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OZET

PROSTAT KANSERI GELiSIMINDE STAMP2 VE SIRT1
ILISKISININ ARASTIRILMASI

TURUNC, Serhan

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Kemal Sami KORKMAZ
Ikinci Danismani: Dr. Ogr. Uy. Bilge DEBELEC BUTUNER
Haziran 2018, 62 Sayfa

Altt membran gecisli prostat proteini 2 / six transmemrane protein of
prostate 2 (STAMP2) geni, prostat kanserinde (PCa) androjen tarafindan
diizenlenen bir gendir. STAMP2 ektopik ekspresyonu, hiicre c¢ogalmasini ve
kolonizasyonunu arttirdigt  bulunmustur. Farkli hiicre hatlarinda yapilan
caligmalarda ve protein yapisinda belirlenen bolgelerde, hiicresel metabolizmada
bir rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. STAMP2’nin bu Onemli gorevlerini
anlayabilmek i¢in; PCa hiicre hatlarinda, farkli metabolik kosullarda, SIRTI1
proteini ile olan iligkisi ve bu regiilasyonun hiicreye etkilerinin arastirilmasi
amaclanmistir. Bu tez ¢calismasinda STAMP2 ve SIRT1 ekspresyon durumlarinin
antagonist bir regiilasyonda oldugu ve bu durumun hiicre fenotipine etki ettigi
gozlenmistir. Bu regiilasyon PCa hiicrelerinin ¢ogalmasi ve sagkalim
mekanizmalarin1 daha iyi anlamamizi saglayarak, terapotik tedavilerin etkisini
arttiracak dneme sahiptir. Sonuglarimiz, farkli metabolik kosullarda STAMP?2 ile
SIRT1 regiilasyonunun mitotik aktivite, oksidatif stress yaniti ve DNA hasar
onarimi sinyal yolaklarinda yer alan proteinleri etkiledigi ve yapilan analizlerde

bu parametrelerin hiicre ¢ogalmasini diizenledigi gosterilmistir.

Anahtar Soézciikler: STAMP2, prostat kanseri gelisimi, SIRT1, AR sinyal
yolaklari.
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ABSTRACT

INVESTIGATING THE RELATIONSHIP BETWEEN STAMP2 AND
SIRT1 IN PROSTATE CANCER DEVELOPMENT

TURUNC, Serhan

MSc in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Kemal Sami KORKMAZ
Co-Supervisior: Assist. Prof. Bilge DEBELEC BUTUNER
June 2018, 62 pages

The six transmembrane protein of prostate 2 (STAMP2) is an androgen-
regulated gene whose mRNA expression is increased in prostate cancer (PCa).
Ectopic expression of STAMP2 in prostate cancer cells significantly increases cell
proliferation and colony formation. Metabolic studies in different cell lines and
identified domains in the protein structure, these data established that STAMP2
may play a role in cellular metabolism. To be able to elucidate the function of
STAMP2, we aimed to investigate the relationship between SIRT1 protein and
cellular effects of this regulation on PCa cell lines under different metabolic
conditions. In this study, we showed that STAMP2 and SIRT1 expression states
are in an antagonist regulation and this affects the cell phenotype. The regulation
allows us to better understand the proliferation and survival mechanisms of PCa
cells, which is important to increase the effect of therapeutic treatments. Further,
we found that, under different metabolic conditions, regulation of STAMP2 and
SIRT1 has affected mitotic activity, oxidative stress response and DNA damage
repair signaling pathways proteins and signal pathways proteins. In the analyzes

performed, it has been shown that these parameters regulate cell proliferation.

Keywords: STAMP2, prostate cancer, SIRT1, AR signaling pathways.
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cekirdege girerek  ARE'lere baglanabilir ve kofaktorlerle birlikte gen
ifadesini aktive eder / baski altina alir ( Sultan et al., 2002). 5
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kastrasyon direnci gelistirmesi ( Verze et al., 2016). 6

Sekil 2.4. Steroid hormonlarinin baglica siniflandirilmasi ve enzimatik yolaklari
etkilesim giicli yiizdeleri. Testesteron=%100, S5a-dihidrotestesteron=%90,
Androstanediol=%60, Androstenedione=%20, Dehidroplanndrosterone=%10,

Androsterone=%10. Sa-dihidrotestesteron’nun prostat dokusunda
testesterondan daha giiclii bir afiniteye sahip oldugu goriilmiistiir (Haggstrom
and Richfield, 2014). 7

Sekil 2.5. Kastrasyon direnci mekanizmasi. 1-) Androjene asir1 duyarlili§i sonucu
AR’niin agirt ekpresyon durumu. 2-) Sitokinler ve biiyiime faktdrlerinin
diizensizligi aracilifiyla AR’in androjen-bagimsiz aktivasyonu. 3-) AR
mutasyonu sonucu ligand spesifitesini kaybetmesi ( Ishikura et al., 2015).......8

Sekil 2.6. STAMP2 geninin kromozom 7q21 fiizerindeki konumu ve sematik
yapist. STAMP2 gen yapis1 gdsterilmistir. Intronlar ve ekzonlar boyutlariyla
beraber gosterilmistir. Tahmin edilen baslangi¢c ve dur kodonlar1 siyah ve gri
oklarla gosterilmistir (Korkmaz et al., 2005). 10

Sekil 2.7. STAMP2 gen (A) ve protein (B) bolgeleri gosterilmistir. NADP
oksidoreduktaz (mavi), FAD interaksiyonu (kirmizi), Demir interaksiyonu
(kahverengi), heme grubu interaksiyonu (mor) ve endozomal hedefli motifler
(yesil) renklerle gosterilmistir. Soru isareti korunmus fakat varsayilan
interaksiyon boélgelerini gosterir. N-terminal bolgesi enzimatik aktivitesi C-
terminal bolgeye gore daha azdir. N-terminal bodlgesi proteinin regiilator
rollinii ve protein-protein interaksiyon bdlgelerini icerir (Sikkeland et al.,
2016). 11
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1. GIRIS

Prostat kanseri, en sik olarak teshis edilen kanserlerdendir. Erkeklerde
Avrupa ve ABD'de kanser 6liimlerinde ikinci sirada yer alir (Siegel et al., 2012).
PCa gelisimi baslangicta dolasimdaki androjenlere bagimlidir ve androjen
yoksunluguna yonelik hormonal terapiler tiimoriin biiylimesini geriletir. Bununla
birlikte, tanilarin cogunlugunda, tedaviye cevap vermemekle birlikte 6liime neden
olan kastrasyon direngli bir PCa (CRPC) tekrar olugsmaktadir. Son gelismelere
ragmen PCa olusumu ve CRPC'ye ilerleme ile ilgili molekiiler mekanizmalar hala
iyi anlagilamamistir (Arnold and Isaacs, 2002; Shen and Abate-Shen, 2010;
Dayyani et al., 2011; Yap et al., 2011). Bu sebeple hastaligin tanisi, biyolojik
markdr kesfi ve aynm1 zamanda PCa i¢in terapotik hedeflerin tanimlanmasi
gerekmektedir (Prensner et al., 2012).

Onceki arastirmalar, androjen reseptoriiniin (AR) aracilik etti§i androjen
sinyalizasyonunun, CRPC’de dahil olmak iizere PCa'nin tim evrelerinde rol
oynadigim1 gostermistir (Arnold and Isaacs, 2002; Shen and Abate-Shen, 2010;
Dayyani et al., 2011; Yap et al. 2011; Bluemn and Nelson, 2012). AR aktivasyonu,
hiicresel islevin birden ¢ok yonii ile ilgili genis bir gen kiimesini diizenler. Genom
capindaki kesifler, PCa hiicrelerinde birka¢ yiiz genin birincil AR hedef genleri
oldugunu ortaya koymustur (Velasco et al, 2004). Ek olarak, diizensiz androjen
sinyallesmesi PCa'da reaktif oksijen tiiriinii (ROS) arttirmaktadir (Ripple et al.
1997; Sun et al. 2001; Frohlich et al. 2008; Basu et al. 2009). Hatta PCa
gelisiminin oksidatif stres ile iligkili olduguda diisiintilmiistiir (Paschos et al.,
2013). Fakat PCa'da ROS iiretiminde degisiklife neden olan net molekiiler
mekanizmalar su anda bilinmemektedir.

Bu bulgular dogrultusunda, PCa gelisiminde androjen ile regiile olan
genlerin  belirlenmesinde STAMP2  geninin  regiilasyonundaki  degisim
kesfedilmistir. Yapilan calismalarda STAMP2 mRNA ekspresyonunun, prostat
kanseri epitelinde diger normal prostat dokusu ve iyi huylu biiylime goriilen
prostat dokularina gore asir1 ifadesi saptanmistir. STAMP2 ifadesi bulunmayan
PCa hiicrelerine gen transfeksiyonu yontemiyle STAMP2 ektopik ekspresyonu
saglandiginda hiicrelerin ¢ogalmasi ve kolonizasyonunda artis goriilmiistiir

(Korkmaz et al., 2005). Son gelismeler STAMP2'nin PCa biyolojisinde énemli bir



rol oynayabilecegini 6ne stirmekle birlikte, STAMP2'nin PCa hiicrelerinde hiicre
biliylimesini nasil modiile ettigi ve terapdtik bir hedef gorevi gorebilecegi
konusunda aciklik daha getirilmemistir. Bu bulgularin yam1 sira, STAMP2
reglilasyonun ayni zamanda adiposit hiicrelerindeki insiilin tdéleransin1 ve
makrofaj hiicrelerindeki enflamasyon mekanizmalarin1 etkiledigi goriilmiistiir. Bu
nedenle metabolik hastalik ve ateroskleroz ile iliskilendirilen ¢aligmalarda
mevcuttur (Wellen et al., 2007; ten Freyhaus et al., 2012).

Bu tez calismasinda, STAMP2 ile yapisinda histon deasetilaz bdlge
bulunduran ve metabolik regiilator olan SIRT1 arasindaki iliski lizerine ¢alisma
yiritiilmiistiir. Farkli PCa hiicre hatlarinda transfeksiyon yontemi uygulanarak bu
iki genin susturulmasi ve ektopik ekspresyonu yapildi. Ayni zamanda farkli
metabolik kosullar altinda hiicre ¢ogalmasi, ROS yaniti ve DNA hasar
mekanizmalarinda yer alan proteinlerle olan etkilesimleri Western blot yontemiyle
saptandi. Elde edilen bilgiler dogrultusunda WST-1 testi ve Tripan Mavisi
boyamayla hiicre ¢ogalmasi-canlilig1 analizleri yapildi. Farkli metabolik kosullar
altinda bu iki genin arasindaki regiilasyonun hiicre metabolizmasina etkisi yag
yapilarint Nile Red ile isaretleyerek immiinofloresan mikroskopi yontemi ve
florometrik okumayla gézlenmistir.

Hiicre ¢ogalmasi ve sagkalim gibi fonksiyonlar1 bulunduran bu iki proteinin
birbirleriyle etkilesimleri ve bulunan baglantis1 PCa gelisim siirecini daha iyi
anlamamiz1 saglayarak, gelecekte kanser tedavisinde terapotik etkiyi arttiracak

caligmalara 151k tutabilme 6nemine sahiptir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Prostat Bezi

Prostat, erkeklerde idrar torbasinin boynundaki idrar yolunu c¢evreleyen
yaklagik 30 gr agirliginda ceviz biiylkliigiinde ekzokrin bezdir. En 6nemli
fonksiyonu semen olusturmasidir (sperm hiicreleri + seminal bezlerden gelen sivi).
Prostat diiz kaslar1 sayesinde semen ve iire ¢ikisini kontrol eder. Embriyonik
yasamin 9. haftasinda primitif (ilksel) posterior iiretradan ige dogru katlanma
yapan birgok tiibiil grubundan gelisir. Prostat, bir yetiskinde siirekli olan birkag
lobdan olusur. Loblar, bir seri tiibiil vasitasiyla prostatik iiretranin ig¢ine dagilan
salgilayic1 epitel alveolleri ile kaplanmistir. Salgi parankima, diiz kaslar ve bag

dokusu ile bir arada bulunur ( Verze et al, 2016).
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Sekil 2.1. A-) Prostat bezi boliimleri. Transition bolgesi yaslanmayla birlikte malignant olmayan
prostat biiytimesi egilimindedir. Periferal bolge ise daha ¢cok malignant timdrlerin ortaya ciktigi

bolgelerdir. B-) prostat bezindeki hiicre ¢esitliligi gosterilmistir ( Verze et al., 2016).



