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1. OZET

Farkh Kanser Hiicre Hatlarinda Glukoz, Glutamin ve Kolesterol

Kisitlamalarina Duyarhhgin Arastirilmasi

Kanser metabolizmas1 son yillarda yeni anti-kanser tedavilerin gelistirilebilmesi
adina 6nemli bir arastirma konusu olmustur. Kanser hiicrelerinin hizla ¢gogalan hiicreler
olmalart besin ihtiyaglari1  artirmaktadir. Glukoz, glutamin ve kolesterol

metabolizmalari kanser gelisiminde ve tiimor biiylimesinde 6nemli rol oynamaktadir.

Calismamizin temelini olusturan 6n veriler, YOK Doktora arastirma bursu
kapsaminda 1 yil siire ile gorevlendirildigim Amerika Birlesik Devletlerinde bulunan
Whitehead Enstitiisiinde, Dr. Kivang BIRSOY’un damismanhginda yaptigim
calismalardan 29 farkli hiicre hattimin glukoz, glutamin ve Kkolesterol besin
kisitlamalarina duyarliliklarinin arastirilmasindan elde edilmistir. Bu g¢alismalarimiz
kapsaminda hiicreler besin kisitlamalarina gosterdikleri dirence gore duyarli veya

direncli olarak siniflandirilmistir.

Bu tez c¢alismasinin amaci ise yurt disginda yaptigim ¢alismalarla besin
duyarliliklar test edilen kanser hiicre hatlarinin, besin eksikligine kars1 gosterdikleri
direncin molekiiler mekanizmasinin anlagilmasina katki saglayabilecek genetik
varyasyonlarin in silico analizler kullanilarak belirlenmesi ve elde edilen bu verilerin

literatiir esliginde tartisilmasidir.

Caligmalarimiz sonucunda, SS18L1 gen mutasyonlarmin kanser hiicrelerinin
glukoz duyarliliginda, LRP1 gen mutasyonlarinin ise kanser hiicrelerinin kolesterole
olan bagimliliklarinda rolii olabilecegine dair bulgular elde ettik. Glutamin kisitlamasi
icin duyarli veya direngli bulunan hiicreler arasinda farkli genetik degisimler tespit

edilemedi.

LRP1 ve SS18L1 gen mutasyonlarimin hiicre metabolizmasindaki rolleri ileri
calismalarla dogrulanmalidir. Bu nedenle bulgularimiz gen mutasyonlarmin kanser
hiicre metabolizmasindaki etkilerini arastirmak adina yapacagimiz ileri ki ¢aligmalara

destek olacak niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Kanser hiicresi, metabolizma, glukoz, glutamin, kolesterol



2. SUMMARY

Exploiting the Sensitivity of Different Cancer Cell Lines to Glucose,
Glutamine and Cholesterol Limitations
Cancer metabolism has become an important research topic to develop new anti-
cancer therapies. Cancer cells have an increased nutrient demand, as they are highly
proliferative cells. Glucose, glutamine and cholesterol metabolisms are important for

cancer progression and tumor growth.

Preliminary data which will be basis of our study were performed under the
supervision of Dr. Kivang BIRSOY in the Whitehead Institute, Massachusetts, USA by
myself with a grant from the Turkish Council of Higher Education. In these studies
metabolic liabilities of cancer cells due to glucose, glutamine and cholesterol limitations
using cell mixing experiment were determined. Cell lines were classified as sensitive,

moderate and resistant.

In this thesis study, it is aimed to obtain data to shed light on molecular
mechanisms that play role in the nutrient sensitivity of cancer cells in our department.
For this purpose, publicly available web based data will be used for computational
analysis of mutations that our cancer cell lines have. Thus, it is aimed to provide data to

our future projects.

Our results showed that SS18L1 mutations could play a role in the sensitivity of
cancer cells to glucose limitation while, LRP1 mutations could be related to sensitivity
to cholesterol depletion. Any related gene mutation was not identified for sensitivity of

cell lines to glutamin limitation.

The role of LRP1 ve SS18L1 mutations in cancer metabolism should be identified
by conducting further experiments. Therefore, our results will lead us for studying the

role of mutations in cancer cell metabolim and support us for grant applications.

Key Words: Cancer cell, metabolism, glucose, glutamine and cholesterol



3. GIRIS ve AMAC

Kanser, normal biiyiime ve farklilasmay1 saglayan mekanizmalardaki kontroliin
kaybolmasi sonucu degisime ugramis bir hiicrenin kontrolsiiz ¢cogalmasi sonucu gelisen
bir hastaliktir (1). En sik 6liim nedenleri arasinda kanser kalp krizinden sonra ikinci
sirada yer almaktadir (2). Kanserli hiicreler sahip olduklart genetik mutasyonlar
nedeniyle hiicre dongiisii kontrol mekanizmalarina yakalanmazlar ve apoptozdan
kurtularak kontrolsiiz bicimde ¢ogalirlar (3). Bu nedenle kanser hiicrelerin genetik bir

hastalig1 olarak da tanimlanur.

Cogalan hiicreler metabolizmalarinda 6nemli problemlerle karsilagirlar. Cilinkii
her bir hiicre dongiisii sonunda iki yavru hiicre olusur ve bunun i¢in gereken toplam
biyokiitle (protein, lipid ve niikleik asit) miktar1 iki kattir. Bu durum c¢ogalma uyarisi
alan ve buna yanit veren hiicre i¢in metabolik yiik olusturmaktadir (4). Hiicreler artmis
biyoenerji ihtiyaglarin1 karsilamak igin daha fazla besin kullanirlar (5). Elde edilen
metabolitler ise biyosentez yolaklarina yonlendirilirler. Hiicre ¢ogalmasimi uyaran
sinyaller ayn1 zamanda hiicrenin metabolik aktivitesini yeniden diizenlemesini de saglar
(6).

Ara metabolizma hiicredeki temel yapi taslart olan monosakkaritlerin, amino
asitlerin, niikleotidlern ve benzerlerinin biiyilkk molekiillere (makromolekiil)
doniistiiriildiigli metabolik yolaklardir. Son yillarda ¢ogalan hiicrelerde ara metabolizma
onemli bir ¢alisma konusu olmustur. Yapilan ¢alismalarda tiimor hiicreleri gibi hizla
cogalan hiicrelerde glikolizin ve laktat iretiminin, ayrica lipid ve diger
makromolekiillerin biyosentezinin arttig1 gosterilmistir (5). Timor hiicreleri bu
ozellikleri ile farklilasmis ve hiicre dongiisiiniin Go fazinda bekleyen hiicrelere gore

farkli bir metabolizmaya sahiptirler.

Kanser hiicrelerinde artmis glikoliz ilk olarak Nobel 6diillii Alman arastirict Otto
Warburg tarafindan tanimlanmistir. Warburg ‘aerobik glikoliz’ olarak da tanimlanan bu
hipotezinde kanser hiicrelerinin daha efektif enerji {retiminin oldugu oksidatif
fosforilasyon yerine, oksijen varliginda da glikolizi ( glikozun laktata yikilmasi olayi )
tercih ettigini gostermistir (7). Ayrica kanserlerin hiicrelerdeki hasarli mitokondriyal

fonksiyon nedeniyle meydana geldigini one sirmistiir (8). Her ne kadar bu Onerisi



biitiin kanserler i¢in dogrulanamasa da kanser hiicrelerinin aerobik glikoliz yaptig

tekrar tekrar yapilan ¢aligmalarla yillar igerisinde dogrulanmustir (9).

Kanser hiicreleri ile ‘normal’ hiicreler arasindaki bu metabolik farkliliklar
kanserde yeni yaklasimlarin saglanmasi agisindan daha detayli arastirilmaya
baslanmigtir. Tiimor goriintiilemede bu metabolik farkliliktan yararlanilmaktadir.
Kanser hastalarinda hastalifin evrelendirilmesinde kullanilan BEDG-PET ve 'H
manyetik rezonans goriintiileme yontemleri kanser hiicrelerinin artmis glukoz alimi ve

laktat iiretimi esasina dayalidir (10, 11).

Genetik mutasyonlar sonucu hizli calisan glukoz metabolizmasinin kanser
gelisiminde ve tlimor bliyiimesinde énemli rol oynadigi gosterilmistir (12, 13). Glukoza
ek olarak kanser hiicreleri tarafindan en ¢ok kullanilan ikinci besin glutamindir (14).

Glutamin metabolizmasi da anti-kanser tedaviler i¢in ¢alisma konusu olmustur (14).

Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi i¢in ihtiya¢ duydugu bir diger onemli besin
kolesteroldiir (15). Kolesterol 6zellikle 6karyotik membranlardaki fonksiyonu nedeniyle
kanser gelisiminde énemli bir role sahiptir (16). Cogalan hiicrelerde yeni membranlarin
yapilabilmesi, hiicre sinyal ileti sisteminin aktif bir sekilde devam edebilmesi endojen

kolesterol sentezine ve disaridan lipid partikiillerinin alinmasina ihtiyag¢ vardir (17).

Tez galismamizin temelini olusturan 6n veriler, YOK Doktora arastirma bursu
kapsaminda 1 yil siire ile liniversitemiz tarafindan gorevlendirildigim Amerika Birlesik
Devletleri’ nin Massachusetts Eyaletinde bulunan Whitehead Enstitiisiinde, Dr. Kivang
Birsoy’un danigmanliginda yaptigim ¢alismalardan 29 farkli hiicrenin glukoz, glutamin
ve kolesterol besin kisitlamalarina duyarliliklarinin arastirilmasindan elde edilmistir. Bu
caligmalarimizin  sonucunda hiicreler, glukoz, glutamin ve Kkolesterol besin
kisitlamalarina gosterdikleri dirence gore duyarli, orta duyarli ve direngli olarak
siiflandirild.

Bu tez c¢alismasinin amaci; yurt disinda yaptigim caligmalar ile besin
duyarliliklar test edilen kanser hiicre hatlarinin besin eksikligine karsi gosterdikleri
direncin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasina katki saglayabilecek genetik
varyasyonlarin in silico analizler kullanilarak belirlenmesi ve elde edilen verilerin

literatiir esliginde tartisilmasini olusturmaktadir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile karakterize, somatik hiicrelerin
genetik hastaligidir (3). Giintimiizde kalp krizinden sonra 6liim nedenleri arasinda ikinci
sirada yer almaktadir (2). Kanser hiicre hastaligi olmasina karsin Klinik olarak
¢ogunlukla tiimor yani hiicresel bir kitle ya da sislik olarak gorilir (1). Normal
hiicrelere gore tiimdr hiicreleri sinirsiz ¢ogalma yetenegine sahiptirler. Ancak, hizli ve
kontrolsiiz  hiicre boliinmesi tek bagina kanser gelisiminin  artmasi ile
iliskilendirilememektedir (18). invaziv olmayan hiicrelerin olusturdugu tiimérler benign
(iyl huylu) olarak adlandirilirlar ve mevcut kitlenin kaldirilmasi ¢ogunlukla tedavi i¢in
yeterlidir. Malign tiimorler ise hiicrelerin kendilerini gevreleyen dokuya gegip invaze
olup baska dokularda da metastaz olarak adlandirilan tiimorleri olusturmasi olarak

adlandirilirlar (19).

Tek bir hiicre tiimor olusturabilmek i¢in ¢esitli asamalardan geger (3). Somatik
mutasyonlar kanser gelisimi olarak bilinen karsinogenezde en oOnemli faktorlerden
biridir (18). DNA mutasyonlarina yol acgtig1 bilinen ¢evresel ajanlar karsinojenler olarak
adlandirilirlar ve iki siifa ayrilirlar; (1) Kimyasal Karsinojenler niikleotid dizisinde
degisikliklere neden olurlar, (2) Radyasyon Ornegin X-ray gibi isinlar kromozom
kiriklarina ve translokasyonlara neden olurken, UV 1sinlart DNA’ da timin dimerlerinin

olugsmasina neden olur (1, 20).
4.2. Kanser Genetigi

Kanser, protoonkogenler, tiimor baskilayici genler, DNA tamir genleri ve
apoptozu diizenleyen genlerdeki defektler sonucu gelisen bir patolojidir. Normal
bliylime ve farklilasmay1 destekleyen genler olan protoonkogenler fonksiyon kazanimi
mutasyonlari ile onkojenik aktivite kazanirlar (21). Tiimor baskilayici genler normalde
hiicre boliinmesini baskilayan proteinleri kodlayan genlerdir. Fonksiyon kaybina neden
olan mutasyonlari ile aktivasyonlarini yitirirler. Her iki smiftaki genlerde meydana
gelen mutasyonlar karsinogenezde hiicre ¢ogalmasini ve yasamasini arttirarak tiimor

biiylimesini saglar (22).



4.2.1. Onkogenler

Proto-onkogenler anormal eksprese olarak ya da mutant hale gelerek onkogenik
aktivite kazanirlar (23). Onkogenlerin biiyiik ¢ogunlugu biiyiime faktorlerinden gelen
uyarilara bagli olarak hiicre ¢ogalmasini ve sag kalimimi diizenleyen sinyal ileti
yolaklarinin birer iiyesi olarak gorev yaparlar. Ayrica tirozin kinaz aktivesi gosteren
reseptorleri kodlarlar, protein kinaz aktivasyonuna neden olurlar (20, 24). En bilinen
onkogen MYC, c-MYC transkripsiyon faktoriinii kodlayan proto-onkogen olup 8q24°de
lokalizedir (25).

4.2.1.1. MYC Onkogeni

MYC, hiicrelerin ekstraseliiler matrikse baglanmasi ya da ortamdaki besin ve
biiyiime faktorlerinin seviyelerine yanit gibi pek cok hiicresel sinyal ileti yolaginin alt
basamaklarinda bulunmaktadir (26). MYC geni kanserlerde siklikla mutasyona
ugramistir (27). MYC’ in timorogenezdeki roli transgenik farelerde gesitli dokularda
genin ektopik ekspresyonu sonucu tiimor olusturulmasiyla gosterilmistir (28). MYC
ekspresyonunun lenfoid dokularda hiperplazi ve lenfoma olusturdugu gosterilmis,
neredeyse biitiin ¢alismalarda benzer sekilde daimi ya da uyarlabilir MYC
ekspresyonunun deriden karacigere biitiin dokularda neoplastik transformasyona neden
oldugu bildirilmistir (26).

Kanserdeki MYC ekspresyonunun, transkripsiyonel yanit agimni normal endojen
MYC ekspresyonuna kiyasla farkli bir sekilde uyardigi varsayilmaktadir c¢iinkii
normalde ekspresyon feedback mekanizmalarla kontrollii olmaktadir (29). Bu baglamda
kontrolsiiz MYC ekspresyonu, kanser hiicrelerinin bilyiime faktorii ya da besin azligi ile
uyarilan hiicre 6liimiine kars1 yatkinlik kazanmasini saglarken, normal hiicrelerin hiicre
dongiisiinin  G1 fazinda kalmalarin1 saglar (30). Ayrica MYC transkripsiyonel
programi, MYC aktivasyonuna eslik eden tiimor baskilayicit genlerin mutasyonlarina

bagli olarak da degismektedir (29).

Memeli hiicrelerinde biiyiime faktorii reseptor sinyal sistemleri yeterli besinlerin
varliginda bir takim genlerin ekspresyonunu uyarabilir (31). Bu genlerin ekspresyonu;
1) gerekli besinlerin hiicre igerisine alinmasi, 2) adenozin trifosfat (ATP) ve diger
niikleotid trifosfat (NTP)’larin dretimi, 3) makromolekiil sentezi igin gerekli

yapitaglarinin sentezlenmesi, 4) protein sentezi ve makromolekiil sentezinin uyarilmasi,



5) gerekli organellerin biyogenezi, 6) hiicre dongii sisteminin diizenlenmesi ve hiicre
biliylime ve ¢ogalmasinin uyarilmasi, 7) kok hiicre kompartmanlarindan hiicre spesifik
farklilasmanin ~ diizenlenmesinden sorumludurlar (29). MYC farkli genlerin
ekspresyonlarint biiyliyen hiicrelerin gerekli komponentlerinin ihtiya¢ miktarina gore
diizenlemektedir (29). Yani hiicre biiylimesi arttikga metabolizma da up-regiile
edilmektedir. Bu 6zellikleri ile MYC hiicrelerde transkripsiyonun global regiilatoriidiir
(26).

