T.C.
GEBZE TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

PIRUVAT DEHIDROGENAZ ENZIiM KOMPLEKSI
AKTIVITESININ VE EKSPRESYONUNUN KANSER
HUCRELERINDE INCELENMESI

SABAN KALAY
DOKTORA TEZI
KiMYA ANABILIM DALI

GEBZE
2017



T.C.
GEBZE TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

PIRUVAT DEHIDROGENAZ ENZIM
KOMPLEKSI AKTIVITESININ VE
EKSPRESYONUNUN KANSER
HUCRELERINDE INCELENMESI

SABAN KALAY
DOKTORA TEZi
KiMYA ANABILIM DALI

DANISMANI
DOC. DR. ASUMAN DEMIROGLU ZERGEROGLU

GEBZE
2017



T.R.
GEBZE TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

INVESTIGATION OF ACTIVITY AND
EXPRESSION OF PYRUVATE
DEHYDROGENASE COMPLEX IN CANCER
CELLS

SABAN KALAY
A THESIS SUBMITTED FOR THE DEGREE OF
DOCTOR OF SCIENCE

DEPARTMENT OF CHEMISTRY

THESIS SUPERVISOR

ASSOC. PROF. DR. ASUMAN DEMIROGLU ZERGEROGLU

GEBZE
2017



i A

\ |
GNEUNBZE N DOKTORA JURi ONAY FORMU

GTU Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu'nun 29/06/2017 tarih ve
2017/35  sayili karariyla olusturulan jiiri tarafindan 19/07/2017 tarihinde tez
savunma sinavi yapilan Saban Kalay "in tez ¢calismast KIMYA Anabilim Dalinda

DOKTORA tezi olarak kabul edilmistir.

e

\

JURI \
UYE
(TEZ DANISMANI) : Dog. Dr. ASUMAN DEMIROGLU ZERGEROGILU

UYE  Prof. Dr. AZIZ TANRISEVEN
Mg\d \ R, WEm—S
UYE : Prof. Dr. GONUL YENILMEZ CIFTC]
UYE  Prof. Dr. BARBAROS NALBANTOGLU
(IR
1 | ¢
UYE : Yrd. Dog. Dr. NAGEHAN ERSOY TUNALI s/ /7,
(A
ONAY

Gebze Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yénetim Kurulu'nun
A8...7.06./.22| harih ve .ZQ.{.?/..K.Sﬁsaylll karari.

IMZA/MUHUR

Dog. Dr. Arif Cagdag AYDINOGLU
Gebze Teknik Universites;



OZET

Hiicrelerde piriivat dehidrogenaz enzim kompleksi (PDC)’nin regiilasyonunu
saglayan ve bilinen hiicreye 6zgii iki piriivat dehidrogenaz fosfataz (PDP) ve dort
piriivat dehidrogenaz kinaz (PDK) izoenzimi bulunmaktadir. PDK, PDC’yi
fosforlayarak inaktive ederken, PDP’nin rolii fosforu kaldirarak PDC’yi aktif hale
getirmektir. Hipoksik sartlarda, hipoksia-indiiklenebilen faktor—1 (HIF1)’in, glikolitik
enzimlerin ve PDK1’in ekspresyonlarini artirdigi belirtilmistir. PDK ekspresyonunun
artmasi PDC aktivitesini diisiirmekte ve bu durum mitokondride gergeklesen oksidatif
fosforilizasyonunu yavaslatmakta ve ayni zamanda da serbest radikal tiirleri
(ROS)’nin olusumunu azaltmaktadir. HIF-1 mekanizmasi, kanser hiicrelerinde aktif
gbrev oynayarak hiicrelerin apoptosize ugramasini engellemektedir. Ayrica, kanser
hiicrelerinde HIF 1-indiiklemeli PDK1 ekspresyonu bloke edildiginde, hiicrelerde ROS
olusumunun arttig1 ve buna baglh olarak hiicre 6liimiiniin gerceklestigi belirtilmistir.
Bu veriler dogrultusunda, PDK aktivitesini inhibe ederek PDC aktivitesinin
arttirtlabilecegi ve bdylece kanserli hiicrenin oksidatif fosforilizasyona yonlendirilerek
apoptosize ugratilabilecegi goriisii ileri siiriilmustiir. Bu galismamizda, ilk olarak PDC
ile PDK ve PDP izoenzimlerinin aktiviteleriat, {i¢ farkli meme kanseri hiicre hattinda
incelenmistir. Takibinde ayni1 hiicrelerde PDP, PDK gen ve protein ifadelerindeki
degisimler incelenmistir. Aktivite dl¢timleri hipoksik stabilizasyondan dolay: endojen
PDP’lerin fonksiyonlarini yitirdigini gosterilmistir. PDP, PDK gen ve protein
ifadelerindeki degisimler ise aktivite dl¢iimleri ile uyumlu bulunmustur. Ilaveten alfa-
ketogluterat dehidrogenaz (a-KGDC) enzimin ve suksinat dehidrogenaz (SDH)
enziminin aktiviteleri de izlenmistir. Hipoksik sartlarda, normoksik sartlar ile
karsilastirildiginda bu aktivitelerin yaklasik 2.5 kat azaldigi gézlemlenmistir. Bu
caligmalara ilaveten bobrek kanseri (ACHN) ve insan gébegi damar endotel hiicreleri
(human umbilical vein endothelial cells, (HUVEC) hiicrelerinde, PDK inhibit6rii
dikloroasetik asit (DCA)’in proliferasyon, apoptoz ve metabolit degisimlerine etkileri
de incelenmistir. DCA’nin bobrek kanseri iizerinde segicilik gostererek apoptozu

uyarmastyla TCA ¢evriminin yeniden tetiklendigi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Piriivat dehidrogenaz, enzim aktivitesi, kanser,
dikloroasetat, hiicre dongiisii, LC-MS/MS.



SUMMARY

The activity of PDC is regulated by two phosphatase (PDP) and four kinase (PDK)
isoenzymes. PDK phosphorylates and inhibits PDC, whereas PDP removes the
phosphate group(s) restoring its activity. Under hypoxic conditions, hypoxia-inducible
factor-1 (HIF-1) stimulates glycolysis by inducing transcription of glycolytic enzymes
and suppresses oxidative phosphorylation and thus formation of reactive oxygen
species (ROS) in mitochondria by upregulating PDK1 expression. In normal cells,
under hypoxic conditions (e.g. exercising muscle) this mechanism protects cells from
apoptosis. HIF-1 also plays similar role (i.e. upregulates transcription of glycolytic
enzymes and PDK1) in cancer cells and therefore protects these cells from ROS-
induced apoptosis. It has been known that when HIF-1-induced PDK1 expression is
blocked, production of ROS leads to apoptosis. Besides, forced PDK1 expression in
hypoxic HIF-1 null cells increases ATP levels, attenuates hypoxic ROS generation,
and rescues these cells from hypoxia-induced apoptosis. Based on these results, it has
been suggested that by blocking PDKL1 activity, which results in increased PDC
activity and thus increased oxidative phosphorylation as well as ROS generation,
apoptosis can be induced in hypoxic cancer cells. In this thesis, we aim to investigate
the activities of PDC and its regulatory enzymes, as well as the expression levels of
PDK and PDP isoenzymes in three different breast cancer. Also, the activities of TCA
cycle enzymes a-ketogluterate dehydrogenase and succinate dehydrogenase (SDH)
was measured. In hypoxic conditions, all of these activities decreased by ~2.5 fold
compared to normoxic conditions. Finally, the effects of PDK inhibitor dichloroacetic
acid (DCA) on proliferation, apoptosis and metabolite changes in renal cancer cells
and human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) cells was examined. DCA
selectively induced apoptosis in cancer cells which may be accomplished by triggering
the TCA cycle.

Key Words: Pyruvate dehydrogenase, enzyme activity, cancer, dichloroacetate,
cell cycle, LCMS/MS.
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1. GIRIS
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢erigi

Kanser hiicreleri hizli biiylimeleri i¢in gereken enerjiyi ¢ogunlukla glikoliz
yoluyla elde etmektedirler. Ancak, glikoliz yolunu kullanirken ayni zamanda
mitokondrideki trikarboksilik asit dongiisii (TCA) dongiisiine asetil-CoA saglayan ve
seker metabolizmasinda kilit rol oynayan piriivat dehidrogenaz multi enzim kompleksi
(PDC)’nin aktivitesinin de baskilanmasi1 gerekmektedir, aksi takdirde hiicre glikoliz
sonucu olusan piriivat laktat {retimi yerine TCA dongilisiine ve oksidatif
fosforilizasyona yonlendirilecektir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, PDC aktivitesinin
baskilanmast  isleminin  pirlivat  dehidrogenaz  kinaz (PDK) tarafindan
gergeklestirildigine isaret etmektedir. PDC aktivitesinin
fosforilzasyon/defosforilizasyon  donglistiyle kontrol edildigi g6z Onilinde
bulunduruldugunda, kinaz izoenzimlerinin yaninda piriivat dehidrogenaz fosfataz
(PDP) izoenzimlerinin aktiviteleri de nem tagimaktadir.

Bu tez kanser hiicre metabolizmasi konsunun aydinlatilmas: kapsaminda PDC
aktivitesinin ve ekspresyonunun kanser hiicrelerinde detayli olarak incelenmesi
amaciyla yapilmistir. Tez ¢alismanin ilk kisminda hiicre modeli olarak MCF-7, T47D
ve MDA-MB-231 meme kanseri hatlar1 se¢ilmistir. Calismada oncelikle ii¢ farkli PDC
aktivitesi; gergek PDC aktivitesi (PDC,), toplam PDC aktivitesi (PDC;) ve PDC; +
Piriivat dehidrogenaz fosfataz katalitik alt inite 1 (PDP1Lc) aktivitesi, incelenmistir.
PDC,, kanser hiicreleri mitokondri oOziitlerinde bir inhibisyon veya aktivasyon
yapmadan Olgiilen PDC aktivitesidir. PDC;, PDP’lerin aktive, PDK’lerin inhibe
edilmesinin ardindan olglilen PDC aktivitesidir. PDCy + PDP1¢ ise PDC; oramina
rekombinant PDP1. ilavesi, sonrasinda 6l¢iilen PDC aktivitesidir. Bu aktivitelerin
incelenmesi i¢in de normoksik ve hipoksik sartlarda kiiltiire edilen kanser
hiicrelerinden, mitokondriler izole edilmis ve asagida bahsedilecek enzim aktiviteleri
Ol¢lilmiistiir. Tez c¢alismasimin ilk kisimlarinda PDC: + PDP1: aktivitesinin
Olctilebilmesi i¢in PDP1¢ klonlama c¢alismalart bulunmaktadir. PDP1¢’nin substrati
PDC’dir. Bu nedenle klonlanan PDP1¢ nin aktivitesinin 6l¢iilebilmesi igin yeni kesilmis
bir sigirin kalbinden PDC izole edilerek kullanilmigtir. Farkli PDC aktivitelerinin



6l¢timii sonras1t meme kanseri hiicrelerinin mitokondri ve/veya sitosolik dziitlerinde -
ketoglutarat dehidrogenaz (0-KGDC), siiksinat dehidrogenaz (SDH), izositrat
dehidrogenaz (IDH), laktat dehidrogenaz (LDH) enzimlerin aktiviteleri de 6l¢iilerek
daha detayli olarak karsilastirilmistir. Aktivite Ol¢timleri tamamlandiktan sonra
normoksik ve hipoksik sartlarda inkiibe edilmis kanser hiicrelerinde, PDP1-2 ve PDK1-
4 izoenzimlerinin mMRNA ve protein seviyeleri karsilagtirilmistir.

Dikloro asetat (DCA), spesifik olarak kanser hiicrelerini oksidatif fosforilasyona
yonlendirmek i¢in kullanilan PDK inhibit6érii ve bir kemoterapik ajandir. Bu tez
calismasinin ikinci kisminda, DCA’nin renal (ACHN) ve damar endothelial hiicre
(HUVEC) hiicre canliligi, hiicre dongiisii ve apoptoz iizerine olan etkileri incelenmistir.
Ilaveten hiicrelerdeki metabolik degisimler analiz edilmistir. Calismada aktivite
Olgtimlerinde UV-vis spektrofotometre ve/veya mikroplate okuyucu, protein
analizlerinde SDS PAGE / western blotlama, gen analizlerinde ger¢ek zamanli PCR,
metabolit analizlerinde LC-MS/MS kullanilmustir.



2. PIRUVAT DEHIDROGENAZ MULTIENZIM
KOMPLEKSI, YAPI VE FONKSIYONU

Mitokondri ATP iiretimini sagladigindan dolay1 yaygin olarak hiicrenin enerji
tiretim merkezi olarak bilinmektedir. Mitokondriler biiyiik ekseni ~ 1.5 pm kiigiik
ekseni ~ 0.5 um elipsoid seklinde, hacimleri 0.8 pm? olan ¢ift zarl1 organellerdir. Bir
hiicredeki mitokondri sayist 10-100 arasindadir. Hiicrelerin igerdikleri mitokondri
sayilar1, enerji gereksinimlerine bagli olarak farklilik gdstermektedir. Ornegin bir kalp
hiicresinde enerji gereksinimi en fazladir, 800 dolayinda mitokondri bulunur ve bu
kalp hiicrelerinin %20’sini kaplamaktadir [1]. PDC kompleksi bir ¢cok fonksiyonu olan

mitokondride matriks icerisinde yer almaktadir (Sekil 2.1.).

Zarlar arasi bosluk . .
MITOKONDRI

P

PDC Multienzim Kompleksi

|

Matriks

(%70 protein)

*Kreps gevrimi enzimleri

*Yag asidi oksidasyonu enzimleri

*mDNA .

mRNA I¢ zar krista (bir gok kii¢iik iyona
Ribozomlar ve molekiile gegirgen degil)

Sekil 2.1: Mitokonri alt boliimleri ve bu bdliimlerdeki bazi fonksiyonlar. PDC
(multienzim) kompleksi mitokondrinin matriksine yerlesmektedir.

PDC ii¢ enzimin farkli sayilarda kovalent olmayan baglarla olusturdugu bir
multienzim kompleksidir [2-3, 4]. Bu enzimler piriivat dehidrogenaz (E1)
(EC 1.2.4.1), dihidrolipoil transasetilaz (E2) (EC 2.31.12), dihidrolipoil dehidrogenaz
(E3) (EC 1.6.4.3) olarak isimlendirilmistir. Memelilerdeki PDC, ayn1 zamanda, E3’iin
baglandig1 proteini (E3BP) ve regiilasyonu saglayan PDK ve PDP enzimlerini de
icermektedir [5, 6-8]. 48 tane E2 ve 12 tane E3BP bir araya gelerek, Sekil 2.2: A’da
gosterilen ikozahedral pentadodekahedron yapiy1 olusturmaktadir [9]; E1 ve E3 ise,
sirasiyla, E2 ve E3BP’nin yiizeyinde bulunan domainlere baglanmaktadir [9]. E2, iki
tane lipoil kofaktorii igeren domainlere (lipodomain) sahiptir (Sekil 2.2: B). Bu
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lipodomainler, ayrica, PDK ve PDP enzimlerinin de baglandigi bdlge olarak
tanimlanmaktadir [9]. PDC multi enzim kompleksinin molekiil agirligi 2.5-9.5 milyon
dalton araliginda degismektedir [10]. Tablo 2.1°de devasa biiyiikliikteki bu bir adet
PDC’nin igerdigi E1, E2, E3 ve diger bilesenlerin yaklasik olarak sayilari
gosterilmektedir [11,12].

BCKD complex kinase

Sekil 2.2: Pirtivat dehidrogenaz multienzim kompleksi yapisi. a) 48
Dihidrolipoil transasetilaz (E2) ve 12 dihidrolipoil dehidrogenaz baglandig1 proteini
(E3BP)’nin olusturdugu “icosahedral dodecahedron” yap1; b) E2’nin ¢ekirdek yap1
yiizeyinde bulunan lipodomain 1 ve 2 (L1 ve L2), ve piruvat dehidrogenaz (E1)
komponentinin baglandigi domain model yapisi gosterilmektedir. Yine PDC’nin
i¢cinde bulundugu dall1 zincir a-ketoasit dehidrogenaz kompleksinin farkli bir model
yapist gosterilmistir C).

Tablo 2.1. Bir adet piriivat dehidrogenaz multi enzim kompleksindeki alt
tiniteler ve sayilari.

Subunit Mw sayl Mw 1 molekiil TOPLAM
(toplam) subunit kompleksteki sayi MW
El tetramer 154 000 30 154 000x30=4 620 000
El-a 2 41 000
El-b 2 36 000
E2 core 52 000 60 52 000x60= 3 120 000
E3 dimer 110 000 6 110 000x6=660 000
E3 2 55 000
E3BP 50 000 6 50 000x6=300 000
Kinaz 100 000 1 48 000 100 0000
145000
Fosfataz 150 000 1 97 0000 150 000
] 50000
Kompleks Toplam 8 950 000




PDC katalizli piriivatin asetil Co-A doniisiimii yukarida E1, E2 ve E3 olarak
bahsedilen {i¢ enzimin katalizini gerektirmektedir. Enzimatik kataliz basamaklarinda
once piriivat, piriivat dehidrogenazin (dekarboksilaz olarakta isimlendirilebilmektedir)
koenzimi olan TPP’nin reaktif karbonuna bagl hidroksi-etil tiriintinii olusturmak tizere
dekarboksile olumaktadir. Hidroksietil ara tirinii dihidrolipoyltransasetilaza kovalent
olarak bagli bulunan lipoik asidin disiilfit sekline aktarilarak oksitlenir. Lipoik asidin
yan zincirine tiyoester olarak baglanan asetil grubu CoA’ya aktarilir. Lipoik asidin
stilfhidril sekli FAD bagimli dihidrolipoyl dehidrojenaz ile okside edilerek okside
lipoik asidin tekrar iiretilmesine neden olur. Indirgenmis flavoprotein

dihidrolipoyldehidrojenaz ile tekrar FAD’ye oksitlenir (Sekil 2.3 ve 2.4).

Puauvat

T
Piruvat

co Dehidrogenaz Acyl-lipoate
T2 Acyl-TPP

Sekil 2.3: PDC katalizli piriivatin asetil-CoA’ya doniisiimii her bir enzimatik
reaksiyon basamaklari.
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Sekil 2.4: PDC katalizli piriivatin asetil-CoA’ya doniisiimii enzimatik reaksiyonunun
mekanizmasi.

PDC aktivitesi iirlin inhibisyonu, niikleotidlerin inhibisyonu ve kovalent
modifikasyon olmak {izere iic farkli sekilde diizenlenmektedir. Piriivat
oksidasyonunun tirtinleri olan NADH ve asetil CoA’nin yiiksek konsantrasyonlart da
PDC’yi inhibe eder (lriin inhibisyonu). Bu etki yiiksek NAD* ve CoA
konsantrasyonlarinda kalkmaktadir. PDC kompleksindeki E1 bileseni GTP ile inhibe
olmaktadir ve bu GTP inhibisyonu AMP ile ortadan kalkarak PDC tekrar aktif hale
getirir. Pirivat dehidrojenaz bileseni iizerindeki bazi serin amino asitleri ATP ile
fosfatlandig1 zaman kompleks aktivitesini tamamen kaybeder. Sekil 2.5°de belirtildigi
gibi PDC fosforilizasyon/defosforilizasyon dongiisiiyle kovalent olarak regiile
olmaktadir [6-8]. PDC kinazlar (PDK1-4) ATP varliginda PDC’yi fosfatlayarak
inaktive ederken PDC fosfatazlar (PDP1-2) bu fosfati hidroliz ederek PDC’yi yeniden
aktive ederler [6-8]. NADH ve asetii CoA, PDK’i aktive ederek PDC’nin
inhibisyonunu saglar, bu etki CoA ve NAD" tarafindan ortadan kaldirilir [6-8].

Insanda PDP’nin PDP1 ve PDP2 olmak iizere iki ayri izoformu oldugu
bilinmektedir [13]. PDP1 (veya PPM2c olarak isimlendirilir) insanda kas, bobrek ve
beyin gibi Ca*? duyarli dokularda dominant izoformdur [14]. PDP1 regiilator (PDP1y,
96 kDa) ve katalitik (PDP1c, 52.6 kDa) olmak tizere iki alt iiniteden olusmaktadir [15].
Katalitik alt {inite enzimatik katalizden sorumludur, regiilator alt {inite Ca*? baglanma

bolgesi icerir. Enerji gereksinimi sirasinda, sitoplazmada ve daha sonra mitokondride
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Ca*? konsantrasyonu artar ve bu da PDP’nin, E2 bilesenine baglanmasini tetikler ve
sonrasinda PDP1. Mg*? gereken bir reaksiyon ile defosforilasyon reaksiyonunu
katalizleyerek PDC’yi aktivite eder [16]. Poliaminlerden &zellikle spermin diisiik Mg?*
konsantrasyonlarinda, PDP’nin Mg?*’a olan ilgisini artirarak PDC nin aktivasyonunu

sagladig1 belirtimistir [17].

Pyr. + ADP or Pi P]x:
' (Aktif)
Pyr. (100 iM) NADH
IADP
CoA &'a)
PDK PDP (Mg*-gerekii)
! HO
v/ = T@@
NADH [B®
Acetyl-CoA Ca**
Pirgvat (<50 LM Poliaminler (cdusuk Me**
P-PDC konsantrasyonlarinda)

Sekil 2.5: PDC’nin, PDK ve PDP enzimlerinin katalizledigi
fosforilizasyon/defosforilizasyon dongiisiiyle regiilasyonu.