2.1.1 Androjenler

Erkeklerin steroid hormonlar1 olan Androjenler, polipeptit bliylime faktorii-
5’e ek olarak, prostatin farklilasmasi ve islevinin korunmasi i¢in gereklidir.
Testosteron (TST), % 95'1 testiste Leydig hiicreleri tarafindan iiretilir ve
erkeklerin kan dolagiminda dolasan ana androjendir. Dolasimda, dokular bagl
oldugu c¢esitli proteinlerle diizenlenir. Bunlar sunlardir: seks hormonu baglayici
globulin (SHBG) ve albiimin ve kortikosteroid baglayici globulin 6 daha azdir.
Prostatta serbest TST, hiicrelere girer ve Sa-rediiktaz enzimi tarafindan aktif
formu olan Sa - dihidrotestosteron (DHT)’a doniistiiriiliir. Hem TST hem de DHT,
steroid reseptor siiper ailesinin bir {iyesi olan AR'ye baglanabilir. Bununla birlikte,
DHT'nin AR’ye baglanma afinitesi TST’den bes kat daha fazladir. DTH
baglanmas1 bozunmaya karsi daha direngli AR konformasyonunda bir degisiklige
neden olur. Androjen yoklugunda AR, 1s1 soku proteinleri (HSP'ler) ile kompleks
halde sitoplazmada bulunur. Ligand baglandiginda, konformasyonel degisiklige
ugrar, HSP'lerden ayrisir ve hiperfosforile hale gelir. HSP-salinimi, dimerizasyon
motiflerini ve niikleer lokalizasyon sinyalini agiga ¢ikarir. AR, ¢ekirdege girmeye,
dimerlesmeye ve androjen cevap yanit elementlerine (ARE'lere) baglanmaya
hazirdir. Androjen diizenleyen genlerin promotorlar1 ve / veya enhancerlari iginde
yer alan ARE'ler, AR c¢esitli ortak faktorlerle birlikte gen transkripsiyonunun

regiilasyonunu arttiran veya azaltabilen sekanslardir ( Sultan et al., 2002).
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Sekil 2.2. Androjen aracilikli gen regiilasyonunun genel mekanizmasi. Serbest testosteron plazma
zarindan hiicrenin i¢ine girer ve Sa-rediiktaz tarafindan DHT'ye donistiiriildiikten sonra, AR'nin
ligand baglama alanima (LBD) baglanir, daha sonra kompleksten HSP'ler ayrilir, fosforile olur,
dimerlesir ve ¢ekirdege girerek ARE'lere baglanabilir ve kofaktorlerle birlikte gen ifadesini aktive

eder / baski altina alir ( Sultan et al., 2002).

2.2 Prostat Kanseri

Androjene bagimli olarak epitelyal ve stromal dokularda biiyiime ve
farklilasma, hem prostat gelisimi hem de prostatik karsinom i¢in Snemlidir.
2007'de Amerika Birlesik Devletleri'nde yapilan istatistiksel analizlere gore,
prostat kanseri, kolorektal kanser ile birlikte, 40 yas ve istiindeki erkeklerde

kanser 6liimlerinde {i¢iincii sirada gelir.

Ergenlik yasindan sonra prostat boyutu, hiicre proliferasyonunu uyaran ve
apoptozu inhibe edebilen androjenler tarafindan diizenlenir. Cogu PCa, prostatin
periferik bolimiinden kaynaklanir. Prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN), PCa'nin
morfolojik olarak saptanabilir ilk safhasidir ve erkeklerde yirmili yaslarda bile
ortaya cikabilir. Ayrica, prostat biiyiimesi hastaligi 57-60 yas civarinda kanser

gelisimine kadar yavas ilerlemektedir. Lokal prostat tiimorlerinin yaklasik tigte



biri invaziv ve metastatik hale gelebilir ve diger dokulara yayilabilir; kemik,
karaciger ve akciger gibi. Baslangicta androjen ablasyonu tedavisi sayesinde,
androjene biiyiime ve c¢ogalma siirecinde bagimli olan tiimoriin gelisiminde
gerileme goriilmiistiir. Fakat bu tedavi sonrast hormona direng kazanarak tekrar
ortaya cikarlar. PCa’deki bu tekrar olusum o6zelligi, klonal secilim ve epigenetik
mekanizmalarin sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Multifokal tiimdrlerin ve PIN'in
androjen ablasyonundan sonra, bulunan androjen bagimsiz hiicreler yayilabiliriler.
Bu da androjenden bagimsiz bir tiimor olusumuna yol agabilir. Bunun sonucunda,
genetik veya epigenetik olaylardan sorumlu mutasyonlarin frekanslar1 bize su
ornekleri sunabilir; AR genindeki mutasyonlar sonucu diger hormonlarada
duyarhlik artisi, AR aktivitesini etkileyen sinyal yollarindaki degisiklikler, AR
yardimc1 faktorlerde degis
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olabilir ( Verze et al., 2016).

Sekil 2.3. Prostat kanseri tedavi siireci ve androjen ablasyonu sonrasi kanserin kastrasyon direnci

gelistirmesi ( Verze et al., 2016).

2.3 Prostat Kanseri Gelisiminde AR rolii

PCa'nin siklikla tekrar ortaya ¢ikmasi yiiziinden ve heniiz etkili bir tedavi

bulunmadigindan, ana odak, PCa'nin androjen ablasyon tedavisi sonrasi hormona



direng gelisrtirmesine neden olan mekanizmalarin incelenmesine yonelik
olmustur. Androjen ablasyon tedavisinde baslangicta azalan regiilasyonda olan
androjen duyarli genlerin, androjen bagimsiz tiimorlerde artan regiilasyonda
oldugu gozlenmistir. Bu, AR'in ligandtan bagimsiz bir sekilde hareket edip
etmedigi sorusunu glindeme getirir ve eger varsa, bunun arkasindaki
mekanizmalar nelerdir ? AR'l umut verici bir potansiyel terapotik hedef olarak
gosteren bazi  mekanizmalar  Onerilmistir.  Birincisi, steroid  hormon
koaktivatorlerinin ve AR'nlin asir1  ekspresyonu Onerilmistir. Tekrarlayan
timorlerde AR geni amplifikasyonu (hem mRNA hem de protein seviyesi artar)
yani sira artmis kararlilik, aktivite ve niikleer lokalizasyon gozlenmistir. Ayrica,
AR LBD'de bir nokta mutasyonu, AR'lin androjen konsantrasyonunun ¢ok diisiik
olmasmma ve diger androjenik olmayan ligandlara duyarli olmasina neden

olabilecek olaylardan biri olarak onerilmistir.
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Sekil 2.4. Steroid hormonlarmin baglica siniflandirilmasi ve enzimatik yolaklar1 etkilesim giicii
ylizdeleri. Testesteron=%100, Sa-dihidrotestesteron=%90, Androstanediol=%60,

Androstenedione=%20, Dehidroplanndrosterone=%10, Androsterone=%10. S0-



dihidrotestesteron’nun prostat dokusunda testesterondan daha gii¢lii bir afiniteye sahip oldugu

goriilmiistiir (Haggstrom and Richfield, 2014).

Androjen kastrasyonundan sonra dahi bazi hiicre disi androjenlerin hala
mevcut oldugu prostatta bu tiir yliksek duyarliliktaki AR'{in aktiflegsmesi ortaya
cikabilir. Ek olarak, prostat hiicreleri, kolestrolden de novo sentez yoluyla hiicre
ici androjen kaynagi temin etme potansiyeline sahiptir. AR'lin hem diisiik
testosteron seviyesine hem de AR ligandtan bagimsiz aktivasyona karsi asiri
duyarliliginin bliylime faktorlerinin neden oldugu One siiriilmiistiir. Oto ve
parakrin biiylime faktorleri tarafindan uyarilan fosfoinositid-3 kinaz (PI3K) / Akt
veya Ras / MAPK sinyal yolaklari, AR veya ortaklarimin fosforilasyon yoluyla
aktivasyonuna neden olabilir. Bdylelikle biiyiime faktorlerinin asir1 ekspresyonu
ve bu sinyallesme kademelerinin bilesenlerinin mutasyonlari, ligand yoklugunda
artmis aktivasyona neden olabilir. Son olarak, kanser gelisiminde yaygin olan bir
dizi baska olay vardir. Bunlarin bazilar1 timor baskilayict genlerin kaybu,
onkogenin artan regiilasyonu ve Bcl-2, Bcl-xL gibi antiapoptotik genlerin asiri
ekspresyonudur, bu da hayatta kalma yollarinin artan regililasyonuna yol

acar( Heinlein and Chang, 2004).
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Sekil 2.5. Kastrasyon direnci mekanizmasi. 1-) Androjene asirt duyarliligi sonucu AR’niin asir
ekpresyon durumu. 2-) Sitokinler ve biiylime faktorlerinin diizensizligi araciligiyla AR’in
androjen-bagimsiz aktivasyonu. 3-) AR mutasyonu sonucu ligand spesifitesini kaybetmesi

( Ishikura et al., 2015).



2.4 Prostat Kanseri Gelisiminde inflamasyon ve Ros’un Rolii

Organizmay1 ¢evresel etmenlere karsi korumada 6nemli rol oynayan immiin
savunma mekanizmalari, bu dokularda malignant gelisimi tetikleyebilir. Bu olay
inflamasyon-indiiklii timorogenez olarak adlandirilir. Toll benzeri reseptdr (TLR)
fonksiyonu, normal hiicrelerdeki dogustan gelen ve adaptif immiin cevaplarinin
regiilasyonu i¢in kritiktir ve genellikle immiin savunmanin sensor kabiliyetini
etkileyebilen malignant hiicrelerin defektif fonksiyonelliklerini ayirt etmeyi
gerektirmektedir. NF-kB, ERK gibi pro-survival faktorlerin ve JNK kinazlarin
ayrica artan seviyelerdeki IL-6 ve IL-12 * nin aktivasyonu, malignant hiicrelerde
yliksek oranda eksprese edilen TLR seviyesi ile baglantilidir. Bu bulgular, kronik
inflamasyon ve kanser gelisiminde TLR’lerin 6nemli bir rolii oldugunu isaret
etmektedir. Ilging olarak TLR4, prostat kanserini de igeren g¢esitli tipteki
kanserlerde metastaz ile iliskilendirilmistir. Yiiksek metastatik 6zellikteki insan
prostat kanseri hiicre hatlar1 olan PC3 ve DU-145, RWPE ve LNCaP prostat hiicre
hatlarina kiyasla daha fazla seviyede TLR4 eksprese etmektedir. Bu hiicreler, in
vitroda LPS ile muamele edildikleri zaman, TNF-a indiiklenir (nM
konsantrasyona ulagan) ve prostat kanseri hiicrelerinde ¢ogalma ve migrasyon
gozlemlenir.  Aksine, TLR4 ekspresyonu yoklugu, bu hiicrelerin invazyon
0zelligini inhibe eder ve timdor tasiyan hayvanlarin sagkalimini ilerletir. Bu durum
yiiksek TLR4 seviyesi ya da aktivasyonunun sitokin maruziyeti iizerinden timor
hiicre proliferasyonunu anlamli bir sekilde artirdigi fikrini 6ne stirmektedir. Bu
nedenle normal ve diisiik dereceli timdrlerde TLR4 ekspresyonu, karsinogenezisi
destekleyen kronik inflamasyona katkida bulunan bir faktér olabilir. Bununla
birlikte, prostata spesifik ve androjenle regiile oldugu bilinen timor siipresor geni
NKX3.1, bir homeobox proteini kodlar ve intraselliiler ROS seviyelerini azaltan
ve DNA hasar yanitin1 aktive eden glutatyon peroksidazlari ve peroksiredoksinleri
transkripsiyonel olarak regiile ederek antioksidant cevabi kolaylastirir.

Ayrica, metabolik biiylime orani, stres algillayan ve NAD bagiml bir
deasetilaz olan SIRT1 iizerinden regiile edilir. Inflamasyon gibi oksidatif kosullar
altinda SIRTI, hiicre dongiisii kontroliinii saglayan p53°iin, DNA hasar yaniti

olusturan NBS1’in ve prostat hiicrelerinde steroid hormon faaliyetini diizenleyen
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AR’ da aralarinda bulundugu bir seri transkripsiyon faktoriinii deasetile eder. Bu
nedenle SIRT1, ozellikle de prostat kanserinde AR’1n deasetilasyona ugramasiyla
timor hiicre sagkalimi ile iliskilendirilmistir. Boylece TLR4 iligkili hiicresel
mekanizmalar {izerinden indiiklenen inflamasyon, artmis genetik heterojenitenin
AR zerinden baskilandigt ve AR’in aktive olmus SIRT1 tarafindan
deasetilasyonu ile tiimor gelisimindeki stres toleransina neden olan hiicre
gelisiminin deregiilasyonunun engelledigi prostatta, antioksidant yanitin ve DNA

hasar tespitinin azalmasina yol agar ( Multhoff et al., 2012)

2.5 STAMP2 Genel Ozellikleri ve Kanser Metabolizmasina EtKisi

2.5.1 Yap1 ve Fonksiyonu

Prostat kanserinin erken safhalarinda farkli sekilde ifade edilen genler
aragtirtlirken altt membran gegisli prostat proteini 2 / six transmembrane protein
of prostate (STAMP2) ad1 verilen ve STAMP1'e yiiksek sekans benzerligi olan
yeni bir gen kesfedilmistir. STAMP2, kromozom 7q21 iizerinde bulunur ve 5
ekson, 4 intron igerir. Genomik dizi nispeten kiigiiktiir (yaklasik 26 kb) c¢linkii
intron 1 son derece biiyiiktiir (22.516 bp). Protein 495 amino asitten olusur ve C-

terminal alanina yakin 6 transmembran bolge igerir ( Korkmaz et al., 2005).

a Int1:22516bp Int2:645bp Int3:1561bp Int4:1285bp
Exon1 4 Exon2 Exon3 Exon4 Exon5 3'UTR Alt. Exon6+ 3'UTR
0 0 0
Chr.7q21 —fies——r—{4&epT} [Cszsp | 165 I I EEETTH

Sekil 2.6. STAMP2 geninin kromozom 7q21 iizerindeki konumu ve sematik yapist. STAMP2 gen
yapist gosterilmistir. Intronlar ve ekzonlar boyutlariyla beraber gosterilmistir. Tahmin edilen

baslangic ve dur kodonlar1 siyah ve gri oklarla gosterilmistir (Korkmaz et al., 2005).
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Sekil 2.7. STAMP2 gen (A) ve protein (B) bolgeleri gosterilmistir. NADP oksidoreduktaz (mavi),
FAD interaksiyonu (kirmizi), Demir interaksiyonu (kahverengi), heme grubu interaksiyonu (mor)
ve endozomal hedefli motifler (yesil) renklerle gosterilmistir. Soru isareti korunmus fakat
varsayilan interaksiyon bolgelerini gosterir. N-terminal bolgesi enzimatik aktivitesi C-terminal
bolgeye gore daha azdir. N-terminal bolgesi proteinin regiilatér roliinii ve protein-protein

interaksiyon bolgelerini igerir (Sikkeland et al., 2016).
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Sekil 2.8. Yukaridaki ii¢lii resimde erken endozom yapilariyla kolokalize oldugu gosterilmistir.
Alttaki iki resimde ise STAMP2 nin intraselliiler alandaki lokalizasyonu gdsterilmistir (Korkmaz

et al., 2005).