4.3. Glukoz Metabolizmasi

Barsaklardan emilen ve hiicrede kullanilan baglica besin olan glukoz o6zellikle
beynin en Onemli enerji kaynagidir. Hiicreye enerji saglanmasina yonelik olaylar
glikoliz ve sitrik asit dongiisiinde gerceklesir. Glikoliz tepkimeleri ile glukoz ii¢
karbonlu piruvata cevrilmektedir. Cesitli metabolik olaylara katilmasina ek olarak
piruvattan oksidatif dekarboksilasyon ile asetil-CoA elde edilmektedir. Asetil-CoA
sitrik asit dongiisiine katilarak karbondioksit ve su olusturmaktadir. Glukozun disinda

amino asit ve lipit metabolizmalari sirasinda da asetil-CoA olusmaktadir (20, 32).
4.3.1. Glukoz Tasty1cilar

Memeli hiicrelerinde glukoz pasif tasiyicilar olan GLUT (glukoz tasiyici) olarak
adlandirilan bir smif tasiyicilar ile hiicre igerisine alinirlar (33). Memeli hiicrelerinin
bircogunda glukoz konsantrasyonu ekstraseliiler ortamdan diisiik oldugundan glukoz

hiicrelere pasif transport ile girmektedir (20).

Glut ailesinin oniki iiyesi bulunmaktadir. Dokularin pek c¢ogunda insiilinden
bagimsiz olarak gerceklesen glukoz tasinmasinda GLUT1 ve GLUT3 gorev almaktadir.
GLUTT1 ise daha ¢ok eritrositlerde ve kan-beyin bariyerinde bulunan endotel hiicrelerde
bulunur. Ayrica biitiin hiicrelerde solunumun saglanmasi i¢in diisiik seviyede bazal
glukoz alimindan sorumludurlar. Artmis glukoz konsantrasyonlarinda membrandaki
GLUTI seviyesi azaltilir, tam tersi glukozun az oldugu durumlarda da seviyesi arttirilir.
GLUT?2 ¢ift yonlii tasiyicidir. Glukozun her iki yonde taginmasini saglar. Cogunlukla,
bobrek tiibiiler hiicrelerinde, ince barsak epitel hiicrelerinde, karaciger ve pankreas beta
hiicrelerinde eksprese olur. Diisiik afiniteli bir izoformdur. GLUT3 noéronlarda ve
plesantada fazlaca bulunur. Yiiksek afiniteli bir izoform olup, glukozun kat kat diisiik

oldugu durumlarda tasinmasmi saglar. Iskelet kasi ve adipositlerde tasiyict olarak



GLUT4 kullanilmaktadir ve insiilin bagimli glukoz taginmasindan sorumludur (32, 34,

35).
4.3.2. Glikoliz

Birbirini izleyen ve enzimler tarafindan katalizlenen on basamakli glikoliz
reaksiyonlart sonunda glukoz piruvata ¢evrilmektedir (Sekil 1). Glikoliz enzimleri
sitozolde bulunurlar. Bir glukoz molekiiliiniin iki molekiil piruvata ¢evrilmesi sirasinda

iki ADP molekiilii, iki ATP’ ye donistiiriiliir (32).

Oksijensiz kosullarda piruvat laktat dehidrojenaz ile laktata ¢evrilmekte ve NAD"
elde edilmektedir. Elde edilen NAD", gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz tepkimesinde
kullanilarak glikolizin devami saglanir (36). Oksijenin bulundugu durumlarda ise

piruvat sitrik asit dongiisiinde CO, ve suya oksitlenir (37).
4.3.3. Sitrik Asit Dongiisii

Oksijenli ortamda glukozun CO, ve suya oksitlenmesiyle asetil- CoA
olugmaktadir. Birgok besin maddesinin katabolizmasinin son asamasinda asetil-CoOA
molekiilleri dongii seklindeki tepkimeler dizisiyle tamamen oksitlenir ve bu
reaksiyonlar dizisi sitrik asit ya da trikarboksilik asit (TCA) dongiisii olarak
bilinmektedir (Sekil 2). Piruvat, yag asitleri ve bazi amino asitlerden elde edilen asetil-

CoA sekiz tepkimeden olusan sitrik asit dongiisiinde oksitlenir (20, 32).

Bir glukoz molekiiliinden glikoliz, sitrik asit dongiisii ve oksidatif fosforilasyon
sonrasinda 38 ATP iretilmektedir. Ancak net ATP iiretimi, glikolizde iiretilen iki
NADH molekiiliiniin mitokondriye transferi sirasinda 2 ATP molekiilii harcanmasi

nedeniyle 36 ATP dir (20, 36).



Hekzoki 5
GLUKOZ M) GLUKOZ 6-FOSFAT <~ | FRUKTOZ 6-FOSFAT |
m Fosfoglukoz

ATP ADP izomeraz ATP

Fosfofruktokinaz é
ADP

| FRUKTOZ 1,6-BiSFOSFAT |

Gliseraldehit 3-fosfat | Aldolaz

dehidrojenaz I ]
| 1,3 BISFOSFOGLISERAT | <—T—> GLISERALDEHIT DiHIDROKSIASETON
Fosfogliserat ADP /\ P. 3-FOSFAT FOSFAT
kinaz ATP G -~

S —
I Trioz fosfatizomeraz

| 3- FOSFOGLISERAT

Fosfogliserat
mutaz

[ 2- FosFoglLiseraT |

Enolaz K
>H,0

| FOSFOENOL PIRUVAT |

NADH+H* NAD*

Piruvat l ADP

Kinaz ATP o

| PirUVAT | [ LakTar
Laktat dehidrojenaz

Sekil 1.  Glikoliz reaksiyonlart (Onat’dan, 37).

4.3.4. Oksidatif Fosforilasyon

Karbohidratlarin, yaglarin ve diger besinlerin oksidasyonu ile TCA dongiisiinden
elde edilen enerji, yiiksek enerjili elektronlar olarak NAD" ve FAD’a aktarilir. NAD" ve
FAD, NADH ve FADH;’ye indirgenir (20). Bu yiiksek enerjili elektronlarin transferi
mitokondri i¢ membraninda yer alan elektron tagima sistemi (ETS) ad1 verilen sistemde
olur. ETS’de bu yiiksek enerji ADP + P; — ATP doniisiimiinde kullanilir. Bu nedenle
bu reaksiyonlar zinciri oksidatif fosforilasyon olarak adlandirilir. Oksidatif
fosforilasyon ile ETS’de ATP iiretimi kemiosmotik bir siire¢ olup ilk olarak 1961
yilinda tanimlanmis ve daha sonraki c¢alismalarla da desteklenerek dogrulugu

kanitlanmis olup arastiricilari Nobel 6diilii kazanmstir (20, 32, 38).
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Sekil 2. Sitrik Asit Dongiisii.

4.3.4.1. Elektron Tasima Sistemi

Glikoliz, TCA dongiisii, beta oksidasyon gibi katabolik biyokimyasal reaksiyonlar
indirgenmis koenzim NADH firetirler. Bu koenzimler yiiksek transfer potansiyeline
sahip elektronlar igerirler yani oksidasyon ile birlikte yiiksek miktarda enerji salarlar.
Bu enerji salinimi reaksiyonun kontroliiniin saglanabilmesi i¢in, elektronlar NADH’ den
ayrilarak bir seri enzimatik reaksiyonlarla oksijene transfer olurlar ve her bir asamada
bir miktar enerji salinir (Sekil 3). Bu enzim setleri kompleks 1, 2, 3, ve 4 olarak

adlandirilir ve mitokondri i¢ membraninda yer alirlar (20, 32).

Cytosol

Succinate  Fumarate

Fumarate
Hydratase

Malate

Complex I [} m v v

Sekil 3.  Elektron Tasima Sistemi (Eng'den, 39)
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4.4. Kanser Metabolizmasi

Cok hiicreli canlilarda organizmanin yagamasi besin miktarinin hiicre boliinmesi
icin gereken miktarin altinda olmasi1 durumlarinda anormal hiicre bdliinmelerinin 6niine
ge¢mek adina gelistirilen kontrol mekanizmalara baglidir (4, 6). Normalde memeli
hiicreleri biiylime faktorleri ile bir uyar1 olmadan gevrelerinden besin almazlar ve
boylece kontrolsiiz hiicre boliinmesi engellenmis olur (37). Ancak kanser hiicreleri
cesitli genetik mutasyonlar ve reseptor aracili sinyal yolaklarinin modifikasyonlart ile
bu biiylime faktorlerine olan bagliligi asarlar (40). Sinyal yolaklarindaki degisimlerle
besinlerin alimi ve metabolize edilmesini saglayan sistemler daimi olarak aktive
edilerek hem hiicre yasamasina hem de ¢ogalmasina katki saglar (Sekil 4). Onkojenik
mutasyonlarin hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasi igin gereken besinlerin 6zellikle glukozun
alimina neden olabildigi gosterilmistir (36). Bu bilgi de Otto Warburg’un 1924 yilinda
yaptigi, kanser hiicrelerinin normal hiicrelere gore glukozu farkli metabolize ettigini

gosterdigi calismaya yeniden ilgi ¢ekmistir (41).

Gen mutasyonlari
Artmis proliferasyon

TUMOR

\ 02
\ N €02
Artmis besin kullanimi N
Besinler o
Atiklar
- Glukoz - Laktat
+ Glutamin

—_ . Ammonia
Serbest yag asitleri; kolestrol

Sekil 4.  Timor mikrogevresi.

4.4.1. Aerobik Glikoliz ‘Warburg Etkisi’

Metabolik yolaklara iliskin bilgiler genellikle farklilasmis dokulardaki
¢ogalamayan hiicrelerde yapilan ¢aligsmalarla elde edilmistir (36). Oksijen varliginda
cogu farklilagmis hiicre glukozu piruvatin oksidasyonu ile mitokondriyal trikarboksilik

asit dongilisinde (TCA) karbondioksite (CO,) yikar. Bu reaksiyon sirasinda, ATP
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tiretimini maksimuma ¢ikarmak i¢in oksidatif fosforilasyona katilan NADH [
nikotinamid adenin diniikleotidin (NAD"), indirgenmis hali) ] iiretilir (32, 36).
Farklilasmis hiicreler sadece anacrobik kosullarda ¢ok miktarda laktat tiretir. Buna
karsilik cogu kanser hiicresi oksijen varligindan bagimsiz olarak fazla miktarda laktat
tiretir ve bu metabolizma ‘aerobik glikoliz’ olarak adlandirilir (Sekil 5) (42). Warburg
kanser hiicrelerinin glikolitik metabolizmay1 mitokondriyal bir defekt sonucu oksijenli
solunum yapamamalari nedeniyle kullandigini 6nermistir (8). Ancak daha sonra yapilan
calismalar ¢ogu kanser hiicresinde mitokondriyal defekt olmadigini ancak yine de

aerobik glikoliz yapildigini gostermistir (43, 44).
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+0, 0, pu !
! O;
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o, Pyruvate l Q5 Pyruvate
l\ Pyruvate \ 5. ) K
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B '
CO; CO,
Oxidative Anaerobio Aerobic
phosphorylation glycolysis glycolysis
-36 mol ATP/ 2 ot ATP/ (Warburg effect)
mol ghucese mol gucose 4 mal ATP/mol glucase

Sekil 5.  Aerobik glikoliz ve oksidatif fosforilasyon (Van der Heiden' den, 36).

4.5. AMPK (Adenozin Monofosfat Aktif Protein Kinaz) Sinyal Yolag:

AMPK sinyal ileti yolagi hiicrelerde enerji duyarl bir yolaktir ve hiicrenin enerji
ihtiyac1 arttigi durumlarda aktive olmaktadir. Bu yolagin aktive oldugunu gosteren

markir ise AMPK proteininin fosforillenmesidir (45).

AMPK ilk olarak kritik metabolik enzimler Asetil-CoA Karboksilaz (ACC) ve 3-
hidroksi-3 metilglutaril koenzim (HMG-CoA Rediiktaz) igin upstream kinaz olarak
tanmimlanmustir (46). Hiicre i¢erisinde AMP oran1 arttiginda, AMPK yolag: aktivasyonu
yag asidi sentezi ve sterol sentezini inhibe etmektedir. Ayrica pek ¢ok dokuda glukoz
alimin1 artirmaktadir. Hiicrede enerji gerektiren anabolik reaksiyonlar baskilanirken,

enerji liretilen katabolik reaksiyonlar (6rnegin glikoliz) artirilir (Sekil 4) (36, 37).
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Pek ¢ok farkli hiicresel stres AMPK aktivasyonuna neden olabilmektedir (Sekil
6). Besin yetersizligi, uzun siireli egzersiz ve pek ¢ok farmakolojik ajan, 6rnegin; tip 11
diyabet tedavisinde kullanilan biguanidler AMP/ATP oranmmi arttirarak AMPK
aktivasyonuna neden olmaktadir (45, 47, 48).
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Sekil 6.  AMPK sinyal yolag: aktivasyonu.

4.6. Biguanidler

Biguanidler antihiperglisemik olarak Tip Il Diyabet ya da pre-diyabet tedavisinde
kullanilan ilaglarin genel adidir (49). Metformin, Fenformin ve Buformin bu grup

ilaglara ornek olarak verilebilir (45).

Biguanidlerin ¢alisma mekanizmas1 tam olarak bilinmemesine ragmen yapilan
calismalarda Metforminin in vivo insiilin konsantrasyonu seviyesini azalttigi, hiicre
icine glukoz alimimi arttirdigi ve glukoneogenezi arttirdigi gosterilmistir (50).
Metformin ve fenformin ayni zamanda mitokondride oksijenli solunumda kompleks 1’
inhibe ederek hiicre i¢ci ATP seviyesini diisiirerek AMPK yolagini uyarmaktadirlar (37,
45). Bu oOzelliklerinden dolayr biguanidler anti kanser tedaviler i¢in ilag olarak
diigiiniilmektedirler (36, 45). Biguanidlerin kanser biiylime ve gelismesini inhibe ettigini
gosteren c¢alismalar mevcuttur (51). Ilaglarm anti kanser etkileri Warburg etkisini

bozmalari, kanser hiicrelerinin karakteristigi olan sitozolik glikolizi piruvatin normal
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oksidasyonuna c¢evirerek mitokondriye yonlendirmeleri nedeniyle olabilecegi

onerilmektedir (36, 37, 45).
4.7. Glutamin Metabolizmasi

Glutamin kosullu esansiyel aminoasitlerdendir. Insanlarda kanda 500-900 pmol/L

bulunur (32).

Glutaminoliz, glutaminin glutamat, aspartat, CO,, piruvat, laktat, alanin ve sitrata
yikildig1 biyokimyasal reaksiyonlar serisidir. Glutaminoliz kismen sitrik asit dongiisii ve
malat aspartat mekigindeki reaksiyon asamalarina katilir. Glutamin glutaminaz enzimi
ile glutamat ve amonyuma yikilir. Glutamat ya salinir ya da glutamat dehidrojenaz ile a-
ketoglutarata metabolize edilir. a-ketoglutarat sitrik asit dongiisiinde a-ketoglutarat
dehidrojenaz ile suksinata yikilir. Glutaminoliz ¢ogunlukla mitokondride olur ancak

glutaminin glutamata yikilmasi gibi bazi reaksiyonlari sitozolde olur (14, 32).

Glutaminoliz ¢ogunlukla adipositler, lenfositler, kolonositler gibi ¢ogalan
hiicrelerde ve Ozellikle timor hiicrelerinde olur (52). Glikolize ek olarak tiimor
hiicrelerinde glutaminoliz diger 6nemli enerji kaynagidir. Tiimor hiicrelerinde enerji

tiretiminin yani sira hiicre biiylimesi ve transformasyonu i¢in de gereklidir (53, 54).