Insanda hiicre spesifik dort farkli izoformu bilinen PDK (PDK1, PDK2, PDK3
ve PDK4) enzimleri serin kinaz ailesi tiyesidirler. PDC multienzim kompleksinin Ela
alt tinitesini fosfatlamaktadirlar. PDK1 yaklasik molekiil agirliklar1 48 kDa ve 45 kDa
olan sirasiyla o ve B alt Ginitelerini igermektedir. Kinaz aktivitesinin ger¢eklestigi yer

o alt {initedir. Insan PDK 1°in yaklagik molekiil agirliginin 48 kDa oldugu bildirilmistir.

2.1. PDC Kompleksi ve Kanser

Kanser hiicrelerinde, yeteri kadar piriivat olmasina ragmen PDC aktivitesinin
diisiik oldugu belirtilmistir [18-19]. Oksijen seviyesinin diisiik oldugu durumlarda
HIF-1 (hipoksia indiiklenebilen faktor-1), PDK1’in ekspresyonlarii artirdig
gosterilmistir [20, 21]. Boylece HIF-1, PDC iizerinden TCA dongiisiinii yavaglatmakta
ve boylece diisiik oksijen seviyelerinde daha fazla iiretilebilen reaktif oksijen tiirleri
(ROS)’nin olusumunu da azaltmaktadir (Sekil 2.6). Hipoksik sartlarda HIF-1, paralel

olarak glikoliz yolunu hizlandirarak PDC {izeriden ilerleyen mekanizma ile normal
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hiicrelerde ROS kaynakl1 hiicre 6liimiinii engellemektedir [21]. HIF-1 mekanizmasinin
kanser hiicrelerinde de etkili oldugu ve PDK1 ekspresyonunu artirarak ROS-kaynakli
apoptosizi 6nledigi belirtilmistir [20,21]. HIF-1 indiiklemeli PDK1 ekspresyonu bloke
edildigi zaman, ROS miktar1 artistyla hiicre apoptosize gitmektedir [20]. Bu veriler
dogrultusunda, kinaz aktivitesi inhibe edilerek PDC aktivitesinin arttirilabilecegi ve
bdylece kanserli hiicrenin oksidatif fosforilizasyona yonlendirilerek apoptosize

ugratilabilecegi goriisii ileri stirilmstiir [20, 21].

glucose

I 2ATP
4ATP </C\(1)

1
NADH
‘\l\ NAD+ %

pyruvate lactate

TEA cycle

acety-l-"-”("fﬁ"!i""""

Sekil 2.6: Hipoksik sartlarda, HIF-1’in regiile ettigi enzimler ve metabolik etkiler.
HIF-1 glikolizde gorevli enzimleri (1) ve laktat dehidrogenazi (2) stimiile etmekte ve
ayn1 zamanda mitokondrideki PDK1’1 (3) indiiklemektedir. PDK1, TCA ddngiisiine

Asetil-CoA saglayan PDC’nin aktivitesini inhibe etmektedir; sonug olarak da
oksidatif fosforilizasyon yavaslamaktadir. Oksidatif fosforilizasyonun yavaglamasi
da reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin olusumunu da diisiirmektedir. Béylece, hipoksik
sartlarda HIF-1 ROS olusumunu dengede tutmaktadir. Aksi takdirde, ROS-
indiiklemeli apoptosiz meydana gelebilmektedir. Bu sekil 20 numarali kaynaktan
telif hakki izini alinarak (copyright, 2006 Elsevier) kullanilmustir.

Hipoksi durumunda aktif olan HIF-1a oksijenli ortamda pargalanmaktadir.
Pargalanma pirol hidroksilaz katalizli hidroksillenme, ubikitin proteini baglanmasi ve
sonucta proteazomal degredasyon seklinde olmaktadir (Sekil 2.7) [22]. Oksijenli
ortamda prolin hidroksilaz aktivite artigina bagl olarak HIF-la’nin parcalandigi

belirtilmistir [23].



L]
Normoxia | Hypoxia
OH OH /!
(GES (T
o Ubiquitin -~ | Angiogenesis
Proteasomal
degradation
of HIF-1a

Sekil 2.7: HIF-1a proteininin diisiik oksijenli ortamlarda par¢alanmasi ve normal
oksijen seviyesinde aktivitesini gostermesi. Bu sekil kaynak 22 nin izni ile (telif
hakki, copyright, 2012) ile kullanilmistir.



3. PDK INHIBITORU DIKLOROASETIK ASIT

Dikloroasetik asit (DCA) agizdan alinan laktik asidosizin ve mitokondri
hastaliklarinin tedavisinde kullanilanilan sentetik bir kimyasaldir (Sekil 3.1). DCA
spesifik bir PDK inhibitoriidiir. Kanser hiicrelerinde glikoz metabolizmasini
glikolizden, glikoz oksidasyonuna kaydirarak solid timorlerdeki aerobik glikolizi
engellemektedir [24]. DCA sitokrom-C ¢ikis1 ve mitokondrideki apoptoz indiikleyen
faktorlerin salinmasiyla kanser hiicrelerinde apoptosize neden olmaktadir. Son yapilan
calismalar DCA’nin beyin, endometriyal, prostat ve kiiciik hiicreli dis1 akciger

kanserinde apoptosizi uyardigini gostermistir [24-31].

o)

Cl

Sekil 3.1: Dikloroasetat kimyasal yapisi.

PDK, Mg*? bagimli bir reaksiyon ile ATP kullanip PDC’yi fosfatlayarak
inaktive etmektedir (Sekil 2.5). DCA, PDK’ye ATP baglanmasini engeleyerek
inhibisyona sebep olmaktadir. PDK’ler dimerik olarak aktivite gdstermektedir ve
PDK’ye DCA bagliyken bu dimerik etkilesim engellenmektedir [6-9].

DCA uygulamalar1 kanser hiicreleri metabolizmalarinda degisikliklere sebep
olabilmektedir (Tablo 2.3). MCF-7, glioblastoma, insan beyin sitmasi, LVCaP-LN3
[24-31] gibi kanser hiicrelerinde DCA uygulamalarinda laktat konsantrasyonlarinin
diistiigii belirtilmistir (Tablo 2.3). Ornegin Madhok ve arkadaslart HB2 ve LoVo hiicre
hatlarinda 10, 20 ve 50 mM DCA kullandiklarinda laktat konsantrasyonlarinin %10,
%30 ve %85 oranlarinda azaldigini belirtmislerdir. Aynmi ¢alismada bu diisiisiin PDC
kompleksinin Ela alt {initesinin fosfatlanmas ile ilgili oldugunu gdstermis ve bunlarin
da apoptosis ve G2 hiicre baskilanmast ile ilgili oldugunu belirtmislerdir [24]. Baska
bir calismada meme kanseri hiicrelerinde laktat konsantrasyonunun diistiigli Lefort ve
ark. ve Robey ve ark. tarafindan belirtilmistir [26, 32]. MDA-MB-231 hiicrelerinde 20
mM DCA uygulanmasi hiicre canliligint %19 diislirmiis, 20 mM’dan daha yiiksek

DCA konsantrasyonlari ise laktat konsantrasyonlarini %29 diistirmiistiir [32].
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Tablo 3.1: DCA’nin bazi hiicresel metabolitlere etkileri. GABA: Gama amino butirik

asit.
Hiicre tipi DCA Kons. | Artan Azalan Etkilenmeyen | Kaynk.
10 mM piriivat glikoz, aseton,
DCA alanin, glisin,
MCF-7 glutamin 26
0mM ~ 2 nmol a-KG
Glioblastoma 0.5 mM ~ 2.8 nmol a-KG 25
5mM ~ 3.5 nmol a-KG
laktat, alanin glutamat,
HCM 60 mg/kg aspartat, 27
GABA
3-hidroksibiitirat, glikoz, insiilin,
asetoasetat laktat, piriivat,
glikoz 6-posfat.,
sitrat, malat,
Sigan 300 mg/kg alanin, glutamat, 28
glutamin
) laktat, piriivat,
Insan (kan) alanin
] kolin/kreatin, NAA/ | laktat/kreatin
Insan (beyin) kreatin
29
) kolin/kreatin, laktat/kreatin
Insan (basal NAA/Kreatin
ganglia)
100 mg/kg | glikoz (41%) laktat (35%) ATP,
i Bevi kreatinfosfat,
nsan beym H H
y glikojen 30
Sigan (kan) 100 mg/kg | 9likoz laktat
laktat/kolin,
laktat/kreatin,
LNCaP-LN3 50 mM laktat/alanin 31
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4. KANSER HUCRELERI METABOLIZMALARI

Kanserde enerji liretimi ve enerji harcanmasi arasindaki denge enerji
harcanmasi lehinedir. Bu sebeple kansere bagli 6liimlerin genelinde asir1 kilo kaybi
goriilmektedir. Kanser hiicrelerinin metabolizmalart normal hiicrelerden oldukca
farklidir. Temelde kanser hiicreleri ¢ogalmak i¢in daha fazla aerobik glikoliz, yag asidi
sentezi ve glutaminolizis bagimli olarak bu yolaklar1 enerji harcanmasi lehinde
kullanirlar [33].

Kanser hiicrelerinin enerji gereksinimlerini hizli bir sekilde saglamak igin
glikoliz yolunu kullandig1, 1930’larda Alman bilim adami1 Otto Warburg tarafindan
bildirilmistir [34, 35]. Warburg, aerobik (oksijenli) glikolizin kanser hiicrelerinin
hepsinde oldugunu ve bu durumun kanserin nedeni oldugu teorisini ileri stirmiistiir
[34]. Warburg’un ileri siirdiigii bu teori, zamanla glikoliz yolunu kullanmayan
timorlerin bulunmasiyla kabul gérmez olmustur. Son yillarda molekiiler biyoloji
tekniklerinin hizli gelismesiyle kansere neden olan pek ¢cok gen bulunmustur. Ancak,
1990’larin ortalarinda kanser hiicrelerinin glikoz analogu kullanilarak pozitron
emisyon tomogrofisi (PET) ile goriintiillenmesi Warburg Teorisi’ni tekrar giindeme
getirmistir. Glinlimiizdeki modern goriis ise kanserin genetik bir hastalik oldugu ve
bunun sonucunda Warburg etkisinin olustugudur. Ornegin, Hwang ve arkadaslarmin
yaptig1 ¢aligmalar, kanser hiicrelerinde mutasyona ugrayan p53 geninin Warburg

etkisini tetikledigini gostermektedir [36].

4.1. Kanser Hiicrelerinde Karbonhidrat Metabolizmasi

Kanser teshisinde ve tedavisinde karbonhidrat metabolizmasi olduk¢a 6nem
tagimaktadir. Yukarida bahsedilen PET goriintiileme sisteminde glikoz alimi hastaya
glikoz  analogu  2-(18F)-fluoro-2-deoxy-D-glucose = (FDG)  verilmesiyle
goriintiilenmektedir. Kanser hiicreleri normal hiicreler ile kiyaslandiginda kan
glikozunu 5-10 kat daha fazla alarak kullanmaktadir [37]. Bu nedenle kanser
vakalarinin ¢ogunda hipoglisemi, yani diisik kan sekeri seviyeleri goriilmektedir.
Kanserde tiimor baskilayict gen p53°iin kanser hiicresi yilizeyindeki glikoz tasiyicilart

(GLUT1, GLUT3 ve GLUT4) iizerindeki inhibitor etkisi kalktigindan, glikoz
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tastyicilart aktive olmaktadir ve hiicre i¢ine daha fazla glikoz girmektedir [38]. HIF-
lo’da ayrica glikoz tasiyicilarinin miktarini arttirmaktadir. HIF-10, Warburg etkisiyle
aerobik glikolize sebep olarak kanser hiicrelerinde bol miktarda laktat olusumuna

sebep olmakta ve asidoz meydana getirmektedir (Sekil 3.2.).

Normal Hiicre Kanser Hiicresi
Glukoz Glukoz
tGLUT(M) tGLUT(M)
Glukoz Glukoz
‘ .02 * +02 MCT4
Pirlivat =" Laktat Pirlivat === [ ak{a( s—) ] aktat

CO2 CcOo2

Sekil 3.2: Normal ve kanser hiicreleri metabolizmalari, aerobik glikoliz. Normal
metabolizmaya sahip hiicrelerde glikoz kalin oklar ile gosterilen yolu kullanip CO2’
ye oksitlenmektedir. Kanser hiicrelerinde ortamda oksijen olsa bile glikoz 6zellikle

laktata ¢evrilmektedir.

Laktatlar cori ¢evrimine girmek icin karacigere tasinmakta ve burada
glikoneogenez ile glikoza cevrilerek tekrar kana karigmaktadir. Kanser vakalarinda
cori ¢evrimi aktivitesi %20°den %50’ ye ¢ikar [39]. 1 mol glikoz sentezleyebilmek i¢in
6 ATP ve 2 NADH harcanirken, 1 mol glikozdan anaerobik glikoliz ile 2 ATP elde
edilir. Bu da Cori gevrimindeki anormal artigin viicut i¢in ayr1 bir enerji kayb1 oldugu
anlamina gelmektedir.

Glikozu TCA ¢evriminde tam olarak metabolize edemeyen kanser hiicreleri,
TCA dongiisii i¢in alternatifler bulmaya caligir. Kanser hiicreleri glutaminoliz yolu ile
glutaminden glutamat (glutaminaz katalizli) ve glutamattan a-ketoglutarat (glutamat
dehidrogenaz katalizli) sentezleyerek TCA ¢evrimini doldurmaya calisir [40]. Bir
NMR calismasinda hiicre kiiltiiriindeki glioblastoma hiicrelerine izotop isaretli
glutamin ve glikoz verilmis, kanser hiicrelerinde anaplerotik karbon kaynaginin
glutamin oldugu bulunmustur [41]. Glutamin birgok kanser hiicresinde mitokondri igin
primer substrattir. Mitokondriyal membran potansiyelinin devami igin gereklidir.

Glutaminaz inhibitorlerinin bir¢ok kanseri baskiladigi gosterilmistir ve gilinlimiizde
13



kanser tedavisinde kullanilmaktadir [42, 43].

Kanser hiicreleri karbonhidrat metabolizmalarindaki 6nemli diger farklilik
glikolitik yoldaki ii¢ allosterik, hiz belirleyici, enzimlerin regiilasyonunun bozulmasi
ve buna bagh glikoliz hizindaki anormal artistir. Bu enzimler glikoz-6-fosfataz,
friiktoz-1,6-difosfataz ve fosfoenolpiriivat karboksilazdir. Kanserde glikolizdeki diger
onemli enzim ise pirilivat kinazdir. Pirlivat kinaz fosfoenolpiriivatin piriivata
doniistimiinii katalizler ve normal hiicrelerde M1PK izoformu baskindir [44]. Kanser
hiicrelerinde ise M2PK izoformu daha aktiftir. M2 izoformunun aktivitesi aktif bolgeki
tirozinin fosfatlanmasindan dolayr M1’den oldukga diisiiktiir (Sekil 3.3). Bu durum
piriivatin laktata doniisiimiinii hizlandirmaktadir. Pirtivat kinazin embriyonik izoformu
timorlerde siklikla ortaya ¢ikmakta, adipositler haric yetiskin dokularda
rastlanmamaktadir [45, 46].

/exon8 Wexon 11}/
/ /\ hnRNPAT h
PKM1 hnRNPA2 PKM2
[ 8 [ o [ 11 ] P8 1 [ s [10] 11 ]
7
ey ros
. Tyrosine kinase
X W oncoprotein
1 —
Fructose-1,6-P,
PKM1 tetramer PKM2 dimer serine PKM2 tetramer
© 2012 American Association for Cancer Research
CCR Focus AR

Sekil 3.3: Kanser metabolizmasinda PKM2 piriivat kinaz izoformu daha baskindir.
PKM1 myc onkogeni ile baskilanmakta, PKM2 tetrameri fosfatlanmakta ve diigiik
aktiviteli PKM2 dimerine doniismektedir. Bu sekil 44 numarali kaynaktan, telif
hakkt izini ile (copyright 2012) kullanilmigtir.

Kanser hiicreleri artmis glikolitik metabolizmalar1 dolayisiyla laktik asit ve
karbonik asit iretirler, bunlar ve g¢evreleri, tiimoriin invazyon’u kolaylastirir [47].
Ayrica antikanser bagisiklik efektorlerini baskilamakta kullanilir. Tiimor hiicreleri
tarafindan {iretilen laktat, tlimor olmayan hiicreler tarafindan monokarboksilat
tastyicilart MCT-1ve MCT-2 yoluyla igeri alinir ve yeniden piriivata ¢evrilerek bu

hiicrelerin kanserlesmesinde rol oynar (Sekil 3.4).
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Kanser hiicreleri diger mikrogevre ve kemoterap6tik ajanlara karsi, antioksidan
savunma saglayan NADPH meydana getirmek i¢in glikozu pentoz fosfat yolu ile
metabolize edebilir [46] (Sekil 3.3). NADPH ayrica yag asidi sentezine de katkida
bulunabilir. Pentoz fosfat yolunun okside olmayan parcasi transketolaz reaksiyonlari
tarafindan kontrol edilir, transketolaz izoform-1, bir¢ok kanser vakasinda asir1 ifade
edilmektedir [48].

Kanser hiicrelerinde piriivat TCA ¢evrimine girebilir. Bu yol ile iiretilen asetil-
CoA ise mitokondriyal matriksten disar1 verilerek yag asitlerinin, kolesteroliin ve
izoprenoidlerin sentezi i¢in kullanilabilir. Asetil CoA, malonil-CoA ve NADPH tan
uzun zincirli yag asitleri sentezleyen yag asidi sentaz, bir¢ok kanser vakasinda aktive
edilmektedir [49, 50]. Benzer sekilde fosforilkolini meydana getiren kolin kinaz
(ChoK), kanser vakalarinda siklikla ortaya ¢ikar [50] (Sekil 3.4).

Kanser hiicrelerinde bozuk TCA c¢evrimi igerisinde, sitrat, trikarboksilat
transportorii vasitasiyla stoplazmaya tasinir, stoplazmada ATP-sitrat liyaz (ACL) ile
okzaloasetat ve asetil-CoA’ya gevrilir. Okzaloasetat malata indirgenir ve mitokondriye
geri doner ve mitokondriyel okzaloasetata cevrilir. Mitokondriyel okzaloasetat ise
NADH iretilirken TCA ¢evrimini baskilamaktadir. Mitokondriyel okzaloasetat
cevrimi tamamlamak i¢gin asetil-CoA ile reaksiyona girer (Sekil 3.4).

Kanser hiicrelerinde mitokondrinin islevsel olmamasmin en Onemli
nedenlerinden digeri ise olusan ROS’larin akonitaz, komplex I ve komplex III'li inhibe

etmesidir.

4.2. Kanser Hiicrelerinde Protein ve Yag Metabolizmasi

Proteinlerin diger biyokimyasal molekiillerden en 6nemli farki azot ihtiva
etmeleridir. Kanser hiicreleri azotu proteinlerden aldig: i¢in kanserde kaslar giderek
zayiflamaktadir. Bunun altinda yatan mekanizma ise plazma insiilin seviyelerinin
azalmasi sonucu iskelet kasinda ii¢ ana proteolitik yolaktan birinin aktive edilmesidir.
Bunlar; lizozomal sistem, kalsiyumla aktiflesen sitozolik sistem (kalpain 1 ve 2

sistemlerini igerir) ve ATP bagimli ubikuitin proteolitik sistemdir [52].
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Sekil 3.4: Kanser hiicrelerinde merkez karbon metabolizmasindaki 6nemli
degisimler. Yukar1 yonlenmis oklar kanser baglantili enzimlerin aktivasyonunu,
asagl yonlenmis oklar ise inhibisyonunu gostermektedir. HIF-1 aktivasyonu kirmizi
ile gosterilen degisikliklere neden olmaktadir. CA9 ve CA12; karbonik anhidraz 9 ve
karbonik anhidraz 12’yi gostermektedir. CTP karnitin palmitoiltransferaz, GLUT
glikoz tastyicisi, GSH glutatyon, IDO idolamin 2,3-dioksigenaz, HK heksokinaz,
OXPHOS oksidatif fosforilasyon, LAT1 L-tipi aminoasit tasiyicist 1, LDHA laktat
dehidrogenaz izoform A, MCT monokarboksilat tasiyicisi, PFK fosfofruktokinaz,
PI13K fosfaditilinositol 3-kinaz, PGM fosfoglisetatmutaz, PKM2 piruvat kinaz
izoform M2, PPP pentoz fosfat yolu, SCO2 sitokrom c oksidaz 2, TLK transketolaz,
VDAC voltaja bagimli anyon kanalini ifade etmektedir. Sekil 50 numarali kaynagin
izni ile (telif hakki, copyright, 2008 Elsevier) kullanilmistir.