Daha onceden yapilan calismalarda STAMP2 hiicrede golgi, trans-golgi
agina ve plazma membranina lokalize oldugu goriilmistir (Sekil 2.8).
Fonksiyonel olarak, Stamp2 oksidorediiktaz bdlgesinin sitoplazmik NADPH'den
iki elektron alir (NADP''ya yiikseltger), bunlari transmembran bdlgesinin
sitosolik yiiziinde FAD'a aktararak FADH,'ye indirgemektedir. FADH,, ayn1 anda
elektronlari, transmembran heme vasitasiyla, hiicre ylizeyi metal baglama alanina

gecirir ve bu bolgede Fe™ 'in Fe™ye veya Cu™ den Cu

e indirgenme
gerceklesir. Fe™ ve Cu™' daha sonra kendi tasiyicilari tarafindan zar boyunca
tasinmaya hazir duruma gelir. Hiicre metabolik dengesinde 6nemli olan bu protein
inflamasyon, hiicre biliyiimesi ve kanserdeki potansiyel rolleri ile STAMP2
ekspresyonu bircok farkli faktorlerle diizenlenir. Bilinen diizenleyici faktorler

asagida Sekil 2.9°da 6zetlenmistir (Sikkeland et al., 2016; Scarl et al., 2017).
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Sekil 2.9. STAMP2 diger ismiyle STEAP4 ekspresyonunu etkileyen regiilatorler gosterilmistir
(Scarl et al., 2017).

2.5.2 Doku ve Hiicrelerdeki ekspresyonu

Yapilan ¢aligmalarda STAMP2'nin prostat kanserinde ¢ok fazla ekspresyonu
oldugu bulunmustur. Androjen reseptdrii pozitif prostat kanseri hiicrelerinde
androjen ile regiile edildigi fakat androjen reseptorii negatif hiicrelerde ise
ekpresyonu goriilmemistir. Bu da androjen ile regiile edilebilen bir gen oldugunu
gostermistir. Prostat kanseri hiicrelerinde, normal prostat epitel hiicrelerine oranla

daha fazla STAMP2 ekspresyonu saptanmustir.

a 1 2 3 4 56 7 8 9 10 1112 13 14 15 16
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Sekil 2.10. STAMP?2 ifadesinin karakterizasyonu. (a) Birden fazla dokuda Northern blot teknigiyle
STAMP2 veya G3PDH ¢DNA’s1 kullamlarak analiz yapilmistir. Ornekler: 1. kalp, 2. beyin, 3.
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plasenta, 4. akciger, 5. karaciger, 6. iskelet kasi, 7. bobrek, 8. pankreas, 9. dalak, 10. timus, 11.
prostat, 12. testis, 13. Ovaryum, 14. ince bagirsak, 15. kolon, 16. periferik kan 16kositi. (b)
Sentetik androjen R1881(10nm) ile 24 saatlik uygulanmasi sonucu STAMP2 probu kullanilarak
nothern blot analizi yapilmistir. (C2), akciger kanseri hiicrelerinde (PC-3, DU-145, CA-HPV10,
PZ-HPV7, YPEN-1) androjen reseptorii eksprese etmeyen birkac prostat kanseri hiicre hattinda
degerlendirildi NCI-H661), meme kanseri hiicreleri (MCF7, MCF7-LCC1, MCF7-LCC2, MB435)
veya servikal karsinom hiicreleri (HeLa) Ayn1 bant STAMP1 cDNA probu ile de arastirilmistir. (c)
LNCaP hiicrelerinde belli zaman araliklarinda uygulanan R1881 sonucunda STAMP2 mRNA
birikimi olur. Izole edilen RNA’lar Nothern blot analizinde kullanilmistir (Korkmaz et al., 2005).

Buna ek olarak, prostat kanseri hiicre hattinda STAMP2'min ektopik
ekspresyonu hiicre proliferasyonunu arttirdigr goriilmiistir. Bu veriler 1s18inda
STAMP2'nin normal prostat fizyolojisinde ve prostat kanserinin ilerlemesinde

onemli bir role sahip olabilecegini diisiindiirmektedir (Korkmaz et al. 2005).

4.0 *
. o
Benign Gleason<7 Gleason>—7 £ L) 1
T P e s
oo S a
& e L)
¥ i = 2
ot P :":i S5 S0\ §.§2.5-
(x5 \/.fs\? v.& 2 £
- $ e < : &7 2.04
s i i 3
A s f » ’ fr = =
= ‘»‘v P "};‘I # % 1.54
5 3 LR ’t}. ; [4 10 rLI
- g i A ~" Benign Gleason Gleason
D LA

Sekil 2.11. Gleason derecelendirmesi histolojik olarak tiimoriin agresiligini gdsteren bir
metottur.Benign (malignant olmayan), malignant ve daha agresif malignant dereceli &rnekler
iizerinde yapilan histokimyasal boyamada STAMP2 proteini sentezi tiimoriin agresif durumuyla

artis gosterdigi goriilmiistiir (Jin et al., 2015).

2.6 SIRT1 Genel Ozellikleri ve Kanser Metabolizmasina EtKisi

Insan SIRT1, N-terminal alan1 ( 1-182 ), allosterik bdlge (183-243), katalitik
cekirdek (244-498) ve C-terminal bolgesi olmak {izere 4 ana boliime ayrilmig 747
amino asitten olusur (499-747). Baglanma duyarliligi analizi sonucu SIRTI
aktivitesi i¢in N- ve C-terminalleri gereklidir. N- veya C-terminalinin silinmesi ile
kesilen SIRT1 mutantlari, deasetilasyon reaksiyonunu katalize edememektedir.

Ozellikle, C-terminalinde 25 amino asit dizisi (631-655) SIRT1 aktivitesi icin
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gereklidir. Iki niiklear giris ve iki niiklear ¢ikisi olan N-terminal bolgesinde diziler
cok onemlidir ¢linkii SIRT1'in, farkli fizyolojik ve patofizyolojik ortamlarda
SIRT1 gereksinimlerini karsilamak i¢in ¢ekirdek ve sitoplazma arasinda serbestce

yer degistirmesine izin verirler.

SIRT1 protein deasetilasyon reaksiyonunu katalizleyebilmesi igin
subdomain igeren katalitik bolgesine NAD" ve substrat baglanmasi gerekir. NAD",
subdomain arayiiziindeki iki hidrofobik yamanin spesifik bir cebine baglanir.
Asetillenmis substrat, NAD" baglanma boélgesinin yaninda kii¢iik bir ¢inko
alanma baglanir. NAD' baglanmasi, substrat protein erisimini arttirmak igin
katalitik c¢ekirdegin sekonder yapisini degistirir. Bu gozden gecirilmis yapisal
diizenleme, protein deasetilasyonunun SIRT1'in katalizoriinin NAD" bagimh
olmasm1 ve NAD' 'm Kkatalitik ¢ekirdege baglanmasiyla baslatilan sirali bir
biyokimyasal reaksiyon olarak ilerlemesini saglar. Katalitik cekirdegin N-
terminalinin yaninda, sirtuin aktivitesini olumlu sekilde diizenleyen sikistirilmis
allosterik alan vardir. Sirtuin (AROS) ve resveratrol gibi SIRT1 aktivatorlerinden
olusan kiiclik bir niikleer protein aktif regiilator, allosterik bolgeye baglanir ve

SIRT1'e bagh p53 deasetilasyonunu uyarir.
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Sekil 2.12. SIRT1 (A) yapisi, (B) fonksiyonu ve regiilasyonu (Liu et al., 2013).
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SIRT1, kromatin yapisi, gen transkripsiyonu, metabolizma, sirkadyen ritim
ve inflamasyon gibi cesitli hiicresel silireclerde diizenleyici rol oynar. Genis
substratlar1 ve subseliiler bolmeler arasinda serbest translokasyonun benzersiz
ozelliklerinden dolay1 ¢ok fazla fizyolojik islev gorebilir. Temelde, hedeflendigi
iki grup asetillenmis protein vardir: histon ve histon olmayan proteinler. Histon
proteinlerinin asetilasyon / deasetilasyon durumu, kromatinin gen transkripsiyonu
icin erisilebilir olup olmadigini belirler. SIRT1 aktif olarak H1K26, H3K9 ve
H4K16'nin deasetillenmesini saglar ve gen transkripsiyonunu susturarak kromatin

DNA kompaksiyonunu kolaylastirir.

Buna karsilik, SIRT1'in histon olmayan substratlar1 genellikle sinyal
iletimini, metabolizmasini veya gen transkripsiyonunu kontrol eden molekiiller
veya enzimlerdir. Farkli protein 6zellikleri ve hiicresel konumlari, SIRT1'in farkl
hiicresel siireclerde veya belirli bir islemin farkli evrelerinde ¢ift diizenleyici rol
oynamasma olanak tanir. Ornegin, SIRT1, NFkB / p65'in deasetilasyonuyla
proinflamatuar gen ekspresyonunu devre disi birakir, ancak akut enflamasyon
sirasinda RelB'yi ve PGC-la'y1 hedefleyerek anti-inflamatuar gen ekspresyonunu
uyarir. Substrat seviyesinde, SIRT1, p53'iin asetilasyonunu azaltarak apoptozu

engeller, ancak asetil CoA sentaz 1'in deasetillenmesiyle yag asiti sentezini uyarir.

Bu genis SIRT1 biyoaktivitesi deasetillendirme katalizinin, transkripsiyonun,
translasyonun ve stabilizasyonun hassas regiilasyonu ile koordine edilir. Spesifik
baglanma sahalari, SIRT1 aktivatorlerinin / inhibitorlerinin deasetilaz aktivitesinin
yogunlugunu manipiile etmesine izin verir, ancak NAD" varligi, SIRTI
aktivasyonunun birincil  Slgiisiidir. NAD" / NADH oram1 subseliiler
kompartmanlar arasindaki SIRT1 translokasyonunu belirler: katalitik merkezdeki
NAD" baglanma bolgesi igin yarigmali olarak hidrolize NAD' ‘in iiriinii
NAM'dan gelen negatif geri bildirimle katalitik bolgedeki NAD" baglanma
alanlar1 i¢in yarismali olarak SIRT1 aktivitesini inhibe ederken, daha fazla NAD"
baglanmasiyla SIRTI aktivasyonu olusur. Bu nedenle, NAD" geri kazanim
yolaginda nicotinamide phosphoribosyl-transferase (NAMPT) ve nicotinamide
mononucleotide adenil-transferase (NMNAT) ve kynurenine NAD' sentezi
yolaginda indoleamine 2,3-dioxygenase bu enzimler hem NAD" seviyesi artisiyla
hemde NAM seviyesi disiisiiyle SIRT1 aktivasyonunda anahtar rol oynarlar.
NAD" 'in metabolik yolaklardaki pek ¢cok dehidrogenaz igin de bir yardimei faktor
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oldugunu, dolayisiyla hiicresel metabolizmanin SIRT1 aktivitesi tarafindan
diizenlenir. Asir1 aglik veya kalori kisitlamasi NAD' 'yi artirir ve SIRTI
aktivasyonunu uyarir; Azaltict ajan NADH yiiksek seviyeleri SIRTI

aktivasyonunu sinirlar (Liu et al., 2013).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1 Cihaz

= Siif II giivenlik kabini (Esco, Hollanda)

® Fluoroskan Ascent Mikroplate Okuyucu (Thermo Fischer Scientific, ABD)

= CO,'li inkiibator (Sanyo-MCO- 18AIC, Japonya)

= Su banyosu (GFL Model: 1008)

= Invorted 151k mikroskobu (Leica DMIL, Almanya)

= Blok 1sitic1 (Grant-QBA?2, Ingiltere)

= Buz makinesi (ITV, USA)

= Orbital ¢alkalamali inkubat6r (Biosan-ES20)

* Mini sogutmali santrifiij (Sigma- B6916, Almanya)

= Santrifiij (Eppendorf 5415D ve 5415R, ABD)

= Sonikasyon

= pH metre (Hanna- HI221, Almanya)

= Manyetik karistirict (Wisd-MSH20A, Almanya)

= Calkalayic1 (Heidolph- ROTAMAX 120, Almanya)