Warburg’un tiimor hiicrelerinde aerobik glikoliz ile ilgili gézlemleri metabolizma
arastirmalarinin  daha c¢ok glukoz metabolizmasi iizerine yogunlasmasina neden
olmustu. Ancak 1950°li yillardan sonra kanser aragtirmacilar1 glutaminin timor gevresi
icin Onemini kesfetmislerdir (14). Glutaminin timor hiicre metabolizmasi ig¢in 6nemi
glukoz ile paylastigi ortak karakteristik Ozelliklerden gelmektedir. Her iki besinde
¢ogalan tiimor hiicrelerinin iki 6nemli ihtiyaci; ATP iiretimi ve makromolekiil sentezi
icin gerekli yapitaglarinin sentezini karsilamaktadir. Son yillarda, onkogenlerin
glukozda oldugu gibi glutamin metabolizmasinda da etkileri oldugu gosterilmis ve
kanser hiicrelerinin genetik yapilarinin hiicre yasamasi i¢in glutamine bagimliliklarini
etkiledikleri belirtilmistir (29). Ayrica, yapilan ¢aligmalarda glutaminin hiicre yagamasi
ve bliylimesi disinda kendisinin ve metabolizma iiriinlerinin hiicre sinyal yolaklar ile

iliskisi gosterilmistir (55).
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4.7.1. Glutamin Metabolizmasinin Tiimor Hiicre Gelisimindeki Rolii

Glutamin esansiyel olmayan amino asitler arasinda sayilmaktadir ve primer
fonksiyonu azotu kaslarda depo etmek ve organlar arasinda transfer etmektir. Kastaki
amino asitlerin % 4’linii, plazmada ise serbest amino asitlerin % 20’sini glutamin

olusturmaktadir (32).

Pek c¢ok dokuda glutamin hiicreler tarafindan sentezlenmektedir ancak hizl
bliylime (ergenlik, viicut gelistirme, vb.) ya da hastalik durumlarinda glutamin ihtiyaci
artar. Bu durumlarda esansiyel hale gelir, bu nedenle ‘sartli’ esansiyel amino asit olarak
da tanimlanir (14). Cogalan hiicreler genellikle glutamine kars1 bir aclik gosterirler (53).
Bu durum tiimor hiicreleri i¢in glutaminin bir besin olarak ve diger metabolik olaylar

icin ara molekiil olmasi nedeniyle 6nemini gostermektedir (Sekil 7).
Glutaminin tiimdr hiicre biiyiimesinde 6nemli gérevleri vardir. Bunlardan bazilari,

1. Niikleotid Biyosentezi: Glutamin hem piirin hem de primidinlerin de novo

sentezi i¢in gereklidir (14). Bu nedenle hiicre ¢ogalmasi sirasinda niikleotid liretiminde
gereklidir. Glutamindeki azotun niikleotid biyosentezi i¢in dnemini gosteren en dnemli
bulgu bazi transforme hiicrelerin diisiik glutaminli ortamda S fazinda gecikme
gostermeleridir (56).

O

g L
Glutamine i@
e Y

1L
asct,sn2] | |
nucleus
Nitrogen for
2 Proteins
@ = Nucleotides
e Hexosamines
L
Glucose —— Glucose
l GSH
)
Pyr Lipids Glutamine

Sekil 7. Glutamin metabolizmas: (Deberardinis' den, 14). Kisaltmalar: GLS1 ve
GLS2; glutaminaz enzimleri, GS; glutamin sentetaz, GDH; glutamat
dehidrojeneaz, AST; aspartat aminotransferaz, ALT,; alanin amino
transferaz.
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2. Hekzozamin Bivosentezi ve Glikozilasyon reaksiyonlari: Hekzozamin

olusumunda hiz belirleyici asama glutamin: fruktoz 6 fosfat amidotransferaz (GFAT)

tarafindan katalizlenir. GFAT glutamin amido grubunu fruktoz 6 fosfata transfer ederek

O-bagli ve N-bagh glikozilasyon reaksiyonlar1 i¢in prekiirsor olan glukozamin 6
fosfat1 olustur. Bu reaksiyonlar sinyal iletimi, sekresyon ve diger iglemlerde gerekli olan
protein ve lipidlerin modifikasyonlar1 i¢in gereklidir. Dolayisiyla glukozamin 6 fosfat
liretiminin bozulmasinin hiicre biiylimesini inhibe ederek ve hiicre sinyal sistemini
bozacag1 ongoriilmektedir (14). GFAT aktivitesinin in vitro baskilanmasi ile meme
kanseri hiicrelerinde glutaminaz aktivitesi disiiriilmiistir. Bu durumun O- bagh
glikolizasyonu bozdugunu ve transkripsiyon faktor spesifiti protein 1 (SP1)’in
glikozilasyon durumunu degistirdigini ve transkripsiyonel aktivitesini artirdigini

gostermistir (57).

3. Esansiyel Olmayan Amino Asitler: Timor hiicreleri yiiksek glutaminaz

aktivitelerinden dolayr hizlica glutaminden glutamat iretirler. Glutamat havuzunun
biiytik ¢ogunlugunu glutaminin o (amino) azotu tasir. Bu azot daha sonra transaminazlar
aktivitesi ile amino asit havuzundaki ¢esitli esansiyel olmayan amino asitlere dagitilir.
Bu enzim amino gruplarinin glutamat ile alanin ya da aspartat arasinda geri doiistimlii
transferini katalizler. Alanin protein sentezinde kullanilir, ayrica glikolizden arta kalan
karbonun uzaklastirilmasi i¢in tiimor hiicreleri tarafindan sekrete edilir. Aspartat ise
hiicre igerisinde kalir, protein ve niikleotid sentezine katilir, malat-aspartat mekigi
aracilig ile elektron transfer reaksiyonlarinda yer alir. Aspartat mitokondri digina ¢ikar,
aspartat aminotransferaz ile okzaloasetata (OAA) doniistiiriliir. OAA, NADH’ den
aldig1 elektronlar ile malata indirgenir. Malat mitokondriye girer, ETS de kompleks 1’e
elektronlarin transfer eder. Dolayisiyla bu sistem hem mitokondri de hem de sitozolde

ATP iiretimine aracilik eder (14, 32, 37).

4. Glutatyon (GSH): Glutatyon yaklasik 5mM konsantrasyonda tiyol igeren en

onemli endojen antioksidandir (14) GSH, glutamat, sistein ve glisinden olusan tripeptid
yapidadir ve olusumu glutamine baglidir (32). Oksidatif stresin ¢esitli kaynaklarinda
redoks tamponu olarak c¢alisir. Timorlerde belirli bir seviyede GSH saglanmasi hiicre

yasamasi i¢in Onemlidir ¢iinkii hizli metabolizma, DNA hasarlayict ajanlar ve
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enflamasyon gibi nedenlerle meydana gelen oksidatif hasara hiicrelerin karsi koymasini

saglar (58).

5. Solunum Substrati: Glutaminin karbon iskeletinin mitokondride oksidasyonu

glutamin i¢in ana metabolik olaydir ve ¢ogalan hiicreler i¢in primer enerji kaynagidir
(55). Bu olay glutaminin glutaminaz ile glutamata, daha sonra glutamat dehidrojenaz ile
a-ketoglutarata yikilmasini gerektirmektedir. Ancak bazi durumlarda glutamat
olusumuna daha ¢ok ihtiya¢ vardir, 6rnegin, niikleotid ya da hekzoamin biyosentezi
gibi. Bu nedenle c¢ogalan hiicrelerde ihtiyaca gore glutamin metabolizmasi
diizenlenmektedir (4). Ozellikle biyosentetik yolaklara ihtiyacin arttif1 cogalan
hiicrelerde glutamin a-ketoglutarat araciligiyla solunum substrati olarak sitrik asit

dongiisiine katilir (14).

6. Rediiksiyon (indirgenme) Tepkimeleri: Glutaminin piruvata déniismesinin en
onemli yararlarindan biri de NADP* nin NADPH’a indirgenmesidir. NADPH, lipid

sentezi, niikleotid biyosentezi ve GSH’in indirgenmis olarak kalmasinda elektron

dondrii olarak kullanilir. Bu nedenle 6zellikle ¢ogalan hiicreler oldukca fazla NADPH

tretmelidirler (59).

7. Amonyum Uretimi: Glutaminaz aktivitesi toksik bir metabolit olan serbest

amonyum iretmektedir. Ornegin in vitro kosullarda glioblastoma hiicrelerinin
ekstraseliiler ortama saldiklar1 amonyum miktar1 besiyerinden tiikettikleri glutamin
miktarmin  %75’ini  olusturmaktadir (14). Bu durum glutaminin biiyiikk oranda
mitokondride glutaminaz ile metabolize oldugunu gostermektedir. Amonyum
sekresyonun bloklanmasi net glutamin tliketimini baskilayabilir ya da intraseliiler
amonyum miktarinin toksik seviyelere ulasmasina neden olabilir. Her iki durumda da

hiicre biiyiimesi ve yasamasi etkilenmektedir (60).
4.7.2. Glutamin Sentetaz

Glutamin sentetaz ya da diger adiyla glutamat-amonyum ligaz (GLUL) enzimi ile
glutamattan glutamin olusturulmaktadir (32). Pek ¢ok tiimor hiicresinde artmig GLUL
MRNA ekspresyonu ve artmis GLUL enzim aktivitesi vardir (61). Glutamin sentezi

enerji gerektiren bir olaydir ve amonyum da gereklidir (32).

Glutamat+NH," — Glutamin
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4.7.3. Glutaminaz (GLS) inhibisyonu ve BPTES

GLS inhibisyonunun terapdtik potensiyeli bilinmesine ragmen bu konuda ¢ok
fazla arastirma yapilamamistir. Bunun Onemli nedenlerinden biri GLS, hiicre
metabolizmasinda kritik rol oynamaktadir ve inhibisyonu istenmeyen fizyolojik
sonuglar dogurmaktadir (55). Yapilan ¢aligmalarda GLS knockout farelerin dogumdan
sonra hemen 6lmeleri de bunu dogrulamaktadir. Ancak, GLS i¢in heterozigot fareler ise
yasamlarini devam ettirirken baz1 dokularinda glutamat seviyelerinde énemli bir diislis
goriilmiistiir (62). ikinci neden ise etkin ve secici GLS inhibitdrlerinin olmayisidir (63).
Konvansiyonel GLS inhibitoérii 1, diger adiyla 6-diazo-5-0kzo-L-norlésin (DON),
GLS’in fizyolojik roliinii caligmak i¢in iyi bir ara¢ olarak kullanilmasma karsin
kendisinin kimyasal reaktivitesi ile kombine bicimde segici olmayist ve etkinliginin az

olmasi terapdtik GLS inhibisyonu olarak kullanimina engel olmaktadir (64).

BPTES (bis-2-(5-fenilasetamido-1,2,4-tiyadiazol-2-yl) etil siilfit) diger GLS
inhibitorlerinden yapisal olarak ayrilmaktadir (65). Diger inhibitorlere gore onemli
avantajlar1 bulunmaktadir. DON’un aksine BPTES kovalent bag olusturabilecek
herhangi bir reaktif kimyasal grup icermez dolayisiyla toksisiteye yol agmaz. Ayrica
BPTES glutamin ya da glutamat ile yapisal bir benzerlik tasimaz. Bu da glutamin ya da
glutamati substrat olarak kullanan diger enzim, transporter ya da reseptorler ile
etkilesime girerek toksikolojik risk olusturmasini minimuma indirir. Ornegin DON’un
aksine BPTES GLS2 ve y-glutamil transpeptidazdan ziyade GLS’yi inhibe eder (65,
66).

Kendine has biyokimyasal karakteristiklerinden 6tiiri BPTES GLS’in fizyolojik
roliiniin anlagilmasinda ve GLS inhibisyonunun terapétik etkinliginin arastirilmasinda
son yillarda oldukga ilgi ¢ekmistir (14, 67). BPTES’ in oldukga hidrofobik olmasindan
otlirii suda ¢oziintrligi 1 pg/mL’dir. Bu kotii ¢oziiniirliik onun farmakolojik bir prob

olarak kullanilmasina ve daha fazla yapisal modifikasyonlarin yapilabilmesine engel
olmaktadir (65).

4.8. Kolesterol

Kolesterol 27 karbonlu bir steroid olup 386 Da molekiil agirligindadir. 3.

karbonunda —OH grubu, 5. ve 6. karbonlar arasi ¢ift bag ve 17. karbonunda sekiz
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karbonlu bir yan zincir bulunmaktadir. Kolesteroliin suda ¢oziiniirliigi iic boyutlu

yapisindan otiirii olduk¢a azdir (5 umol/L) (32).

Kolesterol steroid hormonlarin biyosentezi icin baslangic molekiiliidiir. Yagda
¢oziilebilen, diisiik molekiil agirlikli bu steroid hormonlar ¢esitli ve 6nemli bir¢ok

fizyolojik olayda rol oynamaktadir (32).
4.8.1. Kolesterol Metabolizmasi
4.8.1.1. Kolesterol Biyosentezi

Kolesterol biyosentezi asetil CoA’nin bir seri kompleks enzimatik reaksiyonlar
aracilifiyla doniislimiidiir. Ana basamaklardan birisi {i¢ molekiil asetil CoA’ nin
yogunlagmasi ile mevalonat olugmasidir. Bu basamak HMG-CoA rediiktaz enzimi
araghigr ile olmaktadir. Mevalonat 30 karbonlu lineer bir yapiya sahip skualene
dontstiiriliir, skualen ise lanosterole doniistiiriiliir. Lanosterolden 3 karbonun
uzaklastirilmasi ile kolesterol olusturulur. Sekil 8’de kolesterol sentezi ve rol alan

enzimler verilmistir (32, 68, 69).
4.8.1.2. Kolesteroliin Reseptér Aracih Hiicre icerisine Alinmasi

Disaridan alinan kolesteroliin % 75’1 LDL’den kaynaklanmaktadir. 1 mol LDL
yapisinda yaklasik 1500 molekiil kolesterol bulunmaktadir (32). LDL hiicre igerisine
LDL reseptor (LDLR) aracili endositoz ile alinmaktadir. LDLR hiicre membraninda
0zel bir protein olan klatrin kapli ¢ukurcuklarda bulunur. Klatrin kapli ¢ukurcuklar ile
birlikte LDLR hiicre igerisine alinir ve endozom haline gelir. Endozomlarda
asidifikasyon ile LDL molekiilleri reseptorden ayrilarak lizozomlara gonderilir (Sekil
9). Lizozomlarda lipoprotein partikiilleri parcalanir ve kolesterol hiicresel kullanim i¢in

salinir (70, 71).
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Sekil 8.  Kolesterol biyosentezi (Sharpe'den, 69).
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Sekil 9.  Kolesterol metabolizmasi (Goldstein'den, 72). Kisaltmalar: ACAT; Asetil

CoA transferaz.

LDLR, LDL partikiillerinin hiicre igerisine alinmasindan sorumlu reseptor
yapilardir. LDLR kendisine yapisal olarak olduk¢a benzer dokuz iiyelik transmembran
protein ailesinin kurucu iyesidir; LRP1, LRP1b, megalin/LRP2, LDLR, VLDLR,
MEGF7/LRP4, LRP8/Apolipoprotein E reseptér 2, LRP5/6 ve SORL1 (73). Bu
proteinler evrimsel olarak korunmustur ve lipoproteinlerin hiicre igerisine alinmasi,
kolesterol sentezinin regiilasyonu, sinyal iletimi, sinapslarin regiilasyonu ve vitamin
homeostazi gibi ¢ok sayida fizyolojik olayda rol alirlar (74). Disiik yogunluklu
lipoprotein reseptor-iliskili proteinler olarak adlandirilan LRP’lerin glikolipid-bagh
reseptorler, G-protein bagl receptorler ve iyon kanallar1 ile iligkili olduklar

gosterilmistir (75).

LRP’ ler yapisal olarak ortak bolgelere sahiptirler (Sekil 10). Hepsinde tek bir
transmembran bolgesi ve oldukga kisa sitoplazmik bdolgeleri vardir. Ekstraselliiler
bolgeleri uzunluk olarak farkliliklar géstermesine ragmen ortak ii¢ karakteristik bolge
igerir; ligand baglama tekrar bolgeleri (kompleman tip tekrarlar), Epidermal Biiyiime
Faktorii (EGF) tekrarlar1 ve YWTD-iceren domain. LRP5/6 ve SORL1 atipik yapisal
bolgelerinden dolayr ailenin uzak iiyeleri olarak kabul edilmektedirler (74, 76).
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Sekil 10.  Diisiik yogunluklu lipoprotein reseptor ailesi (Bu'dan, 76).