Aglik, yetersiz besin aliminin uzamasi kanser durumunda plazmada serbest yag
asitlerinin konsantrasyonunun artmasina sebep olur. Bunun sebebi de lipid metabolize
edici faktoriin adipoz dokuyu katabolize etmesi ve yag asidi ve gliserol olusumunu
saglamasidir. Kanserde etkili olan makrofajlardan salinan TNF-o’nin lipoprotein
lipaz1 inhibe ettigi ve yag depolanmasini engelledigi gosterilmistir [53]. Bu siiregte
olusan gliseroller glukoneogenezde kullanilirken serbest yag asitleri ATP sentezlemek
icin kullanilir. Ayrica tiimor varliginda, kanser hiicreleri membranindaki LDL reseptor

ekspresyonu arttig1 igin LDL-kolesterol seviyeleri azalmaktadir [54].
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4.3. Meme Kanseri

Meme kanseri, memenin kotii huylu tiimoriidiir. Hastalik genel olarak kadinlarda
goriilse de erkeklerin de yakalanma ihtimali vardir. Meme kanseri yiizbinde 40.7 ile
kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir. Bunu yiizbinde 16.2 ile tiroid, 13.2 ile
kolorektal, 8.6 ile uterus, 8.2 ile akciger ve 7.7 ile mide ve 77.4 ile diger kanser tiirleri
izlemektedir [55-57]. Meme kanseri kaynaklandiklar1 yerle sinirli (non-invaziv) ya da
meme stromasini tamamen kaplayan (invaziv) olarak siiflandirilirlar. In situ meme
kanserleri kanal veya lobiilde olusurken invaziv meme kanserlerinin gogunlugu
(>%95) duktal adenokarsinom, bez epitelinin kanserleridir [58]. Meme kanseri, timor
hiicrelerinin farklilagsmas1 ve histopatolojik olarak evre ve derecesine gore
smiflandirilmaktadir. Evre, tiimér boyutu, bdlgesel lenf nodu tutulumu ve uzak
metastaza gore belirlenir [59]. Meme kanserinin tedavisi kanser asamasina goére
belirlenir [60]. Tedavi genellikle taniya gére menopoz Oncesi sonrasi ve insan
epidermal biiylime faktorii reseptorii-2 (HER2)’nin ekspresyonuna ve Ostrojen
reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) pozitif veya negatif olusuna gore
yapilmaktadir. Tedavi segenekleri evreye, hormon reseptorii bulunmasina ve tiimdriin
diger Ozelliklerine gore degisir. Meme kanserinin tedavisi cerrahi, radyoterapi,
sistematik adjuvan tedavisi (kemoterapi, tamoksifen ve aromataz inhibitorleri)

seklindedir [61].
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5. GEREC VE YONTEMLER

PDC aktivitesi arilamin asetil trasferazl (NAT1) ikinci enzimi kullanilarak

Olciilebilmektedir [62]. NAT bu sebeple klonlanmis ve saflastirilmistir.

5.1. Rekombinant pGEX-6P-NAT Geninin Klonlanmasi ve
Saflastirilmasi

NAT geni Staphylococcus saprophyticus’dan klonlandiktan sonra, ligasyon,
transformasyon, ekspresyon ve saflagtirilmalari yapilmistir. Transformasyonda E.coli
Topl0, ekspresyonda E.coli BL21 (DE3) kullanilmustir.

5.1.1. Staphylococcus saprophyticus NAT Geninin PCR ile
Cogaltilmasi

NAT, ORF (open reading frame)’in amplifikasyonunda kullanilan genomik
DNA Staphylococcus saprophyticus’ a aittir. 3615680 erisim numaras1 (NCBI gen ID)
ile gen bankasinda bulunan Staphylococcus saprophyticus tahmini NAT geni dizisi
(Sekil 5.1.) goz oniinde bulundurulup BamHI ve Xhol kesim bolgeleri igeren ileri ve

geri primerleri dizayn edilmistir.

..S’AGTATTTTAAATTTAAAAAGGGTGAAGACATGACCGATTTTAAACCATTAGAAGATT
ACTTAAATATTAATACAGAAAATTATCGTGACAATGATTTAACAACAATAAATCATTATA
TATATCAATATGTTATTAATGTACCTTTTGAAAATATCAATGTGCAAAATAAACAACCGA
TTGCTTTAGACGATGAGGCGATGATTTATAAAATTGTTTCAGAGCACAGAGGTGGTTATT
GTTACGAACAGAATCGTTTGTTCCATAGTTGGATAACGTCCAAAGGGTTTGATGCTTATA
TGATATCAGCAACAATCAATACGGGTAATGGGTGGGCCATGGCCGGTTCTCATATGGCAT
TAATTGTACAAATAAATCAAGAAAAATATTTAGTGGATGTGGGTTATGCCGATGTACCTA
AACAAGCGATGCCATTAAAAAATGAAACGGAAGTGATTGAGGATGTGAATGGAAAATTT
CAAGCGTCGTGGATTGATACGCAAACGATTGATATGAGCAAATATAAAGATGAGGCTTG
GGAAATTCAATATCGCGCGATTGACAAAGCGCAAGCAATCATGGATTTCGATGAAGCGA
TTCATTTTAATCAGTATGATGCGCATTCTATATTTGTAAAAAAATTAATTGTTAGTAAAGC
AAAGTTGTATGGACGCGTAACATTATCTAATAATCATTTAACGATTACGGATCATGGTGA
AAAAGAAAAAATTCCTGTAACACAAAGTAATTATCAGACACTATTAAAAGCATATTTTG
GTATAGAAAATATAAAATTACGACCTTTTGAATAAATCTTTGTTGTTTGCGGTTTAATTTG
AACG-3’...

Sekil 5.1: Staphylococcus saprophyticus: SSP2292, tahmini arylamine N-
acetyltransferase (780 nt) upstream 30, downstream 30 gen dizilimi.

Bu gen dizilimi g6z 6niine alinarak dizayn edilen BamHI igeren ileri ve Xhol
iceren geri primerler asagida verilmistir.
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lleri..... F-5-AAGGGTGGATCCATGACCGATTTTAAAC-3’ (alt1 gizili
bolge BamHI kesim bolgesidir).

Geri.....R-5’-GCCGCACTCGAGTTATTCAAAAGGTCGT-3> (alt1 ¢izili
bolge Xhol kesim bolgesidir)

Amplifikasyon 25 pl toplam hacimde yapilmistir. 2 pl template DNA (6nceden
tarafimizdan klonlanmig bir konstrakt olan NAT-pET-22b), 1 uM 5’ ve 1 uM 3’
primerler, 1 tinite Taq master mix (Taqg polimeraz, her bir ANTP’den 200 uM, 1 mM
MgClzigerir) kullanilmistir. Ornek DNA termal cycler’a yerlestirilip 94°C (30 s), 50°C
(30 s), 68°C (60 s) 5 dongti, bu dongiliniin ardindan primerlerin baglanma sicakligi
57°C (30 s)’ye yiikseltilip 25 dongli yapilmistir. Son dongii basamagindan sonra
reaksiyon 68°C’de 5 dk bekletilip sonlandirilmigstir. PCR iiriinii etidyum bromiir (0.5
ug/ml) iceren % 1°lik agaroz jelde goriintiilenmis ve ardindan jelden DNA saflastirma

kiti (RTA Laboratuarlari, Jel/PZR Saflastirma Kiti) kullanilip saflastirilmistir.

5.1.2. Restriksiyon Endoniikleaz Kesimi

pGEX-6P-1’in BamHI ve Xhol restriksiyon endoniikleazlar ile yapilan ikili
enzim kesiminde Tango tampon (Fermentas) kullanilmistir. 2 pl pGEX-6P-1’in dnce
2 ul Xhol ile (20 unit), 2 ul BamHI tampon (10X)’da, 45 dk, 37°C’de kesilmistir. Daha
sonra reaksiyon ortamina 1.5 pl BamHI ilave edilerek ve 40 dk inkiibe edilmistir.
PGEX-6P-1’in BamHI ve Xhol kesim {irtinii (vektor) (~ 4980 bp) etidyum bromiir (0.5
ng/ml) iceren % 1°lik agaroz jelde goriintilenmistir. Agaroz jelden DNA saflastirma
kiti (RTA Laboratuarlar) ile saflagtirilmistir (tiim restriksiyon enzimi kesim
reaksiyonlarindaki sicaklik 37°C dir). Benzer BamHI ve Xhol ikili enzim kesimi,
Staphylococcus saprophyticus’dan PCR ile cogaltilan NAT’a da yapilmistir. Ozetle 20
ul PCR diriindi, 2 pl BamHI, 2 pl Xhol, restriksiyon endoniikleazlari ile 3 pl Tango
tampon ortaminda ikili enzim kesimi gergeklestirilmistir. Bu 27 pl’lik PCR iirlinii
(insert) kesim reaksiyonu etidyum bromiir (0.5 pg/ml) iceren % 1°lik agaroz jelde
goriintliilenmis ve ardindan jelden DNA saflastirma kiti ile saflagtirllmigtir. Vektor ve
insert’iin 5’er pl’si etidyum bromiir (0.5 pg/ml) iceren % 1’lik agaroz jelde

gorlntiilenmistir.
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5.1.3. Ligasyon ve Transformasyon

Daort ayr1 vektor/insert oraninda 16 saatlik ligasyon reaksiyonlart kurulmustur
(Tablo 5.1).

Tablo 5.1: NAT in pGEX-6P-1’¢ aktarilmasi ligasyon sartlari.

Vektor (pGEX-6P-1- | Insert (NAT-BamHI- | T4 DNA T4 DNA Steril DI
BamHI-Xhol-kesim, | Xhol-kesim, 5 ligaz, pl ligaz tampon | su, pl
20 ng/ul), pl ng/pl), pl (10X), ul
Reak.1 5 35 2 2 7.5
Reak. 2 5 0 2 2 11
Reak. 3 4 4 2 2 8
Reak. 4 4 8 2 2 4

Ligasyon reaksiyonlar1 16°C’de gece boyu stirdiiriilmiistiir (18 saat). Bir giin
sonra kompetan E.coli Top 10 hiicrelerine (50 ul son hacimde) transformasyon
yapilmistir. Transformasyonda her bir ligasyon reaksiyonundan 8 pl kullanilmistir.
42°C’de 60 sn soklamanin ardindan reaksiyonlar tizerine 200’er ul LB (Luria-Broth)
ilave edilmistir. 37 °C’de 1 saat 230 rpm’de On biiyiitme yapildi ve reaksiyonlarin
tamami (258 ul) 100 pg/ml amfisilin igeren dort adet LB gara ekilmistir. Bir gece
37°C’de inkiibasyon sonrasi segilen tek E.coli Top 10 kolonileri kiigiik kiiltiirde (5 ml
amfisilinli LB’de) gece boyu biiyiitiilmistiir. Saflastirilan pGEX-6P-1-NAT plazmiti

BamHI ve Xhol ikili enzim kesimi ile dogrulanmustir.

5.1.4. Rekombinant pGEX-6P-NAT’mn Ekspresyonu Vve
Saflastiriimasi

Amfisilinli agardan sec¢ilen tek, pGEX-6P-1-NAT igeren E.coli Top 10 kolonisi
5 ml amfisilinli (100 pg/ml) LB’de bir gece bilyiitilmiistiir. RTA kiti (Plazmid DNA
[zolasyon Kiti) ile plazmit saflastirmasi yapilmistir. 3 pl plazmit, kompatent E.coli
BL21 (DE3) ekspresyon konakgisina transforme edilmistir. Ertesi giin E.coli BL21
(DE3) tek koloni 6n kiiltlir olusturmak iizere amfisilin iceren 5 ml LB’ye ekilerek
37°C, 180 rpm’de bir gece inkiibe edilmistir. Gecelik kiiltiiriin ardindan 1:250
seyreltme oraninda 500 ml LB’ye (100 pg/ml amfisilin) inokiile edilmistir. Hiicreler
37°C’de ODsoo 1-1.2 olana dek biiyiitiilmiistiir. 1 mM IPTG ile indiikleme yapildiktan

sonra hiicreler ayni1 sartlarda 5 saat daha biiyiitiilmiistiir. Bu esnada ¢esitli zamanlarda
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biiylime ortamindan ornekler alinmis ve SDS-page ile indiikkleme takip edilmistir.
Hiicre kiiltiirii 8000 rpm, 4°C, 10 dk santrifiigasyon ile ¢oktiirtilmiistiir. 500 ml
kiltiirden elde edilen 8 gr bakteriyel 1slak pellet -75°C’de dondurulmustur.

Protein saflastirilmasi yapmak tizere -75°C’den, 4 gr bakteriyel 1slak pellet
alinmig ve 40 ml lizis tamponda (lysis tampon: 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, 0,.5 mM
DTT igeren PBS. PBS: 137 mM NacCl, 10 mM NazHPQO4, 2 MM KH2POg4, ve 2.7 mM
KCI, pH 7.4) pipetlenmistir. 20 mg lizozim ilave edilerek oda sicakliginda viskoz bir
yap1 olusana kadar yaklasik 10-15 dakika ara-ara karistirilarak bekletilmistir. 10 kez
30 sn sonikasyonun ardindan 30 sn beklenmistir, mikrotip prob kullanilip % 50 gii¢
cikisinda sonikasyon yapilmigtir. Hiicre lizat1 8000 rpm, 4°C, 20 dk santrifiij edilmis
ve ist kisim PBS ile dengelenen GST kolona (17 mm i¢ ¢ap x 10 mm) yiiklenmistir
(4°C). GST kolon ile etkilesmeyen proteinlerin kolondan uzaklastirilmasi i¢in 5X
kolon hacminde yikama tampon (%1 Triton X-100, 150 mM NaClI igeren PBS)
kullanilmistir. GST-NAT olarak ekspresyonu olmus fiizyon proteini eliisyon tampon
(50 mM Tris-HCI pH 8.0, 15 mM indirgenmis glutatton, | mM PMSF, 1| mM EDTA,
0.5 mM DTT ve protease inhibitdr kokteyl icermektedir) ile toplanmaistir.

5.2. Insan PDP1. Klonlanmasi, Asir1 ifade Edilmesi,
Substratin Hazirlanmasi ve Aktivite Ol¢iimii

Insan PDP1c meme kanseri hiicrelerindeki PDC; aktivitelerinin dl¢iimlerinde

kullanildigr i¢in klonlandiktan sonra saflagtirilmistir.

5.2.1. PDP1; Klonlanmasi

Insan PDP1c geni template olarak troid dokusundan elde edilen cDNA ileri
primer 5’-CGT TTT CAT ATG GCT TCC ACA CCA CAG AAA-3’ (alt1 ¢izili bolge
Ndel kesim bolgesi) ve geri primer 5’-TTG AAC CTC GAG TCACTATTC TTG
GTT TTG ATA CGC-3’ (alt1 ¢izik bolge Xhol kesim bdlgesi) kullanilarak PCR ile
cogaltilmistir. PCR reaksiyon karisimi: 50 pl toplam hacimde 0.2 mM dNTP karigima,
10 pmol primer (ileri ve geri) 100 ng cDNA template, 1 pul Turbo DNA polimeraz
(Strategene, 2.5 U/ul), 5 pl polimeraz tampon ¢ozeltisi icermektedir. PCR protokolii
ise 2 dk 94°C’de (1 dongii), 30 sn. 94°C, 30 sn 50°C’de, 20 sn ve 72°C’de 10 sn (35
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dongii) yapilmistir. Amplifikasyonun ardindan “erime egrisi” analizi i¢in uygulanan
program 95°C’de 0 saniye, 65°C’de 10 saniye ve 95°C’de 0 saniye (1 dongii) olarak
ayarlanmistir. PCR reaksiyonu i¢in negatif kontrol olarak cDNA yerine su

kullanilmustir.

5.2.2. Insan PDP1¢’nin Asir1 ifade Edilmesi

5 mL’lik iki kiiciik gecelik pet28a-PDP1c-BL21-DE3 kiiltiri (30 pg/ml
kanamisin), 500 ml’lik iki biiylik kiiltiire asilanmistir. Hiicreler 37°C, 190 rpm’de
ODegoo 1-1.5 olana kadar biiyiitiilmiis, 0.3 mM IPTG ile indiiklenmis, inkiibator
sicakligr 29°C’ye diisiiriilmiis ve hiicreler 29°C’de 6 saat daha biyiitlilmiistiir.
Overekspresyonu gozlemlemek icin SDS-page’de kullanilmak {izere indiikleme
oncesinde ve sonrasinda belli zamanlarda 1’er mL 6rnekler ¢ekilmis (1, 2, 3 ve 6 saat)
ve ¢oktiirtilmiistiir (9.500 rpm, 5 dk). Daha sonra tiim hiicre ¢oktiiriilerek (9.500 rpm,

5 dk) protein izolasyonunda kullanilmak i¢in -80°C’de muhafaza edilmistir.

5.2.2.1. Hiicrelerin Lizisi

E. Coli BL21 DE3 pET28a- PDPIc hiicresi (9 g), 40 ml, 40 mM tris tampon,
50 mM NaCl, %1 triton x-100, 1 pg/ml aprotinin, 1 pg/ml leupeptin, 1 mM PMSF, 2
mM EDTA, 1 mM DTT, 20 mg lizozim, pH 7.4 icerisinde ¢oziilmiistiir. Cam ¢ubuk
ile buz iizerinde karigtirllmistir. Buz banyosunda 27 kez % 57 gii¢, 20 sn, %60 cycle’da
sonike edilerek ve ¢oktiiriilmistiir (10.000 rpm’de, 30 dk, 4°C).

5.2.3. PDP1; Substratinin Hazirlanmasi

Yukarida belirtildigi gibi PDP1 fosfatlanmigs PDC molekiiliindeki fosfat
gruplarini hidroliz ederek PDC’yi tekrar aktive eder. Bu sebeple fosfatlanmig PDC
hazirlanmasi1 gerekmektedir. PDC saflastirmak i¢in bilinen yaygin kaynak taze sigir
kalbidir. PDC asagida belirtilen prosediire gore sigir kalbinden izole edilmis ve

fosfatlanmustir.
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5.2.3.1 PDC’nin Sigir Kalbinden Kismen Saflastirilmasi

Oncelikle mitokondri izolasyonunda kullanilan tiim tamponlar ve ¢ozeltiler DI
(milipor ultra pure) su ile, onem arzeden aktivite ¢ozeltileri steril DI su ile
hazirlanmistir. DI su ile hazirlanan siikroz tampon ve fosfat tampon 0.22 pum ¢aph
selilloz asetat membran ile filtre edilmistir. Tiim saflagtirma asamalar1 ve diger
calismalar buz iizerinde yapilmistir. Tiim tamponlar buzdolabinda ya da buz iizerinde
sogutulmustur.

Yeni kesilmis bir sigirdan alinan kalp igerisinde kan kalmayacak sekilde
yikanmistir. Yag tabakasi, dis zari, kikirdak kisimlari igermeyen kirmizi et kismi
kusbasi seklinde kesilmistir. Buz lizerinde muhafaza edilmistir. Tefal kiyma makinesi
ile kiyma (0.44 g) haline getirilmistir. Kiyma fosfat tampon pH 6.5 ile bir kez
yikanmistir. Ardindan iki kat peynir torbasi ile siiziilmiis, sikilarak kan tamamiyla
uzaklastirilmig ve 0.44 g siikroz tampon (siikroz tampon = 171.15 g siikroz, 400 pL
0.5 M EDTA, 20 ml 1 M fosfat tampon, K«xPOa, pH 8 son hacim 2 L) ilave edilmistir.
Iyice karigtirildiktan sonra ortamim pH’s1, 5 M KOH ile 7.6 yapilmistir. Buz {izerinde
+4°C’de bir gece bekletilmistir. Ikinci giin %10 luk asetik asit ile pH 6.8 yapilmustir.
Kalp kiymasi ¢dzeltisi 500 m1’lik behere alinmistir. Ikea homojenizator ile 24.800/dk
hizda 20 dk homojenizayon yapilmistir. Tiim homojenata pH kontrolii yapilmistir (pH
6.8). Falkon tiiplerinde 45-50 ml hacimlerde 2000 rpm’de 13 dk +4°C’de santrifiij
yapilmigtir. Ust kisim siiziintii buz iizerinde olacak sekilde 6-8 kat peynir torbast ile
stiziilmiis, 8000 rpm, +4°C ve 20 dk santrifiij edilmis bdylece mitokondri
¢oktiiriilmistiir. Mitokondri esit hacimde 0.014 M B-merkaptaetanol’de ¢oziilmiis (B-
merkaptaetanol taze olmalidir) ve diisiik hizda homojenize edilmistir. 9000 rpm’de 30
dk +4°C’de santrifiigasyon yapilmis ve iist kisim atilmistir. Coken mitokondri 20 mM
fosfat tampon pH 6.5 ile esit hacimde homojenize edilmis. Inhibitorlii fosfat
tampondan (50 ml, 20 mM fosfat tampon pH 6.5’¢ 50 uL. 1mg/ml aprotinin, 50 pL
Img/ml leupeptin, 5 uL 1 M benzamidin ilave edildi) 10’ar ml koyulmustur.

Homojenize edilmis, s1vi azotta dondurulmus ve -80°C’de depolanmastir.
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5.2.3.2. Mitokondrinin Parcalanmasi

Mitokondri igeren falkon tiip -80°C’den ¢ikarilmis ve viicut sicakliginda
siirekli karigtirilarak eritilmistir. 50 ml ekstraksiyon ¢ozeltisi (30 mM MOPS tampon
pH 7.4 igerisinde, 2 mM EDTA, 5 mM DTT, %3 triton X-100, % 0.2 BSA, 1 mM
PMSF, 1 adet proteaz inhibitor kokteyl tablet) eklenerek buz banyosunda 600 rpm’de
3 saat bekletilmistir. 10.000 rpm, 15 dk santrifiigasyon yapilarak ¢oktiiriilmiis ve ¢oken

kisim atilmustir.

5.2.3.3. PEG-6000 Coktiirtilmesi

PEG-6000 ¢oktiirmesi son PEG miktart %5 olacak sekilde buz iizerinde
yapilmistir. Reaksiyon 500 rpm’de 30 dk karigtirilmig ve ardindan 10 K, 15° +4°C’de
santrifiigasyonu ile ¢okebilen proteinler ¢oktiiriilmiistiir. Coken kisim, 10 ml
tampon’da (30 mM MOPS tampon pH igerisinde, 2 mM EDTA, 5 mM DTT, %3 triton
X-100, % 0.2 BSA, 1 mM PMSF, 1 pg/ml aprotinin) bir pipet ile ileri-geri yapilarak
¢ozlilmistiir. Buz iizerinde +4°C’de bir gece bekletilmistir. Ertesi giin pipet ile ileri-
geri yapilarak karistirilmigtir. Santriflij yapilip ¢6ziinmeyen kisim ¢oktiiriilmils ve

atilmis ve PDC elde edilmistir.

5.2.3.4. PDC’nin Fosfatlanmasi

Laboratuarimizda sigir kalbinden PEG-6000 c¢oktiirmesi ile elde edilen
PDC’nin 1 ml’si, 5 mM MgClz ve 6 mM ATP ile 45 dk 30°C’de inkiibe edilmistir. 45
dk siire doldugunda fosforile PDC buz {izerinde 25 dk bekletilmistir. Bu substratin 5
ul’si kullanilip PDC aktivitesine bakilmis ve baslangi¢ aktivitesinin 20 kat azaldigi
goriilmiistiir. Fosfo-PDC (1 ml) 400 ml, 10 mM MOPS, 50 mM KCI, 0.1 mM
EDTA’ya kars1 1 saat diyaliz edilmistir (+ 4°C). Diyaliz ¢6zeltisi degistirilip (400 ml)
gece boyu hafif karistirilarak diyalize devam edilmistir (+4°C). Ertesi giin diyaliz
tampon 400 ml taze tampon ile degistirilmis ve bu tamponda 4 saatte bir degisim
yapilarak 8 saat boyunca diyalize devam edilmistir. Bu siirenin ardindan aktivite

Olciimii tekrar edilmis, baslangi¢ aktivitesinin 40-45 kat diistiigli, yani PDC’nin
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tamamen inaktif hale geldigi (PDC;j) gortilmistiir. PDC;j, 100 pl fraksiyonlara ayrilmis
PDP1. aktivite dl¢ctimlerinde gerektiginde kullanilmak tizere -80°C’de depolanmustir.

5.2.4. inaktif PDC ile PDP1. Aktivitesi Olciimii

PDCi, PDP1. aktivitesinin 0l¢iilmesi i¢in substrat olarak kullanilmistir. Bu
calismada 29 pul substrat (inaktive PDC), 0.4 ul 100 mM CaCl: (son derigim 1.3 mM),
0.6 ul, 1 M MgCl:2 (son derisim 20 mM), 3 ul, 10 mM EGTA (son derisim 1 mM), 10
ul konsantre PDP1c, ilaveleri yapilmistir. Reaksiyon karigimi hafif vortekslenerek
30°C’lik su banyosuna koyulmustur. 15 dk sonra 15 ul 6rnek ¢ekilerek PDC
aktivitesine bakilmistir.

Kontrol ¢alismasinda, 29 ul substrat, 0.4 ul 100 mM CaClz, 0.6 ul 1 M MgCly,
3 ul 10 mM EGTA, ilaveleri yapilmis, reaksiyon karisimi hafif vortekslenmis ve
30°C’lik su banyosuna koyulmustur. 15 dk sonra 10 ul o6rnek c¢ekilerek PDC

aktivitesine bakildimis fakat her hangi bir aktivite gériillmemistir.
5.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Bu ¢alismada MCF-7, T47D, MDA-MB-231 meme kanseri, ACHN bobrek
adenokarsinoma ve HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) hiicreleri

kullanilmastir.
5.3.1. Meme Kanseri Hiicre Kiiltiirleri

Calismamizda MCF-7, T47D ve MDA-MB 231 olmak tizere ti¢ farkli hiicre
hatt1 kullanilmistir. MCF-7, insan adenokarsinomu kaynaklidir, 6strojen pozitiftir ve
yayilma egilimi yoktur (invaziv degildir). T47D, duktal karsinoma kaynakldir,
Ostrojen ve progesteron pozitiftir ayrica invazif degildirr. MDA-MB-231 ise insan
adenokarsinomu kaynaklidir, dstrojen negatiftir ve invaziv bir hiicre soyudur [63].

MCF-7, T47D ve MDA-MB-231 hiicreleri DMEM F:12 medyumda
biyiitilmistir. Bu mediumlar %10 FBS, %9.2 NaHCOsz ve 100 UJ/L
penicillin/streptomycin, %1 non-essential aminoasitler ve %1 glutamin igermektedir.

Normoksik sartlarda inkiibator 37°C’de, %21 oksijen, %5 CO2’e ayarlanmistir. Alt
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kiiltiirleme yapilirken aderent hiicreler 1xtripsin-EDTA yardimiyla flasklardan
ayrilarak santrifiijlendikten (1.000 rpm, 5 dk) sonra yeni medyum eklenerek 225 cm?’
lik yeni kiiltiir kaplarina ekildi. Son asamada her bir hiicre flasklardan kaziyarak
almmustir. Islak hiicreler (2-5x107 adet, ~140 mg 1slak hiicre) enzim aktivite

Ol¢iimlerinde kullanilmak tizere -80°C’de muhafaza edilmistir.

5.3.2. Renal ve HUVEC Hiicre Kiiltiirleri

Bobrek adenokarsinoma hiicre hatti (ACHN), 100 unit/mL streptomisin, 100
pg/mL penisilin ve %10 FBS iceren DMEM igeriside, 5% CO2 ve 37°C’de T75
flasklarda kiiltiire edilmistir. DCA muamelesi i¢in hiicreler alti-kuyucuklu plakaya
transfer edilmistir ve ayni sartlarda biiyiitiilmiistiir. Ardindan hiicreler taze FBS’siz
medium icerisinde 24 saat inkiibe edilmislerdir. Sonrasinda DCA igeren DMEM +
%10 FBS mediumlar ile DCA muamelesi gergeklestirilmistir. Hiicreler li¢ kez buz

soguklugunda %0.9 NaCl ile yikanmig ve ardindan metabolitler ekstrakte edilmistir.

5.3.3. Hiicre Stoklanmasi ve Dondurulmus Hiicrelerin
Coziilmesi

Tripsinlenen hiicreler santrifiij edilmis (1.000 rpm, 5 dk), besiyeri
uzaklastirildiktan sonra %10 DMSO igeren serum ile siispanse edilmis 1.5 ml’lik kriyo
tiiplere alinarak ve -80°C’de bir gece birakildiktan sonra s1v1 azot tankina aktarilmistir.
Kullanilmak istenildiginde ise siv1 azotta depolanan hiicreler 37°C’de hizli sekilde
¢ozililmiis daha sonra ilgili besiyeri ilave edilerek santrifiij edilmistir (1.000 rpm, 5
dakika) ve s1v1 kisim uzaklastirilarak olusan pellet medyum ile tekrar siispanse edilmis

flasklara alinmstir.

5.4. Kanser Hiicrelerinden Mitokondrilerin Eldesi ve Enzim
Aktivite Olciimleri

Hiicreler belirtilen sekilde biiyitiilmelerinin ardindan mitokondrileri izole

edilerek aktivite dlgtimleri igin kullanilmistir.
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5.4.1. Kanser Hiicrelerinden Mitokondri Eldesi

Kanser hiicrelerinden mitokondri izolasyonunda literatiirdeki mevcut metodlar
kullanilmistir [64]. Kisaca, yaklasik 4x107 adet kanser hiicresi, soguk 3 ml mannitol
tamponda (10 mM HEPES, 210 mM mannitol, 70 mM siikroz, % 0.1 BSA, 0.2 mM
EDTA, 50 pl proteaz inhibitér kokteyl (1 tablet + 600 pl DI H.O stokdan), 125 mM
KCI, pH 7.4) pipetlenerek ¢ozilmistir. Motor destekli Potter el-Vehjem
homojenizatorii ile hiicre membranlart mekanik olarak pargalanmigitr. 1000 rpm, 4°C,
10 dk santrifiigasyon yapilmistir. Siipernatan pipet yardimiyla dikkatlice alinmis
(stipernatan rengi bulanik) ve mitokondrice zengin fraksiyon 14.000 rpm, 15 dk
santrifiigasyon ile ¢oktiiriilmiistiir. Bu fraksiyon 150-250 pl lysis tamponda (30 mM
MOPS tampon pH 7.4 igerisinde, 2 mM EDTA, 2-5 mM DTT, %3 Triton X-100, %
0.2 BSA, 125 mM KCI, 1 mM PMSF, 1 adet proteaz inhibitdr kokteyl tablet, son hacim
50 ml) pipetlenmistir. Buz iizerinde ara ara pipetlenerek mitokondrinin ¢éziinmesi
saglanmistir. Coziinmeyen partikiiller 14.000 rpm, 5 dk, 4°C’de santrifiij yapilarak
coktiiriilmiistiir. Elde edilen berrak siipernatanda (mitokondri 6ziitii) PDC, a-KGDC
ve SDH aktivite dl¢ilimleri asagida belirtilen sekilde yapilmistir.

5.4.2. Enzim Aktivite Ol¢iimleri

Elde edilen mitokondriler belirtilen sekilde par¢alandiktan sonra enzim aktivite

Ol¢timleri yapilmaistir.

5.4.2.1. PDC ve a-KGDC Aktivite Tayini

PDC ve a-KGDC aktiviteleri NAD—NADH doniisiimiiniin 340 nm’de
mikroplate okuyucu (Molecular Device)’dan degerlendirilmistir. Aktivite dlgtimleri
100 pul son hacimde gergeklestirilmistir; 70 mM KyxPOstampon, pH 7.8, 2 mM NAD",
2 mM MgCly, 0.127 mM CoA, 0.217 mM TPP, 3.44 mM cystein, 10 uM rotenon, 2
mM piriivat (PDC aktivitesinde) veya 2 mM a-ketogluterat (a-KGDC aktivitesinde)
kullanilmigtir. NAD™ ve CoA igeren ¢ozeltiler taze olarak hazirlanmustir. Aktivite

umol NADH/dk/mg mitokondrial protein olarak hesaplanmistir. Bir unite (U) dakika
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olusan pmol NADH miktarin1 ifade etmektedir. Tiim aktivite 6lgtimleri 30+0.4°C
sicaklik dengesi saglandiktan sonra yapilmistir. Tiim tampon ve stok cozeltiler

otoklavlanmis deiyonize su ile hazirlanmigladir.

5.4.2.2. PDC Reaktivasyonu

Kanser hiicrelerinden elde edilen mitokondriyel 6ziitler 2.5 mM CaClz, 20 mM
MgClz, 10 mM DCA, 1 mM spermine, 4 pl rekombinant PDP1¢ igeren ortamda,
30.0°C sicaklikta reaktive edilmistir. 5 dk ve 10 dk sonra reaktivasyon ortamindan 10
ul ornekler ¢ekilerek 2.4.1. kisminda belirtilen sekilde PDC aktivitesi dlglilmiistiir.
Kontrol deneylerinde PDP1. yerine 3 pl DI su kullanilmigtir. PDCa, PDCt ve PDCt +

PDP1c durumlarinda aktivite 6l¢iim kosullart Sekil 5.2°de 6zetlenmistir.

+10 mM DCA
+0.5mM Ca
+20 mM Mg
+10 mM DCA + 1 mM spermine
+0.5mM Ca +
+20 mM Mg E.coli ekspre
+ 1 mM spermine insan PDP1,
zercek (a) PDCtoplam (t) PDC + PDPl

(aktlf)

PDK,,
(ATP)

(Tiim) PDC)
(1ﬂaktlﬁ\@ \ \

PDC aktivitesi Ol¢iiliir (3 kez)

Sekil 5.2: Kanser hiicrelerinde PDC intrinsik fosfatazin reaktivasyonu neticesinde
PDCtoplam aktivitesinin ve rekombinant fosfataz kullanilarak PDCt + PDP1c enzim
aktivitelerinin 6l¢tilmesi.
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5.4.2.3. SDH Aktivite Tayini

50 mM KxPOj4 tampon, pH 7.4, 2 mM KCN, 50 uM DCIP, £10 mM malonate
igeren reaksiyon ortami 30°C sicaklik dengesi kuruluncaya kadar plate okuyucuda
bekletilmistir. 3-4 pl mitokondriyel 6ziit ilave edilmistir. DCIP konsantrasyonu
sabitlendiginde 20 mM Na-siiksinat ilavesi yapilarak 600 nm’de abzorbans degisimi
takip edilmistir. Aktivite mg protein basina dakikada indirgenen DCIP nmolii olarak

ifade edilmistir (DCIP i¢in 600 nm’de milimolar extinction sabiti 19.1 mM™ cm™).

5.4.2.4. Diger Mitokondriyel Enzimlerin Aktivitelerinin
Olciilmesi

IDH aktivitesini 6l¢gmek i¢in 10 uM rotenon, 25 mM okzamat, | mM NAD", 5
mM MgSOs igeren 25 mM MOPS pH 7.5 tampon kullanilmistir. Aktiviteler 30 °C
sabit sicaklikta 6l¢tilmiistiir. Enzimatik reaksiyonlar 10 ul DL-izositrat (100 mM stok)
ilaveleri ile baslatilmistir. Zaman ile NADH olusumu 340 nm’de mikroplate okuyucu

(Molecular Device) ile takip edilmistir.
5.4.2.5. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Aktivitesi

LDH aktivitesi 340 nm’de NADH abzorbansinin azalmasi ile takip edilmistir.
Kontrolde LDH inhibitorii okzamat kullanilmistir. Bu deneylerde; 20 pl piriivat (100
mM stok), 8 ul NADH (18 mM stok),+/- 20 uL, okzamat (625 mM stok), 5 ul ACHN
enzim kaynagi, 447 uL, K«PO4 tampon (10 mM, pH 7.8 stok) kullanilmistir.

LDH aktivitesinin LC-MS/MS ile de takip edilebilmesi i¢in ayrica bir metot
gelistirilmistir. Bu metotta NAD ve NADH molekiilleri kromatografik olarak
birbirinden ayristirilmis, MS dedektorii ile tayin edilmistir. Meme kanseri hiicreleri
stoplazmik ektraktlar1 kullanilarak LDH aktivitesi 6l¢iilmiis ve LC-MS/MS ile Tablo

5.2’de verilen deney planina gore takip edilmistir.
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Tablo 5.2: Meme kanseri hiicre hatlarinda LDH aktivitelerinin LC-MS/MS ile
incelenmesinde kullanilan deney plani.

Eklenen Miktar (ul)

Tampon, |Pyruvate | NADH | Okzamat | Enzim, |Toplam

KxPOg, kaynagi | hacim

pH 7.8 20mM |18 mM | 625 mM
Aktivite kontrol (Ticari 940 100 20 0 10 1070
LDH aktivitesi), -okzamat
MCF-7, -okzamat 940 100 20 0 50 1110
MCF-7, +okzamat 900 100 20 40 50 1110
T47-D, -okzamat 840 100 20 0 150 1110
T47-D, +okzamat 800 100 20 40 150 1110
MDA-MB-231, -okzamat | 940 100 20 0 50 1110
MDA-MB-231, +okzamat | 900 100 20 40 50 1110

5.5. Gen Ifadesi

Gen ifadesi 6l¢timleri geregekzamanli PCR yontemi kullanilmistir. Bu analizde

meme kanseri hiicre hatlarindaki PDK1-4 ve PDP1-2 seviyeleri belirlenmistir.

5.5.1. RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

Kiiltiire edilen kanser hiicrelerinden Magna Pure otomatik RNA izolasyon
sistemi (Roche) ve kiti (MagNa Pure Compact RNA Isolation Kit) kullanilarak total
RNA izolasyonu yapilmustir. 20 ul hacimde 1 pg total RNA, son konsantrasyonlart 5
ug/ml random primer, 1XRT-tampon, 0.5 mM dNTP karisimi, 10 mM DTT, 2 U/ul M-
MLV reverse transkriptaz enzimi olacak sekilde reaksiyon karisimi hazirlanmstir.
PCR kosullart 70°C’de 10 dk, 37°C’de 1 saat, ve 99°C’de 5 dk olarak uygulanarak
orneklerden cDNA elde edilmistir.

5.5.2. Kantitatif PCR ile mMRNA Seviyelerinin Analizi

Kantitasyon i¢in ger¢ek zamanl (real-time) kantitatif PCR (lightCycler480,
Roche Diagnostics GmbH, Germany) kullanilmigtir. PCR reaksiyonu igin Probe
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Master mix (Roche, Mannheim, Germany), 2 ul cDNA 6rnegi ve her bir gen i¢in Tablo
5.3.’de verilen primer (10 pmol) ve problar kullanilmistir. Ornekteki RNA miktarmin
kalite ve miktarinin normalizasyonu i¢in kontrol geni olarak aktin geni kullanilmistir.
PCR kosullar1 95°C°de 1 dk (1 dongii) 6n denatiirasyondan sonra 95°C’de 10 saniye,
57°C’de 20 saniye ve 72°C’de 10 saniye (35 dongii) yapilmistir. Amplifikasyon
sonucunda beklenen PDK1, PDK2, PDK3, PDK4, PDP1 ve PDP2 irinlerinin
buyiiklikleri sirasiyla 1419, 1413, 1454, 1590, 131 ve 128 nt’dir. Ayrica
amplifikasyonun ardindan “erime egrisi”’ analizi i¢in uygulanan program 95°C’de 0
saniye, 65°C’de 10 saniye ve 95°C’de 0 saniye (1 dongii) olarak ayarlanmistir. PCR
reaksiyonu i¢in negatif kontrol olarak cDNA yerine su kullanilmistir. Standartlar i¢in
seri diliisyonlar hazirlanarak, her diliisyon ¢ift olarak kullanilmistir. Sonuglar AACt

yontemine gore degerlendirilmistir.

5.5.3. PDP1 ve PDP2 Genlerinin Sybergreen (SYBR) ile
Cogaltilmasi

Her iki gen SYBR premis Ex Taqg (Takara) enzim ve tamponlar1 kullanilarak,
LightCycler 2.0 kapiller sistemi ile ¢alisilmistir. PCR reaksiyonu; 5 ul SYBR Ex Taq
2x tampon, 1 ul Ex Taq, 1 pl 5 pmol primer, 2 ul cDNA 6rnegi ve 1 pl su ile PRC
mix. hazirlanmistir. PCR kosullar1 95°C’de 10 saniye (1 dongii) 6n denatiirasyondan
sonra 95°C’de 5 saniye, 58°C’de 10 saniye ve 72°C’de 5 saniye (35 dongil) yapilmistir.
Amplifikasyonun ardindan “erime egrisi” analizi igin uygulanan program 95°C’de 0
saniye, 65°C’de 10 saniye ve 95°C’de 0 saniye (1 dongii) olarak ayarlanmistir. PCR
reaksiyonu i¢in negatif kontrol olarak cDNA yerine su kullanilmistir. Standartlar i¢in
seri diliisyonlar hazirlanarak, her diliisyon ¢ift olarak kullanilmistir. insan beta-2
microglobulin geni “dis egri” olusumunda ve internal kontrol i¢in kullanilmigtir. Bu
genlerde prob kullanilmadigindan sonuglar “erime egrisi” yontemi ile dogrulanmustir.
Sonuglar semi-kantitatif olarak degerlendirilmistir.

Primer ve problar ProbeFinder (versiyon 2.45) (Roche) kullanilarak dizayn
edilmistir. Primerler IDT firmasindan ve problar ise Roche firmasindan temin

edilmistir. Kullanilan primer ve problar Tablo 5.3.’de gosterilmektedir.
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Tablo 5.3: Gergek-zamanli PCR deneylerinde kullanilan primer ve problar.

Gen Ileri Primer (5°-3°) Geri Primer (5°-3°) Probe

PDK1 | gctgggtaatgaggatttgact aagtctgtcaattttcctcaaagg | Roche Universal Probe #10
PDK2 | agctggtgcagagctggta tcettgtccaggaactccat Roche Universal Probe #79
PDK3 | tgtgtgaacagtattaccctggtagc | gtttgtctggcgcetttgg Roche Universal Probe #11
PDK4 | tgcaattggttaaaagctggt catctgggctgggcttttctcatgg | Roche Universal Probe #31
PDP1 | gggcactgctacccattc acaatttggatgcctccttacta Roche Universal Probe #59
PDP2 | tgtgcaaagcctacagacaca ggctgagttgcaagtgaaaa Roche Universal Probe #6

Actin (kontrol); ACTB kontrol (Roche) primer ve prob igermektedir.