= Spektrofotometre (Amersham Biosciences-Ultraspec 100 Pro., ABD)

= Protein jel elektroforez sistem (BioRad, ABD)

= Kuars kiivet (Hellma-105.202QS, Almanya)

= Hiicre kiiltiir kaplar1 ve flasklar (Greiner, Almanya)

= Erlen

= 2.5- 5- 10 ve 25 ml hacimli steril pipetler (Orange, Italya)

= Pastor pipetler

= 15 ml ve 50 ml’lik falkon tiipleri (Jet Biofil, Italya)

= 1-10, 20-200 ve 100-1000 pl otomatik pipetler (Brand-Transferpette S,
Almanya)

= Pipet uglar1 (VWR, ABD)

» Eppendorf tiipler (Grainer- Almanya)

= Filtre bagliklar1 45 mm

= Enjektorler (Ayset, Tiirkiye)

= Hemositometre (Neubauer)

= 22x22 mm no:1 lamel (Marienfeld-0101050, Germany)

» Hiicre kaziyic1 (Cell Scraper- TPP 9903, isvigre)



19

® Yiiriitme aparat1 (C.B.S. Scientific- MGV 202, ABD)

= Transfer aparat1 (C.B.S. Scientific- EBX 700, ABD)

» Whatman kagitlari

= Polyvinylidene fluoride (PVDF) transfer membrani (Roche- 03010040001,
Almanya)

» Pozlamanin gerceklestigi kaset (Amersham Hypercassette, RPN 11643)

*» Film (Kodak, 8143059)

= Asetat kagitlar

3.2 Sarf Malzemeler

* DMEM F12 (Gibco-31330, ABD)
* DMEM (Gibco-1810192, ABD)
= RPMI 1640 (-) glucose (Gibco-1809333, ABD)
= RPMI 1640 (Gibco-11875127, ABD)
= WST1 Reagent (Roche- 05015944001, Almanya)
= F6tal dana serumu (FBS) (Gibco- 10270, ABD)
» HEPES, H4034, Sigma
* Tripsin-EDTA (Gibco- 3103382, ABD)
= Penisilin/Streptomisin (Gibco- 15140, ABD)
®» L-glutamin (Gibco- 25030, ABD)
* DMSO (Merck- K33960212-504, ABD)
» Proteaz inhibitor kokteyl (PIC) (Roche- 04693159001, Almanya)
» Fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF) (Fluka- 93482, Almanya)
= Fosfataz inhibitor kokteyl (Roche- 04906837001, Almanya)
* NaF 100X (100 mM), (Merck- B815549 606, ABD)
» Modifiye RIPA tamponu
v" 10 mM trima baz pH=8.0 (Sigma- T5941, Almanya)
% 0.1 SDS (Sigma- L4390, Almanya)
% 1 triton x-100 (Sigma- T8787, Almanya)
% 0.1 sodyum deoksikolat (Sigma- D6750, Almanya)
1 mM EDTA (Sigma- K5134, Almanya)
I mM EGTA (Sigma- E3889, Almanya)
140 mM NacCl (Sigma- S3014, Almanya)

AN N N NN
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BCA kiti (Sigma- 088K6138, Almanya)

% 4 Paraformaldehit (AppliChem- A3813, Almanya) pH:7.8

Methanol (Merck- 1552608034, ABD)

D-(+)-Glucose, G7528, Sigma

Etanol (Merck- K41414186 038, ABD)

BSA (USB- 10857, ABD)

% 30 akrilamid karigimi i¢in

v" % 29 akrilamid (Sigma- A9099, Almanya)

v % 1 N, N- metilenbisakrilamid (Sigma- M2022, Almanya) karisimi
hazirlanarak filtrelendi ve gazi alinarak kullanildi.

4X SDS-PAGE ayirma jel tamponu

v" 1.5 M trizma baz (pH: 8.8) (Sigma- T5941, Almanya)

v" % 0.4 SDS (Sigma- L4390, Almanya), pH 8.8

4X SDS-PAGE depolama jel tamponu

v" 0.5 M trizma baz (pH: 6.8) (Sigma- T5941, Almanya)

v" % 0.4 SDS (Sigma- L4390, Almanya), pH 6.8

Amonyum persiilfat sol (% 10) (Sigma- A9164, Almanya)

TEMED (Sigma- T9281, Almanya)

10X yiiriitme tamponu (1X olarak kullanilir)

v" 30 g trizma baz (Sigma- T6066, Almanya)

v' 144 g glisin (Biochemika/FLUKA- 50046, Almanya)

v' 10.0 g SDS (Sigma- L4390, Almanya) ile 1 It dH,O icerisinde
hazirlaniimistir.

4X yikleme tamponu

v' 40 mM trizma baz (pH 8.0) (Sigma- T6066, Almanya)

v' 0.4 mM EDTA (Sigma- K5134, Almanya)

v" % 4 SDS (Sigma- L4390, Almanya)

V' % 20 gliserol (Sigma- G5150, Almanya)

Brom fenol mavisi 200 ul (Merck- L54971322 525, ABD)

10X transfer tamponu (1X olarak kullanilir)

v
v
v

% 20 metanol (Merck- K34212908503, ABD)
30.0 g trizma baz (Sigma- T6066, Almanya)
144.0 g glisin (Biochemika/FLUKA- 50046, Almanya) ile 1 It dH,0 icerisinde

hazirlaniimistir.
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Beta-mercaptoetanol (Sigma, M3148)

10 X TBS (pH 7.6), toplam hacim 1L

v' 12.1 g trizma baz (Sigma, T6066)

v' 80.0 NaCl (Sigma, S3014)

TBS-T icin 1X TBS icine % 0.1 Tween 20 (Sigma, E1383) ilave edilmistir.

Yagsiz siit tozu (Saliler, Almanya)

Anti-rabbit IgG horse radish peroxidase (HRP) (Amersham- NA934, ABD)
Anti-mouse IgG horse radish peroxidase (HRP) (Amersham- NA931,
ABD)

Anti-goat IgG horse radish peroxidase (HRP), sc-2020,Santa Cruz
Anti-B-Aktin antikoru (Sigma- A5316, Almanya)

Anti- STAMP2 (T-15), sc-104675,Santa Cruz

Anti-Androgen Receptor Antibody, 06-680, Millipore

Anti-SIRT1 antibody, S5447, Sigma

Anti-GAPDH antikoru (Ambion, 447288, ABD)

Anti-NKX3.1 (T-19x), SC15022X, Santa Cruz

Anti-OGG1, Thermoscientific

Anti NRF2 antikoru (C-20), sc-722, Santa Cruz Biotechnology

P-Histone H3 (ser10)-R, Sc-8656-R, Santa Cruz Biotechlogy

Anti-Goat IgG (Invitrogen Molecular Probes Alexa Flour 488)
(Invitrogen- A11001, ABD)

Nile Red, 72485 SIGMA

ECL PLUS kiti (GE Healthcare Amersham Western Blot detection system,
RPN2132, ABD)

Ampisilin (Mustafa Nevzat ila¢ San., Tiirkiye)

SOB medium (Super Optimal Broth/ PBS) (0.25 g NaCl (Sigma- S3014,
ABD), 10 g Tripton (Biolab-TRP10500, Macaristan), 25 g maya ekstresi
(Biolab- YEE10500, Macaristan) ile 450 ml dH2O igerisinde hazirland1 ve
tizerine 0.25 M KCI’den 5 ml eklendi. Besiyerinin pH’1 5 N NaOH ile 7’ye
tamamlandi.)

LB toz halinde (Sigma, Almanya)

LB-Agar (15 g agar, 20 g LB, 1 1t’ye kadar dH20)

Gliserol (Sigma- G5150, ABD)

HiSpeed plazmit midi izolasyon kiti (Qiagen-12643, Almanya)
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Agaroz (Sigma-A5093, ABD)
TAE tamponu (4.84 g trizma baz, 1.41 ml glasiyel asetik asit, 3.72 g
Na2EDTA, 1 It'ye kadar dH20) pH: 8.0
Etidyum Bromid (BioChemica-A1152)
HM- bos vektor
4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) sollsyonu;
0.25 pg/ml DAPI dilactate (Sigma- D9564, Almanya)

% 30 gliserol (Sigma, Almanya)
% 70 PBS

HM-STAMP2 konstrakti
Scr-RNA (Santa Cruz- sc93940, Almanya)
siSTAMP?2 (Santa Cruz- sc-89820, Almanya)
DharmaFECT Duo Transfection Reagent,(T-2010-02 Dharmacon)
DharmaFECT 2 transfection Reagent, T-2002-02, Dharmacon
FuGene HD Transfection reagent, E2312
Developer (Kimetsan- Fast X-Ray Developer Sol., Tiirkiye)
X-treme GENE HP DNA Transfect Reagent, 06 366 236 001, Roche
Fikser (Kimetsan- Fast X-Ray Fikser Sol., Tiirkiye)
% 0.4 Tripan mavisi solisyonu (Sigma- T6146, ABD)
Fosfat tamponu (Phosphate Bufferred Saline / PBS)
v" 8 g NaCl (Sigma- S3014, ABD)
v' 0.2 g KCl (Merck- 1049360250, ABD)
v' 1.57 g Na,HPO,.2H,0 (Merck- K22287176, ABD) ile 1 It dH,O icerisinde

hazirlanarak 6M HCl ile pH 7.4’e ayarlandi.
Deneylerde ATCC'den temin edilen 3 farkli hiicre hatti kullaniimistir.

1. LNCaP (insan prostat karsinomu lenf nodu metastazi hiicre hatti-ylizeye

bagimh), CRL-1740
2. PC3 (insan prostat karsinomu kemik metastazi hicre hatti -ylzeye
bagimh) CRL-1435
3. DU145 (insan prostat karsinomu beyin metastazi hiicre hatti-yiizeye

bagimh)
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3.3 Yontemler

3.3.1 Hiicrelerin Bakimi ve Pasajlanmasi

Hiicrelerin besin gereksinimlerini karsilamak i¢in ortam olarak % 5-10 FBS,
% 1 L-glutamin, % 1 penisilin/streptomisin iceren DMEM F12 (DU145 ve PC3
icin), RPMI1640 (LNCaP i¢in) ve kullanilmistir. Hiicreler yetistirilirken eger tiim
ylizeyi kaplayacak kadar ¢ogalmadiysa, ylizeye bagimli hiicrelerin ortami pastor
pipeti yardimiyla ¢ekilmis ve hiicrelerin lizerine taze ortam eklenerek 2 gilinde bir
ortam degistirilmistir. Hiicreler, 100 x 20 mm’lik veya 75 cm®lik flasklarda
37°C’de % 5 COy’li inkiibatorde biiyiitiilmiislerdir. Hiicreler tim ylizeyi
kaplayacak kadar ¢ogaldiklarinda pasajlanmislardir. Yiizeye bagimh hiicreler su

sekilde pasajlanmustir;

] Steril cam pastor pipetleri kullanarak vakum vyardimiyla ortam
uzaklastirilmistir.

] Kaltdr ylzeyi tripsin muamelesinin etkisini arttirmak icin Ca2+ ve Mg2+
icermeyen steril PBS ile bir kez yikanmistir.

] PBS uzaklastirildiktan sonra tim ylzeyi kaplayacak kadar tripsin-EDTA
solisyonu ilave edildi ve 37°C'de % 5 CO,'li inklibatorde 4-5 dakika htcreler
yluzeyden kalkana kadar bekletilmistir.

] Tripsini inaktive etmek igin yeterli miktarda taze ortam hiicreler lizerine
ilave edilerek ve hiicreler pipet yardimiyla homojenize edilmistir.

Homojenize edilen hiicreler yeni kiltir kabindaki ortamin Gzerine yavasca ilave

edilmis ve blylumeleri icin 37°C'de % 5 CO,'li inklibatore yerlestirilmistir.

3.3.2 Hiicrelerin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Hiicreler uzun siireli kiiltiire edildiklerinde morfolojik, biiyiime, fonksiyon
ve karyotipik olarak degisime ugramaktadirlar. Tim bu olumsuzluklarin
iistesinden hiicrelerin dondurulmasiyla gelinebilir. Dondurulan hiicreler daha uzun
siireler boyunca ozelliklerinde degisim olmadan saklanabilmektedir. Dondurulma
sirasinda dondurulmadan kaynakli olumsuzluklardan hiicreleri korumak igin

kriyoprotektan ajan olarak DMSO kullanilmuistir.

Hiicreleri pasajlamak {izere tiim islemler yapildiktan sonra son asamada
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hiicre kiiltiir kabina aktarilmadan, hiicreler iizerine % 5 DMSO eklenmis ve her
kriyotiipe yaklagik 1 milyon hiicre aktarilarak -86°C kaldirilarak yavas yavas
sogumasi saglanmistir. -86°C’da bir giin bekletilen hiicreler uzun siireli depolama

i¢in s1v1 azot tankina alimustir.

Cozdiirtilecek olan hiicreler -86°C’deki derin dondurucudan c¢ikarilir
cikarilmaz 37°C su banyosunda ¢oziilene kadar (yaklasik 1-2 dk) bekletilmistir.
Ardindan hiicre kiiltlir kabindaki 37°C’ye 1sitilmis taze ortam lizerine dikkatlice

ilave edilmistir.

3.3.3 Hiicre Sayimi

Hiicre yogunlugunu belirlemek {iizere hiicre sayimi yapilir. Hiicreler
pasajlanirken, yeni kiiltiire istenen miktarda hiicre alabilmek amaciyla

hemositometreyle sayilirlar.