4.8.1.3. Kolesterol Metabolizmasimin Regiilasyonu

LDLR’ n endositozla hiicre igerisine alinmasi hiicre i¢i diisiik sterol seviyelerinde
artmaktadir. LDLR endositozunun diizenlenmesi proprotein konvertaz subtisilin/keksin
tip 9 (PCSK9) tarafindan saglanmaktadir (77). PCSK9 serin endoproteaz olup LDLR’ 1n
ekstraseliiler domainine baglanir ve internalizasyonunu uyarir (78). LDLR gen
transkripsiyonu endoplazmik retikulum membranlarindaki kolesterol konsantrasyonu
degisikligine gore diizenlenir (79). Kolesteroliin azliginda SREBP yariklanma aktive
edici protein (SCAP) aracili SREBP (sterol yanit elementi baglayict protein)
transkripsiyon faktorlerin indiiklenmesine neden olarak LDLR transkripsiyonunun

arttirilir (70).

Hiicre i¢1 kolesterol konsantrasyonun artmasi sterol duyarli niiklear reseptorler
LXRa ve LXRp aktivasyonuna neden olur. Aktif LXR’lar retinoid X reseptorleri (RXR)

ile heterodimer olusturur. Kolesterol tasiyici proteinlerin, 6rnegin ATP- baglayici kaset
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(ABC) tasiyicilart (ABCAL ve ABCGL1), ADP- ribozilasyon faktor benzeri 7 (ARL7) ve
apolipoprotein E ekspresyonlari arttirilir. LXR ayrica LDL kolesterol alimimi bir E3
ubikitin ligaz olan uyarilabilir LDLR parg¢alayici (IDOL) ekspresyonuna neden olarak
azaltmaktadir (Sekil 11). IDOL, LDLR alimimi ve yikimini klatrin bagimsiz olarak
yapmaktadir (70, 71, 77, 79, 80).

Cellular cholesterol: low Active Repressive
Hmgcr
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Oxysterols
Desmosterol

Cellular cholesterol: high
Normgy

Cholesterol
Desmosterol C N

Oxysterols ¥
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Inactive ;
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INSIG SCAP SREBP Hmgcr v
ER retention ket Nucleus

Sekil 11.  Kolesterol biyosentezinin regiilasyonu (Spann'dan, 81).

4.8.2. Kolesterol ve Kanser

Kolesterol ve kanser arasindaki iligki ilk olarak yaklasik yiiz y1l 6nce John Holden
Webb tarafindan canli hiicrelerde kolesterol kristalleri birikimi nedeniyle kanser
olustugunu One siirmesiyle gosterilmistir (15). O zamandan beri kolesterol
metabolizmasmin tiimor gelisimindeki rolii aragtirllmaktadir. Hiicre membraninin
kolesterol yapist hiicre bdliinmesi i¢in metabolik bir gereksinimdir ve c¢ogalan
hiicrelerde artmis kolesterol alimi1 oldugu gosterilmistir (82). Kanser hiicreleri hiicre igi
kolesterol devamliligini saglamak igin ¢esitli mekanizmalar adapte etmistir. Bunlardan
ilki endojen kolesterol ve yag asidi sentezinin arttirilmasidir. Bu olay SREBP ile
diizenlenmektedir (78). Diger mekanizmalar ise LDL aliminin arttirilmasi ya da prostat
kanserinde oldugu gibi tastyict aracili kolesterol taginmasinin azaltilmasidir (82, 83).

Kolesterol —metabolizmasinin  regiilasyonundaki  bozukluklarin  kanser hiicre
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biiylimesinin ve onkojenik sinyal iletiminin baskilanmasinda etkili bir arag¢ oldugu
distiniilmektedir. Ciinkii lipid yiginlar1 adi verilen kolesterolce zengin membran
mikrodomainleri ile kolesterol kanserde sinyal iletiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.
(15-17, 68, 79, 82).

4.9. Nutrostat

Kemostat taze besiyerinin silirekli eklendigi, kiiltiirdeki besiyerinin ise
uzaklastirildig: statik kimyasal ¢evre saglayan bioreaktor olarak adlandirilan {i¢ boyutlu
hiicre kiiltiir ortamlaridir (84). Nutrostat ise pompa ve manyetik karistirici sistemlerle
birlikte dizayn edilip kurulmus bir g¢esit kemostatdir (Sekil 12). Kiiltiir hacmi, oksijen
konsantrasyonu, besin ve atiklarin konsantrasyonu, pH gibi kiiltlir paramatreleri bu
ortamda sabit tutulur. Kiiltiire eklenilen besiyerinin miktar1 ayarlanarak igerisinde
biiyiiyen hiicrelerin biiyiime hizi kontrol edilebilmektedir. Bu sistem ozellikle besin
kisitlamasi caligmalarinda kullanilir, bu sayede istenilen besin miktarinin sistem
icerisinde hep ayni seviyede kalmasi saglanir (85). Kemostatlarda biiyiime hiz1 tek bir
besin i¢in kisitlama yapilarak tespit edilebilir ve ilgilenilen besinin metabolizma ve

cogalma iizerinde etkisi ¢alisabilmektedir.

Perilstatic Pump:

/’ Masterfiex: 77120-42 ‘\

Plastic tubing: inlet
ID * OD: 1/32" * 3/32" O
Sl Gobaly, ABWOOH O Outlet ubing check valve.

k‘ PUMP NUTROSTAT PUMP /Ark-plas. AP19CV0012SL
: UMP| -
"é’ . Plastic tubing: outlet

ID ' OD: 3/32" * 5/32"
Saint Gobain, ACJ00004

h Source and Waste
WASTE Bottles:
Corning, 1395-500

Outlet Filter:

< _)
70-90cm

[

|
| SOURCE/
Vented Caps for

source, nutrostat
and wasle containers:
Bio Chem Fluidics, 00945T-2F

/" 7 should stay above
Siliconizing agent for ~ Spinner Flask assembly:  the media level.
glass: Sigmacote 500 mi Pyrex Restek, 26008
Sigma, SL2 Corning, 4500-500

Magnetic Stirer: labdisc
VWR, 97056-526

Sekil 12. Nutrostatin sematik kurulumu (Birsoy'dan, 86).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gereg

5.1.1. Kimyasallar

Tablo 1. Calismada kullanilan kimyasallar

Uriin Marka Uriin Kodu
CAPS Sigma C2632-1KG
Agaroz, Ultrapure Life Tech 16500-500
Coomassie Blue, Simply Blue, SafeStain Life Tech LC6065-3,5L
Bovin Serum Albumin Sigma A9647-100G
Dubleco’s PBS (w/o Mg*™?/Ca*?) Gibco 14040

Etanol (C,Hs0) Sigma 32205-2,5L
Ethylenediaminetetraasetic asit (EDTA) AmericanBio AB00500-05000
Hidroklorik asit (HCI) Sigma H1758
Izopropanol (C3HgO) Sigma 59300
Metanol Sigma 32213-2,5ML
Nonyl phenoksipoliethoksiletanol (NP40) Sigma 74385
Western Blotting- Stripping Buffer Thermo Sci. 21059

Siit tozu LabScientific M-0842-2KG
Sodyum Kloriir (NaCl) American Bio AB01915-10000
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Sigma 71729-1KG
Tris Baz Fisher BP152-10
Sodyum Hidroksit (NaOH) American Bio AB01915-10000
Tris-HCI American Bio AB02005-05000
Triton X-100 Sigma T8787

Tween 20 Sigma P1379-500ML
FuGENE transfeksiyon ajani Promega E2691

Fetal Bovin Serum Sigma F4135-500ML
Penisilin/Streptomisin Sigma P4333-100ML
L-glutamin US Biologicals G7120

RPMI 1640 w/L-glutamin Gibco 31800-089
RPMI 1640 w/o L-glutamin, glukoz US Biologicals R9011
Novex® 10 % Tris-Glycine Mini Protein Life EC60785BOX
Gels, 1.5 mm, 15 well Technologies

Novex® 12 % Tris-Glycine Mini Protein Life Tech EC60085BOX
Gels, 1.5 mm, 15 well

Novex® 8 % Tris-Glycine Mini Protein Life Tech EC60185BOX
Gels, 1.5 mm, 15 well

Platinum® Pfx DNA Polimeraz Invitrogen 11708-013
SuperScript® III Reverse Transkriptaz Invitrogen 12574026
SYBR® Green PCR Master Mix Applied Bio 4309155
RNaseOUT™ Recombinant Riboniikleaz Invitrogen 10777-019
Inhibitor

CellTiter GLO Hiicre canlilik Testi Promega G7573
Antikor SQLE, rabbit ProteinTech 12544-1-AP
Antikor Aktin, goat Santa Cruz sc1616
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5.1.2. Kitler

Tablo 2. Calismada kullanilan ticari kitler

Uriin Marka Uriin Kodu
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Sci. 23227
Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate Thermo Sci. 32132
RNeasy Plus Mini Kit (250) Qiagen 74136
QIAquick Gel Extraction Kit (50) Qiagen 28704
QIlAprep Spin Miniprep Kit (50) Qiagen 27104
QIAGEN Plasmid Maxi Kit (100) Qiagen 12165
QIAquick PCR Purification Kit (50) Qiagen 28104
5.1.3. Cihazlar

Tablo 3. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Marka

Otomatik Film Makinesi
Santrifiij Allegra X-12R
Santrifiij 5424R

Santrifiij Avanti® J-E
Elektroforez Gli¢ Kaynagi

Xcell SureLock™  Mini-Cell
Sistemi

Thermalcycler
Thermalcycler
Calkalayici

Vorteks Genie-2
Owl™  VEP-2 Mini
System

pH Metre

Tart1

Magnetik Karistirici
Orbital Calkaliyici
Dolap (+ 4)
Dondurucu (- 20)
Dondurucu (- 80)
SpectraMax M5 Plate Reader
Bioanalizor 2950

Real-Time PCR, 7900HT

LabDisc S41Stir plate

C/L Rotor

Inkiibator

Laminer Kabin, Steril Gard I1l Advance
Invert Mikroskop Axiovert 40CFL

Z2 coulter particle and size analyzer

Su banyosu

Elektroforez

Tank Electroblotting

Konica Minolta SRX-201A, USA
Beckman Coulter, USA
Eppendorf, USA

Beckman Coulter, USA

BioRad, USA

Invitrogen, USA

MJ Research, USA
Eppendorf, USA
VWR, USA

VWR, USA
ThermoScientific, USA

Beckman Coulter, USA
Mettler Toledo, USA
VWR, USA

VWR, USA

VWR, USA

VWR, USA
ThermoScientific, USA
Molecular Devices, USA
YSI, USA

Applied Biosystems, USA
VWR, USA

MasterFlex, USA
ThermoScientific, USA
The Baker Company, USA
Zeiss, USA

Beckman Coulter, USA
VWR, USA
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Tablo 3. Calismada kullanilan cihazlar (devam)

Cihaz Marka

Isitic1 Blok VWR, USA

Jel goriintiileme sistemi UVP, USA

UV transilliminator UVP, USA

Nanodrop ThermoScientic, USA

5.1.4. Sarf Malzemeleri

Tablo 4. Calismada kullanilan sarf malzemeleri

Malzeme Sirket

CL-Xposure Film ThermoScientific, USA.
Nitroseliilloz Membran- 0,45 Millipore, USA

Petri Kaplari Greiner, USA
Falkon Tiipler Greiner, USA
Mikropipet Uclar Axygen, USA
Filtreli mikropipet uclari USA Scientific, USA
Mikro Santrifiij Tiipleri Axygen, USA
Whatmann Kagitlar BioRad, USA

Doku kiiltiir flasklar Corning, USA

Well Plate (6, 12, 24, 96’ lik) Greiner, USA
Serolojik Pipetler (5, 10, 25 mL) Corning, USA

5.1.5. Soliisyonlar
5.1.5.1. Genomik DNA izolasyonu Soliisyonlar
a) 1 M Tris-HCI pH 8.0 (500 mL)
78.8 ¢ Tris HCI
Hazirlanisi:

78.8 g Tris HCI 400 mL deiyonize suda ¢6ziildii, pH 8.0’e ayarlanarak toplam

hacim deiyonize su ile 500 mL’ye tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.
b) %10 (w/v) Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) (500 mL)

509 SDS
Hazirlanisi:

50 g SDS 500 mL deiyonize suda ¢o6ziilerek oda sicakliginda saklandi.
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¢) 2 M Sodyum Kiloriir (NaCl) (500 mL)
58.44 g NaCl
Hazirlanisi:

58.44 g NaCl 300 mL deiyonize suda ¢o6ziildii, deiyonize su ile 500 mL’ye

tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.
c) 0.5 M EDTA pH 8.0 (500 mL)

93.06 ¢ EDTA
Hazirlanst:

93.06 g EDTA.Na2.2H,0 400 mL deiyonize suda ¢oziildii, pH 8.0’e ayarlandi.

Son hacim 500 mL’ye tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

d) Lizis Buffer (200 ml)

Soliisyonlar Miktar Final Konsantrasyon

1 M Tris HCI 20 mL 100 mM

% 10 SDS 16 mL % 0.8

0.5 M EDTA 2mL 5mM

2 M NaCl 40 mL 40 mM
Hazirlanisi:

Soliisyonlar yukarida verilen hacimlerde karigtirildi. 122 mL deiyonize su ile

son hacim 200 mL’ye tamamlandi.
5.1.5.2 Agaroz Jel Elektroforezi Soliisyonlar:

a) 50X TAE Elektroforez Tamponu (pH 8.5)

2420 ¢ Tris Baz
571 mL Glasiyel Asetik Asit
1000 mL 0.5M (1869) EDTA

dH,0O ile 10 L’ ye tamamlandi.
Hazirlanisi:

Tris baz magnetik karistiricida yaklasik 6 L dH,0 igerisinde ¢6ziildii. EDTA ve
asetik asit eklendi. pH 8.5’e ayarlandiktan sonra dH,O ile 10 L’ye tamamlandi. Oda

1s1sinda saklandi.
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b) 10X Orange G DNA Yiikleme Tamponu

Hazirlanis:

20 g Sukroz 40 mL dH,0 igerisinde ¢6ziildii. 100 mg Orange G sukroz karisimina

ilave edildi. Iyice ¢dziildiikten sonra son hacim dH,O ile 10 mL’ye tamamlandh.
5.1.5.3. Western Blot Soliisyonlari

a) % 10 NP40 (200 mL)

Hazirlanst:

20 mL NP40 200ml dH0 igerisinde 42 °C su banyosunda ¢oziildii.
b) 0,5 M HEPES (500 mL, pH 7.4)

59.575¢ HEPES
Hazirlanisi:

59.575 g HEPES 350 mL dH,O0 igerisinde ¢6ziildii. pH 7.4’¢ ayarlandi. Son hacim
dH,0 ile 500 mL’ye tamamlandi.

¢) Protein izolasyonu Lizis Soliisyonu (500 mL)

Final Konsantrasyon

HEPES (0.5 M) 50 mL 50mM
2M NaCl 75 mL 150 mM
% 10 NP40 50 mL %1
% 10 SDS 5mL % 0.1
0,5 M EDTA 2mL 2 mM
d) 10X SDS; Jel Yiiriitme Soliisyonu (10 L)
Tris baz 3009
Glisin 1440 g
SDS 100 g
Hazirlanisi:

Tris baz, glisin ve SDS 8 L su igerisinde ¢oziildii. Son hacim 10 L’ye tamamlandi.
e) 10X TBS-T; Transfer Buffer (20 L, pH 7.6)
1.37 M NaCl

200 mM Tris
1% Tween
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Hazirlanis:

1601.26 g NaCl, 501,2 g Tris HCI, 99.09 g Tris Baz ve 200 mL Tween 18 L
dH,0O’ da ¢oziildii. pH 7.6’ya ayarlandi. Son hacim 20 L’ye tamamlandi.