5.6. Protein Analizleri

Proteinlerin analizleri i¢in western blot teknigi kullanilmistir. PDK1-4

proteinleri toplam seviyeleri ve PDP1-2 proteinlerinin fonksiyonlari ele alinmistir.

5.6.1. Hiicrelerin Parcalanmasi (Lizis)

Yaklastk 3x10° adet hiicre RIPA tampon (20 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl,
1 mM NaEDTA, 1 mM EGTA, % 1 NP-40, % 1 sodyum deoksikolat, 2.5 mM sodium
pyrofosfat, 1 mM B-gliserofosfat, 1 mM NasVVOs, 1 pg/ml leupeptin, 1 mM PMSEF,
proteaz inhibitdr kokteyl) igerisinde pipetlendikten sonra buz banyosu icerisinde 3 sn
sonikasyon uygulamasi yapilmistir. Protein konsantrasyonlar1 Bradford assay ile

belirlendikten sonra hiicre ekstraktlar1 -80°C’de saklanmustir.

5.6.2. Protein Miktar Tayini

Protein konsantrasyonlar1 tayinlerinde standart olarak BSA kullanilmistir.
Western-Blot ¢alismalarinda protein konsantrasyonlar ticari kit (Protein Assay Dye,
Bio-Rad) yardimiyla belirlenmistir. Enzimatik aktivite 6lgiimlerinde toplam protein
miktarlar1 Pierce tarafindan patentlenen bicinchoninic asit (BCA) metodu ile
belirlenmistir [65]. 96 kuyucuklu mikro plakaya bilinen miktarlarda 6rnekler ve her

bir 6rnegin tizerine 200 pl BCA kimyasali koyulmustur. Mikro plaka 55°C’de yaklasik
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20 dk bekletilmis ve 595 nm abzorbanslar1 kaydedilmistir. Tiim dl¢imlerde 1 mg/ml
konsantrasyonunda BSA standart protein olarak kullanilmstir.

5.6.3. Western Blot

Western blot analizlerinde Rabbit PDP1 (381-395) poliklonal antibadi (Sigma
M5198) (1:5000), rabbit PDP2 (376-388) poliklonal antibadi (Sigma D9569) (1:5000),
rabbit PDK1 monoklonal antibadi (Cell Signaling C47H1) (1:1000), rabbit poliklonal
B-aktin antibadi (Sigma A2103) (1:2000), HRP bagli anti-rabbit sekonder antibadi
(1:3000) (Sigma A0545), mause monoclonal-B-tiibiilin antibadi (Sigma T4626)
(1:2000) ve HRP bagli anti-mause sekonder antibadi (1:3000) Sigma (A4416) burada
belirtilen diliisyon oranlarinda kullanilmistir.

Western blot ile transfer dncesinde protein 6rnekleri %10’luk mini jeller’de
yirttilmistir. SDS-page jeli ilk etapta 70 volt ile 15 dk ardindan 90 volt ile
yuritiilmiistir. Bio-Rad Mini Trans-Blot Cell sistemi ile proteinler nitroseliiloz
membrana aktarilmistir. Jel boyu kadar nitroselilloz membran kesilip soguk transfer
tamponda (25 mM tris, 192 mM glisin, % 20 metanol, pH 8.3) 10 dk dengelenmistir.
Stingerler ve filtre kagitlar1 da soguk transfer tamponda dengelenmistir. Jel sandvigi
hava kabarciklar1 olusumundan kac¢inarak hazirlanmistir.

Hazirlanan kaset jel kismi katot elektrot tarafina, membran ise anot elektrot
tarafina gelecek sekilde blotting aparata yerlestirilmistir. Aparatin kendi buz kalib1
koyulmus ve aparat buz ile sarilmistir. 150 mA, 1.5 saat uygulanarak proteinlerin
nitroseliilloz membrana transferi gerceklestirilmistir. Protein transferi renkli marker’in
membranda goriinmesi ile dogrulanmigtir. Membran bir kez TBS-tween (100 mM
Tris, % 9 NaCl, % 0.5 Tween-20, pH 7.4) ile yikanmigtir. Ardindan 1 saat TBS-
tween’de %5 yagsiz siit tozu (her bir membran parcasi i¢in 2 ml kullanild1) igerisinde
oda sicakliginda hafif calkalanarak bloklanmistir. Bloklamadan sonra siit tozu
degistirilmis ve asagida belirtilen diliisyon oraninda primer antibadi eklenmistir.
4°C’de gece boyu hafif calkalamaya birakilmistir. Ertesi giin membran 3 kez 5’er dk
TBS-Tween ile yikanmistir (2 ml). 20 dk TBS-tween’de %5 yagsiz siit tozu ile
muamele edilmistir. Siit tozu degistirilmis ve her bir ¢alismada belirtilen oranlarda
sekonder antibadi eklenmistir. 3 saat hafif calkalanarak oda sicakliginda muamele
edilmistir. 3 kez 5’er dk TBS-Tween ile yikanmistir. 15 dk PBS’de bekletilmistir.

Immun belirlemede Amersham ECL Advance kiti kullanilmistir. Bu kitte esit miktarda
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A (350 pl) ve B (350 pl) gozeltileri karistirilmistir. Karistm membran {izerine 3 dk
boyunca pipetlenmis, karigim dokiilmiistiir. Membran poset dosya arasina alinmustir.
Karanlikta hizlica goriintiileme cihazina transfer edilmistir. Goriintiileme asagida
belirtilen sekilde chemiluminescence olarak Bio-Rad Molecular Imager ChemiDoc
XRS+ cihazi ile yapilmistir.

Kuyulara esit miktarda protein yiiklendiginden emin olmak i¢in a-tiibiilin ile
loading kontrol yapilmistir. Membran {izerini kapliyacak kadar stripping tampon (100
ml i¢in 0.987 g tris-HCI, pH 6.7, 2 g SDS, 700 ul B-merkaptaetanol) igerisinde 50°C’de
1.5 saat inkiibe edilmistir. Bol TBS-tween ile 15’er dakika 2 kez yikanmistir. TBS-
tween’de %5 siit tozu icerisinde O/N blokinge birakilmistir. Ertesi giin siit tozu taze
10 ml siit tozu ile degistirilmis ve 1 pl rabbit a-tlibiilin primer antibadi eklenmistir.
Isleme yukarida bahsedilen sekilde devam edilmistir. 2 saat 30 rpm’de oda
sicakliginda kanistirilmigtir. Boylece primer antibadi baglandiktan sonra siit tozu

¢ozeltisi dokiilmiistir.

5.7. DCA’nin Renal Hiicreler Uzerine Etkisinin Incelenmesi

DCA’nin renal hiicreler ve HUVEC hiicre canliligina etkileri WST-1 yontemi,
apoptoza etkisi Annexin V-FITC yontemi, hiicre dongiilerine etkisi Annexin/PI

calismalar1 ve metabolizmaya etkisi de LC-MS/MS ¢aligsmalar ile gerceklestirilmistir.

5.7.1. DCA’nin Hazirlanmasi ve Kullanilan Dozlar

Sodyum dikloroasetat otoklavlanmis deiyonize suda ¢oziilmiis ve 500 mM son
konsantrasyonda taze olarak hazirlanmistir. Bu stok ¢o6zelti -20°C’de muhafaza
edilmis ve 10 giin icerisinde, renal hiicre kiiltiirii calismalarinda 25 mM ve 50 mM son

konsantrasyonlarinda kullanilmistir.
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5.7.2. Hiicre Canlih@imin Degerlendirilmesi

Hiicre canliligi mitokondriyel aktivitenin WST-1 (Roche, Swiss) yontemiyle
tespit edilmesi sonucunda belirlenmistir. Mediumlar 96 well-plate’den c¢ekilmis,
hiicreler 24 saat serum free medium ile inkiibe edilmistir. Sonrasinda hiicreler 10 mM
ve 20 mM DCA igeren complete mediumlarda 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonlarmlarin ardindan hiicreler 100 pl PBS ile yikanmistir. %10 WST-1
iceren 50 pl mediumda, c¢ozeltileri ilave edilmis, 5% CO2 37°C’de 1 saat inkiibe
edilmistir. Olusan formazan mediumu abzorbans1 450 nm’de plate reader (KC Junior
software) ile 6l¢iilmiistiir. DCA uygulanmamis hiicrelerin canliligt %100 olarak kabul

edilmis (kontrol) ve diger datalar buna gore normalize edilmistir

5.7.3. Akim Sitometrisi Analizleri

Hiicreler T75 flaskta DMEM mediumda 5% CO: ve 37°C inkiibe edilmistir.
Hiicreler % 80 confluence’e ulasinca, 3 x 10° hiicre 6 kuyucuklu petriye transfer
edilmistir. Mediumda gece boyunca inkiibasyonun ardindan besi yeri serumsuz
medyumla degistirilerek 24 saat daha inkiibasyon yapilmistir. Sonrasinda hiicreler 25
mM ve 50 mM DCA igeren complete mediumlarda 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonlarinlarin ardindan hiicreler 2 kez PBS ile yikanmis ve Annexin V-FITC
Apoptoz kit (Biovision, USA)’de yeniden c¢oziilmiistiir. Sonrasinda 6rnekler BD
FACS Calibur akim sitometresi (BD Bioscience, USA) ile analiz edilmistir.

Hiicre dongiisli calismalarinda hiicreler ayni sekilde biiyiitiilmiis, 25 mM ve
50 mM DCA uygulanmis (24, 48 ve 72 saat) hiicreler 2 kez PBS ile yikanmis, ve 500
ul boyama (staining) ¢ozeltisinde (PBS igerisinde, 40 pg/ml RNase A, 33 pg/ml PI,
%0,2 NP-40) 10 dk oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmislerdir. Sonrasinda 100
uL PBS iginde 1 pug Annexin V FITC ve 10 pl Pl ile 15 dakika muamele edilmis ve
hemen flow cytometry ile LSR 11 flow cytometer (BD Bioscience, USA) analiz edilip,

FlowJo software kullanilarak analiz edilmistir.
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5.7.4. Kanser Hiicrelerinin Metabolit Analizleri

25 mM ve 50 mM DCA’ya 24, 48 ve 72 saat maruz kalan renal kanser
hiicrelerindeki metabolit seviyeleri LC-MS/MS ile incelenmistir. Paralel olarak

HUVEC kontrol hiicreleriylede ayni sekilde metabolit analizleri gergeklestirilmistir.

5.7.4.1. LC-MS/MS Analizi icin Metabolit Ekstraksiyonu

ACHN hiicreleri 3 kez 2 ml soguk %0.9’luk NaCl ile yikanmistir. 2 mL NaCl
icerisinde kaziyarak toplanmais, kalan hiicrelerde 2 mL NaCl ile 15 mL’lik falkon tiipe
alinmistir. 1500 rpm, 10 dk santrifiij ile ¢oktiiriilmiistiir. Hiicrelerin iizerine 1 mL -80
soguklugunda ACN:MeOH:H2O:Formik asit (40:40:19:1, v/v) ilave edilmistir ve
vortekslenmistir. Hiicreler 3500 rpm, 10 dk santrifiij ile ¢oktiiriilmiistiir, extrakt analiz

edilmistir.

5.7.4.2. LC-MS/MS Analiz Kosullarn

Agilent 1290 Infinity binary pompa, yliksek performansli autosampler,
termostatli kolon iceren UHPLC sistemi kullanilmistir. UHPLC sistemi Agilent jet
stream elektrosprey iyonizasyon kaynagi igeren Agilent 6460 triple quadrupole
LC/MS sitemine baglanmistir. Data analizinde MassHunter programi kullanilmistir.
LC akis hiz1 0.6 mL/min, kolon sicakligi: 20 °C, enjeksiyon hacmi: 5 pL. LC-MS/MS
(Agilent 6460 QQQ) sistemi MRM (multiple reaction monitoring) modda
kullanilmistir ve organic asit analizleri igin optimize edilen MS parametreleri; ESI, jet
stream iyonizasyon, gaz sicakligi: 150 °C, gas akist: 10 L/min, kilif gaz sicakligi: 350
°C, kilif gaz akisi: 10 L/min, nebulizer: 40 psi, kapiller voltaji: 2000 V.
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6. SONUCLAR ve TARTISMA

6.1. Enzim Aktiviteleri

PDC glikoliz ve TCA ¢evrimini birbirine baglayan enerji metabolizmasinda
onemli rol iistlenen bir multi enzim kompleksidir. Kanser hiicrelerinde PDC ve diger
mitokondriyal enzimlerin aktivitesinin lgiilmesi ve metabolomiks ¢alismalari kanser
hiicrelerinde metabolizmanin incelenmesi ve enzimatik katalizdeki problemleri
anlamamizi saglamaktadir. PDC katalizli reaksiyonlarda NAD ve pirtivat kullanilarak
NADH ve asetil-CoA iiretilmektedir ve aktivite 6lgiimii bu metabolitlerin takibiyle
yapilmaktadir (Sekil 2.3 ve 2.4). Asetil-CoA miktariyla PDC aktivitesi 6lgebilmek igin
arilamin asetiltransferaz (NAT) [66, 67], fosfotransasetilaz (PTA) [68], sitrat sentaz
[68, 69] gibi ikinci bir enzim de kullanilmasi gerekmektedir. Burada kullanilan ikinci
enzimin gorevi asetil-CoA’daki asetil grubunu kromofor bir molekiile transfer
etmektedir. Bu nedenle NAT geni, PDC aktivitelerinin 6l¢iilmesi anaciyla klonlanmig

ve saflagtirilmistir

6.1.1.  Staphylococcus  saprophyticus  Arilamin  N-
Asetiltransferaz (NAT) Geninin Klonlanarak ifadesi ve
Saflastiriimasi

Gergeklestirilen klonlamada pGEX-6P-1 vektorii BamHI ve Xhol ile kesilerek
780 bp’lik Staphylococus saprophyticus NAT geni eklenmistir (Sekil 6.1.A).
Klonlamanin kontrolii konstrakt (pGEX-6P-1-NAT) plazmit saflastirildiktan sonra
yapilan BamHI ve Xhol ikili enzim kesimi ile dogrulanmistir. Enzimatik kesim i¢in iki
farkli koloninin plazmitleri kullanilarak koloni kontrolii de yapilmustir; birinci koloni
(2. kuyu) ve ikinci koloni (3. kuyu). Sekil 6. 1. B’de goriildiigii gibi her iki kolonide
de pGEX-6P-1 plazmitine giren NAT genine ait 780 bp’de bir bant ve pGEX-6P-1"¢
ait ~ 5000 bp’de bir bant goriilmektedir.
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PGEX6P-1-NAT
5740 bp

Sekil 6.1: pGEX-6P-1-NAT konstrakti olusum diyagrami a). pGEX-6P-
NAT’in BamHI ve Xhol ikili restriksiyon enzim kesimi b). E.coli Top10
hiicrelerinden pGEX-6P-1-NAT plazmiti saflastirilmis, saflastirilan pGEX-6P-1-
NAT plazmitin 6 pl’si 1. kuyuya yiiklenmistir. 2. Kuyuda ikili kesim tiriini
goriilmektedir. Ayni islem koloni 2 plazmitine (3. kuyu) de uygulanmis ve ikili
enzimatik kesim yapilmustir (4. kuyu). BamHI ve Xhol ikili enzim kesiminde 500
bp’de NAT geni gortlmistiir. M: marker.

E. coli Topl0’den alinan pGEX-6P-1-NAT plazmiti E. Coli BL21 (DE3)
ekspresyon hiicrelerine transfer edilerek 1 mM IPTG ile indiikkleme yapilmistir. Asiri
ifade edilmenin takibinde Sekil 6.2’de goriildiigii gibi yaklasik 55 kDa’da NAT
proteini tespit edilmistir.

Islak bakteriyel pellet Boliim 5.1.4°’de anlatildign gibi ¢oktiiriilerek GST-
seferoz kolona yiiklenmistir. Kolonla etkilesimin ardindan proteinler eliisyon tampon
ile toplanmistir. Sekil 6.2. B’de (5. Sirada) ~ 50-55 kDa’da saflastirilan NAT
goriilmektedir.

Daha once belirtildigi gibi NAT proteini PDC aktivite Ol¢limleri igin
klonlanmigtir ve asagida gosterilen reaksiyonda benzen siilfonik asit (AABS)
yardimuiyla dlgiilecektir. Fakat AABS temin edilemedigi i¢in kullanilamamustir. Farkli
kromofor gruplar i¢eren substratlar denenmis fakat PDC aktivitesi NAT yontemi ile
Olciilememistir. Bu neden ile PDC aktiviteleri 340 nm’de NADH abzorbansindaki

artisin takip edilmesi ile Ol¢lilmiistiir.

Asetil-CoA + AABS —NAT» Asetil-AABS + CoA (460 nm abzorbans diisiisii)
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Sekil 6.2: pGEX-6P-NAT’1n E.coli BL21’de overekspresyonu SDS-page jeli (a).
Indiikleme 6ncesi 4.kuyu, indiikleme sonrasindaki 60 dk 3.kuyu, 150 dk 2.kuyu, 240
dk 1.kuyu ya yiiklenmistir. GST-NAT 1n afinite saflastiriimasi (b). 1. kuyu
membrani par¢alanmis tiim hiicre proteinleri, 2. kuyu GST kolona baglanmayan
proteinler, 3. kuyu triton X-100 tampon yikamasi 4:, 5:, 6:, 7:, 8: ve 9: sirasiyla 10
mM glutatyon yikamasi.

30

6.1.2. PDP1. Klonlama, Asir1 Ifadeleme, Saflastirma ve
Aktivite Olciimii Calismalar

Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirmalari Enstitiisiinden Prof. Dr.
Duran Ustek tarafindan izole edilen piriivat dehidrogenaz fosfataz 1 katalitik alt {inite
(PDP1c) klonlanarak ifadesi ve saflagtirilmasit yapilmustir.

PDP1c dizi analizi sonuglar1 Sekil 6.3’de gosterilmektedir. Dizi analizlerinin
karsilastirilmasinda CLC dizi goriintiileme (sequence viewer) ve CLUSTAL W(1.81)
coklu dizi hizalama (multiple sequence alignment) programlari kullanilmistir. KEGG
veri bankasindan alinan, bilinen dizi analizi (PPM2C) ile karsilastirildiginda iki
aminoasidin farkli oldugu tespit edilmistir. PPM2C’de 167. amino asit asparagin (N)
iken, PDP1c’de bu amino asit serin (S), PPM2C’de 431. amino asit lysin (K) iken,
PDP1c’de bu amino asit glutamik asittir (E). SI67N mutasyonu ile kiigiik bir hidroksil
yan grubu, daha biiyiik bir amit yan grubuna doniismiistiir. K431E mutasyonuyla da
fizyolojik pH’da pozitif yiiklii bir aminoasit olan K, negatif yiiklii bir amino asit olan
E’ye doniligmiistiir. Bu mutasyonlarin PDP1 yap1 ve fonksiyonu iizerinde etkileri
olabilecegi diisiiniilmekle birlikte bu tez calisilmasinda herhangi bir mutasyon ve yap1
fonksiyon galigmasi hedeflenmediginden mutasyon dikkate almmamustir. Ilaveten

S167N ve K431E mutasyonlarinin cDNA kaynagindan olabilecegi diistiniilmektedir.
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PPM2C MCVCPGPRRIGIPVRSSSLPLFSDAMPAPTQLFFPLIRNCELSRIYGTACYCHHKHLCCS
pet28a-PPM2C  ——— - -

PPM2C SSYIPQSQLRYTPHPAYATFCRPKESWWQYTQGRRYASTPQOKFYLTPPQVNSILKANEYS
pet28a-PPM2C ——————mmmmmmm oo ASTPQKFYLTPPQVNSILKANEYS

KA Ak A A A A AR A A A A A A A AR A A A A A A A A A A A A A A AR AR A A A A A A AR A AA A A A A A A AR A A A A A A AR A A A A A kA kA Ak kK

PPM2C FKVPEFDGKNVSSILGFDSNQLPANAPIEDRRSAATCLQTRGMLLGVEDGHAGCACSQAV
pet28a-PPM2C FKVPEFDGKNVSSILGFDSNQLPANAPIEDRRSAATCLOQTRGMLLGVFDGHAGCACSQAV

Ak kA hkhk A hhkhkh Ak kA hkh Ak kA hdk bk hhkhhk Ak h Ak kA hkhk Ak hkhkrhkhkhkhhkhkhk Ak hkhhkhkrhkhkhkhhkrhkdhkhkxkhkkrkkxkk*x

PPM2C SERLFYYIAVSLLPHETLLEIENAVESGRALLPILOQWHKHPNDYFSKEASKLYFNSLRTY
pet28a-PPM2C SERLFYYIAVSLLPHETLLEIENAVESGRALLPILOWHKHPNDYFSKEASKLYFNSLRTY

KA AR A A R AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A I A A A A AR A I A A A A AN A A A A A A AR AN AR A A A A AR A ARk kK

*

PPM2C WQELIDLNTGESTDIDVKEALINAFKRLDNDISLEAQVGDPNSFLNYLVLRVAFSGATAC
pet28a-PPM2C WOELIDLNTGESTDIDVKEALISAFKRLDNDISLEAQVGDPNSFLNYLVLRVAFSGATAC

KK AR A AR A A A A A A A AR A A A A A A A A AR A A A A A A AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR A AR A A A AR AR A AR AR A AR A AR A X kK

PPM2C VAHVDGVDLHVANTGDSRAMLGVQEEDGSWSAVTLSNDHNAQNERELERLKLEHPKSEAK
pet28a-PPM2C VAHVDGVDLHVANTGDSRAMLGVQEEDGSWSAVTLSNDHNAQNERELERLKLEHPKSEAK

Ak hk kA hkhkrhkhkhkh Ak hhk A hh Ak hkrhhkhkhhkhhkhkhkhhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhdkhhkrhkrhhkrhkhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrkkxkk*x

PPM2C SVVKQDRLLGLLMPFRAFGDVKFKWSIDLOKRVIESGPDOQLNDNEYTKFIPPNYHTPPYL
pet28a-PPM2C SVVKQDRLLGLLMPFRAFGDVKFKWSIDLOKRVIESGPDQLNDNEYTKFIPPNYHTPPYL

KR AR A AR AR A A A A A R A A A A A A A A AR A A A A A A AR A A A A A A AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR AR A AR AR AR A AR A X kK

PPM2C TAEPEVTYHRLRPODKFLVLATDGLWETMHRQDVVRIVGEYLTGMHHQQPIAVGGYKVTL
pet28a-PPM2C TAEPEVTYHRLRPOQDKFLVLATDGLWETMHRQDVVRIVGEYLTGMHHQQPIAVGGYKVTL

Ak hkhk Ak kA hkhkhkhhkhhk Ak hkhhkhkrhhkhkhkhkhhkhkhkhdAhkhkrhhkhhhkhhkhkhkhdkhhkrhhkrhkhkrhkhkhkhhkrhkhhhkrhkkrkkxkkx*x
*

PPM2C GOMHGLLTERRTKMSSVFEDONAATHLIRHAVGNNEFGTVDHERLSKMLSLPEELARMYR
pet28a-PPM2C GOMHGLLTERRTKMSSVFEDOQNAATHLIRHAVGNNEFGTVDHERLSEMLSLPEELARMYR

KA AR A AR AR A A A A A AR A AR A A A A A A AR A A A A AR AR A A A A A A AR AR A A A AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR Ak kK

PPM2C DDITIIVVQENSHVVGAYQNRE
pet28a-PPM2C DDITIIVVQEFNSHVVGAYQONRE

Sekil 6.3: pet28a’ya klonlanan PDP1. ile KEGG gen bankasindan alinan PDP1¢’nin
dizi analizlerinin karsilagtirilmasi. Bu karsilastirma ile goriilen mutasyonlar serin (S)
167 asparajin (N), lysin (K) 431 glutamik asit (E).

Insan PDP1. geni iceren pET28a(+) vektorii daha sonra E.coli BL21 (DES3,
pLys)’a transfer edilmis, 0.3 mM IPTG ile indiiklenerek PDPI1. ekspresyonu
saglanmigtir. His-tag dahil PDP1c¢’nin teorik molekiil agirligi 55 kDa’dur. Sekil 6.4’de
IPTG ile indiikleme neticesinde PDP1. ekspresyon seviyeleri goriilmektedir. Bu

sonuclara gore indiikleme Oncesinde herhangi bir ekspresyon yok iken indiikleme
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sonras1 PDP1¢ overekspresyonunun gerceklestigi yaklasik ~55 kDa’daki protein bandi
ile gortlmustiir (Sekil 6.4. A, sira, 2-4).
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[Q 55kDa
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Sekil 6.4: PDP1c saflastirilmas1 SDS-page jel goriintiileri. a) 1. Kuyu marker, 2.
Kuyu 2 ul ¢okelti, 3. Kuyu 4 ul ¢okelti, 4. Kuyu 6 ul ¢okelti, 5. Kuyu 4 ul tiim hiicre,
6. Kuyu 6 pl tiim hiicre, 7. Kuyu 2 pl hiicre lizat1 (siipernatan), 8. Kuyu 4 pl hiicre
lizat1, 9. Kuyu 6 pul hiicre lizat1. Ni-NTA kolon saflagtirilmasi b). 1-7. Kuyu
saflagtirma fraksiyonlari. PDP1. Western blot analizi c). Goriintiilemede Amersham
ECL advance kit kullanilmistir. Rabbit anti-PPM2C (381-395) (Sigma M5198)
primer antibadileri (1:5000) ve HRP bagli anti-rabbit sekonder antibadi (1:5000)
kullanilmigtir. ~2 pg (sira 1) ve ~18 pg (sira 2) yiiklenmistir.

pet28a-PDP1c-BL21-DE3 hiicreleri sonikasyon ile parcalanmis ve PDPlc
proteini Ni-NTA kolon ile saflastirilmaya ¢alisilmigtir. Sekil 6.4.B’de sonikasyon
sonrast Orneklerin SDS-PAGE ile analiz sonuglar1 goriilmektedir. Saflastirma
sonuclarimiz PDPlc’ni soluble olmadigimi gostermis PDPlc’nin  ¢ogunlukla
inkliizyon cisimciklerine gitmekte oldugunu desteklemistir. PDP1c proteini ayrica
kontrol amagli olarak rabbit anti-PPM2C (381-395) poliklonal antikor kullanilp
Western blot analizi ilede goriintiilenmistir (Sekil 6.4.C).

Western blot analizinden sonra PDP1c enzim aktivitesi Ol¢iim ¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Aktivite 6l¢climlerinde sigir kalbinden 5.2.3.1 kisimda belirtildigi
tizere izole edilerek hazirlanmis olan inaktive PDC kullamilmustir. Kontrol
Olgtimlerinde bir aktivite goriilmezken 10 ul ve 15 pl PDP1. aktivitelerinde yiiksek
aktivite 6l¢iilmektedir (Sekil 6.5). Enzimatik aktivite protein konsantrasyonuna bagl

olarak artmistir.
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Sekil 6.5: Inaktif sigir kalp mitokondri PDC kullanilarak PDP1. aktivitesinin
Olciilmesi.

Sekil 6.5’de progres egride PDP1c aktivitesi gosterilmektedir. PDP1c aktivitesi
gerceklestigi icin PCDj—aktif PDC’ye doniiserek daha yiiksek PDC aktivitesi
gormemizi saglamistir. cDNA kaynagindan E.coli’de klonlanip saflagirilan PCPlc

meme kanseri hiicrelerinde PDC: + PDP1c aktivite 6l¢timlerinde kullanilmustir.

6.1.3. Normoksik ve Hipoksik Sartlarda Biiyiitillen Meme
Kanseri Hiicre Hatlarinda Enzim Aktivite Olciimleri

Normoksik ve hipoksik sartlarda biiyiitilen meme kanseri hiicrelerinden
mitokondri izolasyonu sonrasinda, mitokondriyel ve stoplazmik enzim ve/veya enzim
kompleksleri olan SDH, LDH, PDC, PDC:; PDC+PDPl., a-KGDC, ve IDH
aktiviteleri 6l¢tilmistiir. PTA ve PDP1c ise PDC aktivite dlgliimlerinde yardimci enzim
olarak kullanilmistir.

Meme kanser hiicreleri mitokondrilerinde SDH aktivite Olgiimlerinde Once
nonspesifik aktivitelerin gergeklesmesi beklenmistir (Sekil 6.6). Burada ilk 500 sn’de
mitokondriyel ekstraktin DCIP’1 indirgedigi goriilmistir. SDH aktivitesi bu
indirgemenin ardindan sadece 10 mM Na-siiksinat koyulup takip edilmistir. SDH
aktivitesi ayrica kompetetif inhibitor malonat kullanilarakta 6l¢iilmiistiir. Sekil 6.6’da
-10 mM malonat c¢izgisi takip edildiginde meme kanseri hiicresi mitokondri

kaynagindan DCIP molekiiliine elektron transferi oldugu, ilk 500 sn’de DCIP’i
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indirgedigi goriilecektir. Bu nonspesifik bir aktivitedir. SDH aktiviteleri bunun

ardindan 10 pl Na-siiksinat ilaveleri ile baglatilmistir.

+Mcf-7 mito 0zt - 10 mM malonate
+10 mM malonate

104,

08 [\

+10 mM Na-siiksinat

/

Abs@600 nm

0,2 4

0,0

T T r T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Zaman (sn)

Sekil 6.6: MCF-7 kanser hiicreleri mitokondriyel 6ziitiinde SDH aktivite dl¢iimleri.

MCF-7 hiicrelerinde mitokondri elde edildikten sonra kalan siipernatanda
LDH aktivitesi spektrofotometrik olarak Ol¢lilmiistiir. Meme kanseri hiicreleri
stoplazmalarinda ~11000 mU/mg, ticari tavsan kasi LDH enziminde 120 mU/mg LDH
spesifik aktivitesi 6l¢iilmiistiir. Bu meme kanserinde ticari LDH’dan bile yiiksek bir
LDH spesifik aktivitesi oldugunu gostermistir. Ayrica meme kanseri hiicrelerinde
LDH spesifik aktivitesi LC-MS/MS ile incelenmeye ¢alisilmistir. Boylelikle aktivitede
rol alan dort molekiiliin zamanla degisimleri takip edilerek detayli inceleme
yapilmistir. LC-MS/MS c¢alismalarina gegmeden 6nce NAD ve NADH molekiilleri
MS dedektorii ile karakterize edilmis (Sekil 6.7), %89 H.O : %10 asetonitril : %1
formik asit ile kromatografik olarak birbirinden ayrigtiritlmistir (Sekil 6.8). LC-MS/MS
caligmalarina gére NAD alikonma siiresi 5.9 dk, NADH alikonma siiresi ise 9.7 dk’dur.
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Sekil 6.7: NAD (a) ve NADH (b) standartlarinin MS dedektorii ile tayin edilmesi
(tuning ¢alismasi1). NAD*, [M+H]: 662 m/z, NADH, [M+H]: 664 m/z’de

gOriilmiistiir.
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Sekil 6.8: NADH (a), NADH (b) ve NAD (c) molekiillerinin kromatografik olarak
birbirlerinden ayrilmasz.

NAD ve NADH molekiilleri LC-MS/MS ile belirlendikten sonra meme kanseri
sitosolik ekstraktlar1 kullanilarak yapilan aktivite dlglimlerinin deney plan1 5.4.2.5
kisminda verilmistir.

MCF-7, T47D ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda LDH
aktivitesi Olciiliirken piriivat, laktat, NAD ve NADH miktarlarindaki degisim zamanla

incelenmistir. Bu aktiviteler LDH inhibitorii okzamat varliginda ve yoklugunda
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incelenmistir. Daha 6nce bahsedildigi gibi LDH kataliziyle asagidaki reaksiyon (Sekil

6.9) geregi piriivat ve NADH miktarlarinin giderek azalmasi paralelinde laktat ve

NAD miktarlarinin ise artmasi beklenmektedir.

Pirtiivat + NADH
340nm

L

! Laktat + NAD

Sekil 6.9: LDH katalizli piriivatin laktata dontlistim reaksiyonu.

MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde aktivite Ol¢limiinde zamanla azalmasi

beklenen piriivat konsantrasyonu artig egilimindedir (Sekil 6.10.A -okzamat). T47 ve

MDA-MB-231

hiicrelerinde

ise piriivat miktari

aktivite

Olgerken azalma

egilimindedir. Bu c¢alisma farkli meme kanseri hiicrelerinde piriivatin dahil oldugu

farkli metabolizmalar olabilecegine isaret etmistir. MCF-7 hiicrelerinde +okzamat

durumunda LDH aktivitesinin durmasi laktat ve NAD olugsmamasi1 beklenmekte iken

zamanla NAD olusumu gézlenmektedir (Sekil 6.10.C. +okzamat).
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Sekil 6.10: MCF-7 sitosolik ekstrakt1 kullanilarak LDH aktivitesi 6l¢iilmesi zaman

ile metabolit konsantrasyonlarinin degisimleri. a) piriivat, b) laktat, c) NAD, d)

NADH.

45



T47D meme kanseri hiicrelerinde LDH aktivitesi 0l¢erken piriivat miktar

azalmaktadir (Sekil 6.11). Okzamat kullanilmasinin bu azalmayr engellemedigi

gozlemlenmektedir. Buradada reaksiyon okzamat ile inhibe edilse de bir miktar
NADH kullanildig1 belirlenmistir (Sekil 6.11.D, +okzamat).

MDA-MB-231 hiicrelerinde okzamat kullanilmasi piriivatin ve NADH’in
kullanimini engelleyememistir (Sekil 6.12). Sonug olarak T47-D ve MDA-MB-231

hiicrelerinde zamana bagli olarak piriivat konsantarsonu diiserken MCF-7 hiicrelerinde

beklenenin tersine bir sonug gézlenmistir. Bu piriivat ve NADH’in dahil oldugu farkli

bir metabolizmaya isaret edebilir. Ilaveten tiim hiicrelerde NADH miktarinin LDH

aktivisinden bagimsiz olarak azalmasi kanser hiicrelerinde diger NADH dehidrogenaz

enzim aktivitelerine isaret etmektedir.
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Sekil 6.11: T47D sitosolik ekstrakti kullanilarak LDH aktivitesi 0l¢lilmesi zaman ile
metabolit konsantrasyonlarinin degisimleri. a) piriivat, b) laktat, c) NAD, d) NADH.
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Sekil 6. 12: MDA-MB-231 sitosolik ekstrakti kullanilarak LDH aktivitesi 6l¢iilmesi
zaman ile metabolit konsantrasyonlarinin degisimleri. a) piriivat, b) laktat, c) NAD,

d) NADH.

Diger taraftan DCA’nin LDH aktivitesini etkileyip etkilemedigi de ticari rabbit

LDH enzimi kullanilarak ¢alisilmistir (Sekil 6.13). Bu ¢alisma 5 mM, 20 mM ve 60

mM DCA’nin LDH aktivitesini inhibe etmedigini gostermistir. Fakat LDH

aktivitesini, LDH inhibitorii okzamat (20 mM) kullanildiginda bariz bir sekilde

diistiigi belirlenmistir (Sekil 6.13).

Sekil 6.13: DCA’nin LDH aktivitesine etkisinin incelenmesi. LDH aktivitesi 340
nm’de NADH abzorbansinin diisiisiinden takip edilmistir. 5-60 mM DCA, LDH

. .
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o Kontrol(-LDH)
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aktivitesini etkilememistir.
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Bunu izleyen ¢alismada MCF-7, T47D ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hatlarinda PDC aktiviteleri, olusan NADH abzorbanslar1t 340 nm’de takip edilerek,
Olciilmiistiir. Hiicre hatlarindan mitokondriler izole edilmis ve bunlar kullanilarak
gerceklestirilen ©on ¢alismalarda PDC aktivitelerinin olduk¢a diisiik oldugu
belirlenmistir (Sekil 6.14.A). Kanser hiicre hatt1 ekstrakti ile PDC aktivitesi 6l¢tiikten
sonra, sigir kalbinden izole edilmis olan PDC enzimi ilave edilerek PDC aktivitesi
Olclilmiistiir. Sonuglar NADH’in baska bir enzim tarafindan kullanildigina isaret
etmektedir (Sekil 6.14.B). On ¢alismalar PDC aktivite dl¢iimlerinde destekleyici ikinci
bir enzimin kullanilmas1 gerektigini diisiindiirmiistiir. PDC aktivite 6lgtimlerinde PTA
ikinci enzim olarak kullamlmistir. PTA, Asetil-COA + PO42 <> CoA + Asetil-PO4?
reaksiyonunu katalizler ve boylelikle asetil-CoA rejenerasyonuna yardimei olur. PTA
kullanarak gerceklestirilen sigir kalp mitokondri PDC aktivite 6l¢timlerinde NADH

miktarlar1 doygunluga ulagsmamis ve siirekli arttig1 belirlenmistir (Sekil 6.14).
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Sekil 6.14: Fosfotrans asetilaz ve rotenon varliginda PDC aktivitelerinin 6lgiilmesi.
a) kontrol. T47D kanser hiicreleri ektstraktlarinda PDC aktivitesi 6l¢iilmesi. b) T47D
kanser hiicrelerinde PDC aktivitesi 6l¢iildiikten sonra kalp-mito PDC ilave edilmesi.

¢) PTA varliginda PDC aktivitesinin 6l¢iilmesi. d) PTA ve rotenon varliginda PDC

aktivitesinin Ol¢iilmesi.
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Diger taraftan ETS inhibitorii rotenon kullanilmasi’da PDC aktivitelerinin
artmasini saglamistir (Sekil 6.14:C). PDC aktivite 6l¢giimlerinde PTA ve rotenonun
birlikte kullanilmasi baslangic reaksiyon hizlarmin artmasini saglamistir (Sekil
6.14.D).

Bunu takip eden calismada meme kanseri hiicrelerinde mitokondriyel
enzimlerin aktiviteleri 6l¢tilmistiir (Sekil 6.15 ve 6.16). Gergek PDC aktivitesi (PDCa)
Olgiilen aktiviteyi, PDCt ise ayni 6rnegin 0.5 mM CaClz, 20 mM MgClz, 1 mM
spermine ve 10 mM DCA varliginda 6lgiilen aktiviteyi gostermektedir. PDCt +PDP1c
aktivitesi ise toplam PDC aktivitesine ilaveten rekombinant PDP1c varliginda 10 dk,
30°C’de inkiibe edildikten sonra Olciilen PDC aktivitesini gostermektedir. Sonuglar
Olciim belirsizligine gore analiz edilmistir. ANOVA: Tek Etken Analizi (F Olgiitii)
kabul kriterleri igerisindedir. Degiskenler iizerinden hesaplanan tek yon varyasyonda
p degeri <0,05 oldugundan denemeler gegerli goriinmektedir. MCF-7 hiicrelerinde
PDC spesifik aktivitesinin 3.75+1.87 mU/mg oldugu tespit edilmistir (Sekil 6.15. A).
Diisiik konsantrasyonda (1-2 mg/ml) protein igeren MCF-7 hiicreleri mitokondrileri
kullanilarak gerceklestirilen bazi ¢aligmalarda higbir PDC aktivitesi goriilmemistir.
Ancak 9.8 mg/ml ve 14 mg/ml gibi yiiksek protein miktarlarinda aktivite
belirlenebilmistir.

1 mM spermin kullanildiginda MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde spesifik
aktivite artmaktadir. Bu da MCF-7°de PDP2’nin de etkin oldugunu desteklemektedir
[70]. Ayrica rekombinanat PDP1l: kullanilmadan 15.0542.46 mU/mg, 3 pul
rekombinanat PDP1. kullanildiginda 22.7+3.02 mU/mg toplam PDC aktivitesi elde
edilmistir. Toplam PDC aktivite 6l¢iimii ¢alismalar1 MCF-7 kanser hiicrelerinde
endojen fosfataz miktarlarinin yliksek oldugunu gostermistir. MCF-7 hiicrelerinde
hipoksik ortam ¢aligmalarinda PDC aktivite 6l¢timlerinde bir farklilik gériilmemistir.
PDC kompleksinde, 10 mM DCA, 0.5 mM Ca*?, 20 mM Mg*?, 1 mM spermine ile
aktivasyon gozlenmemektedir (Sekil 6.15. A)

Izleyen calismada MCF-7 hiicrelerinde diger TCA ¢evrimi enzimlerin
aktiviteleri oOlglilmiistiir. MCF-7 kanser hiicrelerinde 28.62+3.17 mU/mg KGDC
spesifik aktivitesi belirlenmistir. MCF-7 mitokondriyel 6ziitte 35.11+2.14 mU/mg
SDH spesifik aktivitesi bulunmustur (Sekil 6.15.A). Hipoksik ortamda biiyiitiilen
MCF-7"de a-KGDC ve SDH aktiviteleri sirastyla 18.52+0.25 mU/mg ve 13.98+0.51

mU/mg, bulunmustur (Sekil 6.16. A). Buna gére meme kanseri hiicrelerinde, normosik

49



sartlar ile karsilastirildiklarinda hipoksik sartlarda, TCA g¢evrimi enzimlerinin

aktivitelerinde 2-2.5 kat azalma goriilmektedir.
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Sekil 6.15: Normoksik sartlarda biiyiitiilmiis MCF-7 a), T47D b) ve MDA-MB-231
¢) hiicrelerinden elde edilen mitokondri 6ziitiindeki gergek piriivat dehidrogenaz
(PDC.), toplam piriivat dehidrogenaz (PDC:) alfa-ketogluterat dehidrogenaz (a-

KGDC), siiksinat dehidrogenaz (SDH) ve izositrat dehidrogenaz (IDH)
aktivitelerinin 6l¢tilmesi. Her bir hiicre hattindan bes farkli 6rnek ve her bir enzim

aktivitesi i¢in licer kez 6l¢tim yapilmis, ortalamalar1 & standart sapmalar1 verilmistir.
*ANOVA tek etken analizi p<0,05.

T47-D meme Kkanseri hiicrelerinde 10.31£1.12 mU/mg gergek, 20.12+2.16
toplam PDC spesifik aktivitesi bulunmustur (Sekil 6.15.). Gergeklestirilen 4 farkl
denemeye gore T47-D kanser hiicrelerinde ger¢cek PDC spesifik aktivitesi MCF-7
hiicrelerinden daha fazla bulunmustur. Bu durumun hiicre hatlarinin farkliligindan
kaynaklanabildigi diisiiniilmektedir. T47-D kanser hiicrelerinde reaktivasyon PDC
aktivitesini ~ 2 kat arttirmistir. Tiim denemelerde protein konsantrasyonu diisiikte olsa
(1.7 mg/ml, 4.4 mg/ml gibi) reaktivasyon oldugu goriilmiistiir. Ilave PDP1. ise azda
olsa bir aktive artig1 saglamistir. Hipoksik sartlarda ise MCF-7 hiicrelerinde goriilmiis
olan endojen fosfataz kaynakli bir reaktivasyon goriilmemistir.

T47-D kanser hiicrelerinde 49.1£3.8 mU/mg ve 45.08+5.1 SDH spesifik
aktivitesi oldugu bulunmustur (Sekil 6.15.B). MCF-7 ile karsilastirildiginda daha
yiiksek KGDC ve SDH spesifik aktivitesi elde edilmistir. Bu sonug¢lar mitokondriyel
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TCA ¢evriminin T47D hiicrelerinde daha islevsel oldugunu desteklemektedir. T47D
meme kanseri hiicreleri hipoksik ortamlarda biiyiitiildiiklerinde a-KGDC ve SDH
aktiviteleri sirasiyla 25.43+1.18 mU/mg ve 25.08+0.67 mU/mg olmaktadir (Sekil
6.16.B). Hipoksik sartlarda TCA c¢evrimi enzimlerinin aktiviteleri ~2.5 Kkat
diismektedir.

mU/mg

SDH

Spesifik Aktivite (mU/mg protein)

mg protein)

PDC + 4 KGDC
PDC, PDC  PDPI1 SDH
O W et W — — O

Spesifik Aktivite (mU/n
s

Sekil 6.16: Hipoksik sartlarda biiyiitiilmiis MCF-7 a), T47D b) ve MDA-MB-213 c)
hiicrelerinden elde edilen mitokondri 6ziitlerinde PDCq, PDCt, a-KGDC ve SDH
aktivitelerinin dlgiilmesi.

Yaplan ¢aligmalar neticesinde normoksik sartlarda MDA MB-231 hiicrelerinde
MCF-7 ve T47D ile karsilastirildiginda PDC aktivite durumlarinin digerlerinden daha
az oldugu goriilmistiir (Sekil 6.15.D). Diger taraftan TCA c¢evrimi enzimlerinin
aktiviteleri de MCF-7 ve T47D ile karsilastirildinda oldukga diisiiktiir. PDCa, PDCt,
PDCt + PDPlc, a-KGDC ve SDH spesifik aktiviteleri sirasiyla 1.90+0.2 mU/mg,
1.95+0.23 mU/mg, 19.45+0.85 mU/mg, 5.86+1.05 mU/mg ve 5.46+0.95 mU/mg
bulunmustur (Sekil 6.16). MDA-MB-231 hiicre hatlarinda mitokondriyel enzimlerin
aktiviteleri de olduk¢a azalmaktadir. PDCa, PDCt, PDCt + PDPI1c, a-KGDC ve SDH
spesifik aktiviteleri sirastyla 0.65+0.05, 0.73+0.08, 0.66+0.09, 3.41+0.45 ve 0.77+0.13
mU/mg’dir.

Sonuglar hipoksik sartlarda durumunda tiim meme kanseri hiicrelerinde enerji
metabolizmasinin  degistigini  TCA ¢evrimi enzim aktivitelerinin  diistiiglinii
gostermistir. Bu durumun HIF-1 indiiklemeli PDK1 inhibisyonlar1 ile oldugu

diisiincesini desteklemektedir.
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6.1.4. Normoksik ve Hipoksik Sartlarda Meme Kanseri
Hiicrelerinde PDC Regiilator Enzimlerinin Protein
Analizleri

Burada normoksik ve hipoksik ortamda yetistirilmis MCF-7, T47D ve MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda PDK1-4, PDP1 ve PDP2 protein seviyeleride
incelenmistir. Protein analizlerinden ilk beklenen sonug¢ hipoksik sartlarda PDK
seviyelerinin yiiksek olmasidir [71]. Hipoksik sartlarda MCF-7 hiicrelerinde protein
analizinde PDK1 seviyelerinin oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir (Sekil 6.17.A).
Bu sonu¢ PDC; aktivite 6l¢timii sonuglarimizi desteklemektedir. Hipoksik sartlarda
yetisen MCF-7 hiicrelerinde herhangi bir endojen PDP1 ve PDP2 aktivitesinden dolay1
PDC: ve PDC; + PDPI1; aktivitelerinde bir artis goriilmedigi boliim 6.1.3°de
belirtilmistir (Sekil 6.16). MCF-7 hiicrelerinde normoksik sartlarda 22.7+3.0 mU/mg
bulunan PDCt + PDPIlc aktivitesi, hipoksik sartlarda oldukca diiserek 9.89+1.77
mU/mg olarak bulunmustur (Sekil 6.15.A).
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Sekil 6.17: Meme kanseri hiicre hatlarinda PDC regiilator enzimlerinin western-blot
analizleri.

Buna gore MCF-7"de hipoksik diizenlemede PDK1 6nemli rol oynamaktadir.
MDA-MB-231 hiicrelerinde hipoksik sartlarda da normoksiada oldugu gibi PDK1
seviyesinin yliksek oldugu goriilmiistiir. Bundan dolayr MDA-MB-231 hiicrelerinde
hipoksia’da ve normoksia’da PDC, aktivitesinin olgiilemedigi diistiniilmektedir.

Hipoksik ortamda PDK2-4 protein seviyeleride PDP1-2 protein seviyelerinden
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yiiksektir (Sekil 6.17). Buda yine her iki durumda diisiik PDC aktivitelerine isaret
etmektedir. T47D hiicrelerinde normoksik ve hipoksik sartlarda PDK1-4 seviyeleri,
diger meme kanseri hiicrelerine gore oldukea yiiksektir (Sekil 6.17.B). Protein analizi
sonuglari meme kanseri hiicrelerinde PDK1-4 ve PDP1-2 protein seviyelerinin

farkliligin1 gostermistir.

6.1.5. Normoksik ve Hipoksik Sartlarda Meme Kanseri
Hiicrelerinde PDC Regiilator Enzimleri mRNA Seviyeleri

Enzim aktivite ve protein analizleri tamamlandiktan sonra MCF-7, T47D ve
MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde PDC regiilator enzimlerinin mRNA
seviyeleri belirlenmistir. En diisik mRNA seviyesi PDK1’de (normoksik veya
hiposik) en yiiksek mRNA seviyesi PDK3’de goriilmiistiir.

PDP1-2 izoenzimlerinin ve PDK1-4 izoenzimlerinin ekspresyonlarinin
karsilastirildigr bir ¢alisma mevceut degildir, fakat birgok ¢alismada hipoksik sartlarda
PDKI1 izoenziminin ekpresyonunun artti1 belirtilmektedir [20, 21]. Bu c¢alismada
MCF-7, T47D ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde PDK1-4 izoenzimlerinin
ekpsresyon seviyeleri hipoksik durumlarda normoksik durumlardan daha yiiksek
bulunmustur (Sekil 6. 18). Hipoksik sartlarda yetismis meme kanseri hiicrelerinde
PDCt aktivite ol¢iim ¢alismalari sonucunda hipoksik sartlardaki PDK1-4 mRNA
seviyeleri ile uyumludur.

Hipoksik ortamda PDC regiilator enzim mRNA seviyelerinden en yiiksegi
MCF-7 hiicrelerindeki PDK3 mRNA seviyesi olmustur (%0.043+0.003). Literatiirde
PDK3 izoenzimi ile ilgili bulguya rastlanmamistir sadece PDK1 mRNA seviyelerinin
yiiksek oldugu belirtilmistir [71]. Bundan dolay1 PDK3 seviyelerinin tespiti yeni bir
calismadir. Ozellikle hipoksik ortamlarda biiyiitiilmiis MCF-7 hiicrelerindeki PDP2 ve
hipoksik ortamlarda biyiitiilmiis MDA-MB-231 hiicrelerindeki PDP1 dikkat
¢ekmektedir ve bunlar normoksik kosullarla karsilastirildiklarinda artmistir. Bunlarin
hipoksik ortamlardaki hiicrelerin PDC aktivite 6l¢iimleri sirasinda herhangi bir aktivite
artisina sebep olmadigl goriilmiistiir. Diger taraftan MCF-7 hiicrelerinde spermin
varhigindaki reaktivasyon sonrasinda PDC aktivite Ol¢timleri PDP2 mRNA
ekspresyonunun yiiksek olduguna isaret etmekte idi. MCF-7 meme Kkanseri

hiicrelerinde PDP-2"nin mRNA seviyeleri ise bu sunucu destekler niteliktedir.
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Sekil 6.18: Meme kanseri hiicre hatlarinda PDC regiilator enzimlerinin rt-PCR
analizleri.

Protein analizlerine gore MCF-7’de hipoksik diizenlemede PDK1 6nemli rol
oynamaktadir [71]. Fakat burada yaptigimiz rt-PCR ¢alismasinda MCF-7’de PDK3’{in
rol oynadigina isaret etmektedir (Sekil 6.18.A).

6.1.6. Meme Kanseri Hiicrelerinde Aktivite Ol¢iimlerinde
Metabolit Seviyelerinin LC-MS/MS ile Incelenmesi

Bu kisimda, piriivat (86.8—86.8), laktat (88.7—43.0), izositrat
(190.5—110.7), okzaloasetat (130.7—87), malat (132.7—114.7), malonat
(102.8—59.0) ve P-hidroksi biitiirat, metilmalonat, 3-hidroksipropiyonat gibi
metabolizmadaki diger Onemli organik asitler analiz edilmistir. LC-MS-MS
sonuglarindan elde edilen en 6nemli bulgu ise tiim kanser hiicre hatlarinda okzamat ve
PTA varligindaki PDC aktivite Olgiimleri tamamlandiginda izositrat birikiminin
gbzlenmesidir. TCA ¢evriminde izositrat birikmesi mitokondride bu metabolit ile
iligkili izositrat dehidrogenaz enzim aktivitesini diisiindiirmektedir. Meme kanseri
hiicrelerinde IDH aktivitelerinin diisiik olmas1 (Sekil 6.19.A ve B) LC-MS/MS
sonuglari dogrulamaktadir. Literatiirde de IDH mutasyonunu isaret eden glioma,
akut miyolenid lokemi ve T-cell lenfoma gibi kanser hiicreleri c¢alismalari
bulunmaktadir [72]. Sonug olarak calismalarimiz MCF-7 ve T47D meme kanseri

hiicrelerinde IDH enzim fonksiyonunun olmadigina isaret etmektedir.
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Sekil 6.19: Meme kanseri hiicrelerinde LC-MS/MS kromatogramlari. 8) MCF-7
izositrat (190.5—110.7), b) T47D izositrat (190.5—110.7), ¢) MCF-7 malat
(132.7—114.7) ve d) T47D malat (132.7—114.7).

Caligilan kanser hiicre hatlarinda birikerek dikkat ¢eken ikinci metabolit ise
malattir (Sekil 6.19. C ve D). Malat mitokondride malat dehidrogenaz (MDH) katalizli
bir reaksiyon ile okzaloasetata ¢evrilmektedir. Mitokondride malatin kullanilmamasi

ise MDH fonksiyonunda bozuluk olabilecegine isaret etmektedir [50, 53, 54].

6.1.7. Meme Kanseri Hicreleri Cahsmalar1 Genel
Degerlendirilmesi

Kanser hiicrelerinde ylisek LDH aktivitesi ve diisiik PDC aktivitelerinin
goriilmesi [26, 32] cogu kanser hiicresi i¢in spesifik olup Warburg etkisinin sonucunda
gozlemlenmektedir [34, 35]. Bundan dolay1 kanser hiicrelerinde enzim aktivitelerinin
Olciilmesi ve metabolit analizlerinin gerceklestirilmesi kanser hiicrelerinin enerji
metabolizmalarinin anlagilmas1 ve kansere karsit miidahelede ©6nemli bilgilere
ulagsmamizi saglamaktadir. Burada MCF-7, T47D ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinin normoksik ve hipoksik sartlarda enerji metabolizmasinda kilit dneme
sahip LDH, ii¢ farkli PDC aktivite durumu, a-KGDC, SDH ve IDH aktiviteleri
Olgiilmiistiir.

LDH piriivat1 laktata ¢eviren glikolitik bir enzimdir. Bundan dolay1 yiiksek
LDH aktivitesi ve laktat olugmasi yiiksek glikolitik aktiviteye isaret etmektedir [46,
47]. Calisgmamizda tiim meme kanseri hiicrelerinde yiliksek LDH aktivitesi

olciilmiistiir. [laveten LC-MS/MS metodu ile meme kanseri hiicrelerinde LDH enzim
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aktivitelerinde farkliliklar oldugu belirlenmistir. Bu da farkli meme kanseri
hiicrelerinde LDH reaksiyon mekanizmalarinin farkli olabilecegine isaret etmistir. Son
yapilan ¢alismalarda da meme kanseri hiicreleri LDH aktivitesi kinetik olarak
incelenmis kanser hiicresinden izole edilen LDH enzimi kullanilip hesaplanan
Michaelis-Menten parametrelerinin farkli oldugu ve LDH reaksiyonunun ters yoni
olan laktat + NAD" yoniiniin tetiklenebilmesinin 6nemine isaret edilmistir [73].
Kanser hiicrelerinde LDH mekanizmalarimin tam olarak anlasilmast LDH
reaksiyonunun her iki yoniinii ele alan daha ileri kinetik ¢caligmalar gerektirmektedir.

Meme kanseri hiicrelerinde normoksik ve hipoksik sartlarda PDC multi enzim
kompleksi aktivite 6l¢timleri sonucunda hipoksik sartlarda endojen PDP aktivitesi
olmadig1 gostermistir. ilaveten tiim meme kanseri hiicrelerinde normoksik ile
karsilastirildiginda hipoksik sartlarda TCA ¢evrimi enzimlerinden a-KGDC ve SDH
aktivitelerinin 2-2.5 kat azaldig1 belirlenmistir. PDC kompleksi, hipoksik sartlarda
HIF-1’in tetikledigi PDK-1 ile inaktive olmaktadir ve HIF-1 mekanizmasinin TCA
¢evrimini yavaslattigi belirtilmistir [20,21]. Bu da normoksikle karsilastirildiginda
hipoksik sartlarda a-KGDC ve SDH aktivitelerinin diismesinin sebebi olabilir.
Sindirim sistemi tumorleri, bobrek kanseri, tiroid timorleri, noroblastoma
durumlarinda da SDH aktivitelerinin diisiik oldugu rapor edilmistir [74].

Meme kanseri hiicrelerinde LC-MS/MS ile piriivat, laktat, izositrat, malat,
okzaloasetat, malonat, B-hidroksi biitirat gibi metabolizmadaki 6nemli metabolitler
kantitatif olarak belirlenmislerdir. Sadece yiiksek seviyede izositrat ve malat olustugu
goriilmiistiir. Ayrica IDH aktivite Olglimlerimiz, aktivitenin diisiik oldugunu
gostererek izositrat birikmesinin olabilecegini desteklemistir. Mitokondriyel malatin
miktarinin yiiksek ¢ikmasi ise ATP sitrat liyaz katalizinin gorev aldigi, yag asidi,
kolesterol ve isoprenoid sentezine isaret etmektedir [50]. Bu sonuglar meme kanseri
hiicrelerinde glutamin ve a-ketoglutarat {izerinden anaplerosizin TCA c¢evriminde

islevselligin stirdiiriilmesinde 6nemli rol oynayabilecegini géstermistir.

6.2. PDC inhibitorii DCA’nin Kanser Hiicreleri Uzerindeki
Etkisi

Simdiye kadar yaptigimiz g¢alismalarimizda MCF-7, T47D ve MDA-MB-231

meme kanseri hiicre hatlar1 normoksik ve hipoksik sartlarda yetistirilmis ve bu hiicrelerin

mitokondriyel ekstraktlarinda enzimatik aktivite dlgtimleri yapilmistir. Ayrica bu hiicre
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ekstrakatlar1 kullanilarak PDK1, PDP1 ve diger regiilatdr enzimlerin mRNA ve protein
eksprasyonu seviyeleri incelenmistir. Tiim c¢alismalarimizda DCA varliginda ve
yoklugunda PDC aktive Ol¢lim c¢alismalar1 gerceklestirilerek DCA’nin PDC enzim
kompleksi fonksiyonlarina etkileri detayli incelenmistir. Literatiirde DCA’nin diger
kanser hiicreleri metabolizmalarina etkilerine dair sinirli bilgi bulundugundan bundan

sonraki ¢caligmalar farkli kanser hiicre hatlar1 ile gergeklestirilmistir.

6.2.1. DCA’min Bobrek Kanseri Hiicre Hatti Canhlihgi,
Dongiisii ve Oliilm Mekanizmasi Uzerine Etkisi

Bobrek kanseri hiicre hatti olan ACHN (renal adenocarcinoma human) ve kontrol
hiicresi olarak HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) hatlar1 segilerek
DCA’nin hiicrelerin canliligi, dongiisii, 6liim mekanizmalar1 ve metabolitlerine olan
etkileri incelenmistir. Hiicreler 12.5, 25 ve 50 mM DCA ile 24, 48 ve 72 saat muamele
edilerek hiicre canliligina etkileri incelenmistir. 24 saat sonra kontrol hiicreleri ile
karsilastirildiginda hiicre canliliginda DCA konsantrasyonuna bagli olarak %10-50
oraninda azalma gdzlenmistir (Sekil 6.20.A). Hiicre canlihiindaki diisiis 48 ve 72
saatlerde daha belirgindir. Sadece 50 mM DCA’da hiicre canliligindaki diisiis lineerdir.
Bu nedenle bundan sonraki deneylerde 25 mM ve 50 mM DCA konsantrasyonlari
kullanilmigtir. Ilaveten DCA’nin kanser olmayan hiicre hatlarmdaki canliliga etileri
paralelinde HUVEC hiicreleri ile ger¢eklestirilmistir. HUVEC hiicre canliliginda da doza
ve zamana bagli bir diisiis goriilmektedir (Sekil 6.20.B). 72 saat, 50 mM DCA uygulanmis
HUVEC hiicrelerinde canlilik %35.3+4.5’e diismektedir. DCA HUVEC hiicreleri ile
karsilastirildiginda, ACHN hiicreleri tizerinde %29.3 daha etkilidir.
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Sekil 6.20: 12.5-50 mM DCA’nin ACHN a) ve HUVEC b) hiicre hattinda 24, 48 ve
72.saatlerde hiicre canliligina etkilerinin incelenmesi.

ACHN hiicrelerindeki bu canlilik diisiisiiniin hiicre dongiisii ile baglantisinin

arastirmak amagh olarak hiicreler 25, 50 mM DCA ile 24, 48 ve 72 saat muamele

edilerek incelenmistir (Sekil 6.21). DNA miktar1 akim sitometre analizde PI boyamasi

sonras1 gorlintlilenmistir. DCA uygulanmast ACHN hiicrelerinde, hiicre dongiisii

profillerinde degisiklige sebep olmustur. 50 mM DCA uygulandiginda kontrol
hiicreleri (%58.1) ile kiyaslandiginda, oldukca fazla ACHN hiicresi (%71.1) G1

fazinda birikmektedir. HUVEC kontrol hiicrelerinde ise bu etki kisa siireli ve anlaml

bulunmamustir (Sekil 6.22).

Sekil 6.21: DCA’nin ACHN hiicrelerinde hiicresel dongiilere etkisinin incelenmesi
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Sekil 6.22: DCA’nin HUVEC hiicrelerinde hiicresel dongtilere etkisinin incelenmesi

ACHN hiicrelerinde DCA’nin apoptozu tetikleyip tetiklemedigi 0-72 saatlerde
Annexin-V/PI boyamasi yapilarak incelenmistir (Sekil 6.23). Sekilde goriildiigii gibi
Annexin-V pozitif hiicreler erken (alt sag), ve ge¢ (list sag) apoptotik olarak
goriintiilenmislerdir. 24 saat iginde, 25 MM ve iizerinde DCA uygulanan hiicreler DCA
uygulanmayanla karsilastirildiklarinda, %25.5 oraninda erken %19 oraninda geg
apoptoza gitmektedir. Toplam apoptotik hiicre oranlari 48 saat, 25 mM dozu igin %21,
50 mM dozu i¢in %33.9, 72 saat, 25 mM dozu i¢in %27.3, 50 MM dozu i¢in %28.7 dir.
HUVEC hiicreleriyle yapilan ¢aligma sonucunda 72 saatte 25 mM ve 50 mM DCA
uygulamalarinda %21 ve %23.3 oraninda apoptotik hiicre belirlenmistir (Sekil 6.24).
Bu sonuglar 72 saatte HUVEC hiicrelerinde apoptotik hiicre sayisinin ACHN’den daha
diisiik oldugunu gostermektedir.
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Sekil 6.23: DCA’nin ACHN hiicrelerinde sebep oldugu hiicresel 6liimiin Annexin-
V/P1 boyama ile incelenmesi.
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Sekil 6.24: DCA’nin HUVEC hiicrelerinde sebep oldugu hiicresel 6liimiin Annexin-
V/PI boyama ile incelenmesi.
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6.2.2. DCA’nmin ACHN Hiicrelerinde Metabolit Seviyelerine
Etkilerinin Incelenmesi

DCA uygulamalarinin ACHN hiicrelerinde metabolit degisimlerine olan
etkileri hiicre ekstraktlari, LC-MS/MS metodu ile analiz edilerek belirlenmistir. 42
organik asitten sadece dordii olan laktat, sitrat, N-asetil aspartat (NAA) ve 5-
oksoprolin (pyroglutamik asit) kantitatif olarak analiz edilmistir (Sekil 6.25). Digerleri
deteksiyon limiti altinda kalmistir (Tablo 6.1).

Tablo 6.1: LC-MS/MS analizleri min. ve max. deteksiyon limitleri ve metabolit
MRM gegcisleri.

Analiz edilen organik asit | MRM Kiitle Response Beklenen konsant. | Dogruluk
gecisi levels (Ppm) (%)

Sitrik asit 191.0—86.9 310-110783 | 1-100 97.06-103.74

N-Asetil aspartik asit 173.9—87.9 91-21129 0.1-10 95.72-100.43

Laktik asit 89.0—43.1 594-11210 1-100 96.75-102.68
89.0—45.0*

5-Oksoprolin 130.0—84.0 8979-444873 | 0.1-10 97.65-104.88

Glikolik asit 74.9—47.1 104-5692 1-100 95.08-109.24

Malik asit 132.9—114.9 237-38884 0.1-10 98.87-104.14
132.9—570.9*

Malonik asit 103.0—59.0 367-46216 0.1-10 98.65-102.36

a-ketoglutarat 145.0—100.9 747-34113 1-100 97.64-106-86
145—56.9%*

Orotik asit 155.0—111.0 1291-67723 |0.1-10 96.14-101.40

Fumarik asit 114.9—71.0 74-1360 0.1-10 93.29-103.86

2-OH Glutarik asit 146.9—129.0 6943-489891 | 1-100 97.47-105.39
146.9—85.0*

3-Hydroxy propanoik asit | 89.0—58.9 115-1026 1-100 95.34-103.66

3-OH-2metil biitanoik asit | 117.0-73.0 862-36942  |0.1-10 96.51-105.7

Methylmalonik asit 116.9—72.9 7708-430859 | 1-100 97.57-102.08
116.9—55.0*

Suksinik asit 116.9—72.9 489-55897 0.1-10 95.69-107.22
116.9—98.9%*

2-OH-butirik asit 102.9—-57.0 99-1938 0.1-10 96.84-105.61
102.9—44.9*

3-OH-3-metil glutarik asit | 160.9—99.0 2555-273076 | 1-100 97.33-102.91
160.9—57.0%*

3-hidroksibiitirik asit 103.1—59.1 137-7196 96.11-100.43

3-hidroksi izobiitirat 103.0—73.0 913-84289 1-100 96.29-101.63

Homogentisik asit 166.9—122.9 1103-145587 |0.1-10 96.22-101.52
166.9—107.8*

Etilmalonik asit 130.9—86.9 1388-51240 |0.1-10 96.46-103.52
130.9—68.9%*

Glutararik asit 131.0—86.9 3848-167476 | 1-100 96.35-104.85
131.0—112.8*

2-Oxoadipik asit 158.9—114.9 195-3855 0.1-10 98.98-105.40
158.9—59.0%*
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Tablo 6.1: Devami

3-Hidroksi izovalerik asit | 119,559 165-18441 | 0.1-10 95.43-107.29

3-OH-pentanoik asit 117.0—58.9 115-10681 | 0.1-10 95.03-103.5
117.0—40.9%

p-OH-fenil laktik asit 180.9—162.9 90-19534 0.1-10 98.15-106.15
180.9—134.9%

N-asetil-L-tirozin 222.0—179.9 185-22661 | 0.1-10 95.60-102.03
222.0—119.0*

3-Metilglutakonik asit 142.9-598.9 210-56850 | 0.1-10 93.64-102.35
142.9-555.0%

2-Hidroksi izovalerik asit | 117.0—71.0 336-30156 | 0.1-10 98.79-102.31
117.0—44.9%

Tiglil glisin 156.0—>111.9 54-5531 0.1-10 94.08-107.15
156.0—95.8*

3-Metilkrotonilglisin 156.0—74.0 252-15991  |0.1-10 97.52-104.67

3-Metilglutarik asit 144.9—100.9 256-24053 0.1-10 98.23-104.14
144.9-5126.8*

Adipik asit 145.05127.0 | 246-11042 | 0.1-10 97.21-105.06
145.0—81.0%

N-isovaleril glisin 158.0—73.9 268-33816 | 0.1-10 98.06-105.19
158.0—114.0*

Suberilglisin 230.0—74.0 129-27521  |0.1-10 97.99-104.14
230.0—111.0*

2-OH-fenilasetikasit 150.9—107.0 | 2941-245878 | 0.1-10 96.26-102.08

4-OH-fenilasetik asit 151.05106.8 1003-91217 | 1-100 98.11-104.1
151.0—78.7*

3-Fenil laktik asit 165.0—146.9 346-41882 | 0.1-10 96.91-105.44
165.0—103.0*

N-(3-fenil propiyonil) 208.0-105.0 | 3897-564909 | 0.1-10 97.62-102.35

glisin 208.0—76.0*

Hekzanoil gilisin 172.0—73.9 171-14949 | 0.1-10 97.12-104.73
172.0—128%*

Suberik asit 173.1>111.1 1445-46894 | 0.1-10 95.49-107.12
173.1—82.9%

Sebakik asit 201.0139.0 | 484-38629 | 0.1-10 96.51-103.71
201.0—183.1*

* kualifikasyonda kullanilan diisiik alanli kiitle gecislerini gostermektedir.

Sekil 6.25: LC-MS/MS kalibrasyon egrileri. Sitrik asit a), NAA (b), laktik asit c) ve
5-oksoprolin (d). Kuadrik esitlikler ve R"2 degerleri grafiklerde verilmistir.
Korelasyona uymayan datalar i¢i bos daireler ile gdsterilmistir ve kalibrasyonlara
dahil edilmemistir.
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Sekil 6.26°da, kontrol ve DCA uygulanmis hiicrelerde, 24, 48 ve 72 saatlerde,
organik asit seviyelerindeki degisimler goriilmektedir. Beklenildigi gibi en cok
bulunan metabolit laktatdir ve laktat seviyesi 48 ve 72 saat kontrol hiicrelerinde yiiksek
oranda artmakta ve DCA uygulanmasi ile bu artis belirgin sekilde diismektedir. Sitrat
ACHN hiicrelerinde en yiiksek seviyede detek edilen ikinci metabolittir. Kontrol
ACHN hiicrelerinde de sitrat seviyeleri 48 ve 72. Saatlerde artig gostermektedir. DCA
uygulamalarn sirasinda 24 saatte sitrat seviyelerinde artis gozlenirken 48 ve 72 saat

DCA uygulamalarinda sitrat seviyelerinin distiigii tespit edilmistir (Sekil 6.26. B).
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Sekil 6.26: DCA ile muamele edilen ACHN hiicrelerinde metabolit seviyelerinin LC-
MS/MS analizi karsilagtirmasi. a) Laktat, b) Sitrat, c) N-asetil aspartat, d)
5-oksoprolin.

Sinir sistemi spesifik metabolit olan N-asetil aspartat NAA’da ACHN
hiicrelerinde biriken bir diger metabolittir. DCA uygulanmasi NAA seviyelerinde
onemli oranda diisiise neden olmustur (Sekil 6.26.C). Ilaveten y-glutamil ¢evriminde
hiicre i¢i bir metabolit olan 5-oksoprolin, ACHN hiicrelerinde en ¢ok iiretilen
metabolitlerden biridir. DCA uygulamasinin 24 saatte 5-oksoprolin seviyelerinde
artisa sebep oldugu goriilsede 48 ve 72 saatlerde azalma belirlenmistir (Sekil 6.26 D).
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In vivo sartlarda ilaglar kanser hiicrelerine ulagsmadan once HUVEC
hiicrelerinden difiiz olarak ulasmaktadir bu sebeple saglikli hiicre tiirii olarak HUVEC
hiireleri se¢ilmistir. DCA’nin HUVEC hiicre hatt1 metabolizmalarina etkileri de LC-
MS/MS ile incelenmistir. Bu hiicrelerde sadece laktik ve sitrik asit tespit edilmistir
(Sekil 6. 27). 25 mM ve 50 mM DCA uygulamalarinda laktat az miktarda azalirken

sitratin  arttig1 gozlemlenmistir. HUVEC hiicrelerinde diger metabolitler tespit

edilememistir.
60
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Sekil 6.27: DCA uygulamalarinin HUVEC hiicreleri organik asit metabolizmalarina
etkilerinin LC-MS/MS ile incelenmesi. Laktat a), Sitrat b)

6.2.3. ACHN Hiicrelerinde LDH, PDC, KGDC ve SDH
Aktivitelerinin Olciilmesi

0-50 mM DCA uygulanmis olan ACHN hiicreleri enzim kaynaklarinda LDH
aktiviteleri ol¢iilmiis ve spesifik aktiviteleri hesaplanmistir (Tablo 6.2). Aktiviteler
UV-vis spektrofotometre kullanilarak 340 nm abzorbansimin diismesi ile takip
edilmistir. NADH diisiislerinden baslangi¢ reaksiyon hizlar1 hesaplanirken yapilan
tim lineer fitlerde R*2 en az 0.99930’dur. Ayrica aktivite 6lglimii igin kontrol
deneyleri yapilmistir. Burada artan DCA konsantrasyonlarinda PDC aktivitelerinin
paralel olarak, beklenen sekilde arttig1 goriilmektedir. Boylece piriivat daha fazla
asetil-CoA’ya ¢evilmektedir ve laktat miktar1 diismektedir. Sonug¢ olarak bu LDH
aktivite 6l¢iim ¢aligmalari, LC-MS/MS calismalarinda gézlemlenmis olan, artan DCA
varhigindaki laktat miktarindaki azalmanin, PDC enzimatik aktivitesindeki artistan

kaynaklandig1 hususunu desteklemektedir.
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Tablo 6.2: ACHN hiicrelerinde hesaplanan LDH spesifik aktiviteleri*.

Baglangi¢ | Ort.bas.re | STD. Prot. Mik. | Enj. Spes. Spes. Aktiv.
Reaksiyon | ak.hiz1 Sapma mg/mL Hacm, | Aktiv. STD sapma
Hiz1 (Aabs.sn” pl (Aabs.sn” | (Aabs.sn®
) Lmg?) Lmg?)
KOﬂU‘Ol, 8,52E-04 1,14 5 0,1533** |0,0054
0 mM DCA, 8,74E-04 | 3,10E-05
25 mM DCA, 7,93E-04 893E-04 | 429E-05 1,28 5 0,1286 0,0067
ACHN 8,53E-04 ' '
50 mM DCA, | 031E04 | e e |12 5 01137  |0,0016
ACHN 6,43E-04 ' '

* Spesifik aktivite degerleri ortalama baglangi¢ reaksiyon hizinin protein miktart (ml cinsinden) ve enjeksiyon
hacmine boliinmesi ile hesaplanmustir.
**(Ornek hesaplama: 8.74x10 (Aabs.sn-1) / 1.14 (mg/ml) / 0.005 (ml) = 0.1533 Aabs.sn"l.mgL.

ACHN hiicreleri enzim kaynaklarinda (10 pl enzim kaynagi kullanilmistir)
PDC, KGDC ve SDH aktiviteleri ol¢ililmiis fakat bir aktivite gdzlenememistir.

6.24 ACHN Hiicre Hatti Cahsmalarinin Genel
Degerlendirilmesi

Kanser hiicreleri metabolizmalarinin glikolizden oksidatif fosforilasyona
yonlendirilmesi amactyla DCA gibi PDK inhibitorlerinin ticari ilaglarla kullanimi yeni
tedavi stratejilerinden biridir [75]. Bununla beraber, DCA’nin sadece kanser
hiicrelerinde segici olan toksik etkisinin oldugu da belirtilmektedir [76-78]. Bu
calismada DCA’nin bobrek adenokarsinama hiicrelerinde (ACHN) etkileri
incelenmistir. DCA bu hiicrelerde hiicre canliligini azaltarak hiicreleri apoptoza
yonlendirmistir. Bu bulgular DCA ile ilgili ¢alismalarida desteklemektedir [75, 77, 79-
81]. llaveten hiicre déngiisii analizleri DCA uygulamasinin ardindan hiicrelerin G1/G0
fazinda toplandigt ve S fazindaki hiicre sayisinin 24 saat iginde azaldigini
gostermektedir. Literatiirde DCA’nin diger hiicre hatlarinda G1, G2 fazlarinda
baskilama yapabilecegini veya hi¢bir baskilamaya sebep olmadigini belirten sonuglar
bulunmaktadir [76, 79, 82, 83-86]. Literatiir bulgular1 ve bu c¢alismadaki sonuglar
DCA’nin tutuklanmaya neden olan mekanizmasinin kanser hiicre tipine, fizyolojik
durumuna ve/veya kanser hiicresinin mutasyonlarmma bagli olabilecegini

gostermektedir.
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DCA’nin apoptotic etkisi endometrin, akciger, meme, merkezi sinirsistemi,
kalinbagirsak, kan, omurilik, melanoma, bas ve boyun kanseri hiicrelerinde
gosterilmistir [75, 78-83, 87, 88]. Bu ¢alismada DCA ACHN hiicrelerinde apoptoza
neden olmaktadir. DCA’nin mitokondriyal bagimli apoptoza karsi olan rezistansin
iistesinden geldigi bilinmektedir [82]. ilaveten DCA’nin kanser hiicrelerinde bazi
popiilasyonlarda tedaviye diren¢ gosterirken bazilarinda uzun siireli uygulandiginda
etki gosterdigi belirlenmistir [77].

LC-MS/MS c¢alismalar1t ACHN hiicrelerinde yiiksek miktarlarda laktat, sitrat,
NAA ve 5-oksoprolin varligint géstermistir. DCA’nin PDK aktivitesini inhibe etmesi,
boylece PDC’yi aktive etmesi gerektigi i¢in, glikoliz yoluyla iiretilen piriivatin laktata
cevrilmesi yerine, asetil-CoA iiretiminde kullanilmasi1 beklenmektedir. Gergektende
DCA uygulamasindan sonra laktat seviyelerinin ciddi olarak diistiigiiniin goriilmesi
(Sekil 6.26.A) PDK inhibisyonu ile PDC reaktivasyonunu dogrulamistir. Normoksik
sartlarda glikoz aliminin hizlanmasi ve laktat birikmesi (aerobik glikoliz), kanser
hiicrelerinin genel bir ozelligidir. Laktatin tiimor hiicrelerine sagladigi baslica
avantajlar arasinda immiinolojik kagisin desteklenmesi, metastas ve damar olusumuna
katkida bulunmasi ve proteazlar igin uygun bir ortam sunmasidir [47]. Bunlarin
yaninda laktat aerobik glikolizde apoptosize direngte rol oynamaktadir [89]. DCA ile
laktat seviyesinin disiiriilmesi kanser hiicrelerinde laktatin tetikledigi bu tip
proseslerin engellenmesinde 6nemli 6l¢iide katkida bulunmustur.

DCA ile PDC reaktivasyonu 24 saat igerisinde sitrat seviyelerinin artmasini
saglamasi pirlivatin TCA ¢evrimine yonlendigini gostermektedir (Sekil 6.26.B).
Prolifere olan kanser hiicreleri yiiksek miktarda lipid ve sterol sentezlediklerinden
yiiksek sitrata gereksinim duymaktadirlar [90]. Glutaminolysis hizli biiyiiyen kanser
hiicrelerinde sitratin ana kaynagidir [90]. Glutaminolizde kanda yiiksek oranda
bulunan glutamin (GIn) kanser hiicresi tarafindan direk alinarak, glutaminazin
kataliziyle glutamata (Glu) ¢evrilir. Glu a-ketoglutarata ¢evrilip TCA ¢evrimine girer.
Glikoz kaynakli piriivatin TCA’ya yOnlenmesi ile TCA ¢evrimi ara-tiriinleri
oxaloasetat, siiksinat, fumarat ve a-ketoglutaratin seviyelerinin clear cell karsinoma
hiicrelerinderinde arttigi belirtilmistir [91]. LC-MS/MS metodu deteksiyon limiti
dahilinde (Tablo 6.2.) adi gegen metabolitlerin tespit edilmemesi bunlarin ACHN
hiicrelerinde  belirgin  bir sekilde birikmedigine isaret etmektedir. DCA
uygulamalarinda sitrat seviyelerinin azalmast ACHN hiicreleri metabolizmalarinin

ciddi etkilendigini gdstermistir. ilaveten bu durum DCA’nin kolesterol sentezinin
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hizin1 kontrol eden enzim hidroksimetilglutaril koenzim A rediiktazin nonkompetetif
inhibitorii olmasindanda kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir [92].

5-oksoprolin ve NAA kontrol ACHN hiicreleri analizlerinde oldukca yiiksek
seviyelerde belirlenmektedir (Sekil 6.26. C ve D). 5-oxoprolin, y-glutamil ¢evriminin
ara-tirtintidiir ve 5-oksoprolinaz ve glutatyon sentaz enzimlerindeki defeklerden dolayi
birikebilmektedir [93]. Cesitli timor hiicrelerinde goriilen yiiksek miktardaki 5-
oxoprolin ve glutatyon kemoterapiye daha dayanikli neoplastik doku olusumuna yol
agcmaktadir [94]. NAA ise beyinde en fazla bulunan 2. metabolit olarak bilinmektedir,
oligodendrosit miyelinasyonunda ve protein/histon asetilasyonunda kaynak olarak
veya norotransmiter N-asetilaspartilglutamat sentezinde 6nciil olarak kullanilmaktadir
[95-97]. NAA, mitokondride, asetil CoA ve aspartik asitten (Asp) N-asetiltransferaz
katalizli bir reaksiyonla sentezlenmektedir. Zand ve ark, yumurtalik kanseri
hastalarinda, tiimoral NAA ve onun biyosentetik enzimi NAT8L nin yiiksek oldugunu
belirtmistir [98]. SIRNA ile NATSL geninin susturulmasi timor gelisimi ve hayatta
kalimini1 ciddi derecede azaltmaktadir [98]. Melanoma, meme, bagirsak ve rahim
kanserlerinde NAT8L gen eksprasyonunun yiiksek oldugu rapor edilmistir. Ayni
zamanda yiiksek NATSL eksprasyonu adipoz dokularda, noétral lipitlere glikoz
aliminin ciddi olarak uyarmaktadir ve sitrata ilave olarak NAT8L kaynakli NAA’ ’nin
da hizli biiyiiyen kanser hiicreleri lipid sentezinde sitosolik asetil-CoA kaynagi olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Kanser hiicrelerinde glikoliz ve TCA ¢evrimi
bozuk oldugundan asetil-CoA’nin temel kaynagi mitokondriyel yag asitleri [-
oksidasyonudur. Mitokondriye yag asidi girisi inhibe dildiginde hematopoietic hiicre
hatlar1 (LyD9 ve WEHI-231)’nda apoptosizin tetiklendigi gosterilmistir [99]. Diger
taraftan de novo aspartat sentezi i¢in karbon anaplerotik Gln’den saglanmaktadir
[100]. Aspartat, a-ketoglutarattan oksidatif yollar ile sentezlenebilmektedir [101, 102].
Yukarida bahsedildigi gibi a-ketoglutarat Gln kaynaklidir. Asp prolifere hiicreler igin
esansiyeldir ve de novo piirin sentezinde IMP AMP doniisiimiinde kullanilmaktadir.
Asp ayrica de novo pirimidin sentezinde karbon iskeleti saglamakta hemde amino asit
olarak proteinlerde yer almaktadir [100]. Oyle gériiniiyorki NAA, lipid sentezinde
asetil grubu saglamanin yam sira, ayrica sitosoldeki bahsedilen proseste Asp’de
saglamaktadir.  Aspartatin  asetilasyonu  mitokondriden ¢ikmasina  olanak
saglayabilmesinin yanisira TCA ¢evrimi metabolitlerinin yenilenmesinde glutamin

katkisin1 hizlandirabilir. Bu ¢alisma DCA varliginda NAA seviyelerinin 24 saatte
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azaldigint gostermektedir. PDC, DCA ile aktive oldugunda B-oksidasyonu ve
glutaminolysisin ve NAA sentezinin baskilandig1 goriilmektedir.

LC-MS/MS sonuglarina gore ACHN hiicreleri ile karsilastirildiginda HUVEC
hiicrelerinde sadece laktik ve sitrik asitler belirlenebilmistir. Laktat ve sitrat enerji
metabolizmast i¢in O6nemlidir. HUVEC hiicrelerinde NAA ve oksoprolinin
belirlenememesi bu metabolitlerin kanser hiicreleri i¢in 6nemine isaret etmektedir.

Sonu¢ olarak ¢alismalarimiz DCA’nin bobrek adeno karsinoma hiicre
hatlarinda etkili ve segici olarak apoptozu uyardigini; bu etkiyi ise PDC multienzim
kompleksini aktive edip piriivati TCA ¢evrimine yonlendirerek yaptigini ve boylece
oksidatif fosforilasyon ve mitokondriyel ROS {iretimini arttirdigini diigiindiirmektedir.
Sonra yapilacak calismada LDH inhibisyonunun etkilerinin incelenmesi

planlanmaktadir. Tahminen bu durum TCA’ya piriivat akisini hizlandiracaktir.
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