=  Sayim icin hicre slispansiyonundan 10 pl alinip tripan mavisiyle 100 ul'ye
tamamlanmustir (10 kat diliiye edilmis olundu).

=  Karisim pipetle homojenize edilmistir.

= Hemositometre Uzerine bir lamel koyulmus ve sayilacak hicre
siispansiyonu bu ikisi arasina pipetle kenardan verilerek yayiimistir.

= Hemositometre Uzerinde yer alan 9 blyik kare igcindeki hiicre miktar
sayillmistir.

= Hicre yogunlugunu (hiicre sayisi/ml) belirlemek icin asagidaki formulden

yararlaniimistir:

3.3.4 Western Blot

Western blot proteinleri molekiiler agirliklarina gore ayrilmasi temeline
dayanir ve proteinlerde meydana gelen kantitatif degisimlerin 6l¢iilmesi amaglanir.

Western blot birka¢ basamaktan meydana gelir:
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Hiicrelerden protein lizati elde etme

SDS-PAGE

won e

Membrana transfer
4. Bloklama ve antikor inkubasyonu
RWPEI1, LNCaP ve DU145 hiicre hatlarinda ve karaciger dokusunda
endojen H2S iiretimini saglayan CBS, CSE ve 3-MST enzimlerinin ekspresyonlari

arastirilmistir.

3.3.5 Hiicrelerden Protein Lizati Elde Etme

Hiicreler inkiibatorden cikarildiktan sonra direkt buz {izerine alinmis ve
kendi ortamlar1 i¢inde kaziyic1 yardimiyla toplanmistir. Hiicreler 1000 rpm’de 5
dk boyunca santrifiij yapilarak ¢oktiiriilmiis ve supernatant uzaklastirilmistir. Ayni
islem PBS ile bir kere daha tekrarlanmistir. Elde edilen hiicre lizatinin {izerine
lizizi saglamak amaciyla proteaz ve fosfataz inhibitdrleri igeren (proteaz inhibitor
karisimi, PMSF, fosfataz inhibitor karigimi, NaVO; ve NaF) RIPA tamponu
eklenmis ve buz lizerinde 45 dk bekletilmistir. Ardindan lizat sonike edilmis ve 10
dk 12.000 g’de santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan siipernatant (ya da
protein lizat1) baska bir tiipe alinmistir.

Protein dl¢timii BCA yontemiyle yapilmis ve spektrofotometrede 562 nm’de
Olctim gerceklestirildikten sonra absorbans degerleri kullanilarak standart egriye

gore protein miktarlar1 pg /ul olarak belirlenmistir.

3.3.6 SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi)

SDS aniyonik bir detarjan olup proteinleri (-) yiikleyerek onlarin primer
yapiya (linear) donmesini saglar, ayn1 zamanda da elektrik alaninda proteinlerin

(+) kutba dogru yiirimesini saglar. Poliakrilamid ise jel boyunca farkli
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biiyiikliiklerde porlar yaratarak proteinlerin boyutlarina gore ayrilmalarini saglar.

Islem birka¢ basamaktan olusur:

1. Jel dokme aparatlari hazir hale getirildikten sonra incelenmek istenilen
proteinin bliylkligine gore bir ayirma jeli hazirlanmistir (Jel solisyonuna
en son katilasmayi saglayacak olan TEMED ve %10’luk APS eklenir).

2. Ayirma jeli iki cam aparatin arasindan dikkatli bir sekilde dokuldikten
sonra Uzerine jelin diiz bir ylzeye sahip olmasi igin izopropanal
dokilmistir ve jel katilasincaya kadar bekletilmistir.

3. Ayirma jeli donduktan sonra izoproponal uzaklastirilmis ve depolama jeli
dokilmistir. Depolama jeline hava kabarcigl kalmayacak sekilde tarak
yerlestirilmis ve jel katilasincaya kadar bekletilmistir.

4. Bu sirada jele yiliklenecek 6rnekler hazirlanmistir. Bunun igin 30-50 pg
protein lizatlari kullanilmig ve proteinlerin tGzerine %10 p-merkaptaetanol
iceren 4X'lik yukleme tamponu eklenmistir. Ardindan herbir 6rnegin
Gzerine esit hacimde olmalari amaciyla ddH,O eklenmistir. Hazirlanan
orneklerin 95-100°C’de 5 dk inklbe edilerek denatiire olmasi saglanmistir.
inkiibasyondan sonra buz lzerine alinan &érnekler kisa bir santrifiijden
gegcirilmistir.

5. Jel tamamen donduktan sonra iginde ylriitme tamponu bulunan yuritme
aparatina yerlestirilmistir. Tarak dikkatlice uzaklastirildiktan sonra
ornekler ve molekiler agirlik markeri (4 ul) yiklenmistir.

6. Yikleme islemi tamamlandiktan sonra jel 80 voltta ylrutulmastir.
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Cizelge 3.1 . Ayirma jeli bilesenlerinin farkl: ylizde degerleri igin oranlari

Ayirma jeli (10 ml) % 6 % 8 % 10 % 12 % 15
dH20 5.4 ml 4.7 ml 4.1 ml 3.4ml 2.4 ml
% 30 akrilamid kariggmi 2.0 2.7 33 4 5

4X ayirma jeli tamponu 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5

Cizelge 3.2. Depolama jeli bilesenlerinin farkli yiizde degerleri i¢in oranlari

Depolama jeli 10 ml S5ml 2.5ml
dH20 (ml) 5.7 2.85 1.425
% 30 akrilamid karigim (ml) 1.7 0.85 0.425
4x depolama jel tamponu (ml) 2.5 1.25 0.625
% 10 APS (ml) 0.1 0.05 0.025
TEMED (ml) 0.010 0.005 0.005

3.3.7 Membrana Transfer

Protein ayrimi1 tamamlandiktan sonra proteinler jelden membrana transfer
edilir. Bu islem laboratuvarimizda elektroforetik transfer araciligiyla
gerceklestirilir. Transfer i¢in Oncelikle transfer tamponu hazirlanmis ve jel
boyutundan biiyiikk 2 adet whatman kagidi, 1 adet jel boyutuna uygun PVDF
(polivinlidin florid) membrani kesilmistir. PVDF membran hidrofobik bir yapiya
sahip oldugu i¢in kullanilmadan 6nce bir alkol olan metanol ile islatilmistir.
Membran, jel ve pozitif elektrodun arasina yerlestirilmistir. Membran ile jelin her
iki yanina sirasiyla transfer tamponunda islatilmis olan whatman kagitlar1 ve
siingerler yerlestirilmigtir. Aparat hazir hale getirildikten sonra transfer tankina
yerlestirilmis ve aparatin icerisine 1X transfer tamponu dokiilmiistiir. Aparatin
kenarma sogutucu blok yerlestirildikten sonra 4°C’de 90 mA’de gece boyu

transfer islemi gergeklestirilmistir.
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3.3.8 Bloklama ve Antikor Inkiibasyonu

Transfer islemi tamamlanmis membran gozlemlenmek istenen proteine gore
primer antikorla isaretlenir. Ayrica jelde proteinlerin yiirlimesinde bir sorun olp
olmadigint anlamak i¢in jel ‘Coomassie Brillant Blue’ ile yaklagik 1-2 saat
boyanmustir. Daha sonra jel destaining soliisyona alinarak bantlarin gériinebilmesi
saglanmistir. Antikor isaretleme islemlerin hepsi oda sicakliginda calkalayici

iizerinde yapilir. Bu islem sirasiyla:

1. Membran nonspesifik antikorlarin baglanmasini engellemek amaciyla % 5
siit tozu iceren TBS-T icinde 1 saat bloklanmistir.

2. Membran TBS-T ile kisa bir siire yikandiktan sonra uygun konsantrasyonda
hazirlanan primer antikorla 1 saat oda sicakliginda veya gece boyu 4°C’'de
inkllbe edilmistir. Primer antikor % 0.5°lik sit tozunun iginde
hazirlanabilecegi gibi BSA (bovin serum albumin) icinde de hazirlanabilir.

3. Primer antikor inkubasyonu bittikten sonra membran baglanmayan
antikorlari uzaklastirmak amaciyla TBS-T ile bir defa 15 dk {ic defa 5 dk
olmak tizere 4 defa yikanmistir.

4. Membrana %0.5 sit tozu iceren TBS-T’de hazirlanan sekonder antikor
ilave edilmistir ve 1 saat inkibe edilmistir. Sekonder antikorlar yaban
turpundan elde edilmis olan bir peroksidaz enzimi ile iligkilidir ve bu enzim
hedef proteinin bulundugu bodlgede bir sinyal Ureterek onlarin
belirlenmesini saglar.

5. Membran tekrar TBS-T ile bir defa 15 dk ve ¢ defa 5 dk siresince
yikanmistir.

6. Yikama islemi bittikten sonra membran bir kemiliminesans substrati olan
ECL (enhanced chemiluminescence) ile karanlik ortamda isleme sokulmus
ve 4 dk bekletilmistir. ECL her membran icin 1 ml olmak lizere ‘Amersham
Bioscience’dan saglanan A ve B soliisyonlarindan 1:1 oraninda
hazirlanmistir.

7. Membran iki asetat kagidi arasina yerlestirildikten sonra kesetin igine
konulmustur. Membran Uzerine film konularak farkli strelerde pozlama
gerceklestirilmistir.

8. Kaset icerisinden alinan film 6nce 1:4 oraninda seyreltilmis ‘developer

solisyonu'nda 1 dk daha sonra ‘fikser solliisyonu’nda bir sire
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kanistirilmistir.

3.3.9 WST1 Deneyi

Hiicre canliligin1 gézlemlemek i¢in yapilan deneylerde reaktif olarak
elektron baglayan, hafif kirmizi renkte, kullanima hazir WST1 kullanilmastir.
LNCaP ve PC3 hiicreleri 96 kuyucuklu plate’e her kuyucukta PC3 i¢in 5.000 ve
her LNCaP i¢in 7.000 hiicre olacak sekilde ayrilarak 37°C’de % 5 CO,’li
inkiibatorde 24 saat siiresi igerisinde tutunmalar1 beklenmistir. Arka planda hiicre
ortamindan olusacak absorbansi belirleyebilmek i¢in yalnizca hiicre ortamlarinin
konuldugu kuyucuklar olusturulmustur. 24 saatin sonunda uygulamalar yapilmig
ve uygulama siiresinin bitiminde WST1 reaktifi her kuyucuga 10 pl olacak sekilde
eklenmis ve 4 saat 37°C’de % 5 CO;’li inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir.
Fluoroskan Ascent spektrofotometresinde dlgtimleri 450 ve 6500 nm dalga

boyunda alinmistir.

3.3.10 immunofloresan Mikroskopi

Immunofloresans antikor-antijen etkilesimi temeline dayanir ve floresans-
isaretli antikorlar kullanilarak ilgilenilen proteinin lokasyonunu veya miktarinin

belirlenmesi amaglanir. Asamalari:

1. iginde lamel bulunan (%70 etanol ile steril hale getirilmis) kiiltiir
kaplarima hiicreler pasajlanmistir. Hiicreler 37°C’de %35 CO2’li inkiibatorde

tiremeye birakilmistir.
2. Hiicrelerin ortam1 uzaklastirilip PBS ile bir defa yikanmistir.
3. Fiksasyonu saglamak icin hiicreler % 100 metanollu ortama alinmis ve

-20°C’de 30 dk bekletilmistir. Eger yaglarda isaretlencekse %4

Paraformaldehit ile 1 saat +4 derece inkiibasyon.
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4. Fikse olan hiicreler bir defa PBS’ten gecirilmis ve % 0.2 Triton X-100
(yaglar isaretlencekse %0.05 Triton X-100 kullanilir) igeren PBS’li ortamda
almmustir. Hiicrelerin bu ortamda oda sicakliginda calkalayicinin iistiinde 5 dk

inkiibe edilerek permeabilize olmasi saglanmustir.

5. Hiicreler 1 defa PBS’ten gecirilmis ve bloklama soliisyonu olan % 1 BSA
iceren PBS icerisine alinarak 5 dk oda sicakliginda calkalayici iizerinde

inkiibasyona birakilmaistir.

6. BSA soliisyonu uzaklastirildiktan sonra % 1 BSA iceren PBS’de
hazirlanan uygun konsantrasyonlarda primer antikorlar 50 pl hacimde hiicrelerin
iizerine uygulanmistir. Lamellerin {izeri parafilmle kapatildiktan sonra 37 °C’de 1

saat inkiibasyona birakilmigtir.

7. Parafilmler uzaklastirilmis ve 4 defa PBS ile yikama yapilmistir.

8. Floresan boya ile konjuge sekonder antikor % 1 BSA iceren PBS ic¢inde
1:500 oraninda hazirlanmistir ve her lamelin {izerine 50 pl hacimde uygulanmistir.
Lamellerin tizeri parafilmle kapatildiktan sonra 6rnekler

37 °C’de 20 dk inkiibasyona birakilmistir.

9. Parafilmler uzaklastirilmis ve 4 defa PBS ile yikama yapilmistir.

Bu asadan sonra Nile redd ile yag boyamalar1 yapabilirsin. Her bir 6rnege 5
ug /ml konsantrasyonda olan son hakim 50ul olcak sekilde PBS ile seyreltilmis
boya hiicrelerin tizerine damlatilir ve parafilm ile kapatilir. Bu asama 20 dakika ve

oda sicakliginda karanlikta olmasi gerekir.

10. Hiicreler dehidrasyonu saglamak amaciyla - 20°C’de saklanan % 70

etanol ve % 100 etanol ile sirasiyla birer dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

11. Ardindan lameller kiiltiir kaplarindan ¢ikarilmis ve disarida kurumalari

icin beklenmistir.
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12. Lamellerin iizerine DNA ’ya baglanan bir boya olan DAPI (4',6-
Diamidino-2-Phenylindole)’den 10 [l ilave edilmis ve lameller ters g¢evrilerek

lamlarin lizerine kapatilmistir.

13. Hazirlanan 6rnekler floresans mikroskobuyla incelenmistir.

3.3.11 Plazmit Transformasyonu ve Izolasyonu

Transformasyon 1s1 soku araciligiyla, FE.coli kompetent bakterileri

kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Bunun igin;

1. -86°C’dan ¢ikarilan kompetent hiicreler ¢éziinmesi i¢in buz iizerinde bir

siire bekletilmistir.

2. Coziinme tamamlandiginda 1 ile 5 (1 arasinda DNA (genelde 10 pg ile
100 ng arasinda) kompetent hiicrelerin lizerine eklenmistir ve buz {izerinde

kompetent hiicre/DNA karisimi 20-30 dk kadar bekletilmistir.

3. Ardindan transformasyon tiipleri, 1s1 soku saglamak amaciyla 42°C’de

yaklasik 45 saniye bekletilmistir.

4. Tipler ardindan tekrar buz {lizerine alinarak 2 dk bekletilmistir.

5. Tiplerin tizerine 250-500 (1 kadar zengin SOC ortami eklenmis ve
bakteriler 37°C’de ¢alkalamali inkiibatorde 1 saat liremeye

birakilmistir.

6. Ek biiyiime basamagindan sonra transforme edilmis bakterilerin bir

kismi (genelde 50 ile 200 (1 arasinda) onceden oda sicakligina

getirilmis uygun antibiyotik i¢eren LB agar plate’e ekilmistir.

7. Plate’ler 1 gece boyunca 37°C’ye iiremeye birakilmustir.
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8. Ertesi giin olusan kolonilerden biri 6ze yardimiyla alinmig ve uygun

antibiyotikli LB ortamina (yaklasik 100 ml) aktarilmistir.

9. Bakterilerin bu siispanse ortamda 37°C ¢alkalamali inkiibatérde (180-

200 rpm) 1 gece liremesi saglanmigtir.

10.Ertesi giin iireyen bakteriler santrifiij (4°C 600g 15 dk) ile

coktiirildiikten sonra ‘HiSpeed Plazmid Midi Kit’ aracilifiyla plazmit
izolasyonu gergeklestirilmistir. Ayrica siispanse kiiltiirde iireyen bakterilerden bir
kism1 gliserol stok i¢in alinmigtir. Bunun i¢in LB ortama %30 oraninda gliserol
eklenmis ve filtreden gecirilmistir. Daha sonra ayni1 hacimde (1:1 oraninda) LB
ortamda bulunan bakteriler bu ortamin iizerine eklenmis ve bakteri stoklar1 -

86°C’ya kaldirilmstir.

11. Plazmitlerin miktarin1 belirlemek i¢in nanodrop cihazi kullanilmistir.

3.3.12 DNA Jel Elektroforezi

Linear ya da sirkular yapidaki DNA’larin boyutlarini saptamak icin
DNA jel elektroforezi kullanilmaktadir. Eger kullanilan 6rnek plazmit gibi

sirkular yapida bir nukleotid ise genellikle restriksiyon enzimleri kullanilmaktadir.

Plazmitlerin kesiminde ilgilenilen gen dizisi eldesi i¢in genellikle iki kesim
yaparak beklenilen fragment elde edilir. Bunun igin bir ependorf tiipline sirasiyla
ddH20, restriksiyon enzim tamponu, plazmit (1 pg), EcoRV (1 ul) ve HINDIII
(1ul) konulduktan sonra 1 saat 37 °C’de inkubasyonu saglanmustir. inkubasyon
tamamlandiktan sonra jele yiiklenecek DNA hazirlanmistir. Bunun igin 200 ng
DNA ve 5 x yiikleme boyasi (bromofenol mavi) PCR tiiplerine konularak hacim
ddH20 ile 10 pul’ye tamamlanmistir. Hazirlanan 6rnekler % 1°lik agarozda (5 X
TAE icinde) 80 V’da yiiriitilmiislerdir. DNA’nin goriiniir hale gelmesi i¢in jel
etidyum bromiirde (TAE’nin i¢inde 1 pl) 10 dk ¢alkalamali inkiibatérde tutulmus,

ardindan otoradyografi cihaz ile goriintiiler alinmistir.
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3.3.13 Plazmit ve siRNA Transfeksiyonu

Plazmit transfeksiyonu i¢in DNA/FuGene oranit 1:3 (1 pg DNA’ya 3
ul FuGene), DNA/Dharmafect ise 1:6 oran1 olacak sekilde kullanilmistir ( siRNA
i¢in 200pmol uygulanir). Transfeksiyon i¢in kullanilacak ortam ise transfeksiyon
hacminin 100 pl’ye tamamlanmasi iizerinden hesaplanmistir. Ya da Dharmafect
ile yapiliyorsa ayr tiiplerde 100’er ul hacimlerde DNA ve reagentin oda

sicakligina gelebilmesi i¢in 5dk beklenir (tiipler 5 kere kibarca ¢ek birak yapilir).

5 dk sonras1 DNA igeren sollisyonun i¢ine reagent eklenip 15 dk daha
oda sicakliginda inkiibe olur (5 kere ¢ek birak kibarca). 15 dk sonra hiicrelerin
lizerine yavas bir sekilde direk damlatilir. Sonra hiicreler hafifce karistirilip 37°C
%35 CO2’li inkubatorlerde 24-48 saat arasi inkiibasyona birakilmistir.

Ayrica transfeksiyon i¢in kullanilan bir bagka metotda da transfeksiyon i¢in
serumsuz ve antibiyotiksiz ortam kullanilmis ve hiicrelerin biiyiimesi i¢in serumlu

ancak antibiyotiksiz ortam kullanilmigtir.

3.3.14 Makrofaj Farklilasmasi ve Kosula Bagh Ortamin Eldesi

37°C %5 CO; ‘te, %10 FBS igeren RMPI 1640 ortaminda U937 monosit
hiicre hatt1 kiiltiirii yapilir. Makrofaj farklilagmasi ve sitokin iiretimine ulagmak
icin, hiicreler (8x10°) islemden 2 saat 6nce 75 cm” lik kiiltiir flasklarina ekilmistir.
Daha sonra, tutunan yapilarin (farklilasan monositlerin) korunumu igin son
konsantrasyonu 16nM olcak sekilde PMA eklendi ve 16 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Hiicreler 20 ml’lik taze ortam eklenmeden once 2 kez
yikand1 ve daha sonra 3 saat dinlendirildi. Ardindan, sitokin sekresyonunu
indiiklemek icin lipopolisakkarit (LPS) son konsanstrasyon 10ng/ml olcak sekilde
eklenmistir. Hiicreler 24 saat daha inkiibe edildi ve supernatant ( Kosula bagl
ortam- CM) topland1 ve ileriki zamanlarda kullanim i¢in filtrelendi (0.22 um’lik
filter kullanilarak). CM’in hiicre icermedginden emin olmak icin seyreltilmis CM,

bos bir flask icinde (25cm?) bir hafta boyunca kiiltiirlendi analiz edildi.
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3.3.15 CM'de sitokinlerin ol¢iimii

Toplanan CM (hiicresiz) ile LNCaP hiicrelerini beslemeden 6nce TNFa
(Invitrogen, ABD) seviyeleri iireticinin talimatlarina gore ELISA kullanilarak
analiz edildi. Sitokin maruziyeti inflamatuar mikrogevrenin énemli bir bilesenidir,
(0,2,4,6,12 ve 24 saatlerde) zaman ve dozlara (62.5, 125, 250 veya 500pg/ml
TNFa igceren kosula bagli ortamlar) bagli olarak daha 6nceki ¢calismalarimizda bu
parametrelere bagli olarak optimizasyon yapilmistir. TNF o, CM’i LNCaP
hiicrelerine uygulamadan once CM’i normal ortam ile seyrelterek LNCaP
hiicrelerine uygulanmistir. Sonug olarak makrofaj tarafindan salinan sitokinlerin
konsantrasyonlar1 ayarlandi ve pikogram diizeylerinde tutuldu. Calismalarimizda,
TNF-a’nin efektif konsantrasyonunun rekombinant TNF o konsantrasyonundan

400 kat daha az oldugu diger ¢alismalarda belirtilmistir.
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4. BULGULAR
4.1 Ektopik STAMP?2 Ekspresyonu ve Vektorlerin Dogrulanmasi

HisMax (HM) vektorlere klonlanan STAMP2 cDNA  dizisi
laboratuvarimizda daha oOnceki c¢alismalarda elde edilmistir. Bu vektorler
kompotent bakteri olan E.coli’nin DHS5-o susuna transforme edilerek
cogaltildiktan sonra, HiSpeed plazmit midi izolasyon kiti araciligiyla plazmit
izolasyonlar1 yapilmistir. Elde edilen vektorler jel elektroforezi ve hiicre hatlarina

transfeksiyon ile dogrulanmustir.

Dizi analizi yapilmis ve haritalanmig olan HM-STAMP2-(1) vektorii
icerisinde ilgilenilen gen bdlgesini belirleyebilmek amaciyla restriksiyon
enzimleriyle kesilip DNA jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir. Ilgilenilen bolgeyi
kesebilmek i¢in vektdr haritasindan ‘EcoRV’ ve ‘HINDIII’ restriksiyon enzimleri
belirlenmistir. Bu enzimler ile kesilen diger 6rnekler ise 3000 baz ciftik LacZ
bolgesi iceren HM bos vektorii ve farkli tip HM vektore klonlanmig STAMP2
cDNA dizisi iceren bir vektor. Plazmitler, belirtilen restriksiyon enzimleri ile
37°C’de 1 saat inkiibe edildkten sonra %]1’lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve

transilliiminator cihazi araciligiyla goriintiiler elde edilmistir.
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HisMax-STAMP?2 (1) 6809 bg

EcoRV HindIII
(5877) (4173)

i J | J

5104 be 1703 bg

HisMax-V (LacZ 3000bp) 8354 be

EcoRV Hindlll  HindIIl EcoRV

(4307) O11)  (1188) (2306)

L JLJ\ )\ J
4958 be 277b¢ 1118 be 2001 bg

Sekil 4.1. Vektor haritalar: tizerinden kesim sonrasi beklenilen fragmentler ve boyutlari.

HisMax

L
ST2 ST2
1 5

M M
(abm) (Track it)

3000 2072

1500

1500

1000

Sekil 4.2. Kesim sonrasi plazmitlerin jel elektroforezinde goriintiilenmesi.

Vektor haritasi iizerinden hesaplamalarla tahmin edilen fragmentler jel
elektroforezinde de gozlenmistir. HM-STAMP2-(1) plazmitinin kesim sonrasi 1703
be’lik fragmenti igerisinde istenilen 1387 bg¢’lik STAMP2 ¢DNA dizisi bulunmaktadir.
HM-STAMP2-(2) plazmitinin farkli tipte bir HisMax ekpresyon vektorii igine
klonlanmasindan dolay1 1000 b¢’lik fazladan bir fragment olusmustur. Bu deneyden
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sonra yapilacak ektopik ekspresyon c¢aligmalarinda HM-STAMP2-(1) ile devam

edilmistir.
Pc3 LNCaP
Kontrol
HM-V HM-ST2  pSG5-V  pSG5-AR1 pSG5-AR2

STAMP-2 ' L s

" -

—
AR — 110 kDa

—

. -

Sekil 4.3. PC3 hiicre hattinda HM-STAMP2 ve pSG5-AR transfeksiyonu sonrasi western blot
analizi ile ektopik ekspresyonlarinin saptanmasi. LNCaP hiicrelerinde belirtilen genlerin

bazal ekspresyon seviyeleri gortiilmektedir.

STAMP2 ve AR ekspresyonu olmayan PC3 hiicre hattina HM-STAMP2
transfeksiyonu yapilmistir. Transfeksiyon islemi Dharmafect II ajami ile
gergeklestirilmistir. Bunun yani sira kontrol olarak her iki geninde bazal seviyede
ekspresyonunu yapan LNCaP hiicre hattt western blot analizinde kullanilmistir.
Analiz sonucunda PC3 hiicre hattina tranfekte edilen HM-STAMP2 ve pSGS5-
ARI1 vektorlerinin LNCaP bantlarina gore asir1 ifadesi goriilmiistiir. Dogrulanan

vektorler ile ¢alismlara devam edilmistir.

4.2 Ektopik STAMP2 Ekspresyonu ve Glukoz Uygulamasi

Prostat kaynakli kemik metastaz hiicresi olan PC3 hiicreleri 25 saatlik
ikilenme stireleriyle enerji ihtiyaci yiiksek olan bir hiicredir. Bu hiicre hattinda
hiicre ¢cogalmas1 ve kolonizasyonunda etkin rol oynayan metabolik protein olan
STAMP2 varliginda, SIRT1 gibi 6nemli bir metabolik regiilatorle etkilesiminin
belirlenmesi amaclanmistir. Bu yiizden STAMP2 ekspresyonu olmayan PC3
hiicrelerine HM-STAMP2 transfeksiyonu yapilmistir. SIRT1 ekspresyonunu ve
stabilizasyonunu ise farkli konsantrasyonlarda glukoz uygulayarak metabolik
hizin artmasi veya azalmasiyla saglanmistir. Farkli glukoz konsantrasyonlarina
bagl olarak olusacak metabolik yanitin etkisini arttirmak icin 6 saatlik starvasyon
yapilmistir (Sekil 4.3). Transfeksiyon sonrasi uygulanan glukozsuz DMEM-F/12

ortam hiicrenin tiim glukoz depolarin1 kullanmasina yol agar ve bdylelikle sonraki
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basmak i¢in etkili bir yanit saglanir (Pang et al., 2009). Diisiik (5.5mM) glukoz
konsantrasyonu, sitoplazmada glikolizis basamaklarinda kullanilan NAD"1n
sitoplazmik havuzda birikmesine yol agar ve SIRT1 kofaktorii olarak rol oynar.
Yiiksek (25mM) glukoz konsantrasyonu ise glikolizisin artmasina neden olur.
Kanser hiicrelerinde enerji ihtiyacinin biiyiik ¢ogunlugu glikolizisle karsilanir ve
glukozun metabolize edildigi bu siirecte NAD " kullanilir. SIRT1 regiilasyonu ise
kofaktoriiniin azalmasiyla dogru orantili bir sekilde azalir. Tiim bu baglantilar

diistiniilerek Sekil 4.3’te bulunan protokol olusturulmustur.

| Hiicre ekimi I oh | Ti ksi: I 24h 6h 24h Hiicre
kazima

Sekil 4.4. LNCaP ve PC3 hiicre hatlarinda, STAMP2 ektopik ekspresyonu ya da susturma

deneylerinde glukoz iizerinden uyguladigim genel protokol.

PC3

HM-V HM-STAMP2

5.5mM 25mM 5.5mM 25mM

STAMP2

SIRT1

B-Aktin

Sekil 4.5. Ektopik STAMP2 ekspresyonu sonucu SIRT1 bantlarinda azalma gozlenmistir. SIRT1

bant yogunluklarinin densitometrik analizi ImageJ programi kullanilarak yapilmstir.
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Elde edilen Western blot analizleri sonucunda, diisiik glukoz ve yiiksek
glukoz aracilikli SIRT1 ekspresyonunun regiilasyonu STAMP2 varliginda gozle
gorilir bir sekilde azalmistir (Sekil 4.5). Yapilan hiicre canlilig1 ve cogalmasi ile
ilgili deneylerde ¢ogalma etkisine kiyasla canliligin STAMP2 varliginda daha
fazla oranda arttig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.6. STAMP2 asir1 ekspresyon durumunda ve farkli glukoz konsantrasyonlarinda hiicre

canlilig1 ve ¢ogalmasi oranlart gosterilmistir. (* p < 0.05)

4.3 STAMP2-SIRT1 Susturulmasi ve Glukoz Uygulamasi

STAMP2 susturulmasi deneyi kurgusu, ayni glukoz uygulamasi deney
protokoliine bagh kalarak ilerlemistir (Sekil 4.4). 35 saatlik ikilenme siiresi olan
LNCaP hiicrelerinde STAMP2 nin bazal seviyede ekspresyonu bulunmaktadir. Bu
deney setinde PC3 hiicrelerine nazaran daha az agresif karakterli LNCaP
hiicrelerinde STAMP2 yoklugu durumunda fosfo-Histon3-serinl10 (p-H3-ser10)
ve SIRTI’in regiilasyonun degisikligi arastirilmistir. Bu etkilesim sonucunda
hiicre canliligt ve ¢ogalmasi lizerine Tripan mavisi hiicre saymmi1 ve WST-1

deneyleri yapilmistir.
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LNCaP
siRNA siSTAMP2
m 5.5mM 25mM 5.5mM 25mM
STAMP2 LNCaP
SCR siSIRT1
SIRT 1 SIRT1

p-H3-ser10 STAMP2

B'aktin B-Aktin

Sekil 4.7. STAMP2 susturulmasi sonucu p-Histon3-serin10 bantlarinda biiylik oranda azalma
goriilmiistiir. SIRT1 bantlarinda ise artis gozlenmistir. siSIRT1 LNCaP &rneginde ise STAMP2
bandinda artig goriilmektedir. SIRT1 bant yogunluklarinin densitometrik analizi ImageJ programi
kullanilarak yapilmistir.

STAMP2 yoklugunda, 6nemli bir mitotik aktivite markorii olan p-H3-
serl0 ekspresyonu azalmistir (Sekil 4.7). Bu azalan regiilasyona paralel olarak
hiicre cogalmasi ve canliliginda da biiyilik oranda diisiisler goriilmiistiir (Sekil 4.8).
Bununla baglantili olarak histon deasetilaz olan ve metabolik aktiviteyi yavaglatan

SIRT1 bantlarinda ise artma goriilmiistiir.

Gosterilen veriler STAMP2 yoklugunun hiicre ¢ogalmasi,canliliginin
metabolik siire¢ iizerinden etkisini hem bu siirecte yer alan proteinlerin
seviyesinde hemde dogrudan yapilan canlilik, ¢ogalma testleriyle gostermistir.
LNCaP hiicrelerinde yapilan SIRT1 susturma deneylerinde ise yine aym

antagonistik iligki goriilmektedir.
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Sekil 4.8. STAMP2 yoklugu ve farkli glukoz konsantrasyonlarimin hiicre canliligi ve ¢ogalmasina
etkisi gosterilmistir. Canlilik Tripan mavisi hiicre sayimi ile ve ¢ogalmast WST-1 ile yapilmustir.

(* p<0.05, ** p<0.01)

4.4 inflamasyon Varhiginda STAMP2 Susturulmasi

Inflamasyon ortaminda bulunan bazi sitokin ve adipokinler STAMP2
regiilasyonunu degistirmektedir (Wellen et al., 2007). Bu deneyde prostatik
inflamasyon durumunda STAMP?2 susturulmasi sonucu SIRT1 regiilasyonuna ve
bu kosula bagli olarak 6nemli bir tiimor baskilayicit gen olan NKX3.1 ve DNA
hasar tamirinde yer alan OGGI proteinlerinin seviyelerine bakilmistir. STAMP2
yoklugunda SIRT1 bandinda ciddi oranda artig goriilmiistiir.

Tiumor baskilayici 6zelligi ile birlikte DNA hasar yanitinda da yer alan
NKX3.1, daha onceki caligmalarda inflamasyon durumunda proteozomal
degredasyona gittigi goriilmiistiir (Debelec-Butuner et al., 2015; et al., 2014).
STAMP2 susmus olan hiicrelerde NKX3.1 yanitinda artan bir regiilasyon
goriilmektedir. STAMP2 susmus Orneklerde kontrol grubuna gore OGGI1

bantlariin yogunlugunda artig goriilmektedir.
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Sekil 4.9. inflamasyon durumunda STAMP2 susuturulmasi sonucunda SIRT1, NKX3.1 ve OGG1

protein seviyelerinin degisimi.

4.5 Kronik Inflamasyon Durumunda STAMP2 Regiilasyonu

STAMP2 geni, TNF-induced adipose-related protein (TIARP) veya six-
transmembrane epithelial antigen of prostate 4 (STEAP4) olarakta bilinmektedir
(Ohgami et al., 2006; Moldes, 2001). Tez calismamda bulunan diger deney
setlerindeki STAMP2’nin asir1  ifade durumu plazmit transfeksiyonu ile
saglanmistir. Bu deney uygulamasinda kronik prostatik inflamasyon kosullarinda
STAMP2’nin diger genlerle regiilasyonu ve hiicre ¢gogalmasindaki etkisi iizerine
amaclanmistir. WB yontemiyle adi1 gecen proteinlerle regiilasyonu belirlenmistir
ve hiicre ¢ogalmasina pozitif yonde etkisi WST-1 ve Tripan mavisi deneyleriyle

gosterilmistir.
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Sekil 4.10. In silico yontemler ile hazirlanan STAMP2 ilk ekzonunun &niindeki 5000 bg’lik
promotor bdlgesinin transkripsiyonel baglanma noktalari verilmistir. ( Daha onceki caligmalarda

Prof. Dr Kemal Sami Korkmaz tarafindan bulunan ve yayinlanmamuisg bir veridir.)

2 giin 4 giin 6 giin

STAMP2

AR

SIRT1

NRF2

NKX3.1

B-aktin

Sekil 4.11. LNCaP hiicrelerinde 6 giinliik bir kronik inflamasyon modeli olusturulmus ve zamana

bagli bantlardaki degisim gosterilmistir.
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CM50 ile yapilan denemeler sonucunda zamana bagli olarak STAMP2
ekspresyonunda artis goriilmiistiir. Ozellikle 4. ve 6. giinlerde STAMP2’nin
kademeli artigina SIRT1 bantlarinda azalmalar goriilmektedir. Bununla birlikte
hiicre ¢ogalmasinda ve biiytimesinde etkin rol oynayan AR de STAMP?2 artisiyla
paralel bir sekilde arttig1 goriilmiistiir. Inflamasyon varliginda tiimér baskilayici
bir gen olan NKX3.1 protein stabilizasyonunda ise azalma goriilmiistiir.

Antioksidant yanitta yer alan NRF2 proteininde ise CM50’li 6rneklerde artis

gorlilmektedir.
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Sekil 4.12. LNCaP hiicrelerinde 48 saatlik CM50 uygulamasi sonrasi hiicrelerde ¢ogalma ve
canlilik oranlar1 ¢ok yiiksek artis gdstermektedir. ( ** p <0.01)
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4.6 STAMP2 Hiicre Lokalizasyonu

GFP-STAMP2, FuGENE, PC3

GFP-STAMP2, Dharmafect, PC3 GFP-STAMP2, CaP, PC3

GFP-STAMP2, X-treme, PC3 GFP-STAMP2, FuGENE, DU145

Sekil 4.13. Farkli hiicre hatlarinda farkli transfeksiyon ajanlartyla yapilmis yesil floresan proteinle

birlesik STAMP2 proteini lokalizasyonu.
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STAMP2 proteini endoplazmis retikulum, cis-trans golgi, endozomlar ve
mebran arasindaki trafikte goriilmektedir. Bu trafikte yer almasi ve golgi gibi
protein paketlenmesi gibi Onemli siiregte yer alan organelde konumlanmasi,
regiilasyonun hiicre metabolizmast agisindan O6nemini gdstermektedir. Yesil
floresan proteini iceren vektorlerin icine STAMP2 cDNA dizisi klonlanmistir.
STAMP?2 ve yesil floresan proteini dizileri arka arkaya getirilerek transkripsiyon
ve translasyon sonucu olusacak STAMP2 proteini yesil fluoresan 1s1ma yapacaktir.
Translasyon sonrasi yapisal dogas1 geregi motiflerine 6zel olarak hiicrede lokalize

olacaktir.

4.7 STAMP?2 Ekspresyonu Artis1 ve Lipit Oranindaki Artis

Normal hiicrelerde STAMP2 ekspresyon seviyeleri en ¢ok adiposit
hiicrelerinde goriilmiistiir. Bazi in vitro ve in vivo modellerde STAMP2’nin
metabolik denge i¢in 6nemli oldugu vurgulayan ¢alismalar yapilmistir (Wellen et
al., 2007). Farkl1 glukoz uygulamasi, CM50 uygulamasi ve STAMP2 transfekte
ayni deney setlerinde lipid yapilar1 ve yag damlaciklarini floresan 1g1ma yapan

Nile Red boyasi ile isaretlenmistir.

Florometrik (thermo varioskan) 6l¢iimler sonucunda elde edilen verilerde
lipit miktar1 STAMP2 ekspresyonu ile paralel sonuglar vermistir. Nile Red ile
isaretli 6rnekler immiinofloresan mikroskopta incelendiginde florometrik sonucla
ortiistiigli ve STAMP2 ifadesinin arttig1 durumlarda lipit birikimleri goriilmektedir.
Bu da STAMP2’nin PCa hiicresel metabolizmasinda onemli rolii oldugunu

gosterir.
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Sekil 4.14. PC3 hiicre hattinda STAMP2 ektopik ekspresyonu ve glukoz uygulamasi yapilan ve 48
saatlik CM50 uygulanmis LNCaP hiicre hatlar iizerinde Nile Red floresan boyasiyla isaretlenmis
ve florometrik yontemle l¢iim yapilmistir (ex: 530, em: 636). ( * p <0.05, ** p <0.01)
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5.5mM

HM-V
25mM

HM-V

HM-STAMP2
5.5mM

HM-STAMP2
25mM

Sekil 4.15. STAMP2 ektopik ekspresyonu ve glukoz uygulamasi yapilan PC3 hiicre hattinin
immiinofloresan mikroskoptaki goriintiisii. STAMP2 Alexaflour 488nm (yesil), Nile Red 530nm
(turuncu) ve DNA DAPI 364nm (mavi).

DAPI STAMP2 Nile Red Birlesik

Sekil 4.16. LNCaP hiicre hattinda 48 saatlik CM50 uygulamasi sonrasiimmiinofloresan
mikroskoptaki goriintiisii. STAMP2 Alexaflour 488 (yesil), Nile Red 530 (turuncu) ve DNA’da

Kontrol

CMS50

(mavi) ile isaretlenmistir.
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5. TARTISMA

Prostat kanseri gelisimi ve tedavi siirecinde androjen regiilasyonu énemli bir
role sahip olmasina ragmen hala tam olarak anlasilamamistir. Bu nedenle prostat
kanseri tedavilerindeki en biiyiilk sorunun bu oldugu herkes tarafindan kabul
edilmektedir. Bu durum karsisinda AR sinyal mekanizmasi ve onun etkiledigi
genler iyi anlagilmasi gerekmektedir. Bu siirecte androjene bagli olarak mRNA
seviyesinde artisi olan STAMP2 geni kesfedilmistir. Bu gen PCa dokularda
normal prostat biiyiimesi olan dokulara gore daha fazla ifadesi goriilmiistiir
(Korkmaz et al., 2005). Ayn1 zamanda PCa hiicrelerine ektopik ekspresyonunda
kolonizasyon ve proliferasyonda artis gozlenmistir. Bu veriler dogrultusunda
STAMP2 PCa i¢in 6nemli bir biomarker olarak kabul edilmistir. Calismamizda
STAMP2’nin PCa gelisimindeki mekanizmasinin daha iyi anlasiimasi
amaclanmistir. Onemli bir histon deasetilaz olan ve g¢esitli metabolik stress
durumlarina yanit veren SIRT1 ile iliskisi ilk kez bu ¢alismada gozlemlenmistir.
Prostatik inflamasyon ortaminda ilk STAMP2 regiilasyonu goézlemlenmis ve

hiicre ¢ogalmasina etkisi WST-1 ve Tripan mavisi deneyleriyle dogrulanmistir.

Bu ¢alismada, PC3 hiicre hattina HM-STAMP2 plazmiti transfeksiyonu
yapildi. Plazmit kontrolii, bilinen noktalardan restriksiyon enzimleriyle kesimleri
yapildi ve jel elektroforeziyle beklenilen fragmentler saptandi. WB ydntemiyle
asir1 ifade edilen protein beklenilen bolgede goriildii. Daha onceki galismalarda
STAMP?2 asir1 ifadesi PCa hiicrelerinin koloni formasyonunda ve ¢ogalmasindaki
artig, yapilan Tripan mavisi deneyiyle dogrulandi (Korkmaz et al., 2005; Jin et al.,
2015). Fakat WST-1 ile anlamsiz bir grafige ulasildi. Disiik-yiiksek glukoz
ortamlar kullanilarak, hiicrenin en etkin NAD" kaynagi olan glikolizise etki
edilmeye calisilmistir. Boylelikle SIRT1 aktivitesi direk kofaktorii {izerinden
kontrol edilebilmesi planlanmigtir. SIRT1 aktivitesinin artmasiyla histon-
deasetilasyonu ve kromozomal kondensasyonun degisimiyle hiicre boliinmesi
engellenir (Nogueiras et al., 2012). Fakat siipriz olarak STAMP2 ektopik

ekspresyonlu, diisiik glukozlu 6rnek en yiiksek canlilik seviyesi gosteriyordu. Nile
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Red ile yag molekiillerinin incelenmesi sonucu daha o©nceki ¢alismalarda
beklenildigi gibi STAMP2 transfekte orneklerde lipit birikimi orani fazlaydi
(Lindstad et al., 2017). Bu da STAMP2 regiilasyonunun PCa hiicresel

metabolizamasinda 6nemli roliinii gdstermektedir.

PCa lenf nodu metastazi olan LNCaP hiicrelerinde ulasilan sonug ise daha
once bulunan verilerle paralel olarak bizim c¢alismamizda da susturulmus
STAMP?2 hiicrelerinin ¢ogalmasinda ciddi diistigler goriilmiistiir (Jin et al., 2015).
Fakat Jin ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada STAMP2 demir alimini ve
NADP olusumunu arttirarak hiicrede ROS olusumu, bununla baglantili olarak
hiicre ¢ogalmasina etki eden ATF4 proteiniyle etkilesimi goézlenmistir. Bu
calismada gozlenen, STAMP2 susturulmasiyla mitotik aktivite markorii olan p-
H3-serl10 regiilasyonunda diislis goriiliistiir. Hiicre ¢ogalmasit durumu WST-1 ve
Tripan mavisi deneyleriyle paralellik gostermistir. Onemli bir histon deasetilaz
olan SIRTI1’in regiilasyonun artmasi bu degisen p-H3-serl0 regiilasyonuyla
iligkilendirilmistir (Nowak and Corces, 2004; Prigent and Dimitrov, 2003).
siSTAMP?2 ve siSIRT1 &rneklerinin bantlar incelendiginde aralarinda antagonist
bir regiilasyon farkedilmektedir. Bu durum hiicresel proliferasyona hem sinyal

yolaklar1 hemde elde edilen canlilik analizleriyle dogruluk gostermektedir.

TNF- o varliginda STAMP2’nin artan regiilasyonu daha onceki
caligmalarda gosterilmstir (Ohgami et al., 2006). Bunun iizerine LNCaP
hiicrelerine prostatik inflamasyon kosulu yaratilarak STAMP2’nin PCa
inflamatuar mikro c¢evresindeki regiilasyonu gozlenmistir. siSTAMP2 ve CM125
ile yapilan deneyde STAMP2 susturulmus 6rneklerde SIRT1 bantlarinin énemli
miktarda artist gozlenmistir. Bununla birlikte NKX3.1 ve OGGI1 protein
bantlarinda da artis gézlenmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda SIRT1in asetil-
P53 “ii deasetile ederek P53’ degredasyona siiriikledigi ve apoptoza gidecek olan
kanser hiicresinin apoptozdan kagmasini sagladigi ortaya konmustu. SIRTI1
fonksiyenlliginin artti§i durumlarda DNA hasar onarimi mekanizmalarii aktif
hale getirdigide bilinmektedir (Deng, 2009). Bu durum kanserli hiicre i¢in
miikemmel bir sagkalim kosulu olusturmaktadir. Metastatik olusumlarin dokular
arast az besin ve oksijence zayif bolgelerden gecislerinde hiicrenin yasamsal
faaliyetlerini devam ettirebilmesini saglayan bir mekanizmadir (Byles et al., 2012).

Kanserli hiicrenin metabolik stressle karsilagtigi durumlarda olusan bu kaotik
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durumda; glikoz besin alimi olmamasi, glikolizis yolaginin aktif olmamasi ve
yolaktaki enzimlerce kullanilan NAD™ molekiillerinin hiicre havuzunda artisiyla
aclik durumu, metabolik stress durumu olusur (Lim et al. 2010). SIRT1 kofaktorii
olan NAD" ile fonksiyonellik kazanir ve PCa hiicrelerinde sitoplazma-nukleus
lokalizasyonundaki tiim proteinlerin Lysin amino asitinden deasetilasyon
gerceklestirir. Bu da histonlarin deasetillenmesiyle kondense olusu mitotik
aktivite ve transkripsiyonel aktivasyonun diisiisii gibi hiicre metabolizmasini
yavagslatan bir slirece sokar (Martinez-Pastor and Mostoslasky, 2012; Grummt and

Ladurner, 2008; Kaelin and McKnight, 2013).

Kronik inflamasyon durumunda, CM50 uygulanan LNCaP hiicrelerinde
STAMP?2 regiilasyonu belirgin bir sekilde arttig1 goriilmektedir. Ayni1 6rneklerde
STAMP2 bantlariyla paralel olarak AR’1n artis1 ve SIRT1’in azalig1 goriilmektedir.
Bu hiicrelerle yapilan WST-1 ve Tripan mavisi deneyleri sonucu bize daha 6nceki
sonuglart dogrular nitelikte STAMP2 artisinin oldugu hiicrelerde ¢ogalma ve
canliligin kontrole gore ¢ok yiiksek seviyelerde oldugu gosterilmistir. AR ve
SIRT1 ile yapilan calismalarda SIRT1 histon deasetilaz Ozelligiyle AR
transaktivasyonunu oOnledigi ispatlanmistir. Transkripsiyonel faktér olan AR’in
baska genlerin promotoruna baglanip transkripsiyonunu aktive edebilmesi ig¢in
asetiltransferazlarinda dahil oldugu (CBP/P300) bir ko-aktivator kompleksle
beraber olmas1 gerekmektedir. SIRT1 ko-repressor bir komplek olusturarak AR’1n
fonksiyonelligini engellemektedir (Fu et al., 2006). Kronik inflamasyo
durumundaki hiicrelerde tiimor baskilayic1 gen olan NKX3.1 bantlarinda azalma
goriilmektedir. Antioksidant yanit olusumunda 6nemli yer sahibi olan NRF2 geni
ise CM’li 6rneklerde regiilasyon iz miktarda artmistir (Manda et al., 2015). CM
50 ile 48 saatlik 6rnegin Nile Red sonuglart ise CM’li 6rneklerde biiyiik oranda
lipit artis1 goriilmektedir. STAMP2 ile yapilan bir diger calismada ise
regiilasyonun artigi ile insiilin direncini diizenledigi ve énemli glucose importer
proteinlerden olan GLUT4 proteinin sitoplazmadan membrana translokasyonuna

neden olarak hiicreye glukoz alim1 artmatadir (Chen et al., 2014).

Yapilan c¢alisma genel hatlariyla degerlendirildiginde STAMP2
ekspresyonunun artmasi hiicre ¢ogalmasina, enerji ihtiyacina, boliinmek icin

biyokiitle (lipit birikimi) artig1 gibi parametreleri icinde barindirmaktadir. SIRT1



52

ise bu parametrelerin tam zitt1 yoniinde hareket etmektedir. Boliinen yawru
hiicrelerin enerji gereksinimi, metastaik hiicrenin karsilastigi metabolik stress
kosullar1 gibi bazi parametrelerde hiicresel metabolizmay1 yavaslatir ve glukoz
yoklugunda hiicre biyokiitlesi enerji kaynagi olarak kullanilir, ilk segenek olarak
lipitlerin katabolizmasidir. Eger lipitlerde kalmazlarsa ve hala aclik devam
ediyorsa GAPDH AMPK bagl olarak fosforillenir ve SIRT1 aktivasyonu artar.
Bu sinyalizasyon sonucu otofaji siireci baslar, amino asitler, proteinler hatta
organeller otofagozomlar tarafindan hiicre enerji kaynagi olarak kullanilir (Chang

etal., 2015).
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Sekil 5.1. SIRT1 fonksiyon kaybi veya arttigi durumlarin diger sinyal yolaklarina etkileri
gosterilmistir (Liu at al., 2013).
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Sekil 5.2. Daha 6nceki veriler ve ¢aligmamiz sonucu STAMP?2 ile SIRT1 arasindaki olasi iliskiyi

sinyal mekanizmalari.
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6. SONUC

Bu tez c¢alismasinda, PCa i¢in 6nemli bir biyomarkér olan STAMP2 ile
yapisinda histon deasetilaz bolge bulunduran ve metabolik regiilatér olan SIRT1
arasindaki iligki {lizerine g¢aligma yiiriitiilmistiir. Farkli PCa hiicre hatlarinda
transfeksiyon yontemi uygulanarak bu iki genin susturulmasi ve ektopik
ekspresyonu yapildi. Ayni zamanda farkli metabolik kosullar altinda hiicre
cogalmasi, ROS yaniti ve DNA hasar1 mekanizmalarinda yer alan proteinlerle
olan etkilesimleri Western blot yontemiyle saptandi. Elde edilen bilgiler
dogrultusunda WST-1 testi ve Tripan Mavisi boyamayla hiicre ¢ogalmasi-canliligi
analizleri yapildi. Farkli metabolik kosullar altinda bu iki genin arasindaki
reglilasyonun hiicre metabolizmasina etkisi yag yapilarimi Nile Red ile
isaretleyerek immiinofloresan mikroskopi yontemi ve florometrik okumayla
gozlenmistir.

Hiicre ¢ogalmasi ve sagkalim gibi fonksiyonlar1 bulunduran bu iki proteinin
birbirleriyle etkilesimleri ve bulunan baglantis1 PCa gelisim siirecini daha iyi
anlamamiz1 saglayarak, gelecekte kanser tedavisinde terapotik etkiyi arttiracak

caligmalara 151k tutabilme 6nemine sahiptir.
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7.ONERILER

Prostat kanseri erken asamada androjen ablasyon tedavisi ile kontrol altina
alinmaya c¢alisilsada sag kalan kanser hiicrelerinin ilerleyen safhalarda
agresifleserk 6liime gotiirdiigli bilinmektedir. Bu yilizden prostat kanserinin heniiz
etkili bir tedavisinin olmadig1 diisiiniilebilir. Karser hiicreleri normal hiicrelere
gore cok farkli bir metabolizma sergiler eger bu dogrultuda kanserli hiicrelerin
mekanizmalar1 kesfedilirse terapotik olarak daha etkili tedaviler ortaya gikabilir.
STAMP2 ve SIRT1 gibi hiicrenin metabolik dengesine ve ¢gogalmasinda etki eden
proteinlerin mekanizmalarinin ¢alisilmasiyla terapdtik daha etkili kiirler ve tedavi

yontemleri kullanilabilir.
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