) %5 Siit Tozu ya da BSA’ h TBS-T; Bloklama Soliisyonu
5 g BSA ya da Siit tozu
Hazirlanis:

5 g BSA veya siit tozu 100 mL 1X TBS-T igerisinde ¢oziildii, 4 °C’de sakland1
Fosforile antikorlar igin BSA ile digerleri icin siit tozu ile hazirlanan soliisyon

kullanildi.

5.2. Yontem

5.2.1. Whitehead Enstitiisii Sabatini Laboratuarinda Yapilan Deneyler
5.2.1.1. Hiicre Kiiltiirii

Calisma boyunca kullanilan tiim hiicre hatlarinin listesi tablo 5’de verilmistir.
Biitlin hiicre hatlar1 %10 FBS (Sigma, ABD), %] penisilin/streptomisin (Sigma, ABD)
ve 2mM Glutamine (US Biological, ABD) igeren RPMI 1640 (Gibco, ABD)
besiyerinde, %5 CO2’li ortamda kiiltiire edilmistir.

5.2.1.2. Hiicre Sayimi

Deney gruplarinda hiicrelerin proliferasyonunu gérmek i¢in hiicreler Beckman
Coulter Z2 particle counter (Beckman Coulter, ABD) hiicre sayim cihazinda sayildi.
Saymm i¢in 500 pL hiicre siispansiyonu iyice pipetlenerek 9.5 mL cihazin diliisyon
soliisyonu olan ISOTON II diluent (Beckman Coulter, ABD) igerisinde accuvette
kiivetlerinde (Beckman Coulter, ABD) karistirildi. 8-30 pum araliginda sayim yapildi.

Alinan partikiil sayisindan mililitredeki hiicre sayis1 asagidaki gibi hesaplandi:

Hiicre sayisi (mL)= Sayilan partikiil sayisix 40 [20 dilisyon katsayisix2 (cihaz
500 pL de 6l¢iim yaptigindan)]
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Tablo 5.

Calismada kullanilan hiicre hatlarinin listesi

Hiicre Hatti Kanser /Normal Hiicre Tipi
COLO 201 Kolon
COLO 205 Kolon
D283 Med Medulloblastoma
Daudi Lenfoma
DuU4475 Meme
HL-60 Losemi
HuT 78 Lenfoma
Niko Immortalize B lenfosit
Lao30202 Immortalize B lenfosit
Jurkat Lenfoma
KBM-7 Losemi
KMS-12-BM Multiple Myeloma
KMS-26 Multiple Myeloma
KMS-27 Multiple Myeloma
MC116 Lenfoma
NCI-H2171 Kiigiik Hiicreli Akciger CA
NCI-H524 Kiigiik Hiicreli Akciger CA
NCI-H716 Kolon
NCI-H82 Kiigiik Hiicreli Akciger CA
NCI-H889 Kiigiik Hiicreli Akciger CA
NCI-H929 Multiple Myeloma
Raji Lenfoma
RPMI 8226 Multiple Myeloma
SNU-1 Mide
SNU-16 Mide
SNU-5 Mide
u266B1 Multiple Myeloma
U-937 Lenfoma
CAL62 Tiroid
SUP-M2 Lenfoma
MOLT16 Losemi

5.2.1.3. Hiicre Canlilik Deneyi: ATP seviyesinin olciilmesi

Hiicre canlilik deneyinde CellTiter GLO Luminescent Reagent (Promega, ABD)
kit kullanildi. Deneye bagli olarak 5000-25000 hiicre/mL hiicre siispansiyonu deneye
uygun besiyeri igerisinde hazirlandi. 100 puL hiicre siispansiyonu ¢ok kanalli pipet
yardimiyla beyaz opak duvarli 96 kuyucuklu platelere ekildi. Kontrol grubu hari¢ diger

hiicrelerin lizerlerine ¢alisilan kimyasali (BPTES, LDL, kolesterol, lanosterol, skualen,
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MSO) 2X konsantrasyonda igeren besiyerinden 100 puLL konuldu. Plateler deneye gore 4-
6 giin siireyle 37°C’de, %5 CO,’li etiivde inkiibe edildi. Deney siiresi sonunda plateler
inkiibatorden alinarak tizerlerine 40 pL CellTiter Glo soliisyonu multichannel pipet
yardimiyla ilave edildi. Plate ¢alkalayicida 3 dk oda 1sisinda 300 rpm’de ¢alkalandi. 5dk
oda 1sisinda bekletildikten sonra luminasans degerleri optik okuyuda okutuldu. Her bir
hiicre hattt i¢cin her bir deney grubu ii¢ kere calisildi. Microsoft Office Excel
programinda {i¢lii kontrol grubunun ortalamalar1 alinarak diger gruplarin luminasans
degerleri bu degere bollinerek, rolatif canlilik degerleri hesaplandi ve grafikleri

GraphPad Prism version6 (GraphPAD software inc, ABD) grafik programinda ¢izildi.
5.2.1.4. Nutrostat Kurulumu

Nutrostatin kurulumunda kullanilan ekipmanlar: peristaltik pompalar tiibiiller ile
birlikte (Masterflex, {irtin no. 77120-42), 500 mL spinner flasks (Corning, iiriin no.
4500-500), 9-pozisyonlu karistirict plate (Bellco Glass, iiriin no. 7785-D9005) ya da
LABDISC magnetic karigtirict (VWR no. 97056-526), Tygon tubing [(Saint
GobainPerformance Plastics, iiretici no. ACJ00004 (cikis, 3/3299 3 5/3299) ve
ABWO00001 (giris, 1/329933/3299)], cikis filtresi (Restek, katalog no. 25008), kaynak
besiyeri ve atik sisesi i¢in delikli kapaklar (BioChemFluidics, katalog no. 00945T-2F),
ve geri sivi kagisini 6nlemek igin ¢ikig tiibiil sistemi kontrol valvi (Ark-plas, catalogue
no. AP19CV0012SL). Spinner flasklar kullanmadan 6nce yikanip otoklavlandi. Cikis
filtresi kullanmadan once hem ileri hem de geri yonde filtreden % 70 ethanol,
sonrasinda ise 500 mL steril PBS veya dH,O gecirilerek temizlendi. Plastik tiibiil
sistemi deneyden once kuruldu. Tibiller 50-60 cm’lik pargalar halinde kesilerek
besiyeri kaynagi ve atik sisesi kapaklarindan gecirilerek kapaklar i¢i su dolu siselere
takildi. Tibil ve siselerden olusan sistem 121 °C’de 30 dk otoklavlandi. Tibiiller
inkiibator igerisine yerlestirilen peristaltik pompalara bagland1 ve kapak sistemleri
besiyeri ve atik siselerine takildi. Tiibiil sistemlerin uclar asagidaki oOlciilerde siselere

yerlestirilmis oldu:

e Besiyeri sisesinde: en alt.
e Spinner flaskta girig tiibiilii: kapaktan 3 cm asagida (besiyeri seviyesinin

iizerinde);
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e Spinner flaskta atik ¢ikis: Ucunda filtre ile besiyeri seviyesinin hemen
iizerinde tutuldu boylece besiyerinin daima 500 mL’de kalmasi1 saglandi.
e Atik sigesi: Kapaktan 2 cm asagida.
Peristaltik pompanin akis hiz1 deneysel olarak giinliik 100 mL olmas1 igin besiyeri
baglanmadan 6nce PBS gegirilerek ayarlandi. Benzer sekilde atik pompasinin akig hizi
da giinliik 100 mL ¢ekecek sekilde ayarlanarak spinner flaskta besiyeri artisinin 6niine

gecilmistir.
5.2.1.5. Barkodlu Hiicrelerin Cogaltilmasi

Her biri ii¢ farkli barkod ile ayri ayri enfekte edilmis olan 29 farkli hiicre hatti
deneylerden bir ay 6nce gogaltilmaya baslandi. Deney ortamina her bir hiicre hattinin 3
farkli barkodlu halinden esit sayida karistirildi. Boylece her bir hiicre hattinin ¢ogalmasi
tek bir deneyde ii¢ kez 6l¢iilmiis oldu.

a) Diisiik Glukozlu Ortamda Hiicrelerin Cogaltilmasi: 29 farkli kanser hiicre

hattindan esit sayida karistirildi, bu karisimdan 5x10° hiicre siispansiyonu nutrostatlara
ekilerek ayr1 ayr1 disiik glukozlu (ImM) ve normal glukozlu (10 mM) 500 mL
besiyerinde (Tablo 6) 2 hafta siireyle c¢ogaltildi. Deneyin baslangicinda ilk hiicre
karisimindan 1 x10° hiicre baslangic 6rnegi olarak ayrildi deney sonuna kadar -80 °C

derin dondurucuda saklandi.

Tablo 6. Diisiik glukozlu RPMI 1640 besiyerinin hazirlanmasi

Diisiik glukozlu besiyeri Normal Glukozlu Besiyeri
RPMI 1640 besiyeri (glukoz ve RPMI 1640 besiyeri (glukoz ve
glutamin igermeyen) glutamin igermeyen)

%10 FBS %10 FBS

%1 pen/strep %1 pen/strep

2 mM Glutamin 2 mM Glutamin

1 mM Glukoz (1M stok soliisyon) 10 mM Glukoz (1M stok soliisyon)

b) Diisiik Glutaminli Ortamda Barkodlu Hiicrelerin Cogaltilmasi: Yukarida tarif

edilen barkodlu 29 farkli kanser hiicre hattindan esit sayida karistirildi, toplamda 5x10°
hiicre siispansiyonu nutrostat icerisinde ayri ayri diisiik glutamin (50 uM) ve kontrol

icin normal glutamin (2 mM) igeren 500 mL besiyerinde (Tablo 7) 2 hafta siireyle
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cogaltildi. 1 x10° hiicre baslangi¢ 6rnegi olarak ayrilarak deney sonuna kadar -80 °C

derin dondurucuda saklandi. Kiiltiirler dort giinde bir pasajlandi.

Tablo 7.  Diisiik glutaminli RPMI 1640 besiyerinin hazirlanmasi

Diisiik glutaminli besiyeri Normal Glutaminli Besiyeri
RPMI 1640 besiyeri (glukoz ve RPMI 1640 besiyeri (glukoz ve
glutamin igermeyen) glutamin igermeyen)

%10 FBS (50 uM Glutamin igerir) %10 FBS

%1 pen/strep %1 pen/strep

— 2 mM Glutamin
10 mM Glukoz (1M stok soliisyon) 10 mM Glukoz (1M stok soliisyon)

c) Kolesterol Icermeyen Ortamda Barkodlu Hiicrelerin Cogaltilmasi: 29 adet

barkodlu hiicre hatt1 kolesterol ve higbir lipoproteini igermeyen, lipoprotein deficient
serum (LPDS) kullanilarak hazirlanan RPMI besiyeri (% 9 LPDS, %1 pen/strep, % 1 L-
glutamin, 10 mM Glukoz ) igerisinde 8 giin siireyle biiyiitiildii. Ilk hiicre karisimdan 1
x10° hiicre baslangic Ornegi olarak ayrilarak deney sonuna kadar -80 °C derin
dondurucuda saklandi. Kontrol grubu ise LPDS ile hazirlanan besiyeri igerisine LDL
(1:250) ilave edilerek ¢ogaltildi. Hiicrelerin temel kolesterol kaynagi FBS igerisinde
bulunan lipoprotein partikiilleridir. En ¢ok kolesterol iceren lipoprotein partikiilii ise
Diisiik Yogunluklu Lipoprotein (LDL)’ dir. Bu nedenle LPDS ile hazirlanan kontrol
grubuna LDL ilavesi yapildi.

Spinner flasklardaki kiiltiirlerden besiyeri pipet yardimiyla giinliik olarak cekildi
(2-3 mL) ve tiiketilen glukoz ve glutamin miktarlar1 YSI 2950 Biyoanalizer cihazinda
Olctldii. Kiiltlirlerdeki hiicre sayist alinan orneklerde Beckman Coulter Z2 Coulter
Particle and Size Analyser cihazinda sayildi. 4. Giiniin sonunda glukoz ve glutamin
kiiltiirleri pasajland1 ve flasklara yeniden 5x10° hiicre ekildi. Toplanan hiicreler 80 °C
derin dondurucuda DNA izolasyonu i¢in saklandi. 14 giinliik deney siiresince flasklar
toplamda 3 kez pasajland1 ve DNA icin 6rnek ayrildi. Boylece deneyin 3 farkli kontrol
noktast oldu. Kolesterol icermeyen ortamda g¢ogaltilan hiicreler ise yalnizca bir kez

pasajlandi. Bu deney i¢in iki farkli kontrol noktas1 oldu.
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5.2.1.6. Kiiltiirlerdeki Barkodlu Hiicrelerin Cogalma Oranlarinin Tespit Edilmesi

Her bir deneyin sonucunda flasklardaki hiicrelerin 2/3’iinden ve ilk baslangigta
ayrilan (baslangi¢ hiicreleri —time zero Ornekleri), derin dondurucuda saklanan

hiicrelerden genomik DNA izolasyonu yapildi.

a) Genomik DNA izolasyonu:

e -80 °C’de saklanan hiicre pelletleri 37 °C su banyosunda ¢6zdiirtildi.

e Uzerlerine 200 pg/mL final konsantrasyonda proteinaz K soliisyonu igeren
Lizis Buffer’ dan 1 mL konuldu. 37 °C’de bir gece inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasi lizatlarin iizerlerine esit hacimde isopropanol eklendi
ve kuvvetlice ¢alkalandi.

e Mikropipet ucu yardimiyla DNA eppendorfa alindi ve iizerine 750 pL
%70 ethanol eklendi, tiip yavas¢a ¢alkalandi. DNA mikropipet ucu
yardimiyla igerisinde 500 pL Tris (pH 7.4- 7.8) olan eppendorfa alindi. 37
°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. DNA 6rnekleri inkiibasyon sonrasi
lyice ¢oziildiikten sonra 25-27G igneden 5 kez gegirilerek homojenize

edildi.

b) Barkodlu Bolgelerin PCR ile Cogaltilmasi: Elde edilen DNA Orneklerinde

bilinen barkod boélgeleri PCR ile ¢ogaltilarak yeni nesil sekans analizi i¢in hizmet
alimina gonderildi. Maliyeti azaltmak adina biitiin deney gruplar1 (diisiik glukoz, diisiik
glutamin, LDL igcermeyen ve kontrol gruplar1) PCR sonrasi tek bir tiipte toplandi ve
hizmet alimma bir 6rnek olarak gonderildi. Ornekleri sekans sonucunda ayirt edebilmek
icin PCR yaparken ayrica reverse primer ile 5 baz dizilik barkod eklendi. Yeni nesil
dizileme yontemi barkodlar diziler ve ayn1 zamanda o diziden kag tane bulundugunu da
gosterir. Bu durumda her bir barkodun sayisi, her bir hiicre hattinin ortamda ne kadar
bulundugunu gosterdi. PCR ile gruplara yapilan barkodlar ile de gruplarin ayrim
yapilmis oldu (kontroller ve diisiik glukoz, diisiik glutamin, LDL icermeyen).
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PCR Karisimi 1X

DNA 200 ng/uL 15 uL.
3’ Primer (barkodlu, her bir 6rnek igin ayr1)(100 uM ) 0.5uL
10X PCR Buffer 10 uLb
dNTP karigimi 8 uL
Taq Polimeraz 0.75 uL
5’ Primer 0.5 uL
dH,0 65.25 uL
100 uL

PCR Kosullar1
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 °C 2 dk

Denatiirasyon 94 °C 30 sn

Baglanma 66 °C 30sn 32 dongi
Sentez 72 °C 40 sn

Son Sentez 72°C 5dk

Bekleme 4°C o0

) Yeni Nesil Dizileme Sonu¢larimin Analizi

Barkod sayilarindan hiicrelerin rolatif ¢ogalma miktarlart Microsoft Office Excel
programinda asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi, grafikler GraphPad Prisim V6
programinda ¢izildi. Jurkat hiicre hattinin sonuglar1 ¢ogalma oraninin hesaplanmasinda

kontrol olarak kullanildu.
Rolatif cogalma= 293/(10g2 FChicre hatu~ 1092 FCiurkat + PDjurkat)
FC; Fold Change
PD; Population Doubling

5.2.1.7. Western Blot

Retroviral gen ekspresyon sistemleri kullanilarak eksprese ettirilen proteinlerin

ekspresyonlar1 western blot yontemi ile kontrol edildi.

1. Hiicre Hatlarindan Protein Izolasyonu:10 mL lizis soliisyonu igerisine 1 tablet
PhosStop (Roche, USA) ve 1 tablet complete EDTA-free proteaz inhibitor kokteyl
tableti eklendi. Soliisyon soguk odada (+ 4 °C) falkon ¢eviriciye konuldu ve tabletler
tamamen ¢oziiliinceye kadar beklendi. Hiicre lizisi slispansiyon ve adheren hiicreler igin

asagida verilen protokollere gore gergeklestirildi.
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Stispansiyon Hiicreler (Hec1B, Del, Snul, SUDHL ,SUPM?2, K299 ve U937 hiicre
hatlar1): Hiicreler 15 mL falkona toplandi. 3000 rpm’ de 2 dk + 4 °C’de santrifiij edildi.

Pellet buzda sogutulmus 500 uL PBS ile resiispanse edilip eppendorf tiiplere alindi.
Tekrar 3000 rpm’de 2 dk + 4 °C’de santrifiij edildi. PBS pelleti bozmadan ortamdan
uzaklastirildi. Pelletin {izerine 200 pL (100000-300000 hiicre igin) lizis soliisyonu
eklenip birkag kez pipetlendi. 5- 10 dk buzda lizis i¢in bekletildi.

Adheren Hiicreler (CAL62 hiicre hatti). Hiicreler deney igin 6 kuyucuklu platelere

ekildi. Deney sonucunda kuyucuklu-plateler buz iizerine alindi. Besiyerleri
uzaklagtirildi ve iizerlerine soguk PBS konuldu. PBS uzaklastirildi. Ortamda hi¢ PBS
kalmasi dikkat edildi. 250 pL lizis soliisyonu eklendi ve 5-10 dk buzda bekletildi.
Kuyucuklar 1000 pL mikropipet ucunun arka kismi ile kazindi ve lizatlar eppendorflara
alind1. Toplanan hiicre lizatlart 12000 rpm’de 4 dk +4 °C’de santrifiij edildi. Santrifijj
sonrast siipernatant yeni bir eppendorfa alindi. Lizis siiresince hiicrelerin daima buzda

kalmasi saglandi.

2. Protein Konsantrasyonlarimn  Olgiilmesi:  Protein  konsantrasyonlari
Bicinchoninic Acid (BCA) Assay kit (Pierce BCA Kkit, ThermoScientific, USA)
kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi protokol uygulanarak o6l¢iildi. BCA soliisyonu
ornek sayisina gore gereken miktarda Reagent A ile Reagent B’nin 50:1 oraninda
karistirtlmasi ile elde edildi (2 mL i¢in; 2 mL Reagent A, 40 uL Reagent B). Kit ile
birlikte gelen 2 mg/mL albiiminden sirasiyla 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 ve O
(blank) pg/mL diliisyonlar hazirlandi. 96 kuyucuklu platelere konsantrasyonu
belirlenecek lizatlardan ve albumin diliisyonlarindan 20 pL dagitildi. Uzerlerine 200 pL
BCA soliisyonu konuldu. Plate 37 °C’de 15-30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
plate-reader’ da absorbanslar Olgiildii. Albumin seri diliisyonlarinin sonuglar ile
standart egrisi ¢izildi. Egriden elde edilen denklem kullanilarak 6rneklerin protein
konsantrasyonlar1 hesaplandi. Western Blotlama i¢in 6rneklerin konsantrasyonlart 1000
pg/mL’ye son hacim 160 pL olacak sekilde ayarlandi. Uzerlerine 4X protein yiikleme

tamponundan son hacim 1X 40 uL eklendi.

3. Sodyum Dodesil Siilfat— Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS- PAGE): SDS-
PAGE jel elektroforezi igin ticari olarak satilan hazir jellerden (Invitrogen Novex Gel
Cassette, %8, %10 ya da %12, Tris-Glycine) Ndil i¢in %12’lik SQLE igin %10’luk jel
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kullanildi. Jel kasetleri posetlerinden ¢ikartildi ve dHO ile yikandi. Kasetlerin altindaki
beyaz koruma bantlart ¢ikartildi. Taraklarn oldugu iist kissm dH,O ile tekrar
yikandiktan sonra taraklar dikkatlice ¢ikartildi. Kasetler yiirlitme tankinin igerisine
yerlestirildi ve tank 1X SDS soliisyonu ile dolduruldu. ilk kuyucuga 7 uL protein ladder
yiiklendi. Sirayla diger kuyucuklara 20 pL protein drnekleri yiiklendi. Ornekler 120
voltta 1,5 saat yiiriitiildii.

4. Blotlama (Islak Transfer)

Orneklerin yiiriidiigii jel kaset dikkatlice kirilarak ¢ikartildi ve kenarlarmdaki
fazlaliklar kesildi. Bir kaba hazirlanan transfer soliisyonundan dokiildi. Iki adet
whatman kagidi, iki adet siinger ve tutucu kaset bu soliisyonun igerisinde 1slatildi. Ayni
anda 0.45 mikron pore ¢apina sahip PDVF membran etanol igerisinde 2 dk tutularak
aktive edildi. Membranin yoniiniin transfer sonrasi tespit edilebilmesi i¢in bir kosesi
tikenmez kalem ile isaretlendi. Tutucu kaset igerisine sirayla en alta bir slinger {izerine
whatman kagidi, jel, membran, whatman kagidi ve siinger yerlestirildi, arada hi¢ hava
kabarcig1 kalmamasina 6zen gosterildi. Tutucu kasedin iist kapagi kapatildi ve bir klips
ile kapaklarin bir arada tutulmasi saglandi. Jel (-) yonde kalacak sekilde transfer tankina
yerlestirildi. Tankin igerisi transfer buffer ile dolduruldu ve 45 voltta 120 dk transfer
yapild.

5. Membramn Bloklanmas: Ve Proteinin Immunokimyasal Gériintiilenmesi:
Transfer sonrast membran 45 dk %S5 yagsiz siit tozu/1X TBS-T soliisyonu igerisinde
calkalayici iizerinde bloklandi. Bloklanan membran vakumlu posete konuldu, igerisine
birincil antikor soliisyonu (SQLE- rabbit, ACTIN-goat, Ndi1l-mouse) dokiildii ve kenari
poset kapatici ile igerisinde hava kabarcigi kalmayacak sekilde kapatildi. Membran +4
°C’de bir gece ¢alkalayici iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi poset bir kenardan
kesilerek membran bir penset yardimiyla ¢ikartildi, 1X TBS-T soliisyonunda ii¢ kez
10’ar dk yikandi. Son yikamadan sonra membran vakumlu posete konuldu, icerisine
ikincil antikor soliisyonu (anti-rabbit, anti-goat veya anti-mouse) dokiildii ve kenari
poset kapatict ile dikkatlice kapatildi. Oda 1sisinda galkaliyici lizerinde 1 saat inkiibe
edildi. Birincil antikor soliisyonlar1 SQLE i¢in 1:1000, Ndil i¢in 1:10000 oraninda

kullanilds, ikincil antikor soliisyonlar1 ise 1:2000 diliisyonda kullanildi.
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Sekonder antikor ile inkiibasyondan sonra membran vakumlu posetten ¢ikartildi
ve bir kaba alinarak ¢alkalayici iizerinde 1X TBS-T soliisyonu ile ii¢ kez 10 dk yikandi.
Proteinlerin kemiliiminasan goriintiilenebilmesi i¢gin membran 1 dk hazirlanan ECL
soliisyonu (Pierce ECL, ThermoScientific, USA) ile muamele edildi. Membran
tizerindeki fazla ECL soliisyonu bir kenarindan pegeteye degdirilerek X-Ray
goriintliileme kasetine yerlestirildi. Karanlik odada membranin {izerine gelecek sekilde
X-Ray film yerlestirildi ve membranin filme 1s1mas1 saglandi. Isima i¢in 10, 15, 30, 60,
120 sn bekletildi. Filmler, Film Developer (Konica Minolta SRX-201A, USA)’ da tab

ettirildi. Sonuca gore daha uzun 1s1ma igin kasete yeniden film konuldu
5.2.1.8. Real-Time PCR

Kolesterol metabolizmasinda rol alan LDLR, SQLE, HSD17B7, HMG CcoA,
DHCR7, DHCR24 ve LIPA gen ekspresyonlar1 kolesterol yokluguna duyarli ve direngli
bir grup hiicre hattinda Real-Time PCR ile kontrol edildi. Gen ekspresyonlart RPL0O’ ya

gore normalize edildi.

1. RNA Izolasyonu: H524, Raji, U937, SNU-1, U266B1, Daudi, H2171, Molt16,
H82, H716, K299, SUPM2, Del, KMS26 ve SUDHL hiicre hatlarindan RNA
izolasyonu Qiagen RNAeasy MiniPlus kit kullanilarak kitin onerdigi protokole gore

yapild.

e Hiicreler toplandi, 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Besiyeri
uzaklastirildi. Pellet PBS (w/o Mg*?, Ca*?) siispanse edildi. Hiicreler 1200
rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve PBS tamamen uzaklastirildi.

e Pelletin iizerine 350 uL RLT lizis buffer ve 350 uL RNAse-free %70
Etanol konuldu. Yavasca birkag kez pipetleyerek pellet ¢oziildii.

e Siispansiyon kit ile birlikte verilen altinda toplama tiipleri bulunan
kolonlara transfer edildi. 13000 rpm’de 15 sn santrifiij edildi.

e Kolonlar yeni toplama tiiplerine transfer edildi. Uzerlerine 700 uL RW1
wash buffer eklendi. 13000 rpm’de 15 sn santrifiij edildi.

e Toplama tiiplerindeki sivilar dokiilerek uzaklastirildi. Kolonlarin {izerine
700 pL ikinci wash buffer RPE konuldu ve 120 sn 13000 rpm’de santrifiij
edildi.
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e Kolonlar yeni toplama tiiplerine transfer edildi ve 60 sn 13000 rpm’de
tekrar santrifiij edildi.
e Kolonlar RNAse free eppendorf tiiplere transfer edildi ve tizerlerine 50 uL
RNAaz free su konuldu.
e 13000 rpm’de 120 sn santrifij edildi. Icerisinde RNA bulunan
eppendorflar buz iizerine alindi ve konsantrasyonlari nanodrop cihazinda
Olciildii. RNA’lar cDNA yapmak i¢in reverse transkriptaz reaksiyonu igin
kullanildiktan sonra -80 °C derin dondurucu da saklandi.
2. cDNA Sentezi: RNA orneklerinden c¢cDNA sentezi Superscript Il revers
transkriptaz enzimi (Invitrogen, USA) kullanilarak, enzimi iireten firmanin 6nerdigi

protokolde gerceklestirildi.

Oligo dT Karisiim 1X

Oligo dT 1 uL
dNTP 1 uL
RNA (200-300 ng/ul final konsantrasyonu olacak sekilde ) 7 uL
deO 4 ].LL

Oligo dT karisimi 65 °C’de 5 dk inkiibe edildi ve inkiibasyon sonrasi reaksiyon
buza kaldirildi.

RT karisim 1X

5X Buffer 4 uL
DTT 1 uL
RNAse OUT 1uL
Enzim 1uL

RT karistmindan 7 pL oligo dT reaksiyonlarinin igerisine konuldu. Tim bu

islemler siiresince karisimlarin buz lizerinde kalmasina dikkat edildi.

RT reaksiyonu

50 °C 60 dk
70 °C 15 dk
+4°C 0

Elde edilen cDNA’ lar +4 °C’de muhafaza edildi.

3. Kantitatif Real Time PCR (QRT-PCR): gRT-PCR reaksiyonu ABI SYBR Green
(Applied Biosystems, USA) kullanilarak ABI 7900HT (Applied Biosystems) Real Time
PCR cihazinda gerceklestirildi. Kontrol icin housekeeping gen olarak 50S ribozomal
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subunit proteini kodlayan RPLO ekspresyonu bakildi. Calismada kullanilan primerlerin

listesi tablo 8’de verildi.

gRT-PCR karisimi

cDNA (1:8 dilue; total hacimde yaklasik 20 ng)

SYBR Green (ABI)
Primer (10 uM)
dH,0

1X

3ul
12.5 uL
0.5 uL
9 uL

RT-PCR i¢in uygun 96 kuyucuklu plate kullanildi. Ornekler dagitildiktan sonra

plate’ in iizerine seffaf yapiskanli optik kapak yapistirildi. Plate cihaza yiiklendi ve

gRT-PCR i¢in asagidaki program kullanildi.

DNA Polimeraz aktivasyonu

Denatiirasyon
Baglanma/Uzama

95°C 20 sn
95°C 1sn Lo
60 oC 20 sn 40 dOIlng

gRT-PCR sonucunda AACt metoduyla Ct (Threshold Cycle) degerleri kullanilarak

rolatif gen ekspresyon seviyeleri RPL0’ya kiyaslanarak hesaplandi.

Tablo 8. (RT-PCR deneylerinde kullanilan primerlerin listesi
Gen Primer Primer Dizi
Yon
SQLE Forward tccttgctcaggctctttatg
Reverse agggttaggagacaatacagaaag
HSD17B7 Forward gaccttttgagtgtggctttg
Reverse acggaggcagaattccatatg
HMGCOR Forward acagatacttgggaatgcagag
Reverse ctgtcggcgaatagatacacc
LDLR Forward ttcactccatctcaagcatcg
Reverse actgaaaatggcttcgttgatg
DHCRY7 Forward atcaacctgtccttcgcag
Reverse tggcagatgtcaatggtcttc
DHCR24  Forward gtgaaacactttgaagccagg
Reverse agccatcaaacatctcccag
CYP51A1 Forward gatggatactttcccactgtga
Reverse tctcttcgaatgcectttgtgg
CYP51A  Forward tgtgggtcattctcaaggc
Reverse catagggctagtacagaaggc
RPLO Forward cctctttcectteggtgtg
Reverse aatcttggcatcagggacac
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5.2.1.9. Klonlama

SQLE, CYP51A1, DHCR24 ve HSD17B7 c¢cDNA’ lan hiicre hatlarindan izole
edilen RNA ornekleri kullanilarak 5.2.6.2°de tarif edildigi sekilde elde edildi. Ndil
c¢DNA’ s1 maya genomik DNA’s1 kullanilarak elde edildi. cDNA’lar tablo 9°da verilen
primer ciftleri ile 5° ve 3’ uglara enzim kesim bolgeleri eklenerek PCR ile ¢ogaltildi.

PCR reaksiyonlar1 Platinium Pfx DNA Taq polimeraz ile ger¢eklestirildi.

PCR Karisimi 1X
DNA (100-200 ng) 1 uL
10X Buffer 5uL
dNTP (10 mM) 1,5 uL
Primer Forward 1 uL
Primer Reverse 1uL
MgSQO, (50 mM) 1uL
Pfx Taq Polimeraz 1uL
Enhancer Buffer 2.5 uL
dH,O 36.5 uL
50 uL

PCR kosullari

Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 °C 5dk

Denatiirasyon 94 °C 15sn
Baglanma 55°C 30 sn 35 dongii
Sentez 68 °C 2 dk
Son Sentez 68 °C 5dk
Bekleme 4°C o0
Tablo 9. Klonlama ¢alismalarinda kullanilan primerlerin listesi
cDNA Primer
Ndil Forward atgaattccatcacatcatcgaattac
Reverse atctcgagaaaagggcatgttaatttcatctataat
SQLE Forward atgaattcgccaccatgtggacttttctgggcattgcecact

Reverse atctcgagttaatgaaccatatacttcatttctgagtaaattagagg
HSD17B7 Forward atggatccgccaccatgcgaaaggtggttttgatcaccgg
Reverse atgcggccgcttataggcatgagccactgagectgg
CYP51A1 Forward atgcggccgegcecaccatggeggeggeggcetgg
Reverse atgcggccgctcattttgatcttcgtttgtaacggataac
Forward atgcggccgcgcecaccatggageccgecgtgtcg
Reverse atgcggccgctcagtgectggeggcctt

DHCR24
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PCR iiriinleri % 1’lik agaroz jelde 100 voltta yiiriitiildii. PCR bantlar1 UV

transilliiminator altinda goriintiilenerek kesildi ve ependorf tiiplere transfer edildi. PCR

triinlerinin  jelden temizlenmesi QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen, 28704)

kullanilarak yapild.

Kesilen jel par¢asinin tizerine 350 puL Buffer QG eklendi.

55 °C’de 1sitict blok iizerinde 10 dk inkiibe edildi. Ara ara tiip hafifce
calkalanarak jelin tamamen homojen olarak ¢dziinmesi saglandi.

Inkiibasyon sonrasinda siispansiyon kit ile birlikte gelen PCR purification
kolona transfer edildi.

Kolon 12000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi. Toplama tiiplinde biriken sivi
atik uzaklastirildi.

Kolona 700 pL yikamak i¢in Buffer PE konuldu. Kolon 12000 rpm’de 30 sn
santrifiij edildi.

Yikama bufferda bulunan etanolii tamamen uzaklastirmak icin kolon temiz
bir tiipe alinarak 12000 rpm’de 30 sn bos santrifiij edildi.

Kolon 1,5 mL’lik ependorf tiipe alindi. PCR firiiniiniin eliisyonu i¢in {izerine
30 uL EB buffer koyuldu. 1dk oda 1sisinda inkiibe edildi.

12000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi. Ependorfta biriken PCR {irliniiniin

konsantrasyonu nanodrop cihazinda 6l¢iild.

Ekspresyon vektorleri olarak retroviral pMXs-IRES-blasticidin ve pMXs-IRES-

puromycin plazmidleri kullanildi. Kullanilan kesim enzimleri ve bufferlar tablo 10.’da

verildi.

Restriksiyon Karisimi

DNA (plazmid ya da PCR f{iriinii) 1 pg
Enzim 1 1 uL
Enzim 2 (kullanilacak ise) I uL
Buffer 5uL
dH20 50 pL’ ye tamamlanir.

Karigim 1 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Kesilen iiriinler ligasyondan once
QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Katalog N0:28104) ile temizlendi. Buffer QG
yerine 250 ul buffer PB koyuldu. Karisim birkag kez pipetlenerek kit ile birlikte gelen
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kolonlara transfer edildi. Takip eden agamalar PCR iiriinlerinin jelden ekstraksiyonunda

tarif edildigi sekilde yapildi.

Tek enzim ile kesilen vektor ve CDNA’lar ligasyon reaksiyonu Oncesinde self-
ligasyonu (vektoriin insert olmadan kesilen uclariin birbirine yapigsmasi) onlemek
adina Antarktik Fosfataz (AP) (NEB, M0289S) ile muamele edildi. Bunun i¢in kesilen
DNA igerisine 1/10 oraninda AP buffer ve 1 pL AP enzim konuldu. 37 °C’de 15 dk
inkiibe edildi. 70 °C 1sitic1 blok iizerinde 5 dk inkiibe edilerek enzim inaktivasyonu

yapildi.

Tablo 10. Klonlama ¢alismalarinda kullanilan vektor ve kesim enzimlerinin listesi

Insert Vektor Restriksiyon Buffer
Enzimi (NEB)
(NEB)
Ndil pMXs-IRES- EcoRI/Xhol  EcoRI
blasticidin
SQLE pMXs-IRES- BamHI/Notl  Buffer 3.1
blasticidin
HSD17B7 pMXs-IRES- BamHI/Notl  Buffer 3.1
blasticidin
CYP51A1 pMXs-IRES- Notl CutSmart
puromycin
DHCR24 pMXs-IRES- Notl CutSmart
puromycin

Restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonra temizlenen vektor ve klonlanacak
cDNA ligasyon reaksiyonuna alindi. Self ligasyonun kontrolii i¢in bos vektor DNA

insert olmadan ligasyon reaksiyonuna alindi ve transformasyonda kullanildu.

Ligasyon Karisimi

Bos Vektor Vektor+ Insert
Vektor 1 birim (*) 1 birim (*)
Insert — 3 birim (*)
Buffer 7.5 uL 7.5 uL
T4 quick ligase 1 uL 1 uL
dH,0 15 uL’ ye tamamlandi 15 uL’ ye tamamlandi.

(*):Insert vektdre gére daha kiigiik yapida oldugundan son konsantrasyonlarmin
birbirine es olmas i¢in insertden 3 kat fazla miktarda konuldu. Ornegin hem vektor hem

de insertin konsantrasyonlar1 30 ng/pL ise vektorden 1 pL kullanildiysa insert edilen
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c¢DNA’ dan 3 pL kullanildi. Reaksiyonlarda son konsantrasyonlar; vektor yaklasik 30-
50 ng, insert ise 80-100 ng oldu.

Ligasyon reaksiyonlar1 oda 1sisinda 15 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda

reaksiyonlar hemen buza kaldirildi.

Ligasyon iirlinleri kimyasal olarak kompetan hale getirilmis ampisilin direngli
DH5a susuna transforme edildi. Biiyiik konsantrasyonda bakteri iiretilecegi zaman ise
ticari olarak satilan STLB3 (OneShot STBL3, Invitrogen, C7373-03) suslari

transformasyon i¢in kullanildi.

e -80 °C’de alikot olarak saklanan 30 puL kompetan hiicre buz iizerinde
¢Ozildii.

e 0,5 uL ligasyon iiriinii (plazmid) 30 pL kompetan hiicre i¢erisine konuldu.

e 42 °C’de 30 sn inkiibe edilerek 1s1 soku yapildi. Tiip tekrar buza konuldu.

e Buziizerinde 1-2 dk bekletildikten sonra igerisine 300 uL. SOC besiyeri ilave
edildi.

e (Calkalayici lizerinde 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi (recovery agamasi)

e Inkiibasyon sonras1 50 pL bakteri ampisilin iceren LB-Agar plate’lere ekildi.

e Plateler 37 °C’ de bir gece inkiibe edildi.

STBL3 susu da ayn1 protokol ile transforme edildi. Sadece recovery asamasi ve

ekim sonrasi inkiibasyon 37 °C yerine 32 °C’de gergeklestirildi.

Ertesi giin plateler kontrol edildi. icerisinde insert olan vektdr ile bos vektoriin
olusturdugu koloniler kontrol edildi. Bos vektor ekilen plate de hi¢ koloni olmadig1 ya
da insert& vektor ligasyonu ekilen plate gore en az 10 kat az koloni oldugu durumlarda
klonlama basarili sayildi. En az {i¢ koloni segilerek miniprep kit kullanarak plazmid
izolasyonu yapildi. Klonlamanin dogrulugu i¢in plazmid iiriinii DNA dizi analizine

gonderildi.
5.2.1.10. MiniPrep Kit ile Plazmid izolasyonu

a) Tek Koloni Siispansiyonu Hazirlanmasi: Petrilerden tek koloniler 200 uL pipet

ucu ile almarak 1:1000 ampisilin i¢ceren 4 mL SOC besiyerine alindi. Tiipler 37 °C’ye
250 rpm’de ¢alkalayici da bir gece birakildi.
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b) Plazmid izolasyonu: Tek koloni siispansiyonlarindan plazmid izolasyonu

QiaPrep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Katalog No: 27106) kullanilarak, asagidaki

protokole gore yapildi.

52111

1.5 mL bakteri slispansiyonu eppendorf tiipe alindi. 12000 rpm’de 3 dk
santrifiij edildi.

Supernatant atildi. Pellet lizerine icerisine dnceden RNAse ilave edilmis olan
250 pL Buffer P1 ilave edildi. lyice vortekslenerek pellet resiispanse edildi.
250 pL Buffer P2 ilave edildi ve tlip yaklasik 6 kez asagi yukari ¢evrilerek
karistirildi.

350 uL Buffer N3 ilave edildi ve tiip 6 kez asag1 yukar1 gevrilerek karistirildi.
12000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

Supernatant kit ile birlikte gelen kolonlara transfer edildi. Kolonlar 12000
rpm’de 30 sn santrifiij edildi.

Toplama tiipiinde biriken atik dokiildii. Kolona yikama amacghi 700 uL PE
Buffer (EtOH igerir) konuldu.

12000 rpm’ de 30 sn santrifiij edildi. Toplama tiipiinde biriken atik dokiildii.
Kolon yeni bir toplama tiipiine transfer edildi.

Kolonun kurumast i¢in 13000 rpm’ de 1 dk santrifiij edildi.

Kolon 1,5 mL eppendorf tiipiine transfer edildi. Uzerine 50 pL Eliisyon
Buffer ya da dH,O konuldu. 1 dk bekletildi. 13000 rpm’ de 1 dk santrifiij
edildi.

Kolon atildi, eppendorfta birikin plazmid konsantrasyonu nanodropta 6l¢iildii.

. Biiyiik Hacimli Bakteri Siispansiyonlarindan Plazmid izolasyonu

Yiiksek miktarda plazmid (vektorler, viral plazmidler) izolasyonu igin 150-200

mL kiiltiirde biiyiitiilen tek kolonilerden plazmid izolasyonu Plazmid Maxi Kit (Qiagen,

Katalog No: 12165) kullanilarak, asagidaki protokole gore yapildi.

Bakteri siispansiyonu 3500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildi. Pelletler izolasyon ayni giin yapilmadiysa -20 °C’de saklandi.
Pellet 4 mL P1 Buffer ile resiispanse edildi. Iyice vortekslenerek homojen

karisim elde edildi.
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4 mL Buffer P2 ilave edildi ve santrifiij tiipli 8 kez asag1 yukari ters ¢evrildi,
lizatin iyice viskoz hale geldigi goriildii. Lizatlar oda sicakliginda 3 dk inkiibe
edildi.

Lizata 4 mL Buffer S3 ilave edildi ve santrifiij tiipti 6 kez asag1 yukari ters
cevrildi ve lizat hi¢ bekletilmeden bir sonraki agamaya gecildi.

Lizat QIAfilter kartusa transfer edildi ve 10 dk oda 1sisinda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sirasinda kitle birlikte gelen spin kolonlar vakum manifolda
yerlestirildi.

Kit ile birlikte gelen piston inkiibasyon sonrasinda QIAfilter kartusun
igerisine yerlestirildi ve lizat yeni bir tiipe filtrelendi.

Temiz lizata 2 mL Buffer BB eklendi ve tiip 6 kez asag1 yukart ters ¢evrildi.
Lizat ucunda hacmi genisletmeye yarayan uzanti ekli spin kolona transfer
edildi.

Vakum kaynag calistirilarak stispansiyonun spin kolondan ge¢mesi saglandi.
Vakum kaynagi kapatildi. Spin kolondaki uzant1 atildu.

Spin kolon kit ile birlikte gelen 2 mL’lik toplama tiipiine transfer edildi. 0.7
mL Buffer ETR ilave edildi. 10000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

Toplama tiipiinde biriken sivi atildi. 0.7 mL Buffer PE konularak kolon
yikandi. 10000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

Toplama tiipiinde biriken sivi atildi. Kolondan yikama bufferin1 tamamen

uzaklastirmak icin kolon tekrar 10000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

Spin kolon 1,5 mL eppendorf tiipiine transfer edildi. DNA’nin eliisyonu i¢in 200
uL Buffer EB konuldu ve kolon 1 dk oda 1sisinda bekletildi. Kolon 10000 g’de 1 dk

santrifiij edildi. DNA konsantrasyonu nanodrop cihazinda 6l¢iildii.

5.2.1.12. Transfeksiyon

pMXs retroviral ekspresyon vektoriine klonanan genler hiicre hatlarma viral

transfeksiyon yontemi ile aktarildi. Bu amagla ilk olarak asagidaki yontem ile viriis

tiretimi gergeklestirildi.

a) Viriis Uretimi: Viriis iiretimi i¢in 293 T hiicreleri 6 well plate’e %20 FBS igeren

DMEM igerisine ekildi (3x10° hiicre/well), bir gece 37 °C, %5 CO’li inkiibatorde

inkiibe edildi. Viriis tiretimi (6 well plate’in her bir kuyucugu i¢in);
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e 15 nug pHCMV-AmphoEnv (Amphotropic Murine leukemia virus
envelope gene) plazmidi
e 1,5 ug pMXs-insert plazmid (negatif kontrol i¢in ise sadece bos vektor)
e 9 uL Fugene (Promega, E2691) Transfeksiyon soliisyonu,
FBS i¢ermeyen 100 uL DMEM besiyeri igerisinde karistirildi. Karigimlar oda
1s1sinda 30 dk inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi karisimlar 293T hiicreleri ekili olan well’lere eklendi.
Hiicreler viriis tiretimi i¢in bir gece 37 °C, %5 CO>’li inkiibatorde inkiibe edildi. Ertesi
giin besiyeri taze besiyeri ile degistirildi ve hiicreler tekrar inkiibatore kaldirildi.
Enfeksiyonun ikinci gilinii besiyeri toplandi ve 0,45 uM’lik enjektor filtresinden

stiziildii. Toplanan virtisler -80 °C’ derin dondurucuya kaldirildu.

b) Hiicre hatlarinin viriislerle transfeksiyonu: Viriis ile enfekte edilecek hiicreler

bir gece dnceden 6 well plate’ lere 2 mL besiyeri icerisinde ekildi (2x10° hiicre/well).
Enfeksiyon igin besiyerine dnce 2 puL Polybrene (8 mg/mL stok soliisyon) eklendi. Her
bir kuyucuga istenilen viriisten 1 mL eklendikten sonra plate bir pegeteye sarildi ve 1
saat 2200 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 plate 37 °C’ye kaldirildi. Bir gece
inkiibe edildikten sonra stabil transfeksiyon i¢in antibiyotik se¢ilimi yapildi. Bunun i¢in
hiicrelerin {izerindeki besiyeri uzaklastirildi ve igerisinde kullanilan vektore gore ya
1:2000 puromisin (2 mg/mL stok soliisyon) ya da 1:1000 blastomisin (10 mg/mL stok
soliisyon) igceren besiyeri konuldu. Hiicreler antibiyotikli besiyeri ile 3 giin inkiibe
edildiler. Bu siirede bos vektor ile enfekte eden hiicrelerin 6ldiigii goriildi. Eksojen
ekspresyon yaptirilan hiicrelerden antibiyotikli besiyeri uzaklastirildi ve taze besiyeri

eklendi. Ekspresyonun gerceklesip gergeklesmedigi western blot ile dogrulandi.
5.2.2. KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda Yapilan Deneyler
5.2.2.1. In Silico Analizler

28 farkli kanser hiicre hattinin glukoz, glutamin ve kolesterol besini igin
duyarliliklar tespit edildikten sonra bu besinlerin azliginda ya da yoklugunda hiicre
metabolizmalarindaki degisikliklerin genetik alt yapisini anlayabilmek icin hiicrelerdeki
mutasyonlarin belirlenmesi amaglandi. Hiicre hatlarmin sahip olduklari mutasyonlar
yeni nesil dizileme yontemi ile farkli organizasyonlar (Ingiltere’de Sanger Institute,

A.B.D’de Broad Institute, Memorial Sloan Kettering Cancer Center ve NIH) tarafindan
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yapilmis olup, veriler halka acik veri tabanlarinda bulunmaktadir. Hiicrelerimizdeki
mutasyonlarin arastirilmasi igin CCLE (87) veri tabani kullanildi. Her bir gende goriilen
farkli degisimlerin duyarli veya direngli bulunan hiicrelerdeki dagilimi analiz edildi.
Ileri analizler hiicrelerin besin duyarliliginda rolii olabilecek genetik degisimlerin tespit
edilebilmesi amaciyla Microsoft Office Excel programinda tablo olusturularak yapildi.
Her bir besin i¢in hiicrelerdeki mutasyon dagilimi yapilirken duyarl hiicrelerde bulunan

farkli degisimlein tespit edilebilmesi amaciyla asagidaki yonergeden yararlanildi:

1. Sadece duyarli hiicrelerde goriilen mutasyonlar tabloya dahil edildi.

2. Sadece direngli grupta goriilen mutasyonlar tabloya dahil edilmedi.

3. Sadece orta duyarli grupta yer alan hiicrelerde goriilen mutasyonlar
tabloya dahil edilmedi.

4. Orta velveya direngli gruptaki hiicrelerde bulunan ayni genin farkli
mutasyonlar1 gosterilmedi, tabloda yalnizca o gen i¢in duyarl hiicrelerdeki
mutasyonlar verildi.

5. Bir hiicre hattinda ayni gen {iizerinde birden fazla degisiklik olmasi
durumunda degisikliklerden yalnizca biri orta grupta ve/veya direncli
grupta yer alan hiicrelerde bulunsa dahi varyasyon listeden ¢ikartilmadi.

Tablonun olusturulmasiyla ortaya ¢ikan genler fonksiyonlarina gore
siniflandirilld;, mutasyonlarin glukoz, glutamin ve kolesterol metabolizmasina dair
yolaklarda rolii olup olmadig arastirildi. Bu yolaklarda rolii oldugu diisiiniilen genler
igin ayr1 bir tablo olusturuldu. Bu tabloda ise duyarli, orta duyarl ve direngli grupta var

olan mutasyonlarda gosterildi.

llgili besin igin duyarhlikta rolii olabilecegini diisiindiigiimiiz genlerde goriilen
yanlis anlamli (missense) degisimlerin protein fonksiyonuna etkisi web tabanh
SIFT/Provean (88, 89) programinda analiz edildi. Alignment analizleri web tabanli
Clustal Omega (90) programinda yapilarak degisim gozlenen dizilerin tiirler arasindaki
korunmusluk oranlar1 kontrol edildi. Hem duyarli hem de direngli hiicrelerde patolojik
olabilecek mutasyonlar goriildiigiinde bu genler degerlendirme disinda tutuldu. Direngli
hiicrelerde tahmine yer birakmayan patolojik mutasyonlar (anlamsiz, ¢erceve kaymasi)

goriildiigiinde bu genler de degerlendirme disinda tutuldu.

49



5.2.3. istatistik Analizler

Hiicre karigim deneyleri ve qRT-PCR deneyleri iki bagimsiz deneyle tekrarlandi.
Geri kalan tiim deneyler ti¢ kez tekrar edildi. Hiicre canlilik deneylerinde her bir grup en
az triplikat olarak calisildi. Analizler ve grafikler GraphPad PrismV6 programinda
yapildi. Korelasyon analizleri Microsoft Office Excel programinda hesaplandi. R?

degeri 0.5 ve iizeri olanlar pozitif iligkili kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Kanser Hiicrelerinin Besin Duyarhhklar:

Calismaya almman 28 adet farkli kanser hiicre hattinin glukoz ve glutamin
kisitlamalar1 ile kolesterol besin yokluguna duyarhiliklar1 barkodlu hiicre karisim
deneyleri ile belirlendi. Deney sonunda yeni nesil genom dizileme yontemiyle elde
edilen barkod sayilarindan her bir hiicre hattinin ilgili deney grubunda ne kadar
cogaldig1 kontrol grubuna oranlanarak Microsoft Excel programinda rolatif ¢ogalma

orani hesaplandi ve grafikleri GraphPad Prism V6 programinda ¢izildi.

Diisiik (1 mM) glukozlu ortamda hiicrelerin biiylik gogunlugunun ¢ogalabildikleri
buna kargin H889, U937, SNU-1 ve RPMI 8226 hiicre hatlarinin ¢ogalamadiklari
goriildi (Sekil 12a). Bu sonug, bu hiicrelerin yasamalar1 ve ¢cogalabilmeleri i¢in glukoz

besinine ihtiya¢ duyduklarini ve glukoz kisitlamasina duyarli olduklarini gésterdi.

Diisiik glutaminli ortamda (50 uM konsantrasyon) yapilan glutamin kisitlamasi
deneylerinde ise SNU-16, Lao30202, MC116, RPMI 8226 ve KBM-7 hiicrelerinin
cogalamadiklar1 goriildii (Sekil 12b). Bu hiicreler glutamin kisitlamasi i¢in duyarl

olarak tespit edildi.

Calismamizda kolesteroliin kanser hiicre ¢ogalmasinda dnemli bir besin olup
olmadigimmi anlamak i¢in barkodlu hiicreler LDL igermeyen serumla hazirlanan
besiyerinde c¢ogaltildilar. Kontrol i¢in ayni serum ile yapilan besiyeri igerisine 1:500
oraninda LDL ilavesi yapildi. SNU-1, Raji, Daudi, U937 ve U266 hiicre hatlarinin
Kolesterol yokluguna duyarli olduklari tespit edildi (Sekil 12c).
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6.1.1. Kanser Hiicrelerinin Glukoz Besin Duyarhhg
6.1.1.1. Diisiik Glukoz ve Diisiik Glutaminli Ortamda Hiicre Cogalmasi

Diisiik glukozlu ortamda yapilan hiicre karisim deneyi diisiik glukoz ve diisiik
glutaminli ortamda da gerceklestirildi. Deney sonunda, diisiik glukozlu ortamda ¢ogalan
hiicrelerin ayn1 zamanda diisiik glukoz ve diisiik glutaminli ortamda da ¢ogalmaya
devam ettikleri bulundu (Sekil 13). Bu sonuglar, bu hiicrelerin glukozun az oldugu

ortamda glutamine bagimli olmadiklarini diistindiirdi.
6.1.2. Kanser Hiicrelerinin Glutamin Besin Duyarhhg:

Kanser hiicre hatlarinin glukoz bagimliliginda rolii olabilecek molekiiler
mekanizmalart arastirmak i¢in ¢alismada kullanilan hiicre hatlarinin gen ekspresyon
profilleri CCLE veri tabanindan elde edildi. Ekspresyon seviyesindeki degisiklikler ile

glutamin duyarliliginda rolii olabilecek genler tespit edildi.

(Log2)

Rolatif Hiicre Biiyliimesi

Hiicreler

Sekil 14. Diisiik glukoz ve diisiik glutaminli ortamda hiicrelerin ¢ogalmasi.

6.1.2.1. Hiicrelerin Glutamin Duyarlihg ile iligkili Olabilecek Gen Ekspresyonlari

Kanser hiicrelerinin glutamin besin kisitlamasina karst duyarliliginda roli
olabilecek genler korelasyon hesaplamasiyla bulundu. Calismamizdaki hiicre hatlarinin
gen ekspresyon profilleri CCLE veri tabanindan ¢ikarilarak deney sonuglari ile
korelasyonu Microsoft Office Excel programinda hesaplandi. Glutamin duyarlilig: ile
pozitif korele bulunan ilk 20 gen (Tablo 11) ve negatif korele bulunan 20 gen (Tablo

12) listesi ¢ikarildi. Pozitif korelasyon gosteren genlerden en dikkat g¢ekici olanlari
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ATP6V1B2 (ATPaz, H" transportu, Lizozomal 56/58kDA, V1 alt iinite B2), ABAT (4-
Aminobiitirat Aminotransferaz), ve MECP2 (metil CpG baglayici protein)’dir. Negatif
korele bulunan genlerin ¢ogunlugu transkripsiyon faktorleri olusturmaktadir. Glutamin
ve glukoz metabolizmalarinda rol alan GPD1 (Gliserol-3-fosfat dehidrojenaz 1),
PDHA2 (Piruvat dehidrojenaz (Lipoamid) Alfa 2) ve IMPDH1 (Inozin 5'-monofosfat

dehidrojenaz 1) genleri de negatif korele bulundu.

Tablo 11. Glutamin duyarliligi ile pozitif korele bulunan genler

Gen Fonksiyon R degeri
GPR133 Sinyal ileti 0,73023
KLHL29 Transkripsiyon 0,64118
ATP6V1B2 Oksidatif fosforilasyon 0,62652
ABAT Glutamin metabolizmasi 0,6219
CSMD2 Plazma membran 0,61554
PYDC1 Plazma membran 0,61478
CLN8 Glutamin, lipid ve kolesterol metabolizmas:1  0,5991
YPEL5 Hiicre dongiisii 0,59226
RIMS2 Membran ekzositoz 0,58829
LOC100507448 Tanimlanmamis 0,58677
ZMYM5 Transkripsiyon 0,58294
MECP2 DNA metilasyonu 0,58283
DENR Translasyon 0,58033
MAFB Transkripsiyon faktor 0,57883
LOC100506691 Tanimlanmamis 0,57749
CNOT7 Ekzonukleaz 0,57608
VBP1 Protein katlanmasi 0,57434
ZSCAN18 Transkripsiyon 0,57239
ZMYM2 Transkripsiyon 0,57076
C5orf54 Tanimlanmamis 0,56165

Tablo 12. Glutamin duyarlilig1 ile negatif korele bulunan genler

Gen Fonksiyon R degeri
TTC27 Bilinmiyor -0,5981
EIF5B Translasyon -0,601
GPD1 Glikoliz -0,6038
MITF Transkripsiyon Faktor -0,6039
PDHA2 Krebs dongiisii -0,6079
IMPDH1 Guanin niikleotid sentezi -0,6094
UTF1 Transkripsiyon Faktor -0,6132
SCN2B Transport -0,6211
C160rf89 Bilinmiyor -0,6243
TFAP2B Transkripsiyon Faktor -0,6352
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Tablo 12. Glutamin duyarliligi ile negative korele bulunan genler (devam)

TEX13A Transkripsiyon Faktor -0,6478
C10orf53 Bilinmiyor -0,6488
AMMECR1 Alport Sendromu iligkili gen -0,6504
GAST Sinyal ileti -0,6539
LOC647323 Bilinmiyor -0,6573
SIGLEC9 Hiicre adhezyon -0,6599
KCNAG Transport -0,6612
FOXH1 Transkripsiyon Faktor -0,6836
LOC388948 Bilinmiyor -0,7003
CCDC19 Hiicre Sil Olusumu -0,8072

6.1.2.2. Glutamin Bagimhiiginin MYC Onkogeni ile iliskisi

Diisiik glutaminli ortamda ¢ogalamayan hiicrelerde MYC’in rolii olup olmadigi
arastirildi. Nutrostat’da kullanilan 28 hiicre hattindaki MYC ekspresyon seviyeleri
CCLE veritabanindan alinarak Microsoft Office Excel Programinda grafik olarak
cizildi. Ayn1 programda korelasyon hesaplamasi yapildi Elimizdeki hiicre hatlarinin
neredeyse tamaminin MYC eksprese eden hiicreler oldugu bulundu. Duyarli ve direncli
hiicreler arasinda MYC ekspresyonu ile hiicrelerin glutamin besin kisitlamasina

duyarhliklari arasinda bir iliski tespit edilemedi (R*=0.108) (Sekil 14a).

Hiicrelerin glutamin tiiketimlerinde MYC pozitifliginin etkisini gérmek amaciyla
hiicrelerin giinliik glutamin kullanimlart hesaplandi. MYC onkogen aktivasyonu oldugu
bilinen Burkitt Lenfoma hiicre hatlar1 olan Raji ve Daudi hiicrelerinin 16semi hiicre
hatlar1 olan Jurkat ve KBM7 hiicre hatlarina kiyasla daha fazla glutamin tiikettikleri
bulundu (Sekil 14b).

a) b)

| MYC
*
R2=0,1081
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0 5 1pee® 15

b b A o koM
nmol/hticrefgtin

Sekil 15. Glutamin duyarliligi ile MYC onkogen ekspresyonu arasindaki iligkinin
arastirilmasi. @) hiicrelerin MYC ekspresyonlari ile korelasyon hesaplamasi,
b) hiicrelerin giinliik glutamin tiiketimleri.
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6.1.2.3. Glutamin Metabolizmasinda Rol Alan Genlerin Ekspresyonun

Belirlenmesi

Glutamin metabolizmasinda rol alan glutaminaz (GLS, GLS2), glutamat
dehidrojenaz (GLUD1, GLUD?2) ve glutamin sentetaz (GLUL) gen ekspresyonlarinin 11

adet ayni

zamanda barkod deneylerinde kullanilan hiicre hatlarimizdaki ekspresyon

seviyeleri CCLE veri tabanindan kontrol edilerek, korelasyon hesaplamasi Microsoft

Office Excel programinda yapildi. GLUL gen ekspresyonu ile hiicrelerin glutamin besin

kisitlamasi arasinda pozitif korelasyon bulundu (R2:0.67). Bu da bize GLUL’In

hiicrelerin glutamin besin azligina direngli olmalarinda rolii olabilecegini diisiindiirdii

(Sekil 15).
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Sekil 16. Glutamin metabolizmasinda rol alan genlerin ekspresyon seviyeleri ile

korelasyon hesaplanmasi. GLUL, GLUD1, GLS, GLUD2, ve GLS2 gen
ekspresyon seviyeleri CCLE veri tabanindan belirlendi. Hiicrelerin glutamin
duyarliliklarindaki etkisini belirlemek icin her bir gen ekspresyonu ile
korelasyon hesaplandi.
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6.1.2.4. Glutamin Sentetaz Inhibisyonu

GLUL ekspresyonunun glutamin besini kisitlamasinda gergekten onemli olup
olmadigimi anlamak i¢in glutamin sentetaz inhibitorii olan Metiyonin Siilfoksamin
(MSO) kullanildi. Direngli bulunan hiicrelerden Jurkat, H524, H929 ve Daudi hiicre
hatlar1 0, 0.2, 0.5, 1, 5 ve 10 mM konsantrasyonlarda MSO ile 4 giin siireyle muamele
edildiler. ilag muamelesi hem diisik hem de yiiksek glutaminli ortamda yapildi. 4

giiniin sonunda hiicre canliliklar1 Cell TiterGlo Assay kullanilarak kontrol edildi.

MSO 5 mM konsantrasyonda Daudi hiicrelerini oldiiriirken, diger hiicreler
iizerinde beklenilen etkiyi saglamad. ilag etkisinin diisiik ve yiiksek glutaminli ortamda
farkli etkide bulunmadig gorildi (Sekil 17).

2.0

=& Jurkat 50uM Glutamine

- == Jurkat2mM Glutamine
D £ 151 -8~ H929 50uM Glutamine
E H929 2mM Glutamine
S g 1.0 =¥= H524 50uM Glutamine
£ E =&~ H524 2mM Glutamine

T o o5+ =8 Daudi 50uM Glutamine
. == Daudi 2mM Glutamine

0.0

MSO Dozlar

Sekil 17. MSO’ nun glutamin kisitlamasina direngli hiicrelerde etkisi.

6.1.2.5. Glutaminaz Enziminin BPTES ile inhibisyonu

Glutaminin hiicrelerdeki onemini daha iyi anlayabilmek i¢in glutamin besin
kisitlamasina ek olarak hiicrelerin glutamin yikimlari engellendi. Bu amagla hiicreler
glutaminaz inhibitérii olan BPTES ile muamele edildi. Tk olarak MC116 ve U937 hiicre
hatlarimi 0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20 ve 40 uM konsantrasyonlarda BPTES ile muamele
edildi. U937 hiicre hattt MC116’ya gore BPTES’e daha direngli bulundu (Sekil 17a.).
Benzer sekilde U937 glutamin kisitlamasinda direngli, MC116 ise duyarli olarak
bulunmustu (Sekil 12b). Daha sonra rastgele secilen 12 adet hiicre hattt BPTES ile
muamele edildi. NUDHL, Snu-16, MC116, ve Raji hiicre hatlar1 BPTES’e duyarli
olduklar1 goriildii (Sekil 17b). Daha fazla hiicre hattinda BPTES’i denemek igin
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barkodlu hiicre miksi deneyi kuruldu. Barkodlu 28 farkli hiicre hatt1 ayn1 flask i¢inde2
hafta siireyle 2 uM BPTES ile muamele edildi. Kontrol grubu ise BPTES icermeyen
normal RPMI besiyeri igerisinde ¢ogaltildi. 2 hafta sonunda DNA izolasyonu yapilarak
ilag muamele yapilan ve yapilmayan ornekler yeni nesil DNA dizi analizine gonderildi.
Sonuglar Microsoft Office Excel programinda analiz edilerek grafikler ise GraphPad
Prisim V6 programinda ¢izildi. 2 uM BPTES ile muamele sonunda ¢ogalamayan
hiicrelerin (Niko, H2171, KBM7, MC116, Raji ve RPMI 8226) glutamin besin

kisitlamