion and drug sensitivity tests were applied at antiproliferative doses. To demonstrate
the EMT phenotype in cells, the expression of EMT-related proteins were analyzed via
western blotting. Furhermore, SB-431542 (TGF-f receptor inhibitor) was used to test
whether Cpi-613 induced EMT depends on TGF-B signalling. As a result both the
inhibition of PDH by Cpi-613 and the knockdown of PDHA1 induced morphological
changes, which were characteristics of EMT. A more rapid wound healing, increased
invasive potential and chemoresistance were also shown. SB-431542 treatment reversed
the EMT phenotype. The proportion of CD133" (a cancer stem cell marker) cells were
also higher in shPDHAL cells than those of shControl cells. In brief, knockdown of
PDHAZ1 expression or inhibition of PDH activity induced the EMT phenotype and more
importantly resulted in resistance to chemotherapeutic drugs. Therefore, the use of Cpi-
613 or PDH blockers becomes debatable for use in anticancer therapy.

Keywords: Lung cancer, epithelial mesenchymal transition, drug resistance, cancer cell
metabolism, cancer stem cell, pyruvate dehydrogenase.

2018, xii + 128 pages.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklama
0} Alfa
B Beta
u Mikro
Kisaltmalar Aciklama
Abl Abelson miirin 16semi
AE Anyon degistirici 2, anion exchanger
AML Akut myeloid 16semi
ANT Adenin niikleotid translokaz
ATP Adenozin Tri Fosfat
BAD Bcl2 iligkili 6liim promotoru, Bcl2 associated death promoter
BCA Bikinkoninik asit testi, bicinchoninic acid assay
BMP Kemik morfogenetik proteini, bone morphogenetic protein
BSA Si1gir serum albiimin, bovine serum albumin
CEB Sitozol ekstraksiyon tamponu, cytosol extraction buffer
COX Sitokrom C oksidaz
COX2 Siklooksijenaz 2
CD Farklilasma kiimesi, cluster of differentiation
Cdc42 Cell division control protein 42 homolog
cDNA Komplementer DNA, complementary DNA
CTC Dolasimdaki tiimér hiicreleri, circulating tumor cells
DMSO Dimetilsulfoksit
DMEM Dulbecco's modified eagle medium
DNA Deoksiriboniikleik asit
EDTA Etilen diamin tetraasetik asit
EGER Epidermal biiylime faktor reseptorti,
epidermal growth factor receptor
EMD Epitelyal mezenkimal doniisiim
EMD-TF Epitelyal mezenkimal dontisiim transkripsiyon faktorleri

Ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen protein kinaz,

ERK extracellular signal regulated protein kinase
ESM Ekstraseliiler matriks

ETS Elektron tagima sistemi

FAK Fokal adezyon kinaz

FBS Fetal sigir serumu, fetal bovine serum

FDG Florodeoksiglukoz

F26BP Fruktoz 2,6 bifosfat

Glso %350 bliylime inhibisyonu, 50% growth inhibition
GLUT Glukoz tastyicilari, glucose transporters
Gsk3p Glikojen sentaz kinaz 3 beta

GTP Guanozin Tri Fosfat

H3K9 Histon 3 lizin 9
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HCl
HRE
HIF
HK

HNSCC

IKK-B

IL-8
JAK
JNK
KKH

MAPK
MED
MCT
MMP
mTOR

LCso

LDH
NAD*
NADP*
NaOH
NEB
NSCLC
NF-Kf
NHE1
O-GIcNAC
OXPHOS
PISK/AKT
PCR

gPCR

PEP
PET
PBS
PDH
PDHA1
PDK
PFK
PGM
PKB
PKM
RNA
RNAI
ROS

Hidroklorik asit

Hipoksi duyarli element, fypoxia response element
Hipoksi uyarilan faktor, hypoxia inducible factor
Heksokinaz

Bas-boyun skuamoz hiicreli karsinoma,

head and neck squamous cell carcinoma

Niikleer faktor kappa B inhibitort,

inhibitor of nuclear factor kappa-p

Interldkin-8

Janus kinaz

c-Jun N-terminal kinaz

Kanser kok hiicre

Mitojen ile aktiflesen protein kinaz,

mitogen activated protein kinase

Mezenkimal epitelyal doniisiim

Monokarboksilat tagtyicilari,

monocarboxylate transporters

Matriks metalloproteinaz

Memeli rapamisin hedefi,

mammalian target of rapamycin

%50 letal konsantrasyon, 50% lethal concentration
Laktat dehidrojenaz

Nikotinamid adenin diniikleotid

Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat

Sodyum hidroksit

Niikleer ekstraksiyon tamponu, Nuclear extraction buffer
Kiigtik hiicreli dis1 akciger kanseri, non-small cell lung cancer
Niikleer faktor kappa f, nuclear factor kappa

Na*/H* degistirici izoform1, Na*/H* exchanger isoform 1
O-bagli N-asetil-glukozamin

Oksidatif fosforilasyon, oxidative phosphorylation
Fosfoinositid 3 kinaz

Polimeraz zincir reaksiyonu, polymerase chain reaction
Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu,

quantitative polymerase chain reaction
Fosfoenolpiriivat

Pozitron emisyon tomografisi

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi, phosphate buffered saline
Piriivat dehidrojenaz

Pirilivat dehidrojenaz Ela

Piriivat dehidrojenaz kinaz

Fosfofruktokinaz

Fosfogliserat mutaz

Protein kinaz B

Piriivat kinaz

Riboniikleik asit

Riboniikleik asit interferans

Reactive oxygen species
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Ser/Thr
SCO
SDH

SDS-PAGE

SMA
Sh
SLC
SRB

Stat

TBS-T
TCA
TGl

TIGAR
TGF-B

TBR

TIC
TNFa
TP53
UV-Vis
VEGF
VHL
Zeb

Z01
A¥Ym

Serin/treonin

Sitokrom oksidaz

Siiksinat dehidrojenaz

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi,

sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis

Diiz kas aktin, smooth muscle actin

Kisa sag tokasi, short hairpin

Soliit tastyici, solute carrier

Siilforodamin

Sinyal iletici ve transkripsiyon aktivatort,

signal transducer and activator of transcription
Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi, tris-buffered saline
Trikarboksilik asit, tricarboxylic acid

Total biiytime inhibisyonu, total growth inhibition
TP53 uyarilmis glikoliz ve apoptoz diizenleyicisi
TP53 induced glycolysis and apoptosis regulator
Transforme edici biiylime faktorii beta,
transforming growth factor beta

Transforme edici bliyiime faktorii reseptort,
transforming growth factor receptor

Timor baslatict hiicre, tumor initiating cell
Timor nekroz faktdra, tumor necrosis factor o
Timor protein p53

Ultraviyole goriiniir bolge, Ultraviolet—visible
Vaskiiler endotelyal biiylime faktorti,

vascular endothelial growth factor

Von Hippel-Lindau

Cinko parmak E-box baglayict, zinc finger E-box binding
Zonula okludens-1

Mitokondri Membran Potansiyeli
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1. GIRIS

Son yillarda kanserin, mitokondri karakteristikleri (glukoz metabolizmasi ve apoptoz
direnci gibi) ile yakindan iliskili oldugu diistintilmektedir. Glukoz, tiimor hiicreleri dahil
pek cok memeli hiicresinin esas karbon kaynagidir ve ATP olusturmak iizere sitozolik
glikoliz ve ardindan oksijen bagimli mitokondriyal metabolizma araciligryla metabolize
edilmektedir. Normal sartlar altinda sitozolik glikoliz sonucu meydana gelen piriivatin
TCA dongiisiine (mitokondriyal metabolizma) girisi, pirlivatin  Asetil CoA’ya
doniistimiinii  (oksidatif dekarboksilasyon) gerektirir. Bu katalitik  doniisiimii

gerceklestiren ¢coklu enzim kompleksi ise piriivat dehidrojenaz (PDH) dir.

Metastaz kapasitesi yliksek olan kanser hiicreleri, enerji liretimi i¢in bol miktarda oksijen
varliginda dahi oncelikli olarak sitozolik glikolizi (mitokondriyal solunuma kiyasla)
tercih etmektedirler. Enerji iiretimi amaciyla sitozolik glikolizin kullanimi ise timdriin
gelismesi i¢in gerekli olan temel yapitaglarini daha hizli saglamaktadir. Ayrica bu durum,
apoptozun baskilanmasin1 ve dolayisiyla antikanser terapilere direncin artmasini
saglamaktadir. Kanser hiicrelerinde goriilen metabolik yolaklarin bu sekilde yeniden
diizenlenmesi, kanser hiicrelerinin adaptasyonunu ve progresyonunu uyararak invazif ve
metastatik bir fenotip kazanilmasini saglamaktadir. Bu diizenlenmenin sonrasinda glukoz
alimi1 artmakta ve hiz1 artan glikoliz siireci ile kanser hiicreleri laktat (son iirtin) tiretir ki
bu iirlin sayesinde invazyon ve metastaz i¢in uygun bir ¢evre meydana gelmektedir. Bu
fizyolojik degisiklikler neticesinde kanser progresyonu i¢in uygun bir mikrogevre
yaratilmaktadir. Sonug olarak kemoterapdtik ilaclar dahil gesitli stres kosullarina direncin

artis1 gerceklesmektedir.

Epitelyal Mezenkimal Doniisiim (EMD), epitelyal karakterdeki bir hiicrenin, motilitesi
ve invazif kapasitesi artmis mezenkimal karakter edinmesi (ayrica epitelyal belirteglerin
kayb1) ile karakterize edilen bir siirectir. Kanser biyolojisinde heniiz yeni bir konu
olmakla beraber, tiimor metastazinda molekiiler belirleyici olma potansiyeli tagidigindan,
bu siirecin anlagilmasi ve aydinlatilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Son yillarda yapilan
metastatik kanser arastirmalar1 ve iligkili molekiiler bilgiler artmis olmasina ragmen,
PDH enzim aktivitesinin EMD siireci ile iligkisini gdsteren literatiirde herhangi bir

calisma bulunmamaktadir.



Kanserin son yillarda metabolik bir hastalik olarak gorildiigli géz Oniine alinirsa,
mitokondriyal metabolizma ile iliskili enzimlerin aktivitelerinin kanser progresyonu
stirecine etkilerinin anlasilmas1 ve aydinlatilmasi insan sagligini iyilestirebilecek yeni
tedavi segenekleri/yaklasimlari yaratabilir. Bu tez ¢alismasinin sonuglari, mitokondri-
iliskili metastaz ve buna dair molekiiler mekanizmalarin anlagilmasina katki; Kklinik
acidan biiylik 6nem tasiyan prognostik ve/veya diagnostik belirteglerin ve yeni terapotik
hedeflerin kesfedilmesine ve kanser tedavisinde basar1 oranini yiikseltecek yeni anti-
metastatik terapotik ajanlarin gelistirilmesine olanak saglayabilir. Literatiirde gézlenen
eksiklikler dogrultusunda bu tez c¢alismasinda, enerji tretiminde (mitokondriyal
metabolizmada) Onemli bir enzim olan PDH aktivitesinin kanser metastaziyla

iligkilendirilen EMD siireci arasinda baglantilar arastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

Hiicrelerde metabolizma c¢alismalarinin kokeni 150 yil Oncesine, Louis Pasteur’iin
calismalarina dayanmaktadir. Pasteur, ortamda yeterli oksijen bulunmadigi durumda
hiicrelerin yasamlarin1 devam ettirmeleri i¢in oksidatif fosforilasyondan glikolize ge¢is
yaptiklarini yani “fermentasyon’u tanimlamistir. Bu fenotip siklikla “anaerobik glikoliz”
veya “Pasteur etkisi” olarak bilinmektedir. Yaklasik 70 yil sonrasinda Otto Warburg bu
olguyu tiimor dokularinda ¢alismis ve glikolizin, oksijen varliginda da gerceklestigini
gostermistir. Giiniimiizde bu metabolik fenotip “aerobik glikoliz” veya “Warburg etkisi”

olarak bilinmektedir.
2.1. Warburg Etkisi

Hiicre igerisinde yeterli oksijen varliginda bir glukoz molekiiliiniin tam oksidasyonu yani
oksidatif fosforilasyonu (OXPHOS) 38 ATP molekiili meydana getirmektedir. Bu
hiicresel solunumun ilk asamasi olan glikoliz sitoplazmada meydana gelir ve yalnizca 2
ATP ve 2 molekiil piriivat olusumunu saglar. Bu asamadan sonra, hiicre normoksik
kosullarda ise, piriivat asetil-KoA’ya doniistiiriiliir. Asetil-KoA ise, mitokondride
gerceklesen krebs ya da sitrik asit dongiisiine piriivat dehidrojenaz (PDH) katalizi ile girer
ve ardindan mitokondri i¢ membraninda elektron tasima sistemi (ETS) tepkimeleri
neticesinde 34 ATP iretilir. ETS igerisinde son asama, O”atomunun son sitokromdan (cyt
a3) 2H" atomu alarak, aerobik solunumun ara iiriinlerinden biri olan bir molekiil H20
olusturmasidir. Buna karsin, hiicre hipoksik kosullar altindaysa piriivat asetil-KoA yerine
laktik aside donistiiriiliir. Bu siire¢ yalnizca 2 ATP molekiilii meydana getirir ve bu

sebeple enerjetik agidan oldukc¢a verimsizdir (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2).
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Sekil 2.1. Hiicresel diizeyde glukoz metabolizmasi. Aerobik (A) ve anaerobik (B)
solunum (Devic 2016’dan Tiirkgelestirilerek alinmistir)

Hiicresel diizeyde oksijensiz kalma durumu, yogun fiziksel aktivite sonucu olusabilir.
[laveten bu durum oksijen derisimine bagli olmaksizin kanserlerde goriilmektedir. Yani
glukozun laktik aside yikimi1 ortamda mitokondriyal solunuma yetecek miktarda oksijen
varliginda dahi gerceklesmektedir. Bu metabolizmay1 kesfeden Otto Warburg, siireci
“aerobic glikoliz” olarak isimlendirmistir. Ayn1 zamanda “Warburg etkisi” olarak ta

bilinmektedir (Koppenol ve ark. 2011).
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Sekil 2.2. Oksijen derisimine gore normal (A) ve kanser (B) hiicrelerinde glukoz
metabolizmasindaki farkliliklar (Devic 2016’dan Tiirkgelestirilerek alinmistir)

Aerobik ve anaerobik glukoz metabolizmasindaki denkleme bakilacak olursa, hipoksik
kosullar altinda tiim hiicrelerin (normal veya kanser farketmeksizin) 19 kat daha fazla
glukoz almasi gereklidir ki, bu sayede oksijenasyonu iyi olan hiicrelerin metabolik
diizeyine ulasabilsinler. Tiimor metabolizmasinin bu o6zelliginin kesfi ile 18(F)-
Florodeoksiglukoz (2-floro-2-deoksiD-glukoz-FDG)-temelli PET goriintiilleme sistemi
klinik uygulamalarda kullanilmaktadir. Bu sistem sayesinde normal dokulara kiyasla
primer ve metastatik kanserler normal kompartmana kiyasla daha fazla aldiklari isaretli
glukoz analogu (FDG) sayesinde goriintiilenebilmektedir. Hiicre i¢i FDG, heksokinazlar
(HK) tarafindan FDG-6-fosfata fosforile edilir ve bu asamadan sonra glikoliz siirecinde
metabolize edilemez. Boylece, FDG-6-fosfat hiicrede birikir ve radyoaktif izotop florin-
18 bozunmadan oOnce hiicrelerin goriintillenmesi saglanir. Bu teknoloji, lenfoma,
melanom, kolon, meme ve akciger kanserleri dahil olmak tizere ¢esitli kanserlerin tani,
evreleme ve izlenmesinde kullanilmaktadir. Hatta kanser hiicreleri tarafindan artan

glukoz alimi kétii prognozla iliskilendirilmistir (Lopez-Rios ve ark. 2007)

2.2. Warburg Etkisi Tarihcesi
1920’lerde Otto Warburg ve Cori, tiimdrlerin ¢evre dokulara kiyasla ¢ok daha fazla
glukoz aldigin1 ve alman glukozun oksijen varliginda da fermente edilerek laktata

doniistiigiinii gézlemlemislerdir (Warburg ve ark. 1927, Cori ve Cori 1925). Bununla



birlikte solunumun tek bagina tiimor canliligi igin yeterli oldugunu belirtmislerdir. Bu
nedenle, tiimor hiicrelerini 6ldiirmek i¢in hem glukozun hem de oksijenin elimine
edilmesi gerekliligini One siirmiislerdir. 1929°da Herbert Crabtree, Warburg’un
calismalarin1 genigletmis ve cesitli timor tiplerinde glikolizi ele almistir. Crabtree,
Warburg’un ¢alismalarin1 dogrulamis ve bunun yani sira tiimorlerde solunumun da yer
aldigim1 fakat bunun degisken oldugunu kesfetmistir. Goézlemledigi varyasyonlar
nedeniyle tiimor dokularinda karbohidrat metabolizmasini tek bir genelleme ile
tanimlamanin zor oldugunu ifade etmistir. Mitokondriyal solunumun, hiicrelere glukoz
verilmesiye inhibe olmas1 “Crabtree Etkisi” olarak bilinmektedir. Buna gore mitokondri,

artmis glikolizin “suglu”su degil yalnizca masum “izleyici”’sidir.

Warburg sonraki yillarda, aerobik glikolizin nedeni olarak mitokondrinin islevini
kaybetmesini One siirmiistiir. Hatta bu durumu bir hipotez haline getirerek, kanserin
primer sebebi olabilecegini onermistir. 1970’lerde Racker, Warburg etkisine sebep
olabilecek durumlari teori haline getirmistir. Bunlar arasinda, hiicre i¢i pH dengesizlikleri
ve ATPaz aktivitesindeki bozukluklar yer almaktadir. Sonraki yillarda Racker, Jeffrey
Flier ve Morris Birnbaum, aerobik glikolizin, biiyiime faktorii sinyal iletimleri ile kontrol
edilebilir bir siire¢ oldugunu gozlemlemislerdir. Bu arastirmacilarin  goézlemleri
Warburg'un kanser biyolojisindeki hipotezine yeni bir anlam kazandirdi. Hasar gérmiis
mitokondrinin bazi durumlarda Warburg etkisini tetikledigi gosterilmis olsa da, Warburg
metabolizmasi gosteren pek ¢ok kanser hiicresinin intakt mitokondriyal solunuma sahip
oldugu hatta bazi kanser alttiplerinin mitokondriyal solunuma bagimli oldugu
belirtilmistir. Son on yilda yapilan ¢aligmalar farkli tiimor tiplerinde hatta ayni timor
icerisindeki altpopulasyonlarda farkli biyoenerjetik bozukluklar gosterilmistir. Bu durum
en erken 1967 yilinda Weinhouse tarafindan gézlenmisti. Calismasinda, yavas biiyliyen
hepatoma hiicrelerinin oksidatif, daha hizli prolifere olan hepatomalarin glikolitik

oldugunu belirtmistir (Weinhouse 1967).

Aerobik glikoliz pek ¢ok calisma grubu tarafindan sorgulanmis ve mitokondriyal islevi
yerinde olan pek ¢ok hiicre soyu rapor edilmistir (Jose ve ark. 2011, Moreno-Sanchez ve
ark. 2007, Martin ve ark. 1998). Tiimor icerisinde oksidatif metabolizma ve glikoliz
arasinda dinamik bir etkilesim yani metabolik esneklik ¢ok c¢esitli kanserlerde
gosterilmistir (Obre ve Rossignol 2015). 2004 yilinda, Zu ve Guppy ¢esitli kanser ve
hiicre soylarinda glikoliz kaynakli ATP’nin, totalin %17’sine karsilik geldigini rapor



etmislerdir. Aslinda bu durum hiicre tipine olduk¢a bagimliydi, nitekim fibrosarkomlarda
%0,31 iken hepatomalarda %64 g6zlenmis; geri kalan ATP nin mitokondriyal oksidatif
fosforilasyondan kaynaklandigi gosterilmistir (Zu ve Guppy 2004).

Son 10 sene igerisinde kanser iligkili mutasyonlarin metabolizma {izerine kayda deger
etkileri rapor edilmistir. Krebs dongiisii enzimlerinden siiksinat dehidrojenaz
mutasyonlari, feokromositom ve paragangliyoma neden olabilmektedir (Astuti ve ark.
2001, Baysal ve ark. 2000). Bir diger enzim, izositrat dehidrojenazl mutasyonlarinin da
yetiskin glioblastoma vakalartyla iliskili oldugu ve tiimor gelisimi i¢in “gain of function”

etkisi ile onemli rol tistlendigi gosterilmistir (Dang ve ark. 2009, Yan ve ark. 2009).

Son 50 yila bakildiginda mitokondrinin kanser enerji metabolizmasindaki rolii (suclu
veya izleyici) kesin sekilde tanimlanamamistir. Yapilan calismalar ise kanser hiicre
ortamimin ve mutasyonlarin metabolizmay1 nasil etkiledigini anlamanin, hastalarda
kanser hiicrelerinin  biiylimesini  engellemek i¢in uygun metabolik ilag

kombinasyonlarinin se¢ilmesinde temel 6neme sahip olacagini diisiindiirtmektedir.

Warburg metabolik fenotipinin kanser hiicrelerine proliferatif avantaj sagladigi son
yillarda aydinlatilmakta ve metastatik progresyondaki 6nemi ve yeri giiniimiizde yogun
bir arastirma konusudur. Bu c¢alismalarin etkisiyle, “enerji metabolizmasimin yeniden
programlanmas1” kanser Ozelliklerinden biri olarak kabul gérmektedir (Sekil 2.3)

(Hanahan ve Weinberg 2011).
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Sekil 2.3. Kanserin ozellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011°den Tiirkcelestirilerek
alinmistir)

2.3. Warburg Fenotipinin Molekiiler Temeli

Goriintiileme disinda, Warburg etkisini kontrol eden molekiiler aglarin belirlenmesi,
kanserin onleme ve tedavisi i¢in molekiiler hedefleri ortaya g¢ikarmaktadir. Aerobik
glikolizin kanser hiicrelerinin fenotipik 6zelliklerini (hipoksik kosullar, metastatik egilim
ve apoptozdan kaginma) koruyan gesitli koordineli yolaklar1 igeren adaptif bir mekanizma
oldugu giiniimiizde anlagilmistir. Birbirine bagh birkag sinyal iletimi ve disfonksiyonel
mutasyonlar, kanser hicrelerinin glikolitik fenotipini sagladigini gosteren c¢alismalar

mevcuttur.
2.3.1. Heksokinaz ve Glikoliz

Warburg'un gozlemlerine dair agiklama arayan ¢esitli gruplarin caligmalari, Warburg
etkisinin ilk kritik molekiiler agiklamasini sagladi. Bu gruplar, karaciger ve pankreatik
hiicrelerin karsinojenezinde erken bir metabolik olay1, HK II'nin artisin1 ve HK I'in HK
I'V ile iliskili olarak downregiilasyonunu gostermistir (Rempel ve ark. 1994, Mathupala
ve ark. 1997, Mayer ve ark. 1997, Pedersen ve ark. 2002). ATP varliginda HK II, hiicre
icindeki glukoz metabolizmasinin hiz smirlayici ve kararli adimini katalizler; bu ise
glukozun glukoz-6-fosfata ATP-bagimli fosforilasyonudur. Bu tepkime, yalnizca
glukozun hiicre i¢i akisinda bir konsantrasyon gradyan1 yaratmakla kalmaz, ayni zamanda

hiicre i¢i glukozun akibetini de belirler. HK I ve Il, spesifik voltaj bagimli anyon



kanallarinda (VDAC) mitokondri ile dogrudan etkilesim halindedir (Bustamante ve
Pedersen 1977). VDAC'ler ve adenin niikleotid translokazlar (ANT) mitokondriyal
matriks ve sitozolik bolmeler arasindaki adenin niikleotidlerini tasir. HK 11'nin VDAC ile
etkilesimi iki fonksiyona hizmet edebilir; birincisi, ATP'nin membranlar arasi bosluktan
sitozole aktarilmasini saglayan VDAC'm fonksiyonel roliinii inhibe edebilir ve ikincisi,
VDAC ile BAX/BAK etkilesimini engelleyebilir ve bu sayede apoptozu inhibe edebilir.
Boylece, hepatoma ve diger kanserlerde artmis HK Il seviyeleri, apoptotik direncin
artmasina ve VDAC'de ATP birikmesine neden olabilir. Birikmis ATP, HK II tarafindan
fosforile edilmek iizere kullanilabilir ve bdylece hiicre i¢i metabolizmaya glukoz
kazandirabilir. Normal bir mitokondriyal fonksiyon, glikolitik Son iiriinii yani piruvati,
aerobik kosullar altinda, TCA dongiisiine ve enerji liretimi i¢in solunum zincirine
baglamalidir. Fakat mitokondriyal genomda veya kanser hiicrelerinde mitokondriyal
solunumu olumsuz etkileyen sinyal yolaklarindaki bozukluklar, glikoliz tarafindan
iretilen piruvatin oksijen varhiginda bile laktata donistiiriilecegini gostermektedir

(Dakubo 2010).
2.3.2. PI3K/AKT Sinyal iletimi ve Glikoliz

Cesitli onkogen sinyal iletimleri kanser hiicrelerinde diizensiz gézlenmekte ve bu yolaklar
bozulmus metabolizmay1, apoptozu ve kanser hiicrelerinin birtakim diger fenotipik
Ozelliklerini kontrol eder. PI3K, bir 85 kDa diizenleyici alt birim ve bir 110 kDa katalitik
alt birim olmak tizere iki fonksiyonel alt birime sahip; bir heterodimerik bir proteindir.
PI3K sinyal yolagi, sitokinler, biiylime faktorleri, hormonlar ve Ras onkogeni gibi
yasamsal sinyaller tarafindan aktive edilir. G-protein-bagli reseptorler veya tirozin kinaz
reseptorleri ile aktivasyon sonrasi, 85 kDa alt birimi, bir Src-homoloji 2 (SH2) domaini
vasitasiyla reseptor lizerinde fosforile tirozin rezidiileri ile etkilesir. 110 kDa katalitik alt
birim daha sonra bir fosfat grubunu membran fosfolipidlerine aktarir. Akabinde bu siireg
fosfatidilinositol (4,5)-bisfosfatin ikincil mesajct olusturmak iizere fosfatidilinositol
(3,4,5)-trifosfata fosforilasyonunu igerir. Hiicre i¢i ikinci mesajci, daha sonra downstream
sinyal iletimini tetikleyen protein kinaz B'yi (AKT/PKB) aktive eden 3-fosfoinositid
bagimli kinaz 1'i (PDK1) devreye sokar ve aktive eder. Protein kinaz B/AKT, bir viral
onkogenin hiicresel bir homologu olarak kesfedilen bir serin treonin kinazdir. Protein
kinaz B, PI3K sinyal iletiminin dowstream molekiilii olup fosforilasyon ile aktive edilir.

En sik goriilen PKB/AKT aktivasyon sekli, tiimor baskilayict PTEN’in fonksiyon



kaybidir. Tiim hiicrelerde ifade edilen PTEN, fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfati
defosforile ederek fosfatidilinositol (4,5)-bisfosfata doniistiiriir ve bu sekilde PISK/AKT
sinyal iletimini engeller. Heterozigot PTEN knockout fareler ¢ok sayida tiimor
gelistirmektedir. PTEN, insan kanserlerinin biiyiik bir cogunlugunda mutasyona ugramis
durumdadir ve bu nedenle, biiylime faktorii reseptdér stimiilasyonunun yoklugunda
PI3K/AKT aktivasyonuna neden olur. Kanser hiicrelerinde PKB/AKT'nin aktivasyonu,
biiylime faktorii stimiilasyonu veya PI3K yolunun amplifikasyonu ile dolayli olarak
meydana gelebilir. Fosforlanarak aktive edildikten sonra PKB/AKT, nukleusta CREB,
E2F, NF-kB gibi hiicre i¢i substratlari ve sitozoldaki kaspaz 9, BAD ve GSK-3B'yi
hedefler. PKB/AKT'in pleiotropik fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Bu sinyal yolag: esas
olarak hiicre ¢ogalmasini ve yasami tesvik eder. Ayrica glukoz alimmi ve heksokinaz
aktivitesini diizenler. Ayn1 zamanda mitokondriyal membran potansiyelinin korunmasini
da diizenler. PKB/AKT yolagi, kanser hiicrelerinin aerobik glikolize yonelimini gesitli
sekillerde uyarmaktadir. Birincisi, PKB/AKT sinyal iletimi glukoz tasiyicilarinin
ifadesini uyararak kanser hiicrelerinde glukoz alimimi ve tiiketimini artirir. Ikincisi, aktive
edilmis PKB/AKT, HK II'nin ifadesini ve aktivitesini arttirir. Cesitli biiyiime faktorleri,
HK ile mitokondri arasindaki baglantiyt PI3K/AKT/mTOR yolagin1 kullanarak
desteklemektedir. Ayrica, PKB/AKT sinyal iletimi, bir diger glikolitik enzim olan

fosfofruktokinaz ifadesini uyarir.

PKB/AKT sinyal iletimi, mitokondriyal solunum disfonksiyonu (6rn., MtDNA
mutasyonlar1) ile de aktive edilebilir. Mitokondriyal disfonksiyon nedeniyle azalan
solunum, PTEN'i inaktive eder ve PKB/AKT aktivasyonuna yol agar. Mitokondriyal
DNA azalmasi1 da PKB/AKT sinyal iletimini aktiflestirmis, bununla birlikte artmis

glikoliz ve invazyon, apoptoz/anoikisden kaginma gozlenmistir (Moro ve ark. 2009).
2.3.3. MYC Onkogeni ve Glikoliz

MYC transkripsyion faktorii, hiicrelerin biiylimesini, ¢cogalmasin1 ve oliimiinii kontrol
eden cesitli genlerin diizenlenmesini saglar. MYC, partneri MAX ile bir kompleks
olusturur ve bu sekilde aktiflesmis kompleks, hedef genlerin transkripsiyonunu uyarmak
icin E-box DNA moatiflerine (kanonikal CACGTG, CATGTG) baglanir. Cesitli
kanserlerde MYC'nin overekspresyonu gosterilmistir. MYC glikolizi ¢esitli sekillerde
uyarmaktadir. MYC'nin aktivitesi, mtDNA'ya zarar verebilecek, solunum zinciri
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aktivitesini bozabilecek ROS iiretiminin artmasina neden olmakta ve bu sekilde aerobik
glikolizi kolaylastirmaktadir (Dakubo 2010).

MY C'nin overekspresyonu, birkag glikolitik enzimin aktivasyonu ve ifadesini arttirarak
glukoz metabolizmasimi artirir (Osthus ve ark. 2000). HK II, gliseraldehit-3-fosfat
dehidrojenaz, enolaz 1, piruvat kinaz ve laktat dehidrojenaz, cesitli kanserlerde yiiksek
seviyede ifade edildigi gosterilmistir (Altenberg ve Greulich 2004, Mathupala ve ark.
2006). MYC'nin HK 11, enolaz ve laktat dehidrojenaz A gibi glikolitik enzimleri kodlayan
genlere baglandig1 gosterilmistir (Kim ve Dang 2005). Laktat dehidrojenaz, piruvati
laktata dondstiiriir ve bu tepkime glikolitik kanser hiicrelerinde oldukga aktif bir
metabolik yoldur. Laktat dehidrojenaz ifadesi dogrudan MY C gibi onkogenler ve dolayli

olarak HIFla'nin aktivasyonu ile uyarilabilir.
2.3.4. HIF Yolag ve Glikoliz

Kanser hiicrelerinin biiytimesi, farkli seviyelerdeki oksijen eksiklikleri ile iligkilidir. Solid
timorler hizla bliylidiigi igin, perifer hiicreler damarlara erisebilir oldugundan yeterli
oksijenasyona sahiplerdir. Fakat, timdriin i¢ kisimlarina dogru gidildikge, azalan oksijen
diizeylerine yani hipoksi hatta anoksiye maruz kalan hiicreler bulunmaktadir. Azalan
oksijenin nedeni temel olarak, vaskiiler beslenmeyi geride birakan hizli biiylimeden
kaynaklanan zay1f kalan kan destegidir. Gergekten de, 300 kadar kanser hiicresi yetersiz
damarlanmanin sonucu olarak hipoksiyi uyarabilir. Bu olumsuz kosullardan kurtulmanin
mekanizmalarindan bir tanesi, HIF'lerin uyarilmasi ve stabilizasyonudur ki tiimére bu

sekilde yeni kan damarlar1 kismen geri kazandirilmaktadir.

Iki aile iiyesi, HIFa ve HIFp, heterodimer olusturarak aktif hale gelir. HIFa; HIF1q,
HIF20, ve HIF3a olmak {izere tig alt birime sahiptir. HIF2a, HIF 1a ile %48 homolog olup
hipoksik kosullar altinda benzer sekilde ifade ve stabilize edilir (Tian ve ark. 1997).
Aksine, HIF3a HIF'in baskin bir negatif diizenleyicisidir. HIF1p ile transkripsiyonel
olarak inaktif bir heterodimer olusturmak iizere dimerize olur ve bdylece HIF'lerin
aktivitesini azaltir. HIFla ve HIF2a nin her ikisi de islevsel olarak aktiftir yani gen
promotorlarinda yer alan hipoksiye duyarli elementler (HRE'ler: kanonik CCATG
dizileri) ile etkilesime girebilirler. Bunun yani sira, HIF1a’nin tercihen glikolitik gen

promotorlarinda HRE'leri indiikledigi gosterilmistir (Hu ve ark. 2007).
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Onkogen sinyal iletimi hemen hemen tiim kanserlerde goriilen ortak bir 6zelliktir. Ras-
MAPK yolaginin aktivasyonu, ¢esitli model sistemlerde HIF1a diizeylerinin artmasina
neden olmustur (Sheta ve ark. 2001). Benzer sekilde, Src ifadesi, HIF1a'nin normoksik
kosullarda birikmesi ile sonu¢lanmistir (Jiang ve ark. 1997) ve PKB/AKT'nin
aktivasyonu, AKT/FRAP/mTOR yolu ile HIFla protein translasyonunu arttirmistir
(Laughner ve ark., 2001, Plas ve Thompson 2005). MAPK/ERK1/2 reseptér tirozin kinaz
sinyal iletimi de, HIF1a'y1 fosforile ve aktive edebilirmektedir.

TCA dongiisiiniin enzimlerinin son zamanlarda HIF 1 a'y1 stabilize etmek i¢in bir feedback
mekanizmas1 sagladiklar1 gosterilmistir. Siiksinat dehidrojenaz ve fumarat hidrataz
genlerindeki mutasyonlar sirasiyla paraganglioma ve leyomiyomlara neden olmaktadir.
TCA dongiisiindeki bu iki enzimin fonksiyonu, solunum zinciri i¢in indirgeyici
ekivalanlarin iretilmesi ile sonuglanir. Aktivitelerinin kaybi, azalmis mitokondriyal
solunuma ve durmus TCA aktivitesine yol agarak suksinat ve/veya fumarat birikmesine
yol agabilir. Bu durum da, psodohipoksiya olarak bilinen bir duruma neden olabilir.
HIFlo'daki prolin kalintilarimin hidroksilasyonu sirasinda, prolil hidroksilaz, a-
ketoglutarat veya 2-oksoglutarat ve oksijeni siiksinat ve karbondioksite doniistiiriir
(Kaelin  2006). Birikmis siiksinat veya fumarat sitozole sizarak HIFla prolil
hidroksilazlarin aktivitesini inhibe edebilir. Fumarat hidrataz aktivitesini kaybetmis
timorler, artmis HIF1a (Pollard ve ark. 2005a, Pollard ve ark. 2005b) ve glikolitik
enzimlerin (Vanharanta ve ark. 2005) ifadesi yaninda yiiksek seviyede vaskiilerizedir.
Timorlerdeki siiksinat dehidrojenaz mutasyonlari, HIF yolagi aktivasyonuna neden
olabilir; gen ifade profiline gére SDHB, SDHD veya VHL mutasyonlarina sahip
feokromositomlarin psédo hipoksik HIF gen imza motifine sahip oldugu gosterilmistir
(Dahia ve ark. 2005). Ayrica, piruvat ve laktatin HIF1a'y1 stabilize ettigi gosterilmistir (Lu
ve ark. 2005).

HIF-1 ayrica dogrudan PDK1’i kodlayan geni aktiflestirerek, TCA koruyucusu olarak
bilinen PDH’1 baskilar. Hipoksik HIF-lo null hiicrelerinde, PDK1 ifadesi ATP
seviyelerini arttirir, hipoksik ROS olusumunu azaltir ve bu hiicreleri hipoksinin neden
oldugu apoptozdan kurtarir. Bu ¢alismalar, ATP tiretimini devam ettirmek ve toksik ROS
iiretimini 6nlemek i¢in glukoz metabolitlerinin mitokondriden glikolize ge¢isini saglayan

hipoksi-uyarilmig metabolik degisimi gostermektedir (Kim ve ark. 2006).
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2.3.5. P53 ve Glikoliz

Genomik biitlinliiglin korunmasi, hiicre dongiisii tutulmasinin ve apoptoz gibi bilinen
islevlerine ek olarak, pek cok caligma p53'lin mitokondriyal solunum ve glikolizi
diizenledigini gostermektedir. Bensaad ve ark. TP53 ile uyarilan glikoliz ve apoptoz
diizenleyici (TIGAR)’yi p53 hedef geni olarak tanimlamislardir (Bensaad ve ark. 2006).

Yabani tip hiicrelerde TIGAR ifadesi normaldir ve fruktoz-2,6-bisfosfat diizeyini
diisiirerek, glukoz-6-fosfati pentoz fosfat yolagmma yonlendirerek glikolizi baskilar.
Pentoz fosfat yolagimin aktivasyonu, NADPH diizeylerini artirir ve bu da ROS'u
uzaklastirmak i¢in rediikte glutatyon diizeylerini artirir. Bu nedenle, normal TIGAR ifade
eden hiicrelerde, ROS diizeylerinde genel bir azalma gozlenmektedir. Bu nedenle, p53'in
ve dolayisiyla TIGAR ifadesinin kaybi, pentoz fosfat yolunun zararina olacak sekilde
artmis glikolize ve ayrica artan ROS iiretimine neden olmaktadir. Matoba ve ark. bir diger
p53 hedefi olarak olarak sitokrom oksidaz 2 (SCO2) sentezini tanimlamistir. SCO2'nin
ifadesinin p53 seviyesini yansittigi; sirasiyla p53+/+, p53+/-, p53-/- hiicrelerindeki
azalmasiyla belirlenmistir. SCO, COX kompleksinin biitiinliigii i¢in gereklidir. P53-/-
hiicrelerde SCO2’nin ifade ettirilmesi solunumu geri kazandirmig; SCO2’nin p53+/+
hiicrelerde bozulmasi solunumun bozulmasina yol agmistir. P53 kaybi, SCO2 ifadesinin
kaybina, ayrica diizglin olmayan bir COX biitiinliigline ve neticede solunum kaybina
neden olmaktadir. Solunum kaybu, hiicreleri enerji liretimi icin glikolize bagimli olmaya
zorladig1 ve ayrica glikoliz i¢in bir amplifikasyon dongiisii olusturmasi icin PKB/AKT'yi
aktive ettigi ifade edilmistir (Matoba ve ark. 2006).

Fosfogliserat mutaz (PGM), 3-fosfogliseratin 2-fosfogliserata doniisiimiinii katalize eden
glikolitik bir enzimdir. PGM'nin aktivitesi, akciger, kolon ve karaciger kanserlerinde
yiksek gozlenmistir. Kondoh ve ark. p53'in PGM ekspresyonunu baskiladigini
gostermistir. Bu nedenle, kanser hiicrelerinde p53 kaybi, artmigs PGM aktivitesine ve

artmis glikolize yol agmaktadir (Kondoh ve ark. 2007).
2.4. Warburg Etkisi Karakteristikleri ve Kanser Hiicresine Yarari
2.4.1. Artan Glukoz Alimi ve AKis1

Warburg, kanser hiicrelerinde artmis glukoz alimimi tanimlamis ve bu ozellik kanser

hiicre metabolizmasinin hatta kanser hiicrelerini normal hiicrelerden farkli kilan en temel
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karakteristigi olarak kabul edilmistir. Kanser hiicreleri hiicre dis1 glukozu, glukoz
tastyicilar1 (GLUTSs) ile hiicre i¢ine alirlar. Glukozu hiicre zarindan pasif sekilde tasiyan
GLUT izoformlarindan bazilarinin tiimorlerde yiiksek seviyede ifade edildigi
gosterilmistir. Bu tasiyicilarin glukoz tasima kinetik 6zelliklerinde farkliliklar olmasina
ragmen, glukozu pasif akisinin akabinde fosforlayan heksokinaz enzimi sayesinde hiicre
icerisinde hapsedilir. Bu nedenle bir tiimoriin glukoz alimini arttirmasi igin iki 6zellik ile
“evril”’mesi gerekir: membranda yer alan glukoz tasiyicilarini arttirmali veya glukoz
tastyici izoformlarini, glukoz afinitesi yliksek olan izoformlara dontistiirmelidir. Dogrular
sekilde, tiimorlerde glukoz tasiyicilarinin 10 kat kadar artmis oldugunu gosteren pek ¢ok
calisma bulunmaktadir. Su ana kadar tanimlanmis 12 GLUT izoformlarindan, GLUT3 ve
GLUTH4 izoformlarmin glukoza afiniteleri en yiiksek bulunmustur. Bu izoformlarin ise
¢ogu insan kanserlerinde yiiksek seviyede ifade edildigi gosterilmistir. GLUT1 ifadesi
normal dokularda goriilmekte birlikte, tiimorlerde de GLU3 ve GLUT4 ile birlikte ytiksek

seviyede ifade edilmektedir.

Tiimor baskilayict TP53 glukoz tasiyicilarinin ifadesini transkripsiyonel diizeyde
baskilarken, mutant p53 GLUT-1"in sitoplazmik membranlara translokasyonunu uyarir.
Glukozu, glukoz-6-fosfata dontistiiren heksokinaz-I1 ifadesi ise proto-onkogen olan c-
Myc tarafindan transkripsiyonel diizeyde arttirilir. Glikolitik akisin hem glukoz alimi
hem glukozun glukoz-6-fosfata metabolik aktivasyonu ile arttig1 gosterilse de, glukozun
glikolize akigi fruktoz-6-fosfatin fruktoz-1,6-bifosfata fosfofruktokinaz-1 (PFK1)
tarafindan dondstiiriilmesi ile kesin hale gelir. Bu kritik basamagin kontrolii ise fruktoz-
2,6-bifosfat (F26BP) derisimi ile saglanmaktadir. TP53, F26BP’yi degrade eden TIGAR’1
transkripsiyonel upregiile ederek glikolizi baskilamaktadir. Fosfogliserat mutaz (PGAM)
3-fosfogliserat’t 2-fosfogliserata doniistiiren enzimdir. TPS53, ubikitin ligaz1 upregiile
eder ve PGAM’1n poliubikitinlenerek proteozomal degradasyonunu saglar. Glikolizin son
basamag1 piriivat kinaz tarafindan katalizlenir ve fosfoenolpiriivat (PEP) piriivata
doniistiiriilir. 12 bilinen izoformundan PKM?2 tiimorijenite ile yakindan iliskilidir.
PKM1-PKM?2 doniisiimii post-transkripsiyonel seviyede mikroRNA’lar tarafindan
gerceklestirilebilir. Son ¢alismalar, PKM2’nin DNA hipometilasyonu ve c-Myc ile
transkripsiyonel diizeyde upregiile edilebildigini gostermistir. Ortamda piriivatin fazla
miktarda bulunmasi ise, laktat dehidrojenaz (LDH) tarafindan laktata doniistiiriilmesi ile

sonug¢lanmaktadir. Meydana gelen laktat ise, proton-bagimli monokarboksilat tagiyicilari
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(MCT) tarafindan hiicre disina tasimir. c-Myc, LDHA ve MCTL1 ifadelerini
transkripsiyonel diizeyde upregiile ederek tiimor-spesifik laktat mekigine katki saglar.

Glukozun absorblanmasi ve metabolik yollarla yikilmasinin her dokuda ortak sekilde
izledigi durumlar vardir. Glikoliz diginda bir digeri glukozun, hiicre igerisine alindiginda
glikojene ¢evrilmesidir. Bu yiizden, artmis glukoz alim1 fazla miktarda glikojen sentezini
uyarabilir. Nitekim pek ¢ok caligsma gostermistir ki, tiimdrlerde ciddi bir glikojen birikimi
bulunmaktadir. Bu sekilde var olan bir glukoz deposu, kanser hiicrelerine,
mikrogevrelerinde yeterli damarlanma ve dolayisiyla O2 veya glukoz olmadigi
durumlarda biiyiime avantaj1 saglayabilir (Ferreira 2010). Glikojen sentezinde yer alan
glikojen sentaz, GSK3 tarafindan fosforile edilerek inaktif hale gelmektedir. GSK3
aktivitesi ise bliyiime faktorleri ve insiilin ile aktiflesen PI3K/Akt sinyal iletimi ile inhibe
edilir. Bu agidan bakildiginda GSK-3 tiimor baskilayici olarak 6nemli role sahiptir ve

kanser hiicrelerinin metastatik potansiyelini etkilemektedir.

Pentoz fosfat yolu da glikolize paralel olarak glukoz metabolizmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. NADPH ve riboz-5-fosfat, glukoz-6-fosfattan bir seri tepkime sonucunda
meydana gelir. NADPH ve riboz-5-fosfat, glikolizin ¢ok 6nemli ara iiriinlerinden olup
glikoliz ile ya da glukozun tam bir oksidasyonu ile elde edilemezler. NADPH, tiimor
hiicrelerinde yag asidi sentezinin devamliligi i¢in gerekmektedir (Lazo 1981). Ayrica
NADPH, toksik reaktif oksijen tiirlerinin uzaklastirilmasinda rol an hiicre i¢i en 6nemli
antioksidan olan glutatyonun (GSH) indirgenmis halinin takviyesinde esas kofaktoriidiir
(Ahmad ve ark. 2005). Riboz-5-fosfat ise niikleik asit bazlarinin prekiirsérii olup
biyosentezi hizli prolifere olan hiicrelerde siirekli bir ihtiyagtir (Ramos-Montoya ve ark.
2006). Normal hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerinde glukoz akisinin pentoz fosfat yolu

izerinden arttig1 gosterilmistir.
2.4.2. Laktat Olusumu ve Asidoz

Glikolizin artan akisi, tiimor hiicrelerinin son iiriin olan laktik asidi hizli bir sekilde
uzaklagtirmasini da gerektirmektedir. Bu siireg, laktik asidi tiimor mikrogevresine atan
monokarboksilat tasiyicilar1 tarafindan gercgeklestirilmektedir. Tanimlanan 14 MCT
izoformundan ilk 4 MCT {iiyesinin (MCT1-4) laktati plazma membranindan tasiyabildigi
gosterilmigtir. Bu izoformlardan MCT2 ve MCT4’lin laktat afinitesi en yliksek
bulunurken, MCT1 normal dokularda da ifade edilmektedir. Glukoz tastyicilarinda
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oldugu gibi, MCT1 de MCT2 ve MCT4 gibi tiimorlerde yiiksek seviyede ifade

edilmektedir.

Tlimor mikrogevresinin, timor igerisine kiyasla daha diisiik pH’ya sahip olmas1 yaygin
bir durumdur. Bu durum fizyolojik kosullara olduk¢a zittir nitekim hipoksik kosullar
altinda bile normal doku mikrogevresi, norma doku icerisine kiyasla kiyasla yiiksek
pH’ya sahiptir. Tiimorler, bu pH gradyanini tersine doniistiirerek cevre saglikli dokulara
zarar vererek hem tiimor yayilmasini hem de invazyonunu kolaylastirabilir. Hiicre disina
laktat basina es miktarda proton veren laktat tasiyicilari, glikoliz ile meydana gelen
laktatin uzaklastirllmasindan sorumlu tek transmembran kanal (simport) olmasina
ragmen bu duruma katki saglayan bagka transmembran tasiyicilar da tanimlanmstir.
Bunlar arasinda, sodyum/proton degistiricileri (NHE), klor/bikarbonat degistiricileri,

proton/klor ko-tasiyicilart ve transmembran karbonik anhidrazlar yer almaktadir.

Laktik asit, insan T hiicrelerinin metabolizma ve iglevini bozarak immunbaskilayici rol
iistlenerek kanser hiicrelerini immiin sistemden korumaktadir. Cogu terminal kanser
hastalarinin yogun agr1 ¢ektigi bilinmektedir. Bu durumun kanser hiicreleri tarafindan
olusturulan laktik asidin sinir hiicrelerine verdigi zarardan kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Gatenby ve Gillies 2004). Laktik asit ayrica, bir glukozaminoglikan
olan hyaluronan olusumunu ve onun transmembran reseptorii olan CD44’{in ifadesini
arttirmaktadir. Hyaluronan hiicre yilizeyindeki CD44’e baglandiginda, hiicre tutunmasini
azaltarak malign progresyonu arttirmaktadir (Stern ve ark. 2002).

Tiimo6r mikrogevresinin belirgin bir 6zelligi, hiicrelerde son glikolitik metabolit olan
laktattan ve hiicre membraninda bulunan bir dizi proton degistiriciden kaynaklanan hiicre
dis1 asidozdur. Pek ¢ok caligsma, asidik mikrogevrenin kanser hiicrelerine biiyiime avantaji
ve metastatik avantaj sagladigini ortaya ¢ikarmistir. Kanser hiicreleri normal hiicrelere
kiyasla daha yiiksek bir glikolitik hiza sahip oldugundan, yiiksek bir glukoz akisi,
hiicrelerin asir1 laktat iiretmesi ile sonu¢lanmaktadir (Mookerjee ve ark. 2015). Neticede,
anormal glikolitik metabolizma, timor hiicreleri {izerinde artan bir asit yiki
yaratmaktadir. Ornegin, HIF 1 ve Myc, birlikte glukoz akisini ve laktat iiretimini arttirmak
igin gesitli glikolitik enzimlerin ifadesini transkripsiyonel olarak uyarabilir (Gordan ve

ark., 2007, Semenza, 2010). Ayrica, timér hiicreleri disarisinda asidin uzaklastirilma
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orani diisiiktiir, bu sekilde diisiik pH’ya sahip tiimor mikrogevresi saglanmis olur (Dhup
ve ark. 2012, Spugnini ve ark. 2015).

Laktat hiicre icinde {iretilir ve glikoliz tiirevli bu laktat, yliksek seviyede glikolitik
hiicrelerde proton-bagli monokarboksilat tasiyict 4 (MCT4) tarafindan ESM’e
atilmaktadir (Dimmer ve ark., 2000, Fox ve ark. 2000, Ullah ve ark. 2006). MCT4, ayrica
HIFL1'in hedef genidir (Semenza 2010, Ullah ve ark. 2006). Tiimor hiicreleri genellikle
hipoksik ortamlarda yer aldigindan, hipoksi uyarilmig HIF1, ESM’ye hiicre i¢i laktati
veren MCT4 ekspresyonunu transkripsiyonel olarak upregiile eder. Hiicre dis1 laktat
biriktikge, mikrogevre asidozu meydana gelir. Laktat tasiyicisina ek olarak; sodyum-
proton degistirici 1 (NHE1, Na+/H+ antiporterlarin SLC9 gen ailesinin bir {iyesi)
(Donowitz ve ark. 2013, Lee ve ark. 2010), anyon degistirici 2 (AE2, SLC4 gen ailesinin
bir tiyesi olan Nat bagimsiz klor-bikarbonat degistiricilerinin SLC4 gen ailesinin bir
tiyesi) (Alper ve ark. 2002) ve sodyum bikarbonat tasiyici 1 gibi g¢oklu proton
degistiricileri de hiicre dis1 pH'yi azaltmak i¢in ekstraseliiler asidoz siiriikleyicileri olarak
islev goriir. Timor hiicre metastazinin ilk evresi morfolojik degisimdir (EMD'nin
baslangi¢ asamasi). Bu siire¢ esnasinda, kanser hiicreleri lamellipodia olusturmak i¢in
uzar, bu bolgelerde pH diizenleyicilerinin tercihen ifade edildigi gosterilmistir (Klein ve
ark. 2000, Lagana ve ark. 2000). Bu fenomen kismen, kanser hiicresi metastazi i¢in diisiik

pH'nin gerekli olabilecegini diistindiirmektedir.

Solid tiimérler siklikla asidik bir gevre gelistirir. Bu g¢evre, kanser hiicrelerinin adapte
olarak hayatta kaldigi, ancak normal hiicrelerin kayboldugu bir ortamdir. Yukarida
aciklandigi gibi, ekstraseliiler asidoz, anormal kanser metabolizmasinin bir sonucudur.
Ilging sekilde, bu durumun tersi yoniinde asit yiikii, kanser progresyonunu ilerletecek bir
dizi degisiklige neden olabilmektedir. Diisiik pH'nin, mutajenez, kromozomal
anormallikler ve genom kararsizligina destek olabilecegi bulunmustur (Yuan ve Glazer
1998, Yuan ve ark. 2000). Ustelik, diisiik pH'nin, artan kaspaz aktivitesi (Park ve ark.
1999) veya p53'e bagh yoldan (Williams ve ark. 1999) hiicre apoptozunun uyarildigi
bildirilmistir. Bu durum, apoptoza direngli hiicreleri geride birakip klon olusumuna sebep
olabilir (Huang ve Zong 2017). Ayrica, ilag direnci de diisiik pH ile iliskili olabilir
(Wojtkowiak ve ark. 2011).
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ESM, kanser hiicrelerinin uzak bir bélgeye metastaz yapmasini engelleyen hayati dneme
sahip bir histolojik engeldir. Bu nedenle, tiimoér hiicresi invazyonu igin ESM'in
doniistiiriilmesi ve yeniden modellenmesi gereklidir. Bu kapsamda, ESM bilesenleri,
kanser invazyonunu kolaylastirmak igin doniistiiriiliir ve bozulmaya ugrar. Diisiik pH
kanser hiicrelerini; katepsin B ve L (Buck ve ark. 1992, Maciewicz ve ark. 1990), matriks
metalloproteinazlar (MMP’ler) (Kato ve ark. 2005, Kato ve ark. 2007) ve glikosidazlar
(Bourguignon ve ark. 2004) gibi sistein proteazlarini salgilamak i¢in aktiflestirir. Ttim bu
enzimler, ESM'de kollajenleri, lamininleri, fibronektinleri veya proteoglikanlari
pargalamak i¢in isbirligi yaparlar; bu da, invazyon ve metastaz lehine kanser hiicrelerini

cevreleyen gevsek bir mikrogevre yaratir.

ESM degradasyonunun haricinde, diisiik pH ayn1 zamanda anjiyojenezi de uyarmaktadir.
Yeni olusturulmus kan damarlar1 tiimore dogru uzanabilir, boylece ayrilmis timor
hiicrelerinin intravazasyon ve metastaz yapma sansini arttirir. Bu siireg, esas olarak
vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriinin VEGFA (Fukumura ve ark. 2001, Shi ve ark.
2001, Xu ve ark. 2002) ve interlokin 8'in (IL-8) aktivasyonu ve salinimi ile
gerceklesmektedir (Shi ve ark 2000, Xu ve Fidler 2000). Ayrica, ekstraseliiler asit
yiikiiniin lenfosit aktivitesini ve proliferasyonunu baskiladigi, bu sayede tiiméor
hiicrelerinin immiin sistemden kagislarini sagladigi gosterilmistir (Bosticardo ve ark.
2001, Kellum ve ark. 2004, Lardner 2001). Hatta, kanser hiicrelerinde asidik “priming”in
niide farelerin akcigerlerinde basarili bir kolonizasyonu tesvik ettigi gosterilmistir, bu da
asidozun makroskobik metastaz siirecinde etkisi oldugunu diisiindiirmektedir (Riemann
ve ark. 2014, Rofstad ve ark. 2006).

Meme kanserinde yapilan bir ¢caligmada, metastatik meme kanseri hiicre soyunda MCT4
ve onun alt birimi CD147'nin ifadeleri, metastatik olmayan meme kanseri hiicrelerinden
daha yiiksek bulunmustur. CD147'nin baskilanmasi ise, MCT4 ifadesini ve membranda
birikimini azaltmistir. CD147 ve MCT4%n birlikte baskilanmasi, meme Kkanseri
hiicrelerinin migrasyonunu engellemistir (Gallagher ve ark. 2007). Akciger kanserinde
kullanilan MCT inhibitorleri, MCT1 ve MCT4’lin enzimatik aktivitelerini baskilamuis;
A110L hiicrelerinde MCT1 ve MCT4 ifade diizeyleri etkilenmeksizin migrasyon ve

invazyonlari baskilanmistir (Izumi ve ark. 2011). Bu ¢alismalar, Warburg etkisinin diisiik
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pH'ya baglh olarak metastazin ana kaynagi olabilecegini diistindiirtmektedir (Sekil 2.4)
(Huang ve Zong 2017).

Kanser hiicresi
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Sekil 2.4. Kanser hiicreleri iligkili asidik mikrogevrenin metastaz siirecine etkisi (Huang
ve Zong 2017°den Tiirkgelestirilerek alinmistir)

2.4.3. Oksidatif Stres

Hiicresel oksidatif strese neden olan pek ¢ok etken bulunmaktadir ve temelde, oksidan-
antioksidan dengesinin bozulmasi neticesinde ROS’un artisindan kaynaklanmaktadir.
ROS ¢ok ¢esitli metabolik tepkimeler ile iiretilebilir. Buna 6rnek olarak su molekiillerinin
olusturuldugu mitokondriyal solunum verilebilir. Molekiiler oksijen (O2) ETS’deki
terminal elektron akseptoriidiir ve son agamada H20’ya doniistiiriiliir. Bazi durumlarda,
Oz yalnizca bir elektron alir ve siiperoksit anyonu meydana gelir. O2 molekiillerinin %4-

5’inin siiperoksit anyonuna doniistiigii tahmin edilmektedir (Spitz ve ark. 2000).
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Stiperoksitler, siliperoksit dismutaz tarafindan peroksitlere doniistiiriiliir. Piriivatin,
peroksitleri suya indirgeyerek ortamdan temizledigi gosterilmistir (Nath ve ark. 1995).
Dolayisiyla, artmis glikoliz sayesinde meydana gelecek fazla piriivat sayesinde oksidatif

stres azaltilabilir.

Warburg fenotipi ile oksidatif stresin azaltilmasinin 2 yolu daha bulunmaktadir (Kim ve
ark. 2009). Mitokondrinin ROS olusumunda temel kaynak oldugu disiinilirse,
mitokondriyal disfonksiyon neticesinde oksidatif stres azalabilir (Orrenius 2007). Bir
diger yol ise, Warburg iligkili antioksidan {iretimidir. Kanser hiicreleri hizli sekilde
boliinlirken ve viicutta yayilim gosterirken, daha fazla enerjiye ve yapitagina ihtiyag
duymaktadir. Bunun i¢in de, bitylimelerinin devamliligi i¢in yiiksek bir metabolik profile
gereksinim duyar. Glukoz hiicre igerisine alindiginda, iki temel metabolik yolda
kullanilir: glikoliz ve pentoz fosfat yolu. Pentoz fosfat yolunda glukoz ribuloza
dontstiiriilircken NADP*’den NADPH olusur. NADPH, okside molekiilleri indirgeyerek
oksidatif stres azaltilir. NADPH ayrica, glutatyon disiilfiti glutatyona indirgeyen
glutatyon rediiktazin kofaktoriidiir. Glutatyon akabinde hiperoksitleri suya indirgeyerek
hiicre igerisinde oksidatif stresi azaltir (Spitz ve ark. 2000). Pentoz fosfat yolu ile iiretilen
[NADPH]/[NADP*] oran1 hizli béliinen kanser hiicrelerinde genellikle yiiksektir (Klein
ve ark. 1990). Kanser hiicreleri i¢in oksidatif stresten korunmak oldukg¢a 6nemlidir ve
defektif bir mitokondriyal ETS, normal hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerini daha duyarlh
hale getirmektedir. Ornegin yapilan bir ¢alismada, normal hiicreler etkilenmezken kanser
hiicreleri oksidatif strese duyarli gozlenmis ve glukozun ortamdan uzaklastirilmasi hiicre
Olimiinii arttirmistir (Ahmad ve ark. 2005). Ruckenstuhl ve ark.lari da Warburg etkisinin,
oksidatif stres uyarilmis apoptozisin baskilayabildigini gostermistir. Calismalarinda,
Warburg etkisinin kanser olusumuyla iligkili olabilecegini de belirtmislerdir

(Ruckenstuhl ve ark. 2009).
2.5. Glukoz Oksidasyonunun PDH ve PDK Tarafindan Kontrolii

Oksidatif metabolizmanin merkezinde ¢ok alt birimli PDH kompleksi yer almaktadir.
PDH, piriivatin TCA dongiisiine girmesini saglar. Bunu ise, piriivatin asetil-KoA’ya
oksidatif dekarboksilasyonunu katalizleyerek saglar. Glikoliz ve TCA dongiisiinii
bagladigindan glukoz metabolizmasinda 6nemli bir diizenleyicidir. PDH; piriivat

dehidrojenaz (E1), dihidrolipoil transasetilaz (E2) ve dihidrolipoil dehidrojenaz (E3)
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olmak tizere ii¢ biiyiik alt tiniteden olusur. PDH aktivitesi ¢esitli allosterik efektorler ve
reversibl fosforilasyonla siki bir sekilde kontrol edilmektedir. PDH, son iiriinii olan
NADH’1n E2 ve E3 alt birimlerine baglanmasiyla inhibe edilir. Fakat PDH, ¢ogu zaman
iliskili kinazlar1 ve fosfatazlarinin aktiviteleriyle kontrol edilmektedir (Linn ve ark. 1969).
Memeli PDH enzim kompleksini kontrol eden dort adet kinaz (PDK1-4) bulunmaktadir.
PDKlar, PDH islevinin en o6nemli diizenleyicileri olarak goriilmektedir ve enzim
aktivitesini enzimin E1 (PDHAL) alt {initesini fosforile edip inaktif duruma getirerek
kontrol ederler (Sekil 2.5). PDH fosfatazlari ise (PDP) bu durumu tersine ¢evirerek PDH
aktivitesini arttirirlar. insanlarda 4 farkli PDK (PDK1-4) bulunmakta ve dokularda farkls
seviyelerde ifade edilirler (Patel ve Korotchkina 2001). PDK’lar ¢esitli hormonal ve
besinsel uyaranlara yanit verirler. Bunlar arasinda hipoksi ve besin diizeyi yer almaktadir
ve bu sayede glukoz metabolizmasini siki sekilde kontrol ederler (Kim ve ark. 2006,
Papandreou ve ark. 2006)
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Sekil 2.5. PDH aktivitesinin kontrolii (Berg ve ark 2002°den Tiirkgelestirilerek alinmistir)

PDH enzim kompleksinin E1 (PDHAL) alt {initesinde mutasyon bulunan hastalardan
alindan fibroblastlarin kiiltlirleri ile yapilan bir ¢alismada, s6z konusu hiicrelerin saglikli
gruptan alinan hiicrelere kiyasla, yiiksek miktarda glikolitik aktivite ve laktat tiretimi
gosterdikleri bulunmustur (Simpson ve ark. 2006). Kim ve ark. ile Papandreou ve ark.
HIF-1’in (hipoksik yanitin diizenlenmesinden baglica sorumlu transkripsiyon faktorii)
PDK1’1 upregiile ettigini dolayistyla PDH tarafindan gerceklestirilen karbon akisinda bir
azalma meydana geldigini gostermislerdir (Kim ve ark. 2006, Papandreou ve ark. 2006).
Dahas1 PDK upregiilasyonu, programli hiicre 6liimiine artan bir direng meydana

getirmigtir. McFate ve ark. PDK1 upregiilasyonunu bas ve boyun skuaméz hiicreli
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karsinoma hiicrelerinin malign fenotipi i¢in gerekli oldugunu goéstermislerdir. PDK1
overekspresyonu mitokondriyal metabolizma i¢in karbon akisini azaltmis ve bunu
dogrular sekilde, PDK 1 knockdownu TCA siirecini arttirmistir (McFate ve ark. 2008). Lu
ve ark. benzer bulgular1 HIF 1-bagimli PDK3 upregiilasyonu neticesinde gostermistir. Bu
calismada, tiimor hiicrelerinin, kemoterapéotik ajanlar olan paklitaksel ve cisplatine
gosterdikleri direng PDK3 upregiilasyonu ile artmis; PDK3 knockdownu ise hiicreleri bu
ajanlara hassas duruma getirmistir. Ayrica s6z konusu ilag direncini ise PDK1 ve
PDK3’ilin birlikte sagladig1 gosterilmistir (Lu ve ark. 2008). Benzer sekilde, PDK2’nin

siRNA aracil1 baskilanmasi neticesinde apoptoz artmistir (Bonnet ve ark. 2007).

PDK’lar arasindan PDK4, PDH aktivitesini kontrol eden esas enzim olup enerji
kullaniminda glukoz veya yag asidi se¢iminde 6nemli rol oynar (Kwon ve Harris 2004).
PDK4 kalp, iskelet kasi, karaciger, pankreas ve bobrek gibi metabolik aktif dokularda
yiiksek seviyede ifade edilir ve metabolik stres kosullarinda ifadesi selektif sekilde
uyarilir. Ag¢hik ve glukoz ihtiyact PDK4 diizeylerini arttirmaktadir. Glukoz
homeostazindaki rolii, PDK4 knockout fare c¢alismasindan anlasilmistir. Calismada,
PDK4’iin besin algilama ve PDH aktivitesinin kontroliinde merkezi diizenleyici oldugu
One siirtilmiistiir (Jeoung ve ark. 2006) PDK4’iin tiimorijenezdeki roliine dair ¢caligmalar
giderek artmaktadir. Ornegin bir tanesinde, PDK4 mTORC1°i aktiflestirmis ve PDK4’{in
overekspresyonu hiicreleri mTOR inhibisyonuna duyarl: hale getirirken; baskilanmasi ise
timorijenezi azaltmigtir (Leclerc ve ark. 2017). PDK4 ve diger izoformlarin inhibitorii
olan DCA, kanser hiicrelerinde HIF1A ifadesini azaltmakta ve antiproliferatif apoptotik
etkilere neden olmaktadir (Bonnet ve ark. 2007, Kumar ve ark. 2012). Onemli sayida
preklinik in vitro ve in vivo ¢alismalar DCA’nin insan kanserlerinde kullaniminin yararl

olabilecegini diisiindiirtmektedir (Michelakis ve ark. 2008).
2.6. Epitelyal Mezenkimal Doniisiim

Epitelyal mezenkimal doniisim (EMD), ¢ok sayida fizyolojik ve patofizyolojik
durumlarda 6nemli rol oynamaktadir. Mekanizmalarina gére EMD siniflandirilmistir. Tip
I EMD, embriyonik ve gelisimsel; Tip Il EMD, fibrotik ve yara iyilesmesi; Tip III EMD,
kanser progresyonu siiregleriyle iligskilendirilmistir (Sekil 2.6) (Kalluri 2009, Kalluri ve
Weinberg 2009, Bonnomet ve ark. 2010, Thiery ve ark. 2009, Thompson ve ark. 2008,
Chaffer ve ark. 2007).
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Sekil 2.6. EMD’nin siniflandirilmasi (Kalluri ve Weinberg 2009°dan Tiirkgelestirilerek
alinmistir)

Tip | EMD (klasik EMD), embriyonik gelisim yani sira postnatal biiyiimede de
gerceklesmektedir. Ayrica, epitelyal homeostazin saglanmasinda rol oynar. Bu siireg
boyunce EMD basamaklar1 spesifik olup gilinlimiizde iyi bir sekilde tanimlanmistir.
Normal epitelyal hiicreler kiibik olup birbirleri ile adherent ve siki baglantilar sayesinde
temas halindedir. Ayn1 zamanda integrinler aracilifiyla bazal membrana baghdirlar.
Adherent baglantilar siklikla E-kaderin, kateninler ve aktin ile saglanirken klaudin ve
okludinler daha c¢ok siki baglanti molekiilleridir. EMD uyaricilari, adherent ve siki
baglant1 bilesenlerinin ifadesini azaltir ve neticede hiicrelerin apikobazal polariteleri
zayiflayarak bazal membrandan ayrilmalari saglanir (Townsend ve ark. 2008, Peinado ve
ark. 2004). Bu siireg, sitoiskelette degisiklikler de meydana getirir. Ornegin, periferal
aktin elementler stres ipliklerine degisir ki bu iplikler sayesinde hiicreler migrasyon
yapabilirler (Christiansen ve Rajasekaran 2006, Yang ve Weinberg 2008). Tim bu
degisiklere ilaveten proteaz aktivitesi kazanmig hiicreler invazyon yapabilir duruma
gelirler (Haraguchi ve ark. 2008). Bu siireg ile olusan primer mezenkimal hiicreler, daha
sonra mezenkimal epitelyal doniisim (MED) siireci gecirerek sekonder epitelyumu
meydana getirir (Chaffer ve ark. 2007). Embriyonik gelisim sirasinda hiicreler birkag
sefer EMD gegirir ve akabinde ger¢eklesen MET ile birlikte hemen hemen tiim organlar

bu dongii ile meydana gelir.
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Tip Il EMD (fibrotik EMD), hasar ile uyarilir ve yarali dokularin yenilenmesi igin
genellikle fibroblastlari olusturur (Potenta ve ark. 2008, Kalluri ve ark. 2009, Zeisberg ve
ark. 2007a, Zeisberg ve ark. 2007b). Fizyolojik kosullarda fibroblastlar ve immun
hiicreler sitokinler gibi inflamatuvar faktorler ve ESM proteinleri salarak hiicreleri
EMD’ye siiriiklerler. Inflamasyon azaldiginda bu siire¢ durdurulur. Patolojik kosullarda
ise, kalici bir inflamasyon normal epitel hiicrelerin devamli EMD siirecine maruz
kalmasina neden olarak fibroza ve organ (akciger, karaciger, bobrek) hasarina neden
olabilir (Potenta ve ark. 2008, Kalluri 2009, Zeisberg ve ark. 2007a, Zeisberg ve ark.
2007b, Zeisberg ve ark. 2008, Kim ve ark. 2006).

Fibroza benzer sekilde, onkojenik siire¢ hiicrelerin homeostazini bozarak Tip 11l EMD’yi
uyarabilir. Onkojenik EMD, epitel hiicrelerin, mezenkimal hiicrelerin karakteristigi olan
hareketli ve invazif fenotip kazanmasini saglar ki bu 6zellikler metastatik kaskadda 6nem
tasimaktadir (Thiery 2002). Bu siiregte, epitel hiicreleri polarite ve hiicre-hiicre
baglantilarini kaybeder ve ardinfan sitoiskeletleri yeniden sekillenir (Larue ve Bellacosa
2005). Ayrica, matriksin yeniden sekillenmesini de saglayarak tiimor metastazina katki
saglar (Gilles ve ark. 2005). Uygun bir bolgeye migrasyon gergeklestiginde, timor
hiicreleri E-kaderin gibi diger epitelyal belirtegleri yeniden ifade ederler (MED) (Sekil
2.7) (Peinado ve ark. 2007). Tip I EMD ozelliklerinin ¢ogu onkojenik EMD siirecinde
yer almaktadir. Fakat onkojenik EMD siirecinde bu 6zellikler daha diizensiz ve daha az
koordinedir. EMD’nin tiimor progresyonuna katkis1 giinlimiizde yaygin sekilde kabul
gormektedir (Sekil 2.7) (Condeelis ve Segall 2003, Brabletz ve ark. 2001, Trimboli ve
ark 2008).
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Sekil 2.7. EMD geciren hiicrelerde gozlenen degisiklikler (Heerboth ve ark. 2015’den
Tiirkcelestirilerek alinmistir)

Kanser hastalarinda temel 6liim nedeni, metastazli seyreden tiimor progresyonudur ve
EMD bu siiregte onem tasimaktadir (Kalluri ve Weinberg 2009). Metastatik lezyonlar,
siklikla ¢ok yaygin ya da cerrahi miidahale ile alinamayacak kadar biiyiik olduklarindan,
klinik uygulamalarda asilmasi gii¢ durumlar yaratmaktadir. Bu nedenle metastaz
siirecinin anlagilmasi, tedavi iyilestirilmesi ve kanser hastalarinin 6lim oraninin
azaltilmasinda kilit 6neme sahiptir. Metastaz icin epitelyal kokenli timor hiicreleri su
ozellikleri edinmelidir: (1) hiicre-hiicre baglantilarin1 kaybetmeli, bazal membran
bozmali ve tiimdr kitlesinden ayrilmali, (2) ¢cevre veya komsu dokuda invaze olmali, kan
ya da lenf damarlarmma girmeli (intravazasyon) ve son olarak (3) uzak organlarda
damarlari terk edip (ekstravazasyon) sekonder tiimori olusturmalidir (Geiger ve Peeper
2009). EMD siireci geri doniistimlii olup bu 6zellik merkezi dneme Sahiptir. Bu geri
doniisiim sayesinde farkli organlara migrasyon tamamlandiginda, mezenkimal hiicreler

MED gecirerek bu bolgelerde makroskopik metastazlari olusturabilirler (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. EMD ve Metastaz basamaklar1 (Kiesslich ve ark. 2013’den Tiirkgelestirilerek
alimmistir)

EMD’nin kanser metastazindaki roliine iliskin 2 model 6ne siiriilmiistiir. Bir uyaran
ardindan, kanser hiicreleri EMD programimi aktive eder ve fenotipik degisiklikler
meydana gelir; bu da ya yiiksek oranda invazif olan mezenkimal benzeri hiicrelerin
meydana getirdigi saf bir popiilasyonu ya da "hibrit" fenotiplere sahip hiicre kiimelerini
olusturur. Ilk modele gére, yukarida da deginildigi iizere, tam bir EMD gegirdikten sonra,
mezenkimal-benzeri kanser hiicreleri tiimor kitlesinden yayilir ve dolagim sistemine
ulagir. Uzak bir organda ekstravaze olduktan sonra, MED gegirerek metastaz olustururlar
(Sekil 2.9, model 1) (Kalluri ve Weinberg 2009, Klymkowsky ve Savagner 2009). Ikinci
model yani kanserde kolektif go¢ modeli Tsuji ve ark. [55] tarafindan tanimlanmistir.
Buna gore sadece EMD-ge¢irmis ve EMD-gecirmemis kanser hiicreleri arasindaki
isbirligi basarili bir metastaz siirecini miimkiin kilmaktadir. Invaziv bir fenotipe sahip
EMD-gecirmis olan kanser hiicreleri lokal doku ve damarlara penetre olabilir ve matriksi
degrade edebilir; ve bu sayede EMD-ge¢irmemis kanser hiicrelerine yol acarak
intravazasyonlarini saglar. EMD-ge¢irmemis kanser hiicreleri, sahip olduklar1 adhezif
Ozellikler ile damar duvarlarina tutunabilir ve ekstravaze olarak metastaz olusturabilirler

(Sekil 2.9, model 2). (Tsuji ve ark. 2009)
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Sekil 2.9. Kanser metastazinda EMD’nin rolii (Ksigzkiewicz ve ark. 2012’den
Tiirkgelestirilerek alinmistir)

Metastaz

2.7. EMD’nin Molekiiler Bilesenleri

EMD sirasinda gergeklesen morfolojik ve hiicresel degisiklikler, ¢cok sayida molekiiler
sinyal yolaklarinin ve diizenleyicilerin isbirligini gerektirmektedir. EMD siirecindeki
islevlerine dayanarak bu molekiiler bilesenleri {i¢ grup altinda kategorize edilebilir: EMD
stirecini yiiriiten efektor molekiiller (EMD efektorleri), EMD siirecini diizenleyen
transkripsiyon faktorleri (EMD’nin merkezi diizenleyicileri) ve EMD  siirecini

aktiflestiren ekstraseliiler sinyaller (EMD uyaranlari) (Tsai ve Yang 2013).

2.7.1. EMD Efektorleri

EMD efektor molekiillerinin ¢ogu, bir hiicrenin epitelyal veya mezenkimal kimligini
belirleyen hiicre igi yapisal proteinlerdir. EMD siirecinde bu molekiiler bilesenler ¢esitli
seviyelerde diizenlenirler. EMD-uyaric1 genlerin ifadesi arttik¢a hiicre yiizeyi 6nemli
ol¢iide degismektedir. Epitel fenotipin 6nemli bir belirteci ve koruyucusu olan E-kaderin,
komsu hiicrelerin birbirine baglanmasini yani adheren baglantiy1 saglayan bir
transmembran proteindir. Bu baglanti, E-kaderinin sitoplazmik kisminin aktin sitoiskeleti

ile o-ve P-katenin aracili etkilesimi ile saglanir. EMD sirasinda, E-kaderin’in
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transkripsiyonel baskilanmasi (Batlle ve ark. 2000; Cano ve ark. 2000; Hajra ve ark.
2002), promotor metilasyonu (Graff ve ark. 1995, Kanai ve ark. 1997, Saito ve ark. 1998),
protein fosforilasyonu ve yikim1 (Zhou ve ark. 2004, Bachelder ve ark. 2005, Lester ve
ark. 2007) gosterilmistir. Snail, Zeb ve Twist, E-kaderin promotorunda hipermetilasyon
ve histon deasetilasyonu saglayarak epigenetik susturmayi uyaran ve en iyi bilinen E-
kaderin baskilayicilarindandir (Herranz ve ark. 2008). EMD'nin ortaya ¢ikmasi i¢in bu
proteinin kaybinin gerekli oldugu ve metastazi destekledigi belirtilmistir (Onder ve ark.
2008)

Ayrica, sitokeratinlerden zengin ara filamentlerin yerini vimentinin aldigi gosterilmistir.
Artan vimentin seviyeleri EMD sirasinda tutarl bir belirteg iken, sitokeratin alt tiplerinin

“doniistimii” degisken ve doku tipine 6zgii olma egilimindedir (Tsai ve Yang 2013).

N-kaderin gibi epitelyal olmayan kaderinlerin, CD44 (Kuo ve ark. 2009) ve integrin B6
(Bates ve ark. 2005) gibi hiicre yiizey proteinlerinin de hiicre migrasyonu i¢in kritik
oldugu gosterilmistir. EMD siirecinde artis gosteren N-kaderin ve vimentin ifadeleri,
mezenkimal fenotip belirtecleri olarak kabul edilmekte ve hiicresel migrasyon i¢in ¢ok
biiyiik onem tasimaktadir (Heerboth ve ark. 2015). Ekstraseliiller bir protein olan
fibronektin mezenkimal hiicre migrasyonu i¢in gerekli olup EMD uyarilmasi ile siklikla
artig gosterir (Tsai ve Yang 2013). Bir diger ESM molekiilii, kollajen, dokulara mekanik
destek saglamaktadir. Normal ve malign meme epitel hiicrelerinde, TGF-’nin MMP2 ve
diger kollajenazlar1 upregiile ederek kollajen islevini yonettigi gosterilmistir. Neticesinde
hiicrelerin migrasyon ve invazyonlari artmistir (Duivenvoorden ve ark. 1999, Kim ve
ark. 2005, Kim ve ark. 2007).

a-SMA, kontraktil mikrofilamentlerin ana bileseni olup, fibroblast/mezenkimal
hiicrelerin, 6zellikle de miyofibroblastlarin saptanmasi i¢in klasik bir belirtegtir. TGF-
B’nin, EMD siirecinde a-SMA ifadesini arttirdigi gosterilmistir (Masszi ve ark. 2003).
Ayrica o-SMA ifadesi tiimor invazyonunda artis ve diisiik hasta sagkalim oranlariyla
iligkilendirilmistir (Yazhou ve ark. 2004). Ek olarak, EMD siirecinde aktin filamenti,
dramatik bir redistriblisyon gostererek stres liflerini/ipliklerini olusturur. Bu iplikler
floresan etiketli mantar toksini, phalloidin kullanilarak belirlenebilmektedir (Heldin ve
ark. 2009). Tim bu proteinler, tiimorlerde EMD siirecini belirlemek i¢in siklikla
aranmaktadir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. EMD gegiren hiicrelerin molekiiler, fenotipik ve davranissal gegisleri (Talbot
ve ark. 2012’den Tiirkgelestirilerek alinmistir)

2.7.2. EMD’nin Merkezi Diizenleyicileri

EMD programimin yiritilmesi, hiicre adezyonu, mezenkimal farklilasmay1, hiicre
migrasyonu ve invazyonunu diizenleyen bircok genin transkripsiyonel diizenlemesini
igerir. Genel olarak, {i¢ temel grup transkripsiyon diizenleyicisinin, c¢esitli EMD
stireclerinde kritik oldugu gosterilmis (EMD-TF) ve merkezi EMD diizenleyicileri olarak
kabul edilmektedir (Tsai ve Yang 2013). Birinci grup, Snaill ve Snail2’nin dahil oldugu
Snail ¢inko parmak ailesi transkripsiyon faktorleridir. Snaill ve Snail2, E-kaderin
promotorunda E-kutulara dogrudan baglanma kapasitesine sahip olup bu sekilde E-
kaderin transkripsiyonunu baskilamaktadir (Batlle ve ark. 2000; Cano ve ark. 2000; Hajra
ve ark. 2002).

Ikinci grup, yine E-kaderin transkripsiyonunu baskilayabilen (Comijn ve ark. 2001, Eger
ve ark. 2005), ¢inko parmak E-box baglayict homeobox aile proteinleri Zebl ve Zeb2'dir.
Snail ve Zeb transkripsiyon faktorleri ailesinin, klaudin ve ZO1 gibi diger hiicresel
baglant1 proteinlerinin ifadelerini baskiladigi bilinmektedir (Ohkubo ve Ozawa 2004,
Vandewalle ve ark. 2005).

Ucgiincii grup, Twistl (Yang ve ark. 2004) ve Twist2’ nin (Fangve ark. 2011) dahil oldugu
basic helix—loop-helix transkripsiyon faktorleri ailesidir. Bu faktorler, EMD’yi tek
baslarina veya igbirligi icerisinde uyarirlar. Nitekim bir ¢alismada, Twistl’in yan1 sira

EMD uyarilmasinda Snail2 gerekliligi gosterilmistir (Casas ve ark. 2011).

2.7.3. EMD Uyaranlar

Timor progresyonu sirasinda, kanser hiicrelerinde EMD uyarilmasi, muhtemelen

embriyonik morfojenezdeki onemli rollerinden dolayi, EMD-TF’lerinin genetik
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degisiklikleriyle iligkilendirilmemistir. Bunun yerine, tiimor mikrogevresindeki
ekstraseliiler sinyallerin  kombinasyonuna yanit olarak EMD'nin uyarildigi
diistiniilmektedir. Bircok EMD uyarict sinyal, hiicre tipi veya doku tipine 6zgli olma
egilimindedir ve muhtemelen birden fazla sinyal yolag: arasindaki isbirligini gerektirir.
TGF-B, Wnt, Notch ve biiyiime faktorii reseptdrii sinyal iletimleri dahil olmak iizere tiim
temel gelisimsel sinyal yollaklart EMT programu ile iliskilendirilmistir. Bunlar arasinda,
TGF-p yolagimin EMD'nin primer uyaricisi oldugu goriilmektedir (Katsuno ve ark. 2013).
Ornegin, TGF-p ve BMP'lerin Snaill/2, Zeb1/2 ve Twistl EMD-TF’lerini uyardig1
gosterilmistir (Thiery ve ark. 2009, Eckert ve ark. 2011). Timdérlerdeki baslica TGF-f
kaynaklarindan biri, tiimor mikrogevresindeki stromal fibroblast hiicreleridir (Hanahan

ve Weinberg 2011).

TGF-B'min kanser hiicrelerinde aktive ettigi ve davramiglarin1 diizenledigi genel
mekanizmalar Sekil 2.11°de gosterilmistir. TGF-p transmembran sinyal iletimi, TGF-
B’nin ti¢ yliksek afiniteli reseptore baglanmasi ile baslar. Bunlar, TGF-f tip I (TBR-I), tip
I (TBR-11) ve tip 11T (TBR-111 veya betaglikan) olmak {izere tanimlanmigtir. Zaman ve yer
fark etmeksizin TBR-III, hiicre yilizeyinde en bol bulunan TGF-B reseptoriidiir ve TGF-
B'yi sinyal iletimi reseptorleri olan TBR-I ve TPR-II'ye baglayan ve veren bir aksesuar
reseptorii olarak islev goriir. TBR-I ve TPR-II, sitoplazmik domainlerinde intrinsik
Ser/Thr protein kinaz aktivitesine sahiptir (Galliher ve ark. 2006, Massague ve Gomis
2006, Feng ve Derynck 2005, Moustakas ve Heldin 2005, Shi ve Massague 2003). TGF-
B'nin TPR-II'ye baglanmasi, TBR-I'in alim1 ve aktivasyonunu miimkiin kilarak, kanonik
Smad2/3 bagimli sinyal iletiminin uyarilmasina yol acar. Smad2/3, aktive edildikten
sonra, Smad4 ile heterokompleks olusturur ve TGF-B-yanit veren genlerin ifadesini
diizenledikleri hiicre nukleusuna translokasyon yaparlar (Galliher ve ark. 2006, Massague
ve Gomis 2006, Feng ve Derynck 2005, Moustakas ve Heldin 2005, Shi ve Massague
2003). TGF-B'ye yanit olarak sergilenen hiicre yanitlarindaki ¢esitliliginin, hiicre tipine
spesifik ifade edilen gesitli Smad2/3 etkilesimli transkripsiyon faktorlerinden (AP-1 ve
Forkhead aile iiyeleri, Stat’lar, vb.) kaynaklanmaktadir (Galliher ve ark. 2006, Massague
ve Gomis 2006, Feng ve Derynck 2005, Moustakas ve Heldin 2005, Shi ve Massague
2003).

Dahasi, Smad2/3 sinyalinin kuvveti ve siiresi gesitli mekanizmalarla diizenlenmektedir;

(1) Smad2/3'in TPR-I tarafindan fosforlanmasini saglayan adaptoér ve/veya baglanma
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proteinleri SARA (Tsukazaki ve ark. 1998), Hgs (Miura ve ark. 2000) ve Dab2’nin
(Hocevar ve ark. 2001) ifadelerinin uyarilmasi ve (2) Smad2/3'lin fosforlanmasini
onleyen (Hayashi ve ark. 1997, Nakao ve ark. 1997, Souchelnytskyi ve ark. 1998) ve
TGF-p reseptorlerini degrade eden (Ebisawa ve ark. 2001, Kavsak ve ark. 2000) inhibit6r
Smad7 ifadesinin uyarilmasidir. TGF-p tarafindan Smad2/3'iin aktivasyonu, kanonik

TGF-B sinyal iletimini ifade etmektedir.

Kanonik sinyal iletiminin yan1 sira, Sekil 2.11'de, TGF-B'nin ¢esitli nonkanonik sinyal
iletim sistemlerine baglanmasi gosterilmistir; (1) MAP kinazlar ERK1/ERK2, p38
MAPK ve JNK; (2) biiyiime ve yasamsal kinazlar PI3K, AKT / PKB ve mTOR; ve (3)
kiigiik GTP baglayici proteinler Ras, RhoA, Racl ve Cdc42 (Bakin ve ark. 2002, Bakin
ve ark. 2000, Bhowmick ve ark. 2001, Lamouille ve Derynck 2007, Perlman ve ark. 2001,
Zavadil ve ark. 2001, Galliher ve Schiemann 2006, Galliher ve Schiemann 2007, Galliher
ve Schiemann 2008). Ayrica TGF-B tipik olarak normal epitelyal hiicrelerde NF-xB
aktivitesini baskilarken (Azuma ve ark. 1999, Neil ve Schiemann 2008) malign
hiicrelerde aktiflestirmektedir (Neil ve Schiemann 2008, Arsura ve ark. 2003, Kim ve
ark. 2000, Park ve ark. 2003, Rayet ve Gelinas 1999). Ayni zamanda, TGF-f'nin FAK
(Horowitz ve ark. 2007, Thannickal ve ark. 2003), Src (Galliher ve Schiemann 20086,
Galliher ve Schiemann 2007, Galliher ve Schiemann 2008, Park ve ark. 2004) ve Abl
(Wang ve ark. 2005, Wilkes ve Leof 2006) dahil olmak ftizere gesitli protein tirozin
kinazlar1 aktiflestirdigi gosterilmistir. Neticesinde, mezenkimal veya dediferansiye
epitelyal hiicrelerde kanonik olmayan TGF-f sinyal iletiminin amplifikasyonu

gozlenmistir.
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Sekil 2.11. Kanonik ve non-kanonik TGF-f sinyal iletimi (Wendt ve ark. 2009’dan
Tirkgelestirilerek alinmistir)

Biiytime faktorii sinyallerine ek olarak, tiimor mikrogevresindeki inflamatuar sitokinler
ve hipoksinin de EMD'yi destekledigi gdsterilmistir. Inflamatuar sitokin TNFo, NF-kB
aktivasyonu yoluyla Snaill'i stabilize edebilmis (Wu ve ark. 2009) ve IKK-B ve NF-kB
p65 aktivasyonu ile Twistl ifadesini uyarmustir (Li ve ark. 2012). Timor
mikrogevresindeki sitokinler ayrica Twistl ekspresyonunu uyarmak i¢in JAK kinazlar
yoluyla Stat3'li aktive edebilir (Lo ve ark. 2007, Cheng ve ark. 2008). HIF-1'in aracilik
ettigi hipoksik yamitlarda EMD, Twistl ve Snaill'in ifadesini uyarilmasiyla
gerceklesmistir (Yang ve ark. 2008, Mak ve ark. 2010). Bu calismalar timor
mikrogevresinden gelen sinyallerin EMD’nin aktive edilmesinde kritik bir rol oynadigini

gostermektedir.
2.8. EMD ve KKH’leri

Son onbes yilda metastaz siirecinin anlagilmasi 6nemli 6l¢iide degismistir. Bu kapsamda,
KKH'lerin (tiimor baslatict hiicreler, TIC) tiimor progresyonundaki rolii, son yillarda

kanser arastirmalarinda 6n siralarda yer almistir (Nguyen ve ark. 2012). Timor gelisim
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modeli ve devamliligina agiklama getiren sitokastik modelin karsisinda “kanser kok
hiicre” hipotezi yiikselmistir (Wicha ve ark. 2006, Al-Hajj ve ark. 2003, Bonnet ve Dick
1997). Sitokastik model, tiimor igerisindeki tiim kanser hiicrelerinin esit derecede malign
oldugunu ve her bir hiicrenin uygun kosullar altinda primer timdrii yeniden olusturma
potansiyeline sahip oldugunu varsayar, ancak bunun olasilig1 diisiiktiir (Bomken ve ark.
2010, Nowel 1976). Bu konsepte gore, tiimor hiicrelerinin heterojenitesi, timor
progresyonu sirasinda genomik kararsizligin ve mutasyonlarin birikmesi ile geligir. Daha
sonra, klonal secim siireci ile tiimor, metastatik 6zelliklere sahip hiicrelerden zengin hale

gelir (Sekil 2.12) (Kakarala ve Wicha 2008, Ward ve Dicks 2007).

SITOKASTIK MODEL KKH MODELI

Heterojen tiimor Heterojen tiimor

L 1 \
SITOKASTIK ETKENLER
(ICSEL VE DISSAL)

7L A
B K 8 G & &

Tiimor Tiimor Tiimor Progenitor KKH’leri Farkhlasmis
hiicreleri  hiicreleri  hiicreleri hiicreler tiimor
hiicreleri
Tiimor Tiimor
olusmaz olusmaz
Tiim tiimor hiicreleri biyolojik acidan es Yalnizca KKH’ler tiimor
potansiyele sahip olup tiimor olusturabilir olusturabilir ve devamhligin1 saglar

Sekil 2.12. Timor heterojenitesine dair modeller (Koren ve Fuchs 2016’dan
Tiirkgelestirilerek alinmistir)

KKH hipotezi, tiimér i¢erisinde fonksiyonel heterojenitenin 6nceden varligini ifade eder.
Bu konsepte gore, ayr1 bir popiilasyon olan KKH’leri tiimor olusturabilir ve tiimdriin
bliyilk kismini olusturan non-tumorijenik kanser hiicrelerine farklilasarak tiimor

devamliligin1 saglayabilir (Al-Hajj ve ark. 2003, Bonnet ve Dick 1997, Singh ve ark.
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2004, Fang ve ark. 2005, Collins ve ark. 2005, Gibbs ve ark. 2005, Eramo ve ark. 2008).
KKH'lerin varligina dair kanitlar ilk olarak Bonnet ve Dick tarafindan (Bonnet ve Dick
1997) akut miyelojendz l6semide bildirilmistir ve daha sonra meme kanseri (Al-Hajj ve
ark. 2003) ve diger maliniteler i¢in gosterilmistir (Singh ve ark. 2004, Fang ve ark. 2005,
Collins ve ark. 2005, Gibbs ve ark. 2005). KKH'ler normal kok hiicreler ile olan
benzerlikleri nedeniyle bu sekilde adlandirilmistir. Benzer sekilde, KKH'ler in vivo
kendini yenileme ve farklilagma yetenegine sahiptir. Progeni denilen smirsiz
proliferasyon potansiyeli olan tiimorijenik ve sinirli proliferasyon potansiyeline sahip non
timorijenik hiicreleri meydana getirirler. Bu sekilde, orijinal timorde gozlemlenen hiicre
alt popiilasyonlarim1 yeniden olustururlar. KKH'ler genellikle, seri diliisyon
transplantasyon ile tiimor olusturma yetenekleri ile karakterize edilir. Timor tipine bagh
olarak CD44viksek - CD24distik ye CD133Y0ksek dahil olmak iizere ¢oklu hiicre yiizey
belirtegleri ifade ederler. Bir diger KKH karakteristigi ise, yiizey bagimsiz kosullar
altinda kiirecik (sfer) seklinde biiytimeleridir (Velasco ve ark. 2012).

Adlarina ragmen, KKH’ler sadece bulunduklari dokunun normal kok hiicrelerinden
meydana gelmezler. Farklilagmis progenitor hiicrelerden de olusabilirler (Li ve ark. 2003,
Krivtsov ve ark. 2006). Alternatif olarak, KKH'ler kanser hiicrelerinde EMD siirecinin
uyarilmasi ile ortaya c¢ikabilir; bu sayede kanser hiicreleri migrasyon, tiimdr yayilmasi
gibi oOzellikleri elde edebilir (Hollier ve ark. 2009, Brabletz ve ark. 2005, Kai ve ark.
2010).

Birgok calisma EMD aktivasyonunun, tiimor baslatici ozelliklere sahip KKH'leri
olusturabilecegini gostermistir. Weinberg (Mani ve ark. 2008) ve Puisieux ekibi (Morel
ve ark. 2008) tarafindan yapilan ¢alismalar, normal insan meme epitel hiicrelerinde TGF-
B, Snaill, Twistl ve Zebl tarafindan uyarilan EMD siirecinin, timor baglatict 6zelliklere
sahip KKH-benzeri fenotipi uyarabildigini gostermistir. Twistl'in CD24 ifadesini
baskilayabildigi gosterilmistir. Bu ¢alisma, bir EMD transkripsiyon faktorii ile KKH
olusumu arasinda dogrudan bir baglant1 ortaya koymustur (Vesuna ve ark. 2009). Bazal
meme kanseri KKH-olmayan populasyonlarin KKH’leri de novo olusturabildigi ve bu
KKH plastisitesinin Zebl promotoru ile kontrol edildigi gosterilmistir (Chaffer ve ark.
2011). Bu deneysel sonuglarla tutarli olarak ¢ok sayida calisma, insan kanserlerinde

EMD’nin KKH fenotipini ortaya ¢ikardigina yonelik kanitlar saglamistir. Meme kanserli
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hastalarda, muhtemelen EMD gecirmis olan plevral efiizyonlardaki disemine hiicreler,
CD44viksek ye CD24%% KKH benzeri popiilasyon agisindan zenginlestigi gosterilmistir
(Al-Hajj ve ark. 2003). Ek olarak, normal meme dokusundan veya meme kanserlerinden
izole edilen kok hiicrelerin, ¢esitli EMD belirtegleri ifade ettikleri bulunmustur. Klinik
oneme sahip bir diger calismada, timdr immiin yanitinin EMD iligkili CD44Ytksek ye

CD24%sik KK H’leri uyardig gosterilmistir (Santisteban ve ark. 2009).

2.9. EMD ve Kemodirencg

Kanser tedavisi genellikle iki ana ila¢ direng sekliyle iliskilidir. Bunlar, de novo veya
kazanilmis ilag¢ direncidir. Baslangigta tedaviye direngli hastalar intrinsik veya de novo
ila¢ direncini gdsterir. Tedaviye baslangicta yanit veren hastalar ise genellikle kazanilmis
ilag direncinin bir sonucu olarak niiksle karsilagirlar. EGFR-mutasyon pozitif olan kii¢iik
hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) igin kullanilan Erlotinib/Tarceva gibi "hedefe
yonelik terapétikler"in kullanimi, ¢esitli ilag diren¢ mekanizmalarinin agiga ¢ikmasini
saglamigtir. EGFR inhibitorleri ile tedavi edilen NSCLC hastalarinda kazanilmis ilag
direnci vakalarinin yaklasik %50-70'inde, EGFR'de T790M-'bekgisi' mutasyonlari veya
MET onkogeninin amplifikasyonunu igeren genetik degisiklikler gosterilmistir
(Engelman ve ark. 2007, Sharma ve ark. 2007). Geri kalan vakalardaki direncin
aciklamasi ise geri dontigiimlii epigenetik degisiklikler nedeniyle oldugu ifade edilmistir
(Singh ve Settleman 2010). Kazanilmis ilag direnci sirasinda ortaya g¢ikan epigenetik
degisiklikler, tiimoriin farklilasma durumundaki degisiklikleri yansitir, bu da EMD'yi ve
kok hiicre benzeri 6zelliklere sahip kemorefraktor hiicrelerin ortaya ¢ikmasini yansitir

(Voulgari ve Pintzas 2009).

EMD'yi kemodirence baglayan ilk ¢alismalarda biri 1996'da yapilmistir. Calismada, en
giicli EMD uyaricilarindan biri olan TGF-B'ye kars1 spesifik antikorlar kullanilmis ve
alkilleyici bilesiklere direncli tiimdrlerde ilaca karsi duyarliligin geri kazandirildig:
gosterilmistir (Teicher ve ark. 1996). Gliniimiize kadar elde edilen bulgular, altta yatan
molekiiler mekanizmalar kismen bilinse de, EMD'nin kemodirenci destekledigini
gostermektedir (Du ve Shim 2016). Cesitli preklinik modellerde ve spesifik terapdtik
ajanlarin kullanildig1 ¢caligmalarda, artmig EMD-TF ifade diizeylerinin diisiik tedavi-yanit
orani ile gii¢lii sekilde iliskili oldugu &ne siiriilmiistiir (Du ve Shim 2016). Ornegin Snaill

ifadesi HNSCC'de cisplatin ve meme kanseri hiicrelerinde 5-florourasil direnciyle
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iliskilendirilmistir (Hsu ve ark. 2010, Zhang ve ark. 2012). Ayrica, EMD gegiren
hiicreler, diren¢ mekanizmalarinda aktif rol alan bazi spesifik ABC tasiyicilarimi
overeksprese etmektedir (Fonseca ve ark. 2016). ABC tasiyicilarinin promotorlart EMD-
TF’lerinin baglanmasi igin ¢esitli bolgeler icermektedir (Saxena ve ark. 2011). Bunlara
ek olarak, c-MET ve EGFR tirozin kinaz inhibitorleri ile tedavi edilen NSCLC
hastalarinda goriilen direng fenotipi, ZEB1 ekspresyonu ile iliskilendirilmistir (Della
Corte ve ark. 2015, Rastogi ve ark. 2016). EGFR inhibitorleri ile tedavi edilen akciger
kanseri hiicrelerinde EMD uyarilmis; epitelyal ve mezenkimal fenotipler arasinda
duyarlilik farki rapor edilmistir (Yauch ve ark. 2005). Bir tiimoriin farklilasma durumu
de novo dirence katki saglayabilir. Ornegin, artmus E-kaderin ifadesi, EGFR kinaz
inhibitorlerine kars1 duyarlilikla iligkilendirilmis; ilaca direngli hiicreler daha mezenkimal
benzeri belirtilmistir (Witta ve ark. 2006). Urotelyal kanserler, yiizeysel ve kas-invazif
olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Son derece zayif prognoz ve yiiksek mortalite
oranlar1 ile iligkili olan ikinci grup, mezenkimal benzeri 6zellikler sergiler. Ayrica bu
tiimorlerin, DNA hasarina bagli apoptozdan hiicreleri koruyan Zeb2/SIP1 eksprese ettigi
gosterilmistir (Sayan ve ark. 2009). Bazal alttip mezenkimal benzeri meme kanserleri de
yiiksek mortalite oranlari ile iliskilidir. Bununla birlikte, bazi1 ¢aligmalar mezenkimal
benzeri kanserlerin neoadjuvan kemoterapiye baslangigta epitelyal luminal tiimorlerden
daha duyarli oldugunu belirtmistir (Carey ve ark. 2007, Liedtke ve ark. 2008, Paik ve ark.
2006, Yauch ve ark. 2005). Bununla birlikte, baslangigtaki yanitlarina ragmen, bazal
kanserli hastalar en kotli prognozu gosterir ve bu da mezenkimal benzeri kanserlerin ilag

direnci gelistirmeye daha yatkin oldugunu diisiindiirtmektedir.

CTC izolasyonu ve karakterizasyonu son zamanlarda klinik yanit1 degerlendirmek i¢in
ele alimmistir (Alix-Panabieres ve ark. 2017). Bir hastanin kanindaki CTC varligi
AdnaTest kullanilarak 6l¢iilebilir. Twist, Akt ve PI3K dahil toplam 12 EMD belirteci i¢in
tasarlanmig PCR temelli bir test olup 5 ml kan 6rneginde 2 adet CTC belirleyebilecek
hassasiyette oldugu rapor edilmistir (Andreopoulou ve ark. 2012). Refrakter meme
kanseri olan hastalar daha yiiksek seviyelerde mezenkimal CTC'lere sahip olup (Yu ve
ark., 2013), kemoterapi tedavisi sirasindaki CTC degisiklikleri ise progresyonsuz
sagkalim ve genel sagkalim ile anlamli olarak iligkilendirilmistir. Bu ¢aligmalar, tedaviye
yanitt ongérmek i¢in hasta kaynakli CTC'lerde EMD ile iligkili belirteglerin

karakterizasyonunun klinik uygulamasini desteklemektedir (Mclnnes ve ark. 2015).
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2.10. Metabolik Deregiilasyon ve EMD

Aerobik glikoliz, hizli ¢ogalan kanser hiicrelerinin ii¢ temel ihtiyacini karsilamasini
saglar: (1) hizli sekilde ATP eldesi (2) karbohidratlarin ¢esitli biyosentetik yolaklari
beslemesi ve (3) hiicresel redoks homeostazi (Martinez-Outschoorn ve ark. 2017). Glukoz
tilketimindeki net artisin dogrudan bir sonucu olarak, bir¢ok kanser anormal laktik asit
salimi ve asidik ekstraseliiler pH sergiler (Payen ve ark. 2016). Yiiksek diizeyde laktat,
cesitli insan kanserlerinin metastazlari ile iligkilidir (Walenta ve Mueller-Klieser 2004).
Bu senaryoda, hipoksi, diisiik pH ve glikoz kullanimi gibi birgok solid tiimoriin yerlesik
ozelliklerinin, EMD ve kanser yayilimina eslik etmesi sasirtict degildir. Bu nedenle,
glikolitik yola miidahale etmek EMD'yi, akabindeki tiimor progresyonunu engelleyebilir.
Bu yaklasim potansiyel bir antikanser stratejisi olarak goriilmektedir (Morandi ve ark.
2017).

Birkag glikolitik enzimin invadopodia yapilari ile iligkili oldugu bulunmustur. Bu yapilar,
plazma membraninin ¢ikintilari olup ESM yikimi ve metastazinda 6nemli bir role sahiptir
(Attanasio ve ark. 2011). Ek olarak, glikolitik tiirevli ATP’nin, metastatik yayilim
sirasinda hiicre sagkalimmin ana kaynagi oldugu gosterilmistir (Schafer ve ark. 2009,
Danhier ve ark. 2013). Destekleyici sekilde TGF-p ile uyarilan EMD ile glikolitik
donilisim ve mitokondriyal fonksiyonun baskilanmasi arasinda siki bir korelasyon
gosterilmistir (Lee ve ark. 2015, Yang ve ark. 2015). Dong ve ark. meme kanserinde
fruktoz-1,6-bisfosfataz kaybi ile birlikte E-kaderin kaybinin, f-katenin sinyal iletimini ve
EMD siirecini uyararak KKH benzeri 0Ozellikleri ve kanser hiicresi yayilmasini
destekledigini gostermislerdir (Dong ve ark. 2013). Bu duruma, glikoliz uyarilmasi,
glukoz aliminin artig1 ve oksijen tiiketiminin inhibisyonu eslik etmistir (Dong ve ark.
2013). Yine benzer bir ¢alismada, meme kanseri hiicrelerinde EMD uyarilmasiyla, glukoz
tastyicilar, LDH, MCT'ler ve glikojen fosforilaz izoformlarmin ifadesi paralel
gozlenmistir. Bu molekiiller artmig aerobik glikolizin devamliliginda kilit Gneme sahip
bilesenler olarak goriilmektedir (Kondaveeti ve ark. 2015). Mide kanserinde, malign ve
kemo-direngli bir fenotipin edinilmesi, EMD ve aerobik glikoliz ile iliskilendirilmistir
(Qin ve ark. 2015). NSCLC hiicrelerinde, GLUT3 ifade diizeyleri hem EMD belirtegleri
(vimentin, Snail, Slug, ZEB1, ZEB2, Twistl) hem de glukoz alim1 ile korele gdzlenmigtir
(Masin ve ark. 2014)

37



Laktatin metastatik stirecinde tasidig1 6nemli role dair, TGF-B2 ifadesini upregiile ettigini
(Baumann ve ark. 2009) bunun da, glioblastoma hiicrelerinin mezenkimal pro-migratif
fenotipini indiikledigi ve MMP2 aktivasyonunu, ESM’in yeniden modellenmesini ve
metastaz olusumunu uyardigi gosterilmistir (Wick ve ark. 2006). Laktat ayni1 zamanda in
vivo TGF-B1 iiretimini de saglamaktadir (Ahmed ve ark. 2004).

Meme KKH'lerinin artmis HKII ifadesi ve glikoliz gosterdigi bildirilmis ve glikoliz
inhibitori 2-deoksiglukoz doza bagimli sekilde EMD geciren meme kanseri hiicrelerini
baskilamistir (Lu ve ark. 2015, Bacci ve ark. 2016).

Glikolitik kaskadda EMD ile ilgkilendirilen bir diger enzim, fruktoz-1,6-bisfosfati
gliseraldehid3-fosfat ve dihidroksiaseton fosfata doniistiiren aldolazdir. Aldolaz A
izoenzimi gesitli kanserlerde siklikla overekspresedir (Du ve ark., 2014, Chaerkady ve
ark. 2008). Bu enzimin upregiilasyonunun, E-kaderin ifadesini azaltarak ve ayn1 zamanda
fibronektin ve vimentin ifade diizeylerini artirarak akciger kanseri hiicrelerinin
migrasyonunu ve EMD'yi uyardig1 bildirilmistir (Du ve ark., 2014). Benzer sekilde
Enolazl'in overekspresyonunun, NSCLC hiicrelerinde glikolizi, proliferasyonu,
migrasyonu ve invazyonu arttirdigi, bunun da kismen EMD genlerinin regiilasyonu ile
gerceklestigi rapor edilmistir (Fu ve ark., 2015). Nitekim ayni1 ¢alismada, Enolaz’1l'in
susturulmasi, Snaill ve N-kaderin downregiilasyonuna ve E-kaderin ifadesinin eszamanli
artisina neden olarak EMD siirecini engellemistir (Fu ve ark., 2015). Enolaz’1'in
migrasyon ve invazyonu uyardigi endometrial karsinomada da gosterilmistir (Zhao ve
ark., 2015). Hamabe ve ark. EMD'nin, PKM2'in niikleer translokasyonunu ve TGFf-
uyarilmis faktdor homeobox2 ile etkilesimini uyardigini gostermislerdir. Bu etkilesim,
histon H3K9 deasetilasyonunu ve daha sonra E-kaderin downregiilasyonuna sebep

olmustur (Hamabe ve ark. 2014).

Pentoz fosfat yolunun invazyon siirecindeki rolii anlasilmasina ragmen, EMD'ye katkis1
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bu kapsamda, 6-fosfoglukonat dehidrojenaz
downregiilasyonunun, akciger kanseri hiicrelerinin in vitro migrasyonunu azalttig
gosterilmistir (Chan ve ark. 2013). Transketolaz benzeri proteinl izoformunun yiiksek

ifadesi, ¢esitli karsinomlarin invazyon ve metastazi ile pozitif korelasyon géstermistir
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(Langbein ve ark. 2006, Langbein ve ark. 2008, Krockenberger ve ark. 2007, Zerilli ve
ark. 2008).

Son olarak, toplam glukoz metabolizmasimnin % 2-5'ini olusturan ve glikolitik yolla
yakindan iliskili olan hekzosamin biyosentez yolu (Hanover ve ark. 2012), EMD ile
korelasyon gostermektedir. Glikolitik yola giren glukoz, hiicrelerde sinyal iletimi ve
yapisal bir rolii olan O-bagh N-asetil-glukozamin (O-GlcNAc) iiretmek iizere
yonlendirilebilir (Hanover ve ark. 2012). Serin 112'ye bir O-GIcNAc motifinin
eklenmesinin, Snaill’in O-fosforilasyon aracili degradasyonunu onledigi ve boylece
stabilizasyonunu destekledigi gosterilmistir. Bu ¢aligma, glukoz metabolizmasi ile EMD

arasinda dogrudan bir molekiiler baglant1 saglamistir (Park ve ark. 2010).

2.11. Hipotez

Hedeflenmesi gii¢ olan metastatik kanser hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi metastaz
kaskadinin daha iyi anlasilmasi neticesinde miimkiin goriinmektedir. Fakat bu alanda
netlik kazanmayan, aydinlatilmasi1 gereken pek cok molekiiler baglanti bulunmaktadir.
Bu tez ¢alismasinda, enerji tiretiminde kritik 6neme sahip bir enzim olan PDH’1n, kanser
metastaziyla iligkilendirilen EMD siireci arasindaki baglantilarin  arastirilmasi
amaclanmistir. Tiim bu literatiir bilgileri 1s181nda PDH enzim kompleksi baskilandiginda,
glikolitik metabolizmanin artisini, dolayisiyla metastatik kapasiteyle iliskilendirilen

EMD siirecinin varligin1 kesfetmeyi beklemekteyiz.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal maddeler

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.1°de verildi.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin listesi.

Kimyasal Adi Mense

Cpi-613 9464-10, BioVision, ABD

SB431542 S4317, Sigma, ABD

Timidin T-1895, Sigma, ABD

Afidikolin A-0781, Sigma, ABD

Mimozin M-0253, Sigma, ABD

Nokodazol M-1404, Sigma, ABD

Kolkemid 12-004-1D, Biological Industries, ABD
Puromisin 540411, Sigma, ABD

Polibren TR-1003-G, Merck, Almanya
Doksorubisin

Cisplatin

Paklitaksel Uludag Universitesi Kemoterapi ilag
5-Florourasil Hazirlama Merkezi’nden temin edildi.
Dosetaksel

Pemetreksed

DNaz/RNaz i¢cermeyen su W1001-10, Zymo Research, ABD
FBS 10270-106, Gibco, ingiltere

Penisilin-Streptomisin Soliisyonu

15140-122, Gibco, ABD

10X PBS

70011-036, Gibco, ingiltere

RPMI

21875-034, Gibco, ingiltere

DMEM

11965092, Thermo Fisher Scientific, ABD

B27 Supplement w/o vitamin A

12587010, Thermo Fisher Scientific, ABD

EGF

PHGO0311, Thermo Fisher Scientific, ABD

FGFb PHG0026, Thermo Fisher Scientific, ABD
%0,2 Heparin 07980, Stem Cell Technologies, Kanada
Primocin ant-pm-1, InvivoGen, ABD
Lipofectamine™ 3000 L3000015, Thermo Fisher Scientific, ABD
Optimem 31985062, Thermo Fisher Scientific, ABD

Power SYBR Green PCR master mix

4367659, Applied Biosystems, ABD

%0,05 Tripsin-EDTA

25300-054, Gibco, Ingiltere

DMSO D8418, Sigma, ABD
%0,5 Tripan mavisi 03-102-1B, Biological Industries, ABD
Hoechst 33342 62249, Thermo Fisher Scientific, ABD

ProLong™ Gold Antifade Mountant
with DAPI

P36931, Thermo Fisher Scientific, ABD

BSA

9998, Cell Signaling Technology, ABD

Yagsiz kuru siit

SK1400, BioShop, Kanada
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4X NUPAGE LDS Sample Buffer

NPO0007, Thermo Fisher Scientific, ABD

10X NuPAGE Sample Reducing Agent

NP0004, Thermo Fisher Scientific, ABD

NuPAGE Antioxidant

NPO0005, Thermo Fisher Scientific, ABD

Tris bazi

TRS001, BioShop, Kanada

20X SDS Running Buffer

NP0002, Thermo Fisher Scientific, ABD

RIPA Lysis Buffer System

sc-24948, Santa Cruz, ABD

Protein standardi (MagicMark XP)

LC5602, Thermo Fisher Scientific, ABD

Luminata Forte Western HRP substrate

WBLUF0100, Merck, Almanya

TCA

T6399, Sigma, ABD

Siulforodamin B

sc-253615A, Santa Cruz, ABD

Matrigel® Basement Membrane Matrix

356234, Corning, ABD

Kristal viyole C6158, Sigma, ABD

Formaldehit 28906, Thermo Fisher Scientific, ABD
NaCl 106404, Merck, Almanya

Tween® 20 822184, Merck, Almanya
B-merkaptoetanol 805740, Merck, Almanya

Etanol 100986, Merck, Almanya

Metanol 947.046.2500, ISOLAB, Almanya
DyLight™ 554 Phalloidin 13054, Cell Signaling Technology, ABD
Asetik asit 100063, Merck, Almanya

SDS M3290, Genaxxon bioscience, Almanya
NaOH 106498, Merck, Almanya

HCI 30721, Sigma, ABD

PAX2 plazmit Brian Clem hediyesidir,

pMD2.G plazmit

Louisville Universitesi, ABD

Anti-rabbit antikor

7074S, Cell Signaling Technology, ABD

Anti-mouse antikor

7076P2, Cell Signaling Technology, ABD

Anti-a-Tubulin antikor

21448, Cell Signaling Technology, ABD

Anti-B-Aktin antikor

4970S, Cell Signaling Technology, ABD

Anti-Histon H3 antikor

9715S, Cell Signaling Technology, ABD

Anti-Vimentin antikor

57418, Cell Signaling Technology, ABD

Anti-E-Kaderin antikor

31958, Cell Signaling Technology, ABD

Anti-Keratin 18 antikor

4548, Cell Signaling Technology, ABD

Anti-N-kaderin antikor

131186, Cell Signaling Technology, ABD

Anti-o-SMA antikor

14968S, Cell Signaling Technology, ABD

Anti-SMAD?2 antikor

3122, Cell Signaling Technology, ABD

Anti-SMADS3 antikor

9513, Cell Signaling Technology, ABD

Anti-SMAD4 antikor

38454, Cell Signaling Technology, ABD

Anti-PCNA antikor

2586, Cell Signaling Technology, ABD
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Anti-MRP1 antikor 72202S, Cell Signaling Technology, ABD

Anti-MDR1 antikor 13978S, Cell Signaling Technology, ABD
Anti-GLUT1 antikor 12939, Cell Signaling Technology, ABD
Anti-p44/42 MAPK antikor 4695, Cell Signaling Technology, ABD
Anti-p38 MAPK antikor 9212, Cell Signaling Technology, ABD
Anti-AKT antikor 4691, Cell Signaling Technology, ABD
Anti-PI3K antikor 3358, Cell Signaling Technology, ABD
Anti-p-c-jun antikor 9164S, Cell Signaling Technology, ABD
Anti-mTOR antikor 2983T, Cell Signaling Technology, ABD
Anti-p-src antikor 6943T, Cell Signaling Technology, ABD
Anti-Nfkb antikor 8242T, Cell Signaling Technology, ABD
Anti-p70s6k antikor 2708S, Cell Signaling Technology, ABD
Anti-OCT4 antikor 27508, Cell Signaling Technology, ABD
Anti-PDHAZ1 antikor ab67592, Abcam, ABD

Anti-p-PDHA1 antikor ab92696, Abcam, ABD

3.1.2. Sarf malzemeler
Tez ¢alismasinda kullanilan sarf maddeler Cizelge 3.2°de verildi.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemelerin listesi.

Sarf Malzeme Adi Mense

25 cm?’lik flask IS/TCF-25V, Sunub, Sangay

75 cm?’lik flask IS/TCF-75V, Sunub, Sangay

96 kuyulu pleyt IS/TCP-96, Sunub, Sangay

24 kuyulu pleyt IS/TCP-24, Sunub, Sangay

6 kuyulu pleyt IS/TCP-6, Sunub, Sangay
Ultra-low attachment 96 kuyulu pleyt CLS3474, Corning, ABD

96 kuyulu beyaz pleyt 3917, Corning, ABD

15 ml’lik steril santrifijj tlipleri IS/CT-15, Sunub, Sangay

50 mI’lik steril santrifiij tiipleri IS/CT-50, Sunub, Sangay

10 ml hacimli serolojik pipet 86.1254.001, Sarstedt, Almanya
25 ml hacimli serolojik pipet 86.1685.001, Sarstedt, Almanya
10 ul’lik pipet uglari 4130N00, SSlbio, ABD

200 pl’lik pipet uglari 4230N00, SSlbio, ABD

1000 pl’lik pipet uglari 4330N00, SSlbio, ABD

Scraper LMCS-A101, LabSearch, ABD
Bijou 11399133, Thermo Fisher Scientific, ABD
Neubauer hemositometre PM0640030, Marienfeld, Almanya
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Kriyovial 72.379.992, Sarstedt, Almanya

2 mlI’lik cam pastor pipetler 084.01.002, ISOLAB, Almanya

0,5 mI’lik santrifiij tiipleri 2666521, Merck, Almanya

1,5 mI’lik santrifiij tiipleri T6649, Merck, Almanya

iBlot™ Gel Transfer Stacks IB301001, Thermo Fisher Scientific, ABD

NuPAGE™ Novex™ 4-12%
Bis-Tris Protein Jel

NP0322BOX, Thermo Fisher Scientific,
ABD

MicroAmp™ Optical 8-Cap Strips 4323032, Applied Biosystems, ABD

MicroAmp® Fast 8-Tube Strip 4358293, Applied Biosystems, ABD

24-kuyulu pleyt uyumlu 8.0 um pora

sahip PET membran BD-353097, Corning, ABD

8-kuyulu kollajen kapl kiiltiir lami BD- 354630, Corning, ABD

3.1.3. Cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar Cizelge 3.3’de verildi.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan cihazlarin listesi.

Cihaz Ad1

Mense

Steril kabin

BioSafety Cabinet Telstar
Bio 1l Advance, Ispanya

COz2 inkiibatorii

MCO-18AC-PE, Panasonic, Ingiltere

Inverted mikroskop

Olympus CKX41, Japonya

Santrifiij

Rotina 35R, Almanya

Saf su cihazi

Direct-Q® 3 UV, Merck, Almanya

Hassas terazi

Shimadzu AUW?220D, Japonya

Aspirator

Rocker 300, Tayvan

Spektrofotometre (FLASHScan S12)

Analytik Jena, Almanya

Luminometre (FLx800 Mikroplate)

Biotek, ABD

Muse® cell analyzer

Merck, Almanya

Goriintilleme cihazi (Fusion FX-7)

Vilber Lourmat, Fransa

gRt-PCR sistemi (StepOne Plus)

Applied Biosystems, Singapur

Pleyt calkalayici

Heidolph, Almanya

1-10, 100-200 ve 1000 pl’lik pipet seti

Axygen, Polonya

Pipet boy

Axygen, Polonya

Bubharli sterilizator (Otoklav)

Niive OT4060, Tiirkiye

Microspin, mini-santrifiif/vorteks

FV-2400, Biosan, Letonya

Manyetik mini-karistirici

HI1190M, Hanna Instruments, ABD

Is1 blogu

TDB120, Biosan, Letonya

Gii¢ kaynagi 300 Plus 300V Labnet, ABD
Mini santrifii Scan Speed, ABD
UV-Vis Spectrofotometre (Epoch) Biotek, ABD

43



3.1.4. Kitler

Tez ¢alismasinda kullanilan kitler Cizelge 3.4’de verildi.

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan kitlerin listesi.

Kit Ad1 Mense

Adenos_lne 5-tr|phosp_hate (ATP) _ FLASC, Sigma, Almanya
bioluminescent somatic cell assay kit

Muse® Cell Cycle Assay Kit MCH100106, Merck, Almanya
Pierce™ BCA Protein Assay Kit 23227, Thermo Fisher Scientific, ABD
Nuclear/Cytosol Extraction Kit K266-100, BioVision, ABD

JC-1 Mitochondrial Membrane ]
Potential Assay Kit 10009172, Cayman Chemical, ABD

GeneJET RNA Purification Kit K0732, Thermo Fisher Scientific, ABD

High-Capacity cDNA Reverse 4368814, Thermo Fisher Scientific, ABD
Transcription Kit
PDHA1 Human shRNA Plasmid Kit TL310532, OriGene, ABD

3.2. Yontem

3.2.1. Cahismada Kullanilan Kimyasallarin Hazirlanmasi

Cpi-613 ve SB-431542’nin Hazirlanmasi

Cpi-613 (MA: 388.59 g/mol) ve SB-431542 (TGF-f reseptor inhibitdrii; MA: 384,39
g/mol) i¢in ana stoklar, sirasiyla, 100 mM ve 10 mM olacak sekilde DMSO igerisinde
hazirlandi.

Kemoterapétik ilaclarin Hazirlanmasi

Uludag Universitesi Kemoterapi Ilag Hazirlama Merkezi’'nden temin edilen

kemoterapoétik ilaglarin konsantrasyonlart ve besiyeri igerisinde hazirlanislart Cizelge
3.5’de belirtildi.

Cizelge 3.5. Calismada kullanilan kemoterapétik ilaglar.

Kemoterapiotik  Ana Stok LG

Tlac Ismi Konsantrasyonu NCIREIIES I
(uM)

Cisplatin 0,5 mg/ml 25,3

Doksorubisin 2 mg/mi 1,8

Dosetaksel 5 mg/mi 27,9

5-Florourasil 50 mg/mi 345,94

Pemetreksed 58,5 mM 2

Paklitaksel 6 mg/mi 7,9
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3.2.2. Hiicre Kiiltiirii
Hiicre Soylarimin Stoktan Cikartilmasi

Hiicreleri ¢ogaltmak amaciyla kriyotiipler, -80°C’den alinarak sicak su banyosunda hizli
bir sekilde ¢oziildii. Coziinmiis hiicre siispansiyonu; %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin
ve L-glutamin igeren 5 ml besiyeri igeren 15 ml’lik santrifiij tiiplere aktarildi. Santrifiij
tiip 1.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kisim aspire edildi ve
hiicre peleti iizerine 1 ml besiyeri ilave edilerek hiicrelerin siispansiyon hale gelmesi
saglandi. Siispansiyon iizerine 4 ml besiyeri daha ilave edildi ve tiim hacim 25 cm?’lik
flaska aktarildi. Ardindan flask; 37°C ve %5 COz kosullara sahip inkiibatore kaldirild.

Hiicre Soylarimin Pasajlanmasi ve Stoklanmasi

Hiicre soylari, flask yiizeyini %80 oraninda kapladiklarinda, besiyerleri aspire edildi.
Ardindan, 75 cm?’lik flask igerisine 5 ml 1X PBS ilave edildi ve yikama saglandi. 1X
PBS aspire edilerek, hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari i¢in 1 ml %0,05 Tripsin-EDTA
ilave edildi ve hicreler 37°C’de, %5 CO2’li ortamda 5 dakika inkiibe edildi. Siire
sonunda, mikroskopla flask yiizeyinden kalktigi dogrulanan hiicreler iizerine 10 ml
besiyeri ilave edilerek 15ml’lik santrifiij tiip igerisine toplandi. 1.000 rpm’de 5 dakika
santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve elde edilen hiicre peleti, 1
ml hiicre besiyeri ile pipetaj yapilarak siispansiyon haline getirildikten sonra, 10 ml
besiyeri iceren 75 cm?’lik flasklara aktarildi. Flasklar, hiicreler istenilen doluluga gelene
kadar ¢ogalmalari i¢in 37°C’de, %5 COz2 kosullarina sahip inkiibatore kaldirilarak pasaj
islemi gergeklestirildi.

Hiicre soylarmin stoklanmasi igin, santrifiij sonrasi elde edilen hiicre peleti, 1 ml
dondurucu besiyeri (%10 DMSO, %10 FBS iceren DMEM) ile pipetaj yapilarak
stispansiyon haline getirildikten sonra kriyovial tiiplere aktarildi. Hemen ardindan,

kriyovial tiipler, -80°C’ye kaldirilarak stoklama islemi gerceklestirildi.

Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

A-549 ve bu hiicreden elde edilen sh-PDHAL (PDHAL1 ifadesi baskilanmis hiicreler) ve
sh-Kontrol (hedefsiz plazmid igeren kontrol hiicreler) monoklonal hiicre soylar1 igin
kullanilan besiyeri ortami ig¢in %10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin, %1 L-glutamin
iceren RPMI 1640 kullanildi. sh-PDHAL ve/veya sh-Kontrol monoklonal hiicrelerin

besiyerlerinde, seleksiyon antibiyotigi olarak 2 pg/ml Puromycin kullanildi.
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Hemositometre ile Hiicrelerin Sayim

Hiicreleri sayabilmek amaciyla, hiicre siispansiyonundan 0,5 ml’lik tiipe 20 pl alind1 ve
lizerine esit hacimde tripan mavisi konarak iyice karigmasi saglandi. Bu karisimdan 10 pl
alinarak thoma lamina koyuldu ve mikroskopta, iki alanda hiicre sayimi1 yapildi. Bulunan
say1 sulandirma katsayisi ile c¢arpilarak 1 ml besiyerinde ne kadar hiicre oldugu

hesaplandi.

3.2.3. Siilforodamin B (SRB) Canhilik Yoéntemi

Bu yontemin prensibi hiicre kiiltiirlinde biiyiitiilen kanser (veya herhangi bir cesit)
hiicrelerindeki protein igeriginin 6l¢iilmesi esasina dayanir. Bu calisma kapsaminda,
hiicreler 3,5x10% hiicre/kuyu 96-kuyulu pleytlere ekildikten 24 saat sonra, ajanlar ile 24,
48 ve 72 saat boyunca muamele edildi. Siire sonunda, 96-kuyulu pleytin her bir kuyusuna
(son hacim 200 pl iken) 50 ul %50°lik TCA (w/v) eklendi ve +4°C’de 1 saat fikse edildi.
Sonrasinda, 96-kuyulu pleyt 5 kez distile su ile yikandi ve pleytin kurumasi beklendi.
Pleytin her kuyusuna 50 ul SRB (%1 asetik asit v/v icerisinde %0.4 olacak sekilde
hazirlandi) boyasi eklendi ve 30 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda 96-
kuyulu pleyt 5 kez %] asetik asitle (v/v) ile yikandi. Hiicrelere baglanan boyay1 ¢6zmek
amaciyla 96-kuyulu pleytin her bir kuyusuna 100 ul, 10 mM Tris Baz1 eklendi ve 562

nm’de okuma alind.

3.2.4. Adenozin Trifosfat (ATP) Canhhk Yoéntemi

Hiicreler 5x10° hiicre/kuyu 96-kuyulu pleytlere ekildikten 24 saat sonra, ajanlar ile 24,
48 ve 72 saat boyunca muamele edildi ve/veya edilmedi. Siire sonunda, hiicre i¢i ATP
molekiillerini digsar1 ¢ikarmak amaciyla, kuyulara 50 pl “5X hiicre lizis tamponu”
pipetlendi ve 4-5 defa pipetaj yapildi. Oda sicakliginda 30 dakikalik bekleme siiresi
ardindan, kuyu igerisindeki karigimdan 50 pl alinarak, beyaz renkli 96-kuyulu pleytlere
aktarildi. Aktarilan hacmin tizerine, 50 ul lusiferin-lusiferaz karigimi (Adenosine 5'-
triphosphate bioluminescent somatic cell assay Kkit) pipetlendi ve biyoluminesans

luminometre cihazinda 6l¢iildii.
3.2.5. Biiyiime Oram Analizi

NCI (National Cancer Institute/Ulusal Kanser Enstitiisii)’nin in vitro sitotoksisite tarama

caligmalarindaki yaklasimi esas alinarak, Cpi-613’iin A-549 hiicrelerinde biiylime orani
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tizerine etkisi SRB ve ATP canlilik testleri kullanilarak degerlendirildi. Bu yaklasim
kapsaminda, canlilik testlerine gore sitotoksik, sitostatik veya antiproliferatif etkileri
degerlendirmek tizere LCso, TGl ve Glso parametreleri hesaplandi (Sekil 3.1).
(Shoemaker 2006).

Bu amagla, A-549 hiicreleri 3,5x10% hiicre/kuyu 96-kuyulu pleytlere ekildikten 24 saat
sonra, heniiz Cpi-613 uygulanmamis hiicrelerin absorbans (SRB) ve RLU (ATP)
degerleri elde edildi (Time zero, Tz). Ardindan, hiicreler Cpi-613 ile muamele edilerek
24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Her bir saat dilimi sonunda, Cpi-613
uygulanmis (D) ve/veya uygulanmamis (C) hiicrelerin absorbans (SRB) ve RLU (ATP)
degerleri elde edilerek % canlilik degerleri ve LCso, TGI ve Glso parametreleri hesaplandi.

Tz: Baslangigtaki hiicre popiilasyonundan (heniiz tedavi almamis, 0 uM) elde edilen

absorbans ve/veya RLU degerini ifade etmektedir.

D: Inkiibasyon siiresi sonunda Cpi-613 uygulanmis hiicrelerden elde edilen absorbans

ve/veya RLU degerini ifade etmektedir.

C: Inkiibasyon siiresi sonunda Cpi-613 uygulanmamus hiicrelerden elde edilen absorbans

ve/veya RLU degerini ifade etmektedir.

LCso (50% lethal concentration): ilag/ajan ile inkiibasyon sonrasinda, baslangic hiicre
sayisint (Tz) %50 oraninda azaltan (sitotoksik etki) konsantrasyonu ifade etmektedir
(Sekil 3.1).

TGI (total growth inhibition): Ilag/ajan ile inkiibasyon sonrasinda, total biiyiime

inhibisyonuna (sitostatik etki) yol agan konsantrasyonu ifade etmektedir (Sekil 3.1).

Glso (50% growth inhibition): flag/ajan ile inkiibasyon sonrasinda, uygulama almamis
hiicrelerin  (C) proliferasyonunu %50 oraninda azaltan (antiproliferatif etki)

konsantrasyonu ifade etmektedir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Biiyiime orani egrisi. Glso (50% growth inhibition), TGI (total growth
inhibition), LCso (50% lethal concentration).

3.2.6. xCELLigence ile Ger¢cek Zamanh Hiicre Analizi

Bu sistem igin 6zel olarak tasarlanmis 96-kuyulu E-pleyt kuyularina 100 pl besiyeri
koyuldu ve 15 dakika 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyonu takiben bazal Gl¢iim
yapmak tizere E-pleyt, xCELLigence cihazina yerlestirildi. Bazal 6l¢tim sonrasi hiicreler,
100 pl besiyeri icerisinde 3.5x10° olacak sekilde ekildi ve E-pleyt cihaza yerlestirilerek,
hiicrelerin yapismasi igin 37°C’de %5°lik CO2’li inkiibatérde gece boyu inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda, kuyulardan 100 ul uzaklastirildi ve Cpi-613 (6,25 — 200
uM) uygulamasi gergeklestirildi ve/veya yalnizca besiyeri ilavesi yapildi (0 uM).
Sonrasinda E-pleyt, 37°C’de %5°lik CO2’li inkiibatérde xCELLigence cihazinda 72 saat

inkiibasyona birakildi.

3.2.7. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicre dongiisii analizi “Muse® Cell Cycle Assay Kit” kullanilarak yapildi. Bu amagcla,
A-549 hiicreleri 2x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6-kuyulu pleytlere ekildikten 24 saat
sonra, Cpi-613 ile 12, 24 ve 36 saat boyunca muamele edildi veya hiicre senkronizasyonu
gergeklestirildi. Siire sonunda, hiicreler iizerindeki besiyeri 15 ml santrifiij tliplere
toplandi. Ardindan, hiicreler soguk 1X PBS ile yikand1 ve tekrar ayn tiiplere toplandi.
Hiicreleri yiizeyden kaldirmak amaciyla, kuyu basia 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA ilave
edildi ve hiicreler 37°C’de, %5 CO2’li ortamda 5 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda,

mikroskopla pleyt yiizeyinden kalktig1 dogrulanan hiicreler {izerine 5 ml besiyeri ilave
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edilerek ayn1 15 ml’lik santrifiij tiiplere toplandi1 ve +4°C’de 300 g’de 5 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant aspire edildi ve pelet lizerine 500 pl %70’lik etanol (PBS ile
hazirlanan) eklenerek, igerik 1,5 ml’lik santrifiij tiiplere aktarildi, 5 saniye vorteks yapildi
ve -20°C’de 3 saat boyunca fikse edildi. Fiksasyon sonunda, hiicre siispansiyonu +4°C’de
300 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonrasinda, siipernatant aspire edildi. Etanolii
uzaklastirmak amaciyla, hiicreler tizerine 500 pl 1X PBS eklendi ve 5 saniye vorteks
sonrasi tekrar 300 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda, siipernatant aspire
edildi ve pl’sinde 300 hiicre olacak sekilde hiicreler lizerine “Cell Cycle Reagent”
pipetlendi, 5 saniye vorteks yapildi ve hiicreler oda sicakliginda, karanlikta 20 dakika
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, hiicrelerin dongii fazlarindaki dagilimlari, 5000

event ile Muse® cihazinda degerlendirildi.

3.2.8. Hiicre Senkronizasyonu

A-549 hiicrelerini, belirli dongii fazlarinda tutmak yani senkronlamak i¢in Cizelge 3.6’da

belirtilen kimyasallar ve konsantrasyonlar1 kullanildi.

Cizelge 3.6. Calismada kullanilan senkronizasyon kimyasallari.

Kimyasal Adi  Kullanilan Konsantrasyon Etki Ettigi Dongii Faz1

Mimozin 0,5 mM G1 (Sziits ve Krude, 2004)
Afidikolin 2 ug/mi S (Xu ve ark. 2011)
Timidin 2mM S (Xu ve ark. 2011)
Nokodazol 40 ng/ml M (Wang ve ark. 2002)
Kolkemid 40 ng/ml M (Wang ve ark. 2002)

Hiicreler 96-kuyulu pleytlere her kuyucukta 2x10° hiicre ve 3 tekrarli olacak sekilde
ekildi. Ertesi giin hiicreler senkronizasyon kimyasallari ile 16 saat boyunca inkiibe edildi.
Timidin i¢in ikili bloklama yapildi. Buna gore, 16 saat uygulamadan sonra hiicreler
tizerinden Timidin aspire edilerek uzaklastirildi ve taze besiyeri eklenerek 9 saat
bekletildi. Ardindan, hiicreler Timidin ile yeniden 16 saat inkiibe edildi (Sekil 3.2).
Inkiibasyonlar sonunda senkronizasyon kimyasallari kuyulardan uzaklastirildi ve
senkronu bozmak amaciyla hiicreler 50 ul FBS ile 1 defa yikandi. Ardindan hiicreler, 50
ul PBS ile 2 defa yikandi ve Cpi-613 ile 6 farkli konsantrasyonda 48 saat boyunca inkiibe
edildi. Siire sonunda, ATP canlilik testi ger¢eklestirildi.
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Sekil 3.2. Calismada kullanilan senkronizasyon kimyasallarinin etki ettikleri hiicre
dongiisii fazlari (A) ve A-549 hiicrelerine uygulama asamalarinin sematik gosterimi (B).

Senkronizasyon kimyasallarinin etkinligi ise “Muse® Cell Cycle Assay Kit” kullanilarak
Muse® cihazinda degerlendirildi. Bu amagla, A-549 hiicreleri 2,5x10* hiicre/kuyu olacak
sekilde 24-kuyulu pleytlere ekildi. Ertesi giin hiicreler Sekil 3.2°de gosterildigi gibi
senkronize edildi. Senkronizasyon kimyasallar1 ile inkiibasyon sonunda, hiicreler
tizerindeki besiyeri 15 ml santrifiij tiiplere toplandi. Ardindan, hiicreler soguk 1X PBS ile
yikand1 ve tekrar ayn tiiplere toplandi. Hiicreleri yiizeyden kaldirmak amaciyla, kuyu
basina 0,2 ml %0,05 Tripsin-EDTA ilave edildi ve hiicreler 37°C’de, %5 CO2’li ortamda
5 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda, mikroskopla pleyt yiizeyinden kalktig1 dogrulanan
hiicreler tizerine 2 ml besiyeri ilave edilerek ayn1 15 ml’lik santrifiij tiiplere toplandi ve
+4°C’de 300 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant aspire edildi ve pelet iizerine 500
ul %70’1ik etanol (PBS ile hazirlanan) eklenerek, igerik 1,5 ml’lik santrifiij tiiplere
aktarildi, 5 saniye vorteks yapildi ve -20°C’de 3 saat boyunca fikse edildi. Fiksasyon
sonunda, hiicre siispansiyonu +4°C’de 300 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda, slipernatant aspire edildi. Etanolii uzaklastirmak amaciyla, hiicreler iizerine
500 pl 1X PBS eklendi ve 5 saniye vorteks sonrasi tekrar 300 g’de 5 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda, slipernatant aspire edildi ve ul’sinde 300 hiicre olacak sekilde
hiicreler tizerine “Cell Cycle Reagent” pipetlendi, 5 saniye vorteks yapildi ve hiicreler
oda sicakliginda, karanlikta 20 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, hiicrelerin

dongii fazlarindaki dagilimlari, 5000 event ile Muse® cihazinda degerlendirildi.
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3.2.9. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi deneyi i¢in, hiicreler 24-kuyulu pleytlere (her kuyucukta 1,2x10° hiicre)
2 tekrarli olacak sekilde ekildi. Ertesi giin, %90 doluluk oranina sahip kuyularda, bir yatay
ve bir dikey olmak tizere, 10 pl mikro pipet ucuyla yaralar olusturulmustur. Yara
olusturulurken yiizeyden kalkan hiicreler, 1X PBS ile yikanarak ortamdan uzaklastirildi
ve hiicrelerin besiyerleri Cpi-613 varlig1 ve/veya yoklugunda tazelendi. Hemen ardindan,
yara olusturulmus hiicrelerin 0. saat goriintiileri mikroskop altinda elde edilerek, pleyt
37°C’de %5’lik CO2’li inkiibatore kaldirildi. Yara iyilesmesinin takibi, 12, 24 ve 30.

saatlerde hiicre goriintiileri alinarak yapildi.

3.2.10. invazyon Testi

Hiicrelerin invaziv 6zellikleri, 24-kuyulu pleyt uyumlu invazyon “chamber”larinin (8.0
um pora sahip PET membran iceren) kullanimi ile gosterildi. Hiicre ekiminden bir giin
onceden membranlar, 0,4 mg/ml Matrigel (gerekli diliisyon serum igermeyen besiyeri ile
yapildi) ile kaplandi. Matrigel kaplama islemi, soguk kosullarda gerceklestirildi ve 24-
kuyulu pleyt matrigelin donmasi igin, 37°C’de %5°lik CO2’li inkiibat6re kaldirildi. Ertesi
giin, matrigel membranin iist kismna, hiicreler 1,5x10° sayida olacak sekilde 500 ul %1
FBS besiyeri igerisinde ekildi. “Chamber” disina ise, 700 ul %10 FBS igeren RPMI
besiyeri eklenerek, kemoatraktan olmasi saglanmustir. Hiicreler, 24 saat 37°C’de CO2’li
inkiibatérde inkiibe edilmistir. Siire sonunda, membranin iist kisminda kalan invaze
olamamus hiicreler, kulak cubugu pamugu ile kazinarak uzaklastirildi ve ardindan 1X 500
ul PBS ile yikandi. Membranin alt kisminda bulunan invaziv hiicreler ise, 1 ml soguk
metanol ile 15 dakika boyunca -20°C’de fikse edildi. Metanoliin uzaklastirilmasi i¢in, 3
defa 1X 500 pul PBS ile yikama yapildi ve ardindan 400 ul %0,05 kristal viyole (metanol
icerisinde hazirlanan) ile 20 dakika inkiibe edilerek boyandi. Baglanan boya %10 asetik
asit ile c¢ozdirildii ve kuyu icerisindeki hacim 96-kuyulu pleyte aktarilarak

spektrofotometrede okuma alindi.

3.2.11. Phalloidin Boyama

Hiicreler, 8-kuyulu kollajen kapl kiiltiir lamlarina kuyu bas1 1x10* olacak sekilde ekildi.
Ertesi giin Cpi-613 uygulamasi yapildi ve/veya yapilmadi. Uygulama sonunda, kuyu
icerikleri aspire edildi ve 3 defa 1X 700 ul PBS ile yikama yapildi ve hiicreler %4
paraformaldehit (gerekli diliisyon PBS ile yapildi) ile 15 dakika oda sicakliginda fikse
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edildi. Siire sonunda hiicreler, %3 BSA ve %0,1 TritonX100 iceren 1X PBS ile hazirlanan
¢ozelti ile 1 saat oda sicakliginda bloklandi ve permeabilize edildi. Siire sonunda, kuyu
icerikleri aspire edildi ve 3 defa 1X 700 ul PBS ile yikama yapildi. Hiicreler 1:200
oraninda 1X PBS ile seyreltilmis Phalloidin boyasi ile 15 dakika oda sicakliginda ve
karanlikta inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, kuyu igerikleri aspire edildi ve 1 defa 1X
700 pl PBS ile yikama yapildi. Lam iizerine ince bir serit halinde “ProLong™ Gold
Antifade Mountant with DAPI” pipetlenerek lamel kapatildi ve ertesi giin floresan

mikroskop kullanilarak goériintii alindi.

3.2.12. Mitokondri Membran Potansiyeli’nin (A¥m) Belirlenmesi

Mitokondri Membran Potansiyeli (A%¥m), “JC-1 Mitochondrial Membrane Potential
Assay Kit” kullanilarak belirlendi. Bu amagla, A-549 hiicreleri 96-kuyulu pleytlere her
kuyucukta 5x10° hiicre ve 2 tekrarli olacak sekilde ekildi. Ertesi giin hiicreler, 6,25-12,5-
25 uM Cpi-613 ile 72 saat boyunca muamele edildi ve/veya edilmedi. Siire sonunda, JC-
1 boyasi 1:10 oraninda kit igerisinde bulunan “cell based assay buffer” ile seyreltildi ve
bu ¢ozelti igerisinde Hoechst 33342 boyasit 50 pg/ml olacak sekilde pipetlendi. Bu
karisimdan, son hacmi 200 pl olan kuyulara 20 pl pipetlendi ve hiicreler 37°C’de, %5
CO2’li ortamda 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, floresan mikroskop

kullanilarak hiicre goriintiileri alindi.

3.2.13. Koloni Formasyonu

sh-PDHA1 ve sh-Kontrol monoklonal hiicreler 6-kuyulu pleytlere her kuyucukta 1x103
hiicre ve 2 tekrarli olacak sekilde ekildi. Hiicre besiyerleri, {i¢ giinde bir tazelendi ve 15
giin sonunda kuyulara 2 ml soguk metanol eklenerek 15 dakika boyunca -20°C’de fikse
edildi. Metanoliin uzaklagtirilmasi i¢in, 3 defa 1X 1000 pl PBS ile yikama yapild1 ve
ardindan 1000 pl %0,05 kristal viyole (metanol igerisinde hazirlanan) ile 20 dakika
inkiibe edilerek boyandi. Siire sonunda, 3 defa 1X 1000 ul PBS ile yikama yapildi ve

mikroskop altinda hiicre goriintiileri alindu.

3.2.14. gqRt-PCR
RNA izolasyonu ve Kontrolii
RNA izolasyonu, “GeneJET RNA Purification Kit” kullanilarak yapildi. Hiicreler (6-

kuyulu pleyt ve/veya 25 cm?lik flaskta bulunan) iizerindeki besiyeri 15 ml santrifiij

tiiplere toplandi. Hiicreler, soguk 1X PBS ile yikandi ve tekrar ayni tiiplere toplandi.
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Ardindan, hiicreler tizerine 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA ilave edildi ve hiicreler 37°C’de,
%5 CO2’li ortamda 5 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda, mikroskopla pleyt ve/veya flask
yiizeyinden kalktig1 dogrulanan hiicreler iizerine 5 ml besiyeri ilave edilerek 15 ml’lik
santrifijj tiip igerisine toplandi ve +4°C’de 250 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant

aspire edildi ve pelet tizerine 600 pl “Lizis Tamponu” eklenerek 10 saniye vorteks yapildi.

- Lizis Tamponu, 1 ml Lizis Tamponu’na 20 ul B-merkaptoetanol eklenmesi ile

hazirlanan karigimdir.

Siispansiyon iizerine 360 pl Etanol eklenerek pipetaj yapildi. Bu karisimdan 700 pl
birlestirilmis tiiplere (Kit igerisinde yer alan filtre tiipler, Koleksiyon tiipler ile birlestirildi)
aktarildi ve 12.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi filtre tiip ile koleksiyon
tiipti ayrildi, koleksiyon tiipiindeki sivi uzaklastirildi ve filtre tiip ile koleksiyon tiipi
tekrar birlestirildi. Filtreli tiip icerisinde, “Yikama Tamponu 1”den 700 pl eklenerek
12.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 filtre tiip ile koleksiyon tiipii
ayrildi, koleksiyon tiipiindeki sivi uzaklastirildi ve filtre tiip ile koleksiyon tiipli tekrar
birlestirildi. Filtreli tiip icerisinde, “Yikama Tamponu 2”den 600 ul eklenerek 12.000
g’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi filtre tiip ile koleksiyon tiipti ayrildi,
koleksiyon tiipiindeki sivi uzaklastirildi ve filtre tlip ile koleksiyon tiipii tekrar
birlestirildi. Filtreli tiip icerisinde, “Yikama Tamponu 2”den 250 pl eklenerek 12.000
g’de 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda, koleksiyon tiipii uzaklastirildi ve
filtreli tipler, steril 1,5ml’lik tiipler ile birlestirilerek, filtrede tutulan RNA’nin eldesi igin
70 ul su, filtreli tiipe pipetlendi ve 1 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Ardindan tiipler, 12.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda 1,5 ml’lik

santriflij tiiplerde bulunan RNA ¢d6zeltilerinin konsantrasyonlari 6l¢iildii.

RNA’larin konsantrasyonu ve kalitesi (260/280) UV-Vis spektrofotometre cihazi ile
Olciildii. Bu amacla, RNA orneklerinden 2 pl alindi ve suya karst kor alian cihaz ile

Olctimler yapildi. RNA miktarlari 100 ng/pul ile 500 ng/pl arasinda bulundu.

cDNA Sentezi

Elde edilen RNA ornekleri, “High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” ile
cDNA'ya ¢evrildi. Reaksiyon igerigi total hacim 20 ul olacak sekilde; 500 ng RNA
miktart (gerekli diliisyon steril su ile saglandi), 2 pl 10X “RT Buffer”, 0,8 ul 25X “dNTP
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Mix”, 2 ul 10X “RT Random Primers”, 1 ul “MultiScribe™ Reverse Transcriptase”
niikleaz olmayan tiiplere aktarilarak hazirlandi. Reaksiyonun gergeklesmesi i¢in tiipler,
25°C’de 10 dakika, 37°C’de 120 dakika, 85°C’de 5 dakika boyunca inkiibe edildi. Elde
edilen cDNA 6rnegi RNA analizlerinde kullanilmak tizere -20°C ’de saklanda.

Real-time PCR (gPCR)

Elde edilen cDNA orneklerinden, PDH enzim kompleksinin diizenlenmesi ile iliskili
genlerin ifadeleri arastirildi. Her gen igin total reaksiyon hacmi 20 pul olacak sekilde, ilgili
genlerin primerleri ve Power SYBR Green PCR master mix Cizelge 3.7’de gosterildigi
tizere karigtirilarak bir PCR karisimi hazirlandi. Hazirlanan bu karisimdan 18,5 pl
reaksiyon tiiplere (strip) aktarildi ve tizerlerine iliskili cDNA o6rneklerinden 1,5 pl
pipetlendi. Striplerin st kismi, uyumlu “cap”ler ile kapatildi ve pleyt StepOne Plus
cihazina yerlestirildi. Cevrim kosulu Cizelge 3.8’de gosterildigi gibi ayarlandi ve
sonuglar StepOne Plus v2.3 yazilimi ile degerlendirildi. Caligmada kullanilan primerlerin

baz diziligleri Cizelge 3.9°da verildi.

Cizelge 3.7. PCR karisimi icerisinde yer alan bilesenler

Bilesen 20 pl karisim icin Konsantrasyon
Power SYBR _ 10 ul 1x
Green Master Mix
Primer (Forward) 0,4 ul 200 nM
Primer (Reverse) 0,4 ul 200 nM
PCR-Grade Su 7,7 ul -
Toplam Karisim 18,5 ul -

Cizelge 3.8. PCR i¢in termal ¢evrim kosulu

Dongii (x40)

Tutma Denatiirasyon Baglanma/Uzama
Zaman 10 dakika 15 saniye 1 dakika
Sicaklik (°C) 95 95 60
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Cizelge 3.9. Calismada kullanilan primerler ve baz dizilisleri.

Primer Adi Fonksiyon Sekans (5'-3")

PDK1-F Pyruvate dehydrogenase @~ CGTACTGGCTGTGGCTTCTC
PDK1-R kinase, isozyme 1 CCAGTCTGACAGGCAACTCT
PDK2 -F Pyruvate dehydrogenase =~ CAAGGACACCTACGGCGATG
PDK2 -R kinase, isozyme 2 GCTGCCATCAAAGATGAGGGT
PDK3-F Pyruvate dehydrogenase =~ CTTCGCAAACGTGCCCTATC
PDK3-R Kinase, isozyme 3 AGTAGCGCTCGATCTGCTTG
PDK4 -F Pyruvate dehydrogenase @~ TGTGGTAGCAGTGGTCCAAG
PDK4 -R kinase, isozyme 4 GTTCAACTGTTGCCCGCATT

3.2.15. Western Blotlama

Hiicre Lizatlarinin Elde Edilmesi

Hiicreler (6-kuyulu pleyt ve/veya 25-75 cm?’lik flaskta bulunan) iizerindeki besiyeri 15
ml santrifij tiiplere toplandi. Kuyulara ve/veya flasklara, soguk 1X PBS aktarildi ve
hiicreler 1X PBS igerisinde scraper kullanilarak yilizeyden kaldirildi. Kalkan hiicreleri
iceren 1X PBS, ayni 15 ml santrifiij tiiplere toplanarak +4°C’de 1.000 g’de 5 dakika
santrifiij edildi. Stipernatant aspire edildi ve lizis islemi igin pelet, 70-100 ul RIPA
tamponu ile siispanse edilerek tiim hacim 1.5 ml santrifijj tiiplere aktarildi ve buz iizerinde
30 dakika boyunca bekletildi. Bu siire boyunca her 10 dakikada bir, tiipler igerisindeki
karisim pipetaj yapilarak karistirildi. Siire bitiminde tiipler, +4°C’de 13.000 g’de 15
dakika santrifiij edildi. Proteinleri igceren siipernatant, 0,5 ml’lik santrifiij tiiplere toplandi

ve deney sonrasi artan hacim, sonraki ¢alismaya kadar -20°C’de saklandi.

- 1 ml RIPA tamponu igerisine; 10 ul 200 mM PMSF, 10 pl 100 mM sodyum ortovanadat,
20 pl proteaz inhibitor karisimi eklendi.

Protein Konsantrasyon Ol¢iimii

Protein konsantrasyon tayini igin “Pierce™ BCA Protein Assay Kit” kullanildi. Standart
olusturmak amaciyla BSA proteininin; 2-1,6-1,2-0,8-0,4-0,2 ve 0 mg/ml
konsantrasyonlart RIPA tamponu ile hazirlandi. Standartlar ve konsantrasyonu
belirlenecek hiicre lizatlarindan 5 pl, 3 tekrarli olarak 96-kuyulu pleyte pipetlendi.
Ardindan, kuyulara 195 pl “Calisma Cozeltisi” eklendi ve pleyt 37°C, %5°lik CO2’li
inkiibatore kaldirildi. Renk siddeti, 30 dakika sonunda 570 nm.’de spektrofotometre ile
Olcldii.
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- Calisma cozeltisi, kit icerisinde yer alan “BCA Reagent B” bileseninin “BCA Reagent

A” bileseni ile 1:50 oraninda hazirlanan karisimidir.
SDS-PAGE

Protein miktar1 40 pg ve 4X “Sample Buffer” ve 10X “Sample Reducing Agent, 1X
olacak sekilde 0,5 mlI’lik santrifiij tiiplere pipetlendi. Santrifiij tiipler, kisa siire ¢evrilerek,
karisimin tiip dibine inmesi saglandi. Protein denatiirasyonu amaciyla, santrifiij tiipleri 1s1
blogunda 95°C’de 7 dakika bekletildi. Bekleme siiresinde, yiikleme yapilacak 12-kuyulu
jel elektroforez tankina yerlestirildikten sonra 20X “SDS Running Buffer” ultrasaf su ile
1X’e disiirtilerek, tankin doluluk sinirina kadar eklendi. Jelde bulunan koruma sivisi,
pipet yardimiyla kuyular igerisinde al-ver yapilarak uzaklastirildi. Iki jel arasinda kalan
kisma 500 pl antioksidan pipetlendi. Protein standardi ve oOrnekler, kuyulara pipet
yardimiyla belirlenen miktarlarda ytiklendi. Yiikleme islemi sonrasinda, elektroforez
tanki buzdolabmna alindi ve 150V, degisken akimda 50 dakika elektroforez islemi
gerceklestirildi.

Proteinlerin Nitroselilloz Membrana Transferi

Transfer islemi i¢in iBlot™ jel transfer cihazina uygun “iBlot™ Transfer Stack”
kullanildi. Sirastyla; bakir anot (+), jel, filtre kagidi (ultra saf su ile 1slatilan), bakir katot
(-) ve son olarak siinger yerlestirildi. Filtre kagidi ve bakir katot yerlestirilmesi
asamalarinda, hava kabarcig1 olusumunu engellemek amaciyla mini-silindir kullanildi.

Cihazin kapagi kapatilarak, transfer islemi 7 dakikada gerceklestirildi.
Bloklama ve Antikor Inkiibasyonu

Transfer sonrasi, membranlar 1X TBS-T igerisinde hazirlanan %5’lik yagsiz kuru siit
cozeltisi ile oda sicakliginda 1 saat siire ile bloklandi. Siire sonunda, membranlar 3 defa
5 dakika boyunca 1X TBS-T ile yikandi.

Primer antikorlar, 1X TBS-T ile iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda %5’lik BSA
velveya %5’lik yagsiz kuru siit ¢ozeltisi icerisinde 1:1000 oraninda seyreltildi ve
membranlar, hazirlanan primer antikor igerisinde gece boyunca +4°C’de ¢alkalayicida
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda, membranlar 3 defa 5 dakika boyunca 1X
TBS-T ile yikand1. Ardindan, “anti-rabbit” ve/veya “anti-mouse” sekonder antikorlar, 1X

TBS-T ile hazirlanan %5’lik yagsiz kuru siit ¢ozeltisi igerisinde 1:2000 oraninda
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seyreltildi ve membranlar hazirlanan sekonder antikor icerisinde oda sicakliginda 1 saat
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, membranlar 3 defa 5 dakika boyunca 1X TBS-T ile

yikandi.

- 10X TBS-T hazirlanisi: 24,23 g Tris bazi, 80,06 g NaCl tartild1 ve hacim ultrasaf su ile
800 ml’ye tamamlandi. pH 7,6’ya ayarlandi ve 10 ml Tween 20 eklenerek, hacim 1L’ye
ultrasaf su ile tamamlandi. 1X TBS-T, 10X TBS-T’nin ultrasaf su ile seyreltilmesiyle

hazirlandi.

Kemiliiminesans Goriintiileme

Goriintlileme i¢in, 1X “Luminata Forte Western HRP substrate” soliisyonu kullanildi.
Goriintiileme soliisyonu membranlar tizerine, yiizeylerini tam olarak kaplayacak sekilde
4 ml eklendi ve 1 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra, olusan kemiluminesans

sinyal, goriintiileme cihaz1 (Fusion FX-7) kullanilarak goriintiilendi.
Antikorlarin Membrandan Uzaklastirilmasi

Birincil ve ikincil antikorlart membrandan uzaklastirmak amaciyla “Stripping” tamponu

kullanildi.

- “Stripping” tamponu hazirlanisi: 0,76 g Tris base tartildi ve 80 ml ultrasaf su ile
¢oziinmesi saglandi. pH 6,8’ya ayarlandi ve 2 g SDS ¢ozeltiye eklendi. Son olarak, 0,7

ml B-merkaptoetanol ilave edilerek hacim 100 ml’ye ultrasaf su ile tamamlandi.

Gorlintiileme isleminden sonra, membranlar 3 defa 5 dakika boyunca 1X TBS-T ile
yikandi. Ardindan, membranlar hazirlanan “stripping” tamponu igerisinde 50°C’de 30
dakika calkalayicida inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, membranlar 4 defa 5 dakika

boyunca 1X TBS-T ile yikandi ve bloklama asamasina gegildi.

3.2.16. Nukleus/Sitozol Fraksiyonlama

Hiicrelerin ¢ekirdek ekstraktini, sitoplazmik fraksiyondan ayirmak amaciyla
“Nuclear/Cytosol Extraction Kit” kullanildi. Elde edilen fraksiyonlar ile western blot
analizi gergeklestirilmistir. Fraksiyonlama igin, hiicreler 75 cm? hiicre kiiltiir kaplarinda
%80 doluluk orani elde edilinceye kadar kadar biiyiitiildii. Hiicreleri kaldirmak amaciyla,
75 cm? flasklar éncelikle 5 ml 1X PBS ilave edilerek yikandi. 1X PBS aspire edilerek
uzaklastirildi ve 1 ml %0,05 Tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek, hiicreler 37°C’de, %5
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CO2’li ortamda 5 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda, mikroskopta
kalktig1 teyit edilen hiicreler 15 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarilarak +4°C’de 600 g’de 5
dakika santrifiij edildi. Bu asamadan sonraki tiim adimlar buz iizerinde
gerceklestirilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirildi ve pellet tizerine, 200 pl
CEB-A karisim1 (200 pl CEB-A + 0,2 ul DTT + 0,4 pl “proteaz inhibitor karisimi’)
eklendi ve hiicreler ile karismasi saglanarak, toplam hacim 1,5 ml santrifiij tiiplerine
aktarildi. 15 sn vorteks sonrast buz iizerinde 10 dakika inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda her bir tiipe “CEB-B” soliisyonundan 11 ul eklendi, 5 sn vorteks sonrasi buz
iizerinde 1 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda, 5 sn vorteks sonras tiipler,
+4°C’de 16.000 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi, tiiplerde yer alan
slipernatant, onceden sogutulmus 0,5 ml santrifijj tiiplerine aktarildi ve sitozol fraksiyonu
olarak etiketlendi. Tiipler icerisinde geride kalan pellet, 500 pl 1X PBS ile siispanse edildi
ve +4°C’de 1.000 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi, siipernatant
uzaklastirildi ve pelet {izerine, 100 pl “NEB” karisimi (100 ul NEB + 0,1 ul DTT + 0,2
ul “proteaz inhibitor karisimi”) eklendi ve 15 sn vorteks sonrasi buz lizerinde 40 dakika
inkiibasyona birakild1. inkiibasyon siiresince, her 10 d dakikada bir 15 sn vorteks yapildi.
Inkiibasyon sonunda tiipler, +4°C’de 16.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi, tiiplerde yer alan siipernatant, 6nceden sogutulmus 0,5 ml santrifiij tiiplerine
aktarildi ve ¢ekirdek fraksiyonu olarak etiketlendi. Fraksiyonlar, western blot analizi

yapmak tizere -80°C dolaba kaldirilarak saklandi.

3.2.17. Yiizey Bagimsiz Biiyiime Analizi

sh-PDHA1 ve sh-Kontrol monoklonal hiicre soylarinin, yiizey bagimsiz biiyiimelerini
gosterebilmek i¢in; 1X L-glutamin, 1X B27 Supplement, 2 pug/ml Heparin, 20 ng/ml
EGF, 10 ng/ml FGFb, %0,5 Primocin ve 2 ug/ml Puromycin iceren DMEM besiyeri
kullanildi. 96-kuyulu “ultralow attachment” pleytlere, kuyu basina 750 hiicre 200 pl
besiyeri igerisinde olacak sekilde ekildi ve pleyt 37°C’de %5’lik CO2’li inkiibatore
kaldirildi. Kiirecik (sfer) olusumunun takibi, 1, 3 ve 5. giinlerde goriintiileri alinarak

yapild.
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3.2.18. PDHAL1 ifadesi Baskilanmis Stabil Hiicre Soylarinin Eldesi
Infektif Lentiviriis Partikiillerinin Olusturulmasi

Lentiviral transfer vektor olarak, “PDHAL Human shRNA Plasmid Kit” icerisinde yer
alan 3. nesil pGFP-C-shLenti vektor kullanildi. Lentiviral transfer vektor plazmit 8,7 kb
uzunlugunda olup 29mer shRNA ifade kontroliinii saglayan U6 promotora, bakteriyel
kloramfenikol, okaryotik puromisin antibiyotik diren¢ genleri ve lentiviral genomun
3’LTR ve 5’-sinLTR bolgelerini icermektedir (Sekil 3.3).

A. B.
l;D:)E Baslangic (b¢)  Bitis (b¢) Aciklama
Hedef Sekans 'ﬂﬁ Hedef Sekans TET!(;‘(;.\A 835 1015 5'LTR
29nt 29nt 2618 2624 EcoR1
o . 2693 2949 U6 promotor
., -, 3033 3224 SV40 promotor
. 3291 3890 Puromisin-N-asetil transferaz
2 4265 4271 Xbal
pGFP-C-shLenti %
‘:E' (8.7 kb) 5 4282 4987 CMV promotor
» 5030 5734 (GFP
7066 7246 3'sinLTR
\ 7213 7832 pBR322 replikasyon orjini
- TK* : Ters Komplementer 7892 8551 CAMT, Kloramfenikol direnci

Sekil 3.3. Calismada kullanilan plazmit vektoriin genel yapisi (A) ve baz gifti (bg)
araliklariyla lokasyonlar (B)

Transfer plazmidi, paketleme plazmidi PAX2 ve vezikiiler stomatit viriisii glikoprotein
G’yi (VSV-G) kodlayan pMD2.G zarf plazmidi kullanilarak lentiviral partikiiller
olusturuldu. Bu amagla, HEK-293/T insan embriyonik bobrek hiicreleri 6-kuyulu
pleytlere her kuyuda 8x10° hiicre olacak sekilde ekildi (Sekil 3.4).

Ertesi giin, her bir transfer plazmidi i¢in 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerinde 7,5 pl
Lipofectamin™ 3000, 125 pl Opti-MEM™ besiyeri icerisinde karistirilarak seyreltildi.
Bagka bir tiipte ise, 125 ul Opti-MEM™ besiyeri igerisinde toplam DNA miktar1 2,5 pg
olacak sekilde ShPDHA1, PAX2 ve pMD2.G plazmid DNA’lar1 seyreltildi. Ardindan bu
karisima, 5 pul P3000™ pipetlendi ve igerik, seyreltilmis Lipofectamin™ 3000 igeren tiipe
yavas bir sekilde aktarilarak, 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Bu sirada,
HEK-293/T siipernatantlar1 aspire edildi ve kuyulara 2 ml taze besiyeri eklendi.
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Inkiibasyon sonunda, DNA-lipid karisimdan 250 ul kuyulara pipetlendi ve pleyt 37°C’de
%5’1ik CO2’li inkiibatore kaldirildi (Sekil 3.4). Ertesi giin, yaklasik 16 saat sonrasinda,
kuyu igerikleri aspire edildi ve 2 ml taze besiyeri eklenerek pleyt 37°C’de %5°1lik CO2’li
inkiibatore kaldirildi.

Transfeksiyon Ayrintilari

Zaman Akagi is Paketi Bilesen 6-kuyulu pleyt
S i
&) = Transfeksiyon giinii hiicre yogunlugu HEK-293/T 8x105
s === % 70-90 olacak sekilde ekim yapild:
0|6 Lipofectamin™ 3000, Opti-MEM™ Opti-MEM™ 125 pl
besiyeri icerisinde seyreltildi ve Lipofectamin™ 3000 7.5 nl
H karistirildi
2 DNA karisinm Opti-MEM™ besiyeri Opti-MEM™ 125 pl
icerisinde seyreltildi ve karisima DNA 2,5 ug
U P3000™ pipetlendi P3000™ spl
E 3N, DNA tiiplerindeki icerik, . - _— -
i Lip"mfmin 2000l erine Seyreltilmis DNA (P3000™ iceren) 125l
- aktarildi (1:1 oraninda) Seyreltilmis Lipofectamin™ 3000 125 ul
@ Q%-IS Tiipler 10 dakika oda sicakhinda inkiibasyona birakildi
Her Bir Kuyuda
| il 3 DNA-lipid karisimi 250 ul
6] DNA-lipd karypimt BEK-293/T DNA miktar 25 g
- ?JLI'L ern .lll.Ll'lﬂL yavas bir sekilde [13000],“ 5 ”]
pipetlendi i, - .
Lipofectamin™ 3000 7,5 ul
o 1 . HEK-293/T hiicreleri GFP ifadesi i¢in
& = :r_{ikroskopta incelendi ve
< U siipernatantlar: toplandi

Sekil 3.4. Calismada kullanilan transfeksiyon protokolii (Lipofectamine™ 3000 Reagent
protokoliinden uyarlanmistir)

72 saat sonra, lentiviral partikiilleri igeren HEK-293/T siipernatantlar1 15 ml’lik santrifiij
tiiplere topland1 ve 2000 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant yani
lentiviral partikiiller alikotlanarak -80°C’ye kaldirild1 (Sekil 3.5).

Lentiviral Transdiiksiyon ve Antibiyotik Seleksiyonu

A-549 hiicreleri 6-kuyulu pleytlere her kuyuda 1,25x10° hiicre olacak sekilde ekildi.
Ertesi giin, 1,5 ml’lik santrifiij tiip igerisinde 500 ul besiyeri ile 500 pl alikotlanan
lentiviriis toplam hacim 1 ml olacak sekilde karistirildi. Bu karigima, polibren 12 pg/ml
konsantrasyonda olacak sekilde pipetlendi ve kuyulara eklenerek A-549 hiicrelerinin
transdiiksiyonu gergeklestirildi. Ertesi giin, viriis tazelemek amaciyla siipernatant aspire
edildi, 500 pl besiyeri ve 500 ul lentiviriis karigimi tekrar A-549 hiicrelerine uygulandi.
Bu islem bir giin daha tekrar edildi (toplamda 72 saat siire ile A-549 hiicreleri lentiviriisler

ile inkiibe edildi). A-549 hiicrelerinin 72 saat transdiiksiyonu sonunda, besiyerleri aspire
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edildi, 1 ml 1X PBS ile 2 defa yikandi. 2 pg/ml puromisin i¢eren besiyeri hiicrelere
uygulanarak 1 hafta boyunca antibiyotik seleksiyonu gergeklestirildi (plazmid ile
transfekte edilmemis A-549 hiicrelerinin bu siire icerisinde oldiikleri gézlendi). 1 hafta
sonunda poliklonal hiicrelerden RNA izolasyonu gerceklestirildi ve PDHA1 mRNA

diizeyindeki baskilanma kontrol edildi.
Monoklonal Hiicre Soylarimin Eldesi

PDHA1 baskilanmasi en etkin gozlenen poliklonal hiicreler, 96-kuyulu pleytlere her
kuyuda 0,99 hiicre olacak sekilde 2 pg/ml puromisin igeren 200 pl besiyeri igerisinde
ekildi. 3 giinde bir kuyularin besiyerleri tazelendi. Yaklasik 20 giin sonunda, 1 koloni
igeren kuyulardan hiicreleri toplamak amaciyla 96-kuyulu pleyt kuyularma 50 pl tripsin
eklendi ve pleyt 37°C’de %5’lik CO2’li inkiibatére kaldirildi. Siire sonunda kalktigi
gozlenen hiicreler toplanarak, 500 pl besiyeri iceren 24-kuyulu pleyt kuyusuna pipetaj
yapilarak aktarildi. Kuyularda %80 doluluga ulasan hiicreleri, 6-kuyulu pleytlere
aktarmak amaciyla, 24-kuyulu pleyt kuyularina 200 pl tripsin eklendi ve pleyt 37°C’de
%5’1ik CO2’11 inkiibatore kaldirildi. Siire sonunda kalktig1 gézlenen hiicreler toplanarak,
2 ml besiyeri igeren 6-kuyulu pleyt kuyusuna pipetaj yapilarak aktarildi. Kuyularda %80
doluluga ulasan hiicreleri, 25 cm?lik flasklara aktarmak amaciyla 6-kuyulu pleyt
kuyularina 500 pl tripsin eklendi ve pleyt 37°C’de %5’lik CO2’li inkiibatore kaldirildi.
Siire sonunda kalkti§1 gozlenen hiicreler toplanarak, 5 ml besiyeri iceren 25 cm?’lik
flasklara aktarildi. Sonrasinda hiicreler (sh-PDHAL ve sh-Kontrol), yapilacak deneyin
gerektirdigi hiicre sayisina ulasincaya kadar biiylitiildii ve her asamada yedekleme

amaciyla dondurularak -80°C’ye kaldirildu.

3.2.19. istatistiksel Analiz
Istatistiksel analizler Graph Pad programi araciligt ANOVA testi ile degerlendirildi. En
az 2 tekrarli yapilan analizlerin sonuglar1 ortalama ve standart sapma ile verildi.

Istatistiksel olarak anlamli veriler p<0,05 degerine gore belirlendi.
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4. BULGULAR
4.1. Cpi-613’iin A-549 Hiicrelerinin Biiyiime Oram Uzerine Etkisi

A-549 hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (6,25-200uM)
PDH inhibitérii Cpi-613 uygulandi.

4.1.1. SRB Canlilik Testi Bulgular

24, 48 ve 72 saat siire ile Cpi-613 uygulamasini takiben A-549 hiicre canliliginin
konsantrasyon ve zamana bagli olarak anlamli sekilde azaldigi gozlendi (p<0,0001)
(Sekil 4.1). Cpi-613 uygulanan hiicrelerin Glso, TGl ve LCso degerleri Cizelge 4.1,
Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’te verilmistir. SRB testi bulgularina gére, Cpi-613’iin

uygulanan tiim konsantrasyonlarda antiproliferatif etki gosterdigi belirlendi (Sekil 4.1).

SRB Testi
100- -8~ 24 Saat
80 - . - 48 Saat
El 60 s~ 72 Saat
40+ okt
3 20-
Z 0 T T T T T T T
é 204 0 625 125 25 50 100 200
£ 401 Cpi-613 (uM)
-60-
-804
-100-

Sekil 4.1. A-549 hiicrelerinde Cpi-613 uygulamasi sonrasi hiicre canliliginin
konsantrasyona (6,25-200uM) ve zamana (24, 48 ve 72 saat) bagli olarak degisimi. *Ayni
zaman periyodu iginde Cpi-613 uygulanmamis (0 pM) hiicrelere gore uygulanan
konsantrasyonlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (***:p<0,0001) ifade
etmektedir

24, 48 ve 72 saat Cpi-613 uygulamasi sonrast SRB ile boyanmis A-549 hiicrelerinin
mikroskop goriintiileri sirasiyla Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te gosterildi. 1nk1'ibasyon
stireleri sonunda, hiicre yogunlugunun OuM’a kiyasla konsantrasyona bagli azaldigi

bulundu. Buna ragmen en yiiksek konsantrasyonda bile (200uM) hiicre yogunlugu Tz

hiicre yogunlugundan daha az gézlenmedi.
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Sekil 4.2. 24 saat Cpi-613 uygulamasi sonrasi SRB ile boyanmigs A-549 hiicrelerinin
mikroskop goriintiileri (x10)

63



Sekil 4.3. 48 saat Cpi-613 uygulamasi sonrasi SRB ile boyanmig A-549 hiicrelerinin
mikroskop goriintiileri (x10).
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Sekil 4.4. 72 saat Cpi-613 uygulamasi sonrast SRB ile boyanmis A-549 hiicrelerinin
mikroskop goriintiileri (x10).

4.1.2. ATP Canlilik Testi Bulgular

24, 48 ve 72 saat siire ile Cpi-613 uygulamasini takiben A-549 hiicre canlilifinin
konsantrasyona ve zamana bagl olarak anlamli sekilde azaldigi gozlendi (p<0,0001)
(Sekil 4.5). Cpi-613 uygulanan hiicrelerin GlIso, TGl ve LCso degerleri Cizelge 4.1,
Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’te verildi. ATP testi bulgular1, SRB testi bulgular1 ile uyumlu
olup, 24 ve 48. saatlerde Cpi-613’iin antiproliferatif etki gosterdigi gozlendi. 72 saatte
ise, konsantrasyon arttik¢a, Ozellikle 200uM konsantrasyonun sitostatik etki ile

sonuglandig1 bulundu.
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ATP Testi -8~ 24 Saat
100+ - 48 Saat
80+ o —— 72 Saat
60-
2 40-
= 20-
|
Z 0 T T T T T T -
5 204 0 625 125 25 50 100 200
£ 407 Cpi-613 (uUM)

_60-

-804

-1004

Sekil 4.5. A-549 hiicrelerinde Cpi-613 uygulamasi sonrast hiicre canliliginin
konsantrasyona (6,25-200 uM) ve zamana (24, 48 ve 72 saat) bagh olarak degisimi.
*Ayni zaman periyodu i¢inde Cpi-613 uygulanmamis (0 pM) hiicrelere gore uygulanan
konsantrasyonlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (***:p<0,0001) ifade
etmektedir

Cizelge 4.1. A-549 hiicrelerinde Cpi-613 uygulamasi sonrasi1 Glso degerleri.

Doz (M) G,

Siire 24.saat 48.saat 72.saat
| SRB 90,8+3,3 13,5+£5,0 11,0+1,0
= ATP | 239+11,5 | 4921 | 5006

Cizelge 4.2. A-549 hiicrelerinde Cpi-613 uygulamasi sonras1 TGI degerleri.

Doz (uM) TGI

Siire 24.saat 48.saat 72.saat
| SRB >200 >200 >200
= ATP ~200 >200 | 176,8£15,4

Cizelge 4.3. A-549 hiicrelerinde Cpi-613 uygulamasi sonrasi LCso degerleri.

Doz (nM) LC,,

Siire 24.saat 48.saat 72.saat
+| SRB >200 >200 >200
=|ATP >200 >200 >200
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24, 48 ve 72 saat Cpi-613 uygulamasi sonrasi A-549 hiicrelerinin mikroskop goriintiileri
sirastyla Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’te gosterildi. Inkiibasyon siireleri sonunda, hiicre
yogunlugunun OuM’a kiyasla konsantrasyona bagli azaldigi bulundu. Buna ragmen en
yiiksek konsantrasyonda bile (200uM) hiicre yogunlugu Tz hiicre yogunlugundan daha

az gozlenmedi.

Tz

Sekil 4.6. A-549 hiicrelerinin 24 saat Cpi-613 uygulamasi sonrast mikroskop goriintiileri
(x10)
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Sekil 4.7. A-549 hiicrelerinin 48 saat Cpi-613 uygulamasi sonras1 mikroskop goriintiileri
(x10).
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Sekil 4.8. A-549 hiicrelerinin 72 saat Cpi-613 uygulamasi sonrast mikroskop goriintiileri
(x10).
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4.1.3. Ger¢cek Zamanh Hiicre Goriintiileme (XCELLigence) Sistemi Bulgulari

A-549 hiicrelerinde Cpi-613 yamiti xCELLigence sistemi ile ger¢cek zamanli olarak
izlendi (Sekil 4.9). Cpi-613 uygulanmayan hiicrelerin (OuM, turuncu) empedanslarinda
inkiibasyon siiresi boyunca prolifere olmalar1 nedeniyle dogrusal bir artis gdzlendi.
25uM-200uM araliginda yer alan konsantrasyonlarin empedanslarinda, Cpi-613
uygulama zamanma (ekimden 19 saat sonra) ait empedansa kiyasla herhangi bir
artig/azalis gozlenmedi. Bu konsantrasyonlarda Cpi-613’iin sitostatik etkiye neden
oldugu belirlendi. 6,25uM ve 12,5uM konsantrasyonlarina ait empedanslarin ise OuM’da
gozlenen empedans artiginin altinda kaldigi dolayisiyla bu konsantrasyonlarda Cpi-

613’iin antiproliferatif etkiye neden oldugu belirlendi.
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Sekil 4.9. Cpi-613’iin A-549 hiicrelerinin proliferasyonu iizerine etkisinin 72 saat
boyunca gercek zamanli dogrusal (A) ve siitun (B) grafigi seklinde gosterimi
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Elde edilen sonuglar dikkate alinarak ileri analizlerin 6,25uM, 12,5uM ve 25uM

konsantrasyonlari ile yapilmasina karar verildi.

4.2. Cpi-613’iin A-549 Hiicre Dongiisii Uzerine Etkisi
Cpi-613 uygulanan A-549 hiicrelerinin dongii analizi oncesi goriintiileri Sekil 4.10’da
verildi.

12 Saat 24 Saat 36 Saat

Sekil 4.10. Cpi-613 uygulanan A-549 hiicrelerinin dongii analizi oncesi mikroskop
gortintiileri (x10)

Hiicre dongiisii analizine gore, A-549 hiicrelerinin, 12, 24 ve 36 saat Cpi-613 uygulamasi
sonrasinda zaman ve konsantrasyon bagli olmaksizin G2/M fazinda biriktigi/tutuldugu

belirlendi (Sekil 4.11).
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12 Saat 24 Saat 36 Saat

DNA CONTENT PROFILE DNA CONTENT PROFILE DNA CONTENT PROFILE
G0/G149.3 G0/G1 50.7 G0/G1 50.6
S 221 S 196 S$18.3
I 2IM286| E 2M297| E 2/M 31.0
0pM | 3 S 8
012345678910 0123456789410 0123456789410
DNA CONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX
DNA CONTENT PROFILE DNA CONTENT PROFILE DNA CONTENT PROFILE
G0/G141.3 G0/G1 47.7 G0/G1 40.2
" S3.7 " $6.0 " 856
= M 549 E M 462| E 2/M 54.2
6,25 uM | 3 3 3
012345678 910 012345678 910 012345678910
DNA CONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX
DNA CONTENT PROFILE DNA CONTENT PROFILE DNA CONTENT PROFILE
GO/G1 441 GO/G1 50 4 GO/G1 394
. s41| $64| S70
g IM519| E M432| E 2/M 53 6
12,5pM | 8 3 S
012345678910 012345678910 012345678 910
DNA CONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX
DNA CONTENT PROFILE DNA CONTENT PROFILE DNA CONTENT PROFILE
GOIG1 42.4 GOIG1 45.9 GO/G1 415
" S44 A S71 " S6.6
c = =
25 HM 3 2/IM 53.2 3 2/IM 47.0 3 2/IM 51.9
[&] (@] (8] '
0123456789410 012345678 9410 0123458678 9410

DNA CONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX

Sekil 4.11. Cpi-613 uygulanan A-549 hiicrelerinin dongii fazlarindaki (Go/Gz, S ve G2/M)
dagilimi

4.2.1. Cpi-613’iin Hiicre Dongiisii Spesifikligi

Cpi-613’iin dongii fazlarina spesifik olup/olmadigini belirlemek i¢in A-549 hiicrelerinde
senkronizasyon gergeklestirildi. A-549 hiicrelerinde, mimozin uygulamasi Go/G1 fazinda
%]15; afidikolin uygulamasi S fazinda %]12; timidin uygulamasi %36; nokodazol
uygulamasi G2/M fazinda %57; kolkemid uygulamasi G2/M fazinda %49 oraninda bir
artisa neden oldu (Sekil 4.12). Senkronlanmamis hiicreler ile kiyaslandiginda
senkronlanan hiicrelerin Cpi-613 yanitinda herhangi bir fark gozlenmedi (Sekil 4.13).
Dolayisiyla, Cpi-613’iin herhangi bir hiicre dongii fazina spesifik olmadigi belirlendi.
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DNA CONTENT PROFILE DNA CONTENT PROFILE DNA CONTENT PROFILE

G0/G1 50.4 GO0/G1 65.5 G0/G144.8
- S209 - S16.4 - S 321
= 2/IM 28.6| € 2/M 18.1| € 2/M 23.0
o o o
O O (6]
012345678 910 012345678 910 012345678 910
DNA CONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX

DNA CONTENT PROFILE DNA CONTENT PROFILE DNA CONTENT PROFILE
G0/G1 28.2 G0/G1 4.7 i G0/G17.5
_ $56.2| ] 15.1
c 2/IM 15.5| € t g 2fM 77.5
o o o H
&) (&) O £
: :
H H
012345678910 0123456738910 0123456178910
DNA CONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX

Sekil 4.12. Senkronizasyon gerceklestirilen A-549 hiicrelerinin mikroskop goriintiileri
(x10) ve dongii fazlarindaki (Go/G1, S ve G2/M) dagilimi
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1001
-o- Senkronize Edilmemis
80+ - Mimozin
=] -+ Afidikolin
5 60+ ~* Timidin
<Zt -+ Nokodazol
S 404 ;
-~ Kolkemid
2
204
0 T T T ) T T
6,25 125 25 50 100 200
Cpi-613 (uM)
B.

% CANLILIK

Sekil 4.13. Cesitli dongii fazlarinda senkronize edilen ve edilmeyen A-549 hiicrelerinde
48 saat Cpi-613 (A) ve senkronizasyon kimyasallarinin (B) uygulamasi sonrasi hiicre
canliigmin degisimi. Canlilik testi olarak ATP testi gerceklestirildi. *OuM ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (**:p<0,001, ***:p<0,0001) ifade
etmektedir

4.3. Cpi-613’iin PDH Aktivitesi ile iliskili Gen ve Protein Ifadeleri Uzerine Etkisi
A-549 hiicrelerinde, Cpi-613 uygulamasinin PDH ile iliskili gen ve protein ifadeleri
izerine etkileri degerlendirildi. PDH enzim aktivitesi kontroliinii saglayan kinazlardan
(PDK1-4) PDK4 gen ifadesinde artis belirlendi (Sekil 4.14). Ayrica p-PDHAL protein
ifadesinde de artis gozlendi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.14. Cpi-613 uygulanan A-549 hiicrelerinde PDK mRNA ifade diizeyleri
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48 saat 72 saat 48 saat 72 saat

pM- 0 125 25 0 125 25 uM- 0 625125 25 0 6,25 12,5 25
FOHAL- --M PDHAL- | S S - - o o o
p'PDHAl"-——-ﬁ-‘ PPDHAL- | - e e e e e G

Sekil 4.15. Cpi-613 uygulanan A-549 hiicrelerinde PDHAL ve p-PDHAL proteinlerin
ifade diizeylerinde degisimlerin 2 bagimsiz deney sonuglart (A ve B). B-aktin yiikleme
kontrolii olarak kullanildi

4.4. Cpi-613’iin EMD Belirtecleri Uzerine Etkisi
4.4.1. EMD-Iliskili Proteinlerin Analizi

A-549 hiicrelerinde Cpi-613 uygulamasit sonucunda, mezenkimal bir belirte¢ olan
vimentin protein ifadesinde artis belirlendi. Bununla birlikte, epitelyal bir belirte¢ olan E-
kaderin protein ifadesinde azalma go6zlendi. TGF-p sinyal iletiminde merkezi bir molekiil
olan smad4 protein ifadesinde de zamana ve doza bagl bir azalma belirlendi. Cpi-613°iin
antiproliferatif etkisi ile uyumlu sekilde proliferasyon belirteci olan PCNA protein
ifadesinde azalma gozlendi (Sekil 4.16).

A B.
48 saat 72 saat 48 saat 72 saat
pM - 0 125 25 0 125 25 pM - 0 6,25 12,5 25 0 6,25 12,5 25
PCNA - PONA - | S S S S G s
SMAD4 - SMADS - | S S e s GHD G e
E-Kkaderin - |

. . e gt
% E-kaderin - | g |=--

Vimentin - = ' — ﬁ’ Vimentin - .
p-Aktin - “-“’ p-Aktin -
Sekil 4.16. Cpi-613 uygulanan A-549 hiicrelerinde EMD iliskili proteinlerin ifade

diizeylerinde degisimlerin 2 bagimsiz deney sonuglari (A ve B). B-aktin yiikleme kontrolii
olarak kullanildi
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4.4.2. TGF-p Sinyal fletiminin Rolii

Cpi-613 uyarilmig EMD siirecinde TGF-f sinyal iletiminin roliinii aragtirmak amaciyla,

TGF-BR inhibitorii SB-431542 (2,5uM) kullanildi. Cpi-613 ve SB-431542 es zamanli

uygulandiginda, tek basina Cpi-613 uygulamasina kiyasla %canliliklarin (Sekil 4.17A ve

Sekil 4.17B), hiicre fenotipinin ($ekil 4.17C) ve vimentin protein artiginin (Sekil 4.17D)

korundugu gozlendi.

% CANLILIK

% CANLILIK

SB-431542
SRB Testi E3 SB-431542 (-)
1004 m SB-431542 (+)
%ok %k %
80
604
40
20
0-
© i
Cpi-613 (UM) -
3
=
ATP Testi €3 SB-431542() %
-4315 2
100+ BB SB-431542(+) 5
80+ koK
60
40
20
0-
S p "
Cpi-613 (UM)

D.
Cpi-613 (uM)- 0 625 125 25 0 625 12,5 25

SB-431542 - - - - - + + + o+

Vimentin- | () W W v S 0 =
AR Nttt e e e |

Sekil 4.17. TGF-BR inhibitorii SB-431542 varlig1 ve yoklugunda Cpi-613 uygulanmis A-
549 hiicrelerinde % canliligin (A ve B) hiicre fenotipinin (C, x10) ve vimentin ifadesinin
(D) doza (6,25, 12,5 ve 25uM) bagli 72 saat inkiibasyon sonunda degisimi. B-aktin
yiikleme kontrolii olarak kullanildi. *Cpi-613 ve SB-431542 es zamanli uygulamasi ile
tek basina Cpi-613 uygulamasi karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig
(**:p<0,001, ***:p<0,0001) ifade etmektedir
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4.4.3. Yara lyilesmesi Bulgular
A-549 hiicrelerinde Cpi-613 uygulamasi sonucunda, yara iyilesmesinin Cpi-613
uygulanmamus hiicrelere (OuM’a) kiyasla daha hizli oldugu gozlendi (Sekil 4.18).

Saat

Cpi-613

12,5

25

Sekil 4.18. Cpi-613 uygulanan A-549 hiicrelerinde migrasyon yetenegi
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4.4.4. Invazyon Bulgular

A-549 hiicrelerinde 25uM Cpi-613 uygulamasi sonucunda, invazyonun Cpi-613
uygulanmamis hiicrelere (OpM’a) kiyasla daha fazla oldugu goézlendi (Sekil 4.19A).
6,25uM ve 12,5uM konsantrasyonlarinda da artis gézlenmesine ragmen, istatiksel olarak
anlamlilik bulunmadi. Invazyon sonuglari, Cpi-613 uygulanmus hiicrelerin proliferasyon

oranlarina (Sekil 4.19B) gore normalize edildi.

A.

&

2504 2.5

2004

—

n

<
1

% INVAZYON
IKILENME ORANI
(KATLIK DEGISIM)

Cpi-613 (uM) Cpi-613 (uM)
Sekil 4.19. Cpi-613 uygulanan A-549 hiicrelerinde invazyon yetenegi (A) ve

proliferasyon orani (B). *OuM ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig1
(*:p<0,05) ifade etmektedir
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4.4.5. Kemodiren¢ Bulgular

A-549 hiicrelerinin Cpi-613 ile 24 saat 6n uygulama sonrasinda cisplatin (25,3uM) ve
doksorubisin (1,8uM) kemoterapétik ilaglari ile 48 saatlik inkiibasyonu (6n uygulama
alan hiicrelerin inkiibasyonlar1 boyunca ortamdan Cpi-613 uzaklastirilmadi) sonunda
Cpi-613 uygulanmis hiicrelerde %canlilik degerleri Cpi-613 uygulanmamis hiicrelere
(OuM) kuyasla yiiksek gozlendi (Sekil 4.20A ve Sekil 4.20B).

A. B.
1001 Cisplatin 1001 Doksorubisin

% CANLILIK
% CANLILIK

Cpi-613 (UM) Cpi-613 (UM)

Sekil 4.20. Cpi-613 varlig1 (6,25uM, 12,5uM ve 25uM) ve yoklugunda (OpM) cisplatin
(A) ve doksorubisin (B) uygulanmis A-549 hiicrelerinde %canliligin 48 saat inkiibasyon
sonunda degisimi. Canlilik testi olarak ATP testi kullanildi. *OuM ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamlilig1 (***:p<0,0001) ifade etmektedir

Kemoterapdtik ilaglarla  inkiibasyon sonunda, Cpi-613 uygulanmig hiicrelerin
yogunlugunun, Cpi-613 uygulanmamis (OuM) hiicrelere kiyasla daha fazla oldugu
gozlendi (Sekil 4.21).

81



Cpi-613 (uM)

Cisplatin (-)

Cisplatin (+)

)

(+) Doksoorubi

isin

Doksorub

Sekil 4.21. Cpi-613 varligi (6,25uM, 12,5uM ve 25uM) ve yoklugunda (OuM) cisplatin
(A) ve doksorubisin (B) uygulanmis A-549 hiicrelerinin 48 saat inkiibasyon sonunda
mikroskop goriintiileri (x10)
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4.4.6. Phalloidin Boyama Bulgulari

Cpi-613 uygulanmis hiicrelerde EMD siirecinin bir diger karakterisigi olan Aktin yeniden
diizenlenmesi incelendi. 72 saat Cpi-613 uygulamast sonunda, Cpi-613 uygulanmamis
(OuM) hiicrelere kiyasla, daha uzun ve yogun boyanan F-aktin stres iplikleri gozlendi
(Sekil 4.22). Bunun yani sira, membran uzantilarinda (protriizyon) daha yogun bir

boyanma gozlendi (Sekil 4.22°de sar1 oklar ile gdsterildi).

Sekil 4.22. A-549 hiicrelerinin 72 saat Cpi-613 uygulamasi sonrasi phalloidin boyama
goriintiileri (x40). Sar1 oklar boyanan membran uzantilarini géstermektedir
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4.5. Cpi-613’iin Mitokondri Membran Potansiyeli (AWm) Uzerine Etkisi

Mitokondri membran potansiyeli (A¥m), lipofilik-katyonik JC-1 boyasi kullanilarak
(5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1",3,3’-tetraethylbenzimidazolcarbocyanine iodide) belirlendi.
Saglikli hiicrelerde yiiksek AWm nedeniyle JC-1, J-agregatlari olarak adlandirilan
turuncu-kirmizi floresans veren kompleksler meydana getirir. Buna karsin diisiik AYm
profili gosteren hiicrelerde JC-1, yesil floresans veren monomerik hali ile kalir. 72 saat
Cpi-613 uygulamasi sonunda, Cpi-613 uygulanmamis (OuM) hiicrelere kiyasla

mitokondri membran potansiyelinin daha diisiik oldugu belirlendi (Sekil 4.23).

Sekil 4.23. A-549 hiicrelerinin 72 saat Cpi-613 uygulamasi sonrasi JC-1 boyama
goriintiileri (x40)
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4.6. A-549 Hiicrelerinde PDHA1 ifadesinin Baskilanmasi

Calismanin bundan sonraki asamalarinda, PDHAI1 ifadesinin baskilanmasi

ile

gerceklesen degisimlerin tespit edilmesi amagclandi. Iki adet shKontrol ve en iyi

baskilanma goriilen iic adet siPDHA 1 monoklonal hiicre soyu se¢ildi. Hem mRNA hem

protein diizeyinde baskilanma verimliligi Sekil 4.24’te gosterildi.

:

80+
60+

(mRNA)

40-

% KNOCKDOWN

204

shKontrol_1
E3 shKontrol_2

PDHAL -

B-Aktin -

S S T N T
&7 (S

DR
PR

- —

Sekil 4.24. A-549 hiicrelerinde PDHA1 ifadesinin baskilanma verimliliginin mRNA (A)
ve protein (B) diizeyinde gosterimi. *Ayni grup iginde shKontrol ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamliligi (***:p<0,0001) ifade etmektedir

A-549 hiicrelerinde PDHA1 baskilanmasi hiicre morfolojisinde degisiklik meydana

getirdi. shKontrol hiicrelerinde hiicre-hiicre baglantilarinin daha fazla oldugu ve bu

hiicrelerin deneyler boyunca ada seklinde biiytidiikleri gézlendi. Buna karsin PDHAT1’in

baskilanmasi, hiicre-hiicre baglantilarinin zayiflamasina ve hiicrelerin daha daginik

sekilde biiyltimesine neden oldu. Ayrica hiicre morfolojilerinin daha igsi oldugu gézlendi

(Sekil 4.25).
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shKontrol_1 shKontrol_2

iigiik Hiicre
Yogunlugu

D

Yiiksek Hiicre
Yogunlugu

iisiik Hiicre
Yogunlugu

D

Yiiksek Hiicre
Yogunlugu

Sekil 4.25. shKontrol ve shPDHA 1 hiicrelerinin mikroskop goriintiileri (x10)
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4.7. PDHA1 Baskilanmasinin EMD Belirtecleri Uzerine Etkisi
4.7.1. EMD-Iliskili Proteinlerin Analizi

A-549 hiicrelerinde PDHA1 baskilanmasi sonucunda, mezenkimal belirtecler
fibronektin, n-kaderin, vimentin ve a-sma protein ifadelerinde artis belirlendi. Bununla
birlikte, epitelyal bir belirte¢ olan e-kaderin protein ifadesinde azalma gozlendi (Sekil

4.26).

o‘\&,\ /:&o\ g RS 6\ A g A 2

. — ——
E-kaderin - ‘ ' R —

B-Aktin - |G e e GHE S

Fibronektin -

N-kaderin -

Vimentin -

a-SMA -

B-Aktin -

Sekil 4.26. shKontrol ve shPDHAI hiicrelerinde EMD iligkili proteinlerin ifade
diizeylerinde degisimler. B-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanildi
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4.7.2. Phalloidin Boyama Bulgulari

shPDHA1 hiicrelerinde, shKontrol hiicrelere kiyasla, sitoplazma boyunca daha uzun ve

yogun boyanan F-aktin stres iplikleri gozlendi (Sekil 4.27).

shKontrol 1 shKontrol 2

shPDHAI1 1 shPDHAI1 2 shPDHA1 3

Sekil 4.27. shKontrol ve shPDHA1 hiicrelerinde phalloidin boyama goriintiileri (x40)
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4.7.3. Koloni Formasyonu
shPDHAT hiicrelerinin olusturdugu kolonilerde, shKontrol hiicrelere kiyasla, hiicre-hiicre
baglantilarinin daha zayif oldugu ve koloniler arasi hiicrelerin daha fazla oldugu

belirlendi. shKontrol hiicrelerinin olusturdugu koloniler daha kompakt ve morfolojileri

daha az igsi gozlendi (Sekil 4.28).

shKontrol 1 shKontrol 2

x4

x20

shPDHAL1 1 shPDHA1 2 shPDHA1 3

x20

Sekil 4.28. shKontrol ve shPDHAL1 hiicrelerinin koloni olusturma yetenekleri
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4.7.4. CD133 Yiizey Belirteci ifadesi ve Yiizey Bagimsiz Biiyiime

shPDHAL hiicrelerinde, akciger kanseri kok hiicrelerine 6zgii ylizey belirteglerinden biri
olan CD133" hiicre ylizdesinin shKontrol hiicrelerine oranla yaklagik 10 kat arttigi
belirlendi (Sekil 4.29). Ayrica shKontrol ve shPDHA1 hiicrelerinin serum igermeyen
kosullar altinda ylizey bagimsiz biiylime yetenekleri degerlendirildi. Bu kosullar altinda

kiiltiire edilen shPDHAL hiicrelerinin 5-7 giin sonra diizgiin sinirli morfolojiye sahip

yiizen koloniler olusturdugu gézlendi (Sekil 4.30).
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shKontrol_1
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%0.12

shKontrol_2

shPDHA1_1 %1.37
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Sekil 4.29. shKontrol ve shPDHA1 hiicrelerinde CD133" altpopulasyonu gosteren akim

sitometri histogramlari

Sekil 4.30. shKontrol ve shPDHAL hiicrelerinin yilizey bagimsiz kosullarda biiyiimelerini
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4.7.5. Kemodiren¢ Bulgular:

shPDHA1 hiicrelerinin paklitaksel (7,9uM), 5-florourasil (345,94uM), dosetaksel
(27,9uM) ilaglari ile 48 saatlik ve pemetreksed (2uM) kemoterapétik ilaci ile 72 saatlik
inkiibasyonu sonunda %canlilik degerleri shKontrol hiicrelere kiyasla yiiksek gozlendi
(Sekil 4.31A). Coklu ilag direnci ile iliskilendirilen MRP-1 ve MDR-1 protein
ifadelerinin de shPDHAI hiicrelerde artmis oldugu belirlendi (Sekil 4.30B). Ayrica kdk
hiicre benzeri fenotipin siirdiiriilmesiyle iliskili olarak Oct-4 protein ifadesi, SPDHA1
hiicrelerde artmis bulundu (Sekil 4.31B).

shKontrol shPDHA1

100 shKontrol
E3 shPDHAI S S &
80 o & é\@
: ”
— MRP-1
Z {
«
&)
R
i MDR-1 {
OCT-H4 -
Histon H3 -
a-Tubulin -

Sekil 4.31. shKontrol ve shPDHAL hiicrelerinin paklitaksel, 5-florourasil, dosetaksel ile
48 saatlik ve pemetreksed ile 72 saatlik inkiibasyon sonunda %canliligin degigimi (A).
shKontrol ve shPDHAT hiicrelerinde kemodireng ve kok hiicre benzeri fenotip iliskili
proteinlerin ifade diizeylerinde degisimler (B). B-aktin yiikleme kontrolii olarak
kullanildi. *shKontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig1 (*:p<0,05,
**:p<0,001, ***:p<0,0001) ifade etmektedir
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4.7.6. Yara lyilesmesi ve invazyon Bulgular

shPDHAT hiicrelerinde yara iyilesmesi ve invazyonun shKontrol hiicrelerine kiyasla daha
hizli oldugu gozlendi (Sekil 4.32).

A.

shKontrol shPDHA1

0 saat

18 saat

24 saat

36 saat

B. 2001 g3 shKontrol
E3 shPDHAI

% INVAZYON
: &

$

<
1

Sekil 4.32. shKontrol ve shPDHA hiicrelerinde migrasyon (A) ve invazyon (B) yetenegi.
*shKontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (*:p<0,05) ifade
etmektedir
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4.8. PDHA1 Baskilanmasinin Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisi

shPDHAT hiicrelerinin ikilenme oraninin, shKontrol hiicrelere kiyasla birim zamanda
daha az oldugu belirlendi. ATP yontemi kullanilarak Tz ve Sekil 4.33’de belirtilen
saatlerde alinan dl¢iimlere gore, shKontrol hiicreleri 72 saat sonunda yaklasik 3,5-4 katlik
ikilenme oranina sahipken, shPDHA1 hiicrelerinde bu oran 2,5-3 kat olarak belirlendi
(Sekil 4.33A). Bu sonuglar, gergek zamanli hiicre goriintiileme sistemi ile de dogrulandi

(Sekil 4.33B).
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Sekil 4.33. shKontrol ve siPDHA1 hiicrelerinde ikilenme oraninin ATP yontemi (A) ve
gercek zamanl hiicre goriintiileme sistemi kullanilarak (B) 72 saatlik gosterimi. *Ayni
zaman dilimi igerisinde shKontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig1
(*:p<0,05, ***:p<0,0001) ifade etmektedir
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4.9. PDHA1 Baskilanmasimin Yasam Yolaklar1 Uzerine Etkisi

TGF-p sinyal iletiminin énemli bilesenleri olan SMAD-

ifadelerinin arttig1 gozlendi (Sekil 4.34B ve Sekil

niikleer fraksiyonunda yiiksek bulundu (Sekil 4.34D).

2 ve SMAD-3 protein ifadeleri
shPDHA hiicrelerde, shKontrol hiicrelerine gore artmis belirlendi (Sekil 4.34A). Benzer
sekilde JNK/MAPK, PI3K/AKT/mTOR sinyal iletiminde yer alan proteinlerin
4.34C). Anaerobik glikolizin
diizenleyicilerinden biri olan GLUT-1 ifadesi de shPDHA1 hiicrelerin hem sitozol hem

A- shKontrol shPDHA1 B- shKontrol shPDHA1
d & D P M & D &
A ¢ G ¥ ¥ G ¢
X0 X0 XO X O
Y R S
SMAD-3- _ p44/42-MAPK { “
SMAD 2 | e Sl e 0 ————
HistonH3—| — e | p38-MAPK{ S ' ‘
O-Tubulin - | S gy — N -
(ser73) ’
Histon H3 - | -— - |
a-Tubulin - | *esss —
C. shKontrol shPDHA1 D- shKontrol shPDHA1
d D P M & D &
A ® I ¥ 0 0 ¢
X0 X0 X0 X0
S S g
PI3K -
AKT GLUT-1 - | " 1 .
(pan)
-
mTOR - 3
P70-56K - HistonH3- | e — (e |
- o-Tubulin - | S -—
HistonH3—| - “|
o-Tubulin - | s -—

Sekil 4.34. shKontrol ve shPDHAI1 hiicrelerinde SMAD (A), JINK/MAPK (B) ve
PIBK/AKT/mTOR (C) sinyal iletimi iliskili, GLUT-1 (D) proteinlerinin ifade
diizeylerinde degisimler. Histon H3 ve a-Tubulin sirasiyla nukleus ve sitoplazma

fraksiyonlari i¢in yiikleme kontrolii olarak kullanild
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5. TARTISMA ve SONUC

Akciger kanseri diinya ¢apinda en yaygin ve 6liimciil kanserlerden biri haline gelmistir
ve metastaz siireci, hastalarin yiliksek mortalite oraninin ana sebebidir (Siegel ve ark
2016). Birincil bolgelerden ayrilma ve kanser hiicrelerinin g¢evreleyen dokulara
invazyonu; hiicre-hiicre adezyonunun kaybi ve motilite ile beraber invazif 6zelliklerin
kazanilmasiyla baslayabilmektedir (Katsuno ve ark 2013). Gegtigimiz on yil boyunca,
pek c¢ok c¢aligma verileri EMD’nin bir¢ok epitelyal kaynakli kanserin invazyonuna ve
metastazina katkida bulunan kritik bir faktdr oldugunu gostermistir. Ornegin, EMD
gecirmis akciger kanser hiicrelerinin daha invazif oldugu ve migrasyon kapasitelerinin

arttigi bildirilmistir (Gu ve ark 2015, Wu ve ark 2016, Wang ve ark 2017).

Enerji tiretimi i¢in sitosolik glikoliz kullanimi, biiyiiyen tiimoriin biyokiitleyi daha hizl
biriktirmesine ve apoptozunu baskilanmasina ve boylece antikanser tedavilere direncin
artmasina olanak veren metabolik bir degisikliktir (Hsu ve Sabatini 2018, Vander Heiden
ve ark 2009). Ek olarak, artan glikolitik aktivite, yiiksek seviyelerde laktik asit liretimine
yol agmaktadir. Neticede meydana gelen ekstraseliiler mikrogevrenin asidifikasyonu,
metallo- ve sistein proteinaz aktivitesinin ve sekresyonunun upregiilasyonu yoluyla
malign kanser hiicrelerinin invazif davranigini arttirmaktadir (Vaupel ve ark 1989, Rozhin
ve ark 1994, Martinez-Zaguilan ve ark 1996, Stubbs ve ark 2000). Bu metabolizmanin
veya "Warburg etkisi"nin, kismen solunum metabolizmasindaki bozukluklar veya
disfonksiyonlar neticesinde meydana geldigi ve sonugta ATP tiretimi igin glikolitik yolun
hizlandig1 6nerilmistir (Gatenby ve Gillies 2004, Dang ve ark 2009, Christofk ve ark
2008, Garber 2006). Tseng ve ark., bir TCA enzimi olan SDHB ifadesini hepatoseliiler
karsinom dokular1 ve hiicrelerinde incelemis ve siklikla diisiik gozlemlemislerdir (Tseng
ve ark 2018). Dahasi, SDHB’nin azalan ifadesi, ileri tiimor evresi ve az sag kalim orani
ile iligkilendirilmistir. SDHB’ nin baskilanmas1 enerji metabolizmasini bozarak aerobik
solunumdan glikolize degistirmis ve aragtirmacilar bu durumu “Warburg etkisi” ile
sonuglandigin1 belirtmiglerdir. Bu duruma ek olarak, artmis hiicre proliferasyonu ve
motilite, buna karsin azalan Aym rapor edilmistir SDHB overekspresyonu ise,
metabolizmay1 yine deregiile etmis, hiicre bilylimesini ve migrasyonunu azaltmistir. Fare
xenograft modelinde, SDHB knockdown hiicrelerin subkutandz implantasyonu ve kuyruk
damar enjeksiyonu, daha biiyiik timoér hacmi ve kanser metastazinda artis ile

sonuglanmistir (Tseng ve ark 2018). Benzer caligsma sitrat sentaz {izerine servikal kanser
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hiicrelerinde yapilmistir. Lin ve ark. hiicrelerde sitrat sentazi baskiladiklarinda, EMD
siirecinin bir karakteristigi olan morfolojik degisiklikler meydana geldigini; hiicre
proliferasyonunda in vitro ve xenograft model kullanarak kanser metastazinda artig
gostermislerdir (Lin ve ark 2012). Ayrica, baskilama sonrasinda solunum aktivitesinde
bozukluklar ve ATP iiretiminde azalma gozlenirken, glikolitik metabolizmada yogun artis
rapor etmislerdir. Bu malign progresyonun EMD-iliskili diizenleyicilerin aktivasyonuna;
bozulmus enerji metabolizmasinin p53/TIGAR ve SCO2 yolaklarinin deregiilasyonuna
bagli oldugunu ifade etmislerdir (Lin ve ark 2012). Srinivasan ve ark. ETS bileseni
COX’un kanser progresyonuna dair roliinii aydinlatmislardir. Ozofagus ve meme kanseri
hiicrelerinde COX ifadesini baskiladilarinda, glikolize degisen metabolik bir profil ve
artan invazif fenotip gostermislerdir. Ayrica COX kompleksinin bozulmasi,
transmembran potansiyeli bozmus ve Ca2*/kalsindrin sinyal iletimini uyarmistir. Bu
sinyal iletiminin gelisimi, PI3K, Akt ve Ca2" duyarh transkripsiyon faktorlerinin ve
TGFBI1 ile MMP16 ifadelerinin artisin1 barmdirdigi gosterilmistir (Srinivasan ve ark.
2016). Bu calismalar, Warburg etkisinin kanser progresyonuna ve mitokondriyal
enzimlerdeki degisikliklerin in vitro ve in vivo dogrudan tiimor malignitesine sagladigi

katkilara kanit saglamaktadir.

Bu kapsamda PDH mitokondri koruyucusu olarak TCA’nin ilk ve en 6nemli enzimi olup,
ATP ve elektron donorlerini iiretmek tizere TCA dongiisiine giren piruvati asetil-CoA'ya
dontistirmektedir. PDH, E1, E2 ve E3 bilesenlerinden olusmaktadir. E1 tarafindan
katalizlenen piriivat dekarboksilasyonu hiz smirlandiric1 basamak olarak goriilmektedir
(Rajagopalan ve ark 2015). E1 altiinitesi PDHA1 geni tarafindan kodlanmaktadir (Patel
ve Korotchkina 2001). PDH’in aktivitesinden sorumlu esas altiinite olarak PDHAI,
aerobik glikoliz siirecindeki en 6nemli proteinlerden biri olarak goriilmektedir. Dupuy ve
ark. PDK1’in etkin bir karaciger metastazi igin gerekli oldugunu ve PDK1 ifadesinin
meme kanseri hastalarinin karaciger metastazlarinda arttigin1 ifade etmislerdir. Hatta
karaciger metastatik meme kanseri hiicrelerinin diisik OXPHOS ve buna karsin yiiksek
glikolitik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Sonug olarak PDK1’in meme kanserinde
metabolizma ve metastatik potansiyelin kilit diizenleyicisi oldugunu belirtmislerdir
(Dupuy ve ark 2015). PDHAT’in islevi hepatoseliiler karsinomada g¢alisilmis; PDHA1
ifadesi hepatoseliiler karsinoma dokularinda diisiik gézlenmis ve hastalarin kétii prognoz

gosterdigi belirtilmistir (Sun ve ark 2018). Ayrica, PDHA1 overeksprese ettirildiginde,
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hiicre proliferasyonunun azaldig1 ve mitokondriyal apoptotik yolaklarin aktiflestigi rapor
edilmistir (Sun ve ark 2018). Diisiik PDHA1 ifadesi 6zofageal skuaméz hiicreli
karsinoma ve prostat kanserinde de kotii prognoz ile iligkilendirilmistir (Zhang ve ark

2015, Li ve ark 2016).

Bu tez calismasinda PDH ile metastaz siirecinde dnemli bir asama olan EMD arasinda
olast bir iligkinin varliginin arastirilmast amaglandi. Bu amagla, ilk asamada PDH
inhibitéri Cpi-613°tin A-549 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde doz
yanitina bakildi. Cpi-613, yeni bir anti-kanser ajan smifinin ilki olma yani lipoik asit
analoglarinin ilk tiyesidir ve tiimor spesifik bir anti-mitokondriyal enerji metabolizmasi
ajanidir (Zachar ve ark 2011, Bingham ve Zachar 2012, Stuart ve ark 2014). Cpi-613 ile
tedavi sonucunda tiimor hiicrelerinin metabolizmalarinin ve redoks durumlarinin
bozuldugu rapor edilmistir (Zachar ve ark 2011, Bingham ve Zachar 2012, Stuart ve ark
2014). Cpi-613’in etki mekanizmalar1 arasinda (1) PDH’in PDK’larin aktivasyonu ile
Ela altiinitesinin fosforilasyonu akabinde inhibisyonu, (2) a-ketoglutarat dehidrojenaz
inhibisyonu yer almaktadir (Lee ve ark 2014). Cpi-613’lin antikanser aktivitesi hiicre
kiiltiriinde, hayvan modellerinde ve klinik denemelerde rapor edilmistir (Zachar ve ark
2011, Bingham ve Zachar 2012, Stuart ve ark 2014, Pardee ve ark 2012, Pardee ve ark
20144, Pardee ve ark 2014b, Lee ve ark 2011, Lee ve ark 2012, Senzer ve ark 2012). Cpi-
613 genellikle 3,000 mg/m2'ye kadar olan dozlarda iyi tolere edildigi; solid (Lee ve ark
2011, Lee ve ark 2012, Senzer ve ark 2012) tiimorli ve hematolojik maligniteye sahip
hastalarda (Pardee ve ark 2011, Pardee ve ark 2012, Pardee ve ark 2014a) Faz | doz-
eskalasyon calismasina gore kotii prognoz durumu ve ileri yasta olan hastalarda
kullanilabilecegi belirtilmistir. Giivenlik profili ve antikanser aktiviteleri nedeniyle, Cpi-
613 su anda ¢esitli solid tiimorlerde ve hematolojik malignitelerde, monoterapi olarak ve
baska anti kanser ajanlar ile kombinasyon halinde ¢ok sayida klinik calismada

arastirilmaktadir.

Kemik, meme, kolon, bobrek, akciger, kas, over, pankreas, prostat ve rahim kanseri hiicre
soylar1 ile yapilan g¢alismada Cpi-613’lin ICso degerleri 100uM-280puM araliginda
gozlenmis olup A-549 hiicrelerinde 100uM olarak ifade edilmistir. Ayrica test edilen
normal hiicrelerin ise Cpi-613’e daha az duyarli oldugu gosterilmistir. Kiigiik hiicreli

akciger kanseri hiicrelerinin kullanildigi bir diger caligmada, Cpi-613 toksik olmayan
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dozlarda kullanilmis (50uM, 100uM ve 150uM) ve topotekan kombinasyonu, hiicrelerde
sinerjik etkiye neden olmustur (Lycan ve ark 2016). Bu ¢alismada ayrica, pankreatik
karsinom xenograftlarinda ¢alisilmig, gemsitabin tedavisine kiyasla Cpi-613’iin timdor
biiyiimesini 2 kat inhibe ettigi, sag kalim1 4 kat uzattig1 ifade edilmistir (Lycan ve ark
2016). Cpi-613’in timor biliyiimesini in vivo inhibe ettigi akciger kanserinde de
gosterilmistir (Zachar ve ark 2011). Bu tez calismasinda, 24, 48 ve 72 saatlerde ¢alisilan
tim dozlarda (6,25-200uM) Cpi-613’iin antiproliferatif etkiye neden oldugu gozlendi.
Secilen antiproliferatif dozlarda gbzlenen az miktardaki p-PDHAT1 protein artisi ile
beraber PDK4’iin mRNA diizeylerindeki artigi, PDH aktivitesinde Cpi-613 uygulamasi
sonrasi olast bir azalmayi1 disiindlrtmiistiir. Dolayisiyla, PDH inhibisyonu ile
antiproliferatif etkinin varligi gdsterilmistir. Cpi-613’iin anti-kanser etkisi yani
sitotoksisitesi bu c¢aligmanin konusu olmadigindan, PDH aktivitesini baskiladigimizi

diistindiigiimiiz dozlarla yani 6,25uM, 12,5uM ve 25uM ile ileri analizler gergeklestirildi.

Cpi-613 uygulanan hiicrelerde AWm diisiik gozlendi. Ancak saglikli hiicrelerde gozlenen
ve J-agregatlari olarak adlandirilan turuncu-kirmizi floresans veren kompleksler Cpi-613
uygulanan hiicrelerde ¢ok az goriiliirken, yesil floresans veren JC-1’in monomerik hali
olduk¢a yogun gozlendi. Nitekim, bir lipoik asit analogu olan bu bilesigin, kanser
hiicrelerinde selektif sekilde mitokondriyal metabolizmay1 hedefledigi; PDK’lari
hedefleyerek PDH’1 inhibe ederek pirtivatin TCA dongilisii gibi mitokondriyal
metabolizmaya giremedigi gosterilmistir. Bu ¢alismada ayrica Cpi-613’{in mitokondri

membran depolarizasyonuna sebep oldugu gosterilmistir (Zachar ve ark. 2011).

PDH baskilanmasinin, hiicrelerde fibroblast-benzeri bir fenotipin yani mezenkimal bir
profile gegise sebep oldugu gozlendi. Bu morfolojik degisim, EMD’ye karakteristik
oldugundan, bu siirecin belirtegleri analiz edildi ve Cpi-613 uygulanmis hiicrelerde
epitelyal belirteg e-kaderinin azaldigi, mezenkimal belirte¢ vimentinin protein diizeyinde
arttig1 belirlendi. Antiproliferatif etkiyi dogrular sekilde PCNA ifade diizeyi de doza
bagli azalma gosterdi. Smad4 azalisinin da, EMD-uyarilmas: agisindan gerekli oldugu
diistiniilmektedir (Cheng ve ark 2015). Smad4 ifadesinin Cpi-613 uygulamasi sonrasi
doza ve zamana bagl azaldig1 gozlendi. EMD siirecinde aktin filamenti, dramatik bir
redistribiisyon gostererek stres liflerini/ipliklerini olusturur. Bu iplikler phalloidin

kullanilarak belirlenebilmektedir (Heldin ve ark. 2009). F-aktin stres ipliklerinin
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organizasyonu ve dagilimi ile beraber hiicre hareketliliginin gdstergesi protriizyonlarin
olusumu, Cpi-613 uygulanan hiicrelerde daha parlak, belirgin ve hiicre boyunca gozlendi.
Bu sonuglar, Cpi-613’lin ya da PDH baskilanmasinin A-549 hiicrelerinde sitoiskelet

yeniden diizenlenmesini barindidan EMD fenotipini uyardigini gostermektedir.

Bir¢ok EMD uyarict sinyal, hiicre tipi veya doku tipine 6zgii olma egilimindedir ve
muhtemelen birden fazla sinyal yolag: arasindaki isbirligini gerektirmektedir. TGF-3,
Wnt, Notch ve biiylime faktorii reseptorii sinyal iletimleri dahil olmak iizere tim temel
gelisimsel sinyal yollaklar1t EMT programu ile iliskilendirilmistir. Bunlar arasinda, TGF-
B yolaginin EMD'nin primer uyaricisi oldugu goriilmektedir (Katsuno ve ark. 2013). A-
549 hiicrelerinde Cpi-613 uyarilmis EMD siirecinin TGF-f sinyal iletimine bagimli olup
olmadigini test etmek i¢in SB-431542 (TGF-f reseptor inhibitorii) kullanildi. SB-431542
uygulamasinin, Cpi-613 ile azalan %canliliklar1 arttirdig1 ve mezenkimal benzeri hiicre
fenotipini epitelyal benzeri forma doniistirdiigi gozlendi. Ayrica, Cpi-613 uyarilmis
vimentin protein artis1 da SB-431542 uygulamasi ile azaldi. Sonug olarak SB-431542
uygulamasiin, EMD siirecini tersine ¢evirdigi belirlendi ve Cpi-613 uyarilan EMD’nin

TGF-B sinyal iletimini barindirdig: diistiniilmiistiir.

EMD geciren kanser hiicrelerinin migrasyon kapasitesi kazandigi ve metastaz
yapabildikleri bilinmektedir (Pantel ve Brakenhoff 2004, Steeg 2006, Yang ve Weinberg
2008). EMD belirtecleri gozlendigi i¢in Cpi-613 uygulanmis hiicrelerin, migrasyon ve
invazyon kapasiteleri degerlendirildi. Yara iyilesmesi Cpi-613 uygulanmis hiicrelerde
daha hizli gozlendiginden, migrasyon kapasitesinin arttig1 sonucuna varildi. Uyumlu

sekilde %invazyon da Cpi-613 uygulanmis hiicrelerde yiiksek bulundu.

EMD'nin kemodirenci destekledigi bilinmektedir (Du ve Shim 2016). A-549 hiicrelerinin
Cpi-613 uygulamasi sonrasi, cisplatin ve doksorubisine kars1 sirasiyla yaklasik 4 ve 7 kat
direngli oldugu belirlendi. Cisplatin ve doksorubisin ile inkiibasyon sonunda, geride kalan
Cpi-613 uygulanmis ve uygulanmamis hiicrelerin yogunlugu da bu direng¢ varligini
dogruladi. Selektif Cox2 inhibitdrii celecoxib kullanilan bir ¢calismada, akciger kanseri
hiicrelerinde EMD uyarilmas1 gozlenmis ve celecoxibin hiicre invazyonu ile beraber
kemoterapotik direnci  arttirdigir  gosterilmistir. Celecoxib’in  A-549 hiicrelerinde

kullanilan 4uM ve 8uM dozlarinda paklitaksel ve cisplatin yaniti daha diisiik rapor
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edilmistir. Calismada, son yillarda NSCLC tedavisinde Cox2 inhibitorlerinin adjuvan
terapi seklinde kullaniminin klinik denemelerdeki basarisizliginin arastirildigi one
stirilmiis; ve gozledikleri MEK/ERK/SNAILL yolag: araciligiyla uyarilan EMD siireci
nedeniyle Cox2 inhibitorlerinin klinikte kullaniminin yeniden degerlendirilmesi

gerektigini ifade etmislerdir.

PDH baskilamasi i¢in kullanilan farmakolojik inhibitér Cpi-613’lin “off-target” etkileri
olabileceginden, A-549 hiicrelerinde PDHA1 gen ifadesinin baskilanmasi
gerceklestirildi. PDHAL ifadesi baskilanmis stabil hiicre soylariin eldesi neticesinde,
shPDHAT hiicrelerinin morfolojileri igsi ve uzun yani mezenkimal benzeri gozlenirken,
shKontrol hiicreler kiyasla daha epitelyal gozlendi. Bu gozlem, shPDHAT1 hiicrelerde
artmis vimentin, a-Sma, N-kaderin ve fibronektin; buna karsin azalan e-kaderin protein
ifadelerinin western blot kullanilarak gosterilmesi ile dogrulandi. Ayrica, ShPDHAL
hiicrelerinde, shKontrol hiicrelere kiyasla, sitoplazma boyunca daha uzun ve yogun
boyanan F-aktin stres iplikleri gozlendi. Sonraki adimda, EMD belirteglerinin artiginin
hiicrelerin davranigina yansimasi incelendi. shPDHAT1 hiicreler, shKontrol hiicrelere gore
daha invazif ve yara iyilesme hizina bakildiginda migrasyon kapasiteleri artmis
belirlendi. Koloni olusturma yetenekleri izlendiginde, koloni halinde biiyiiyen shKontrol
hiicrelere kiyasla shPDHA1 hiicreler daha ayrik ve yaygin; muhtelemen artmis migrasyon

kapasitelerinden o6tlirli daha daginik biiyiidiikleri gozlendi.

PDHA1 baskilanmasinin kemodireng yaratip yaratmadigi arastirildiginda, shPDHA1
hiicrelerinin paklitaksel, 5-florourasil, dosetaksel ve pemetreksed kemoterapétik ilaglari
inkiibasyonu sonunda %canlilik degerleri shKontrol hiicrelere kiyasla yiiksek gozlendi.
Bu direncin, ¢oklu ila¢ direnci ile iliskilendirilen MRP-1’in sitozolde ve MDR-1’in
niikleusta shKontrole kiyasla daha fazla miktarda bulunmasina bagli oldugu diisiiniildii.
Ayrica kok hiicre benzeri fenotipin siirdiiriilmesiyle iligkili olarak Oct-4 protein ifadesi,
shPDHA1 hiicrelerde artmis bulundu. Buradan yola ¢ikarak, akciger KKH belirteci olarak
goriilen CD133 ifadesi (Eramo ve ark. 2008) akim sitometri ile analiz edildi. Buna gore
shPDHAU1 hiicrelerinde, CD133" hiicre yiizdesinin shKontrol hiicrelerine oranla yaklagik
10 kat arttig1 belirlendi. Ayrica shKontrol ve shPDHAI1 hiicrelerinin serum igermeyen
kosullar altinda yilizey bagimsiz biiyiime yetenekleri degerlendirildi. Bu kosullar altinda

kiiltiire edilen shPDHAT hiicrelerinin 5-7 giin sonra diizgiin sinirli morfolojiye sahip
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ylzen koloniler olusturdugu gozlendi. Bu veriler PDHA1 baskilanmasinin hiicrelere
KKH benzeri bir fenotipin kazandirdigini diisiindiirtmiistiir. Ayrica, shsPDHA 1 hiicrelerin
proliferasyon oranlari yani ikilenme oranlar1 shKontrole gore kiyasla diisiik gozlenmistir.
Nitekim KKH’ler, gecici ve geri doniisiimlii sekilde sessiz ve dormant hale gecerek bu
sayede sitotoksik tedavilere direng gosterip tiimor niiksiinden sorumlu tutulan yavas-
dongiilii hiicreler olarak kabul edilmektedir (Pietild ve ark. 2016). shPDHAT1 hiicrelerde
kanonik ve non-kanonik TGF-p sinyal iletimi varlig1 da cesitli bilesen proteinlerin artmis
ifadeleri ile gosterildi. Aktiflesmis PI3K/Akt/mTOR/p70S6K sinyal iletimi kolorektal
kanser hiicrelerinde artmis migrasyon ve azalmis e-kaderin ile iligskilendirilmistir (Wang
ve ark. 2014). Ayrica, P38 MAPK'larin aktivasyonunun, primer tiimordeki hiicrelerin
EMD gegcislerine, invazyon ve migrasyon yeteneklerinin edinilmesine ve gé¢ eden tiimor

hiicrelerinin ekstravazasyonuna katkida bulundugu bildirilmistir (Koul ve ark. 2013).

Bu tez calismasinda PDH inhibisyonunun ve/veya PDHAT1 ifadesinin baskilanmasinin
EMD fenotipini uyardigi ve daha da 6nemlisi kemoterapotik ilaglara direng gelisimi ile
sonuclandig1 gosterildi. Bulgular dogrultusunda, Cpi-613 veya PDH inhibitorlerinin
antikanser terapide kullanilmasinin tartismali oldugu diistiniildii. Nitekim Cpi-613 klinik

denemelerde kullanilmaktadir (https://www.clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=cpi613,

2018). Toplam 22 adet galismadan 2 tanesi akciger kanseri ile alakali goriilmektedir.
Bunlardan bir tanesi niiks eden kiigiik hiicreli akciger kanseri hastalari ile gerceklestirilen
bir ¢aligma iken (NCT01931787) digerinde, 3B ve 4. evre kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri hastalarinda Cpi-613 ve dosetaksel kombinasyonunun denenmesi amaglanmistir.
Tahmini baslama tarihi haziran 2018 olarak belirtilen calisma su an geri ¢ekilmis
goriilmektedir (NCT03370159). Bulgularimiz her ne kadar Cpi-613’tin klinikte
kullanimin1 tartigmali hale getirse de, sitostatik/antiproliferatif ajanlarin sitotoksik
kemoterapoétiklerle kullanimi giiniimiizde pek ¢ok caligma ile kabul edilen bir tedavi
rejimini olusturmaktadir. Hiicre dongiisii, neticesinde hiicre boliinmesi olan bir siirectir
ve 4 fazdan meydana gelmektedir. Bunlar Gi, S, G2 ve M olup, G1 ve G2 dinlenme fazlari
iken, S sentez periyodu, M ise duplike edilen DNA’nin yavru hiicrelere dagitildig1 mitoz
siirecidir. Kanser ilaglar1 sitotoksik ve sitostatik olarak simiflandirilabilir. Sitotoksik
ilaglar, hiicrelere toksik olup onlar1 Oldiirebilirken, sitostatik ilaglar hiicreleri
6ldiirmezken, dongiilerinde onlar1 tutarak ¢gogalmalarin1 durdurmaktadir. Sitostatik ilacin

konsantrasyonu azaldik¢a hiicreler tutulmadan ¢ikarak dongiiye devam etmektedirler.
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Sitotoksik faz spesifik ilaca drnek olarak Taxol yani paklitaksel verilebilir. Bu ilacin pek
cok etki mekanizmasi bulunmaktadir. Bunlar arasinda mitoz inhibisyonu, apoptoz
uyarilmast ve tlimoriin radyohassasiyetini arttirmasi yer almaktadir. Glinlimiizde
paklitaksel tek basina veya diger ilaglarla birlikte kullanilmaktadir. Sitostaik ilaca 6rnek
olarak ise Iressa yani gefitinib verilebilir. Gefitinib, EGFR nin tirozin kinaz domaininin
ilk selektif inhibitoriidiir. Park ve ark. bu iki ilacin (paklitaksel ve gefitinib)
kombinasyonunun gastrik kanser hiicrelerinde toksisiteye neden oldugunu belirtmistir
(Park ve ark. 2004). Gefitinib hiicre dongiisii progresyonunu 72 saat sonunda G1 tutulmasi
saglayarak engellemistir. Bu yaklagimlarin temelinde, kullanilan sitostatik ilacinhiicreleri
belli bir dongiide tutarken, sitotoksik ilacin tutulana faza spesifik olmasi neticesinde, tek
baslarina kiyasla daha iyi sitotoksisite yani sinerji gostermesi yatmaktadir (Villasana ve
ark. 2010). Cpi-613, bu c¢alismada kullanilan dozlarda G2/M fazinda tutulmaya sebep
olmustur. Bu faza spesifik ilacglarla kombinasyon halinde kullanimi, gelecek deney
planlar1 arasinda yer almaktadir. Ayrica hem Cpi-613 hem PDHA1 baskilanmasi ile
goriilen EMD siirecinin, Warburg etkisi ile olan iligkisi, bu ¢alismanin devami olarak
arastirma konusu seklinde ele alinacaktir. Nitekim PDHA 1 baskilanan hiicrelerde GLUT-
1 artis1, bu siiregte metabolik degisimin yer alabilecegini diisiindiirtmektedir. PDHA1’in
CRISPR-Cas9 yontemi ile knockout edilerek hem EMD hem KKH-benzeri fenotipin
baglantisinin; in vitro bulgularin in vivo modellere taginarak dogrulanmasi yine gelecek

arastirmalarin konular1 arasinda yer almaktadir.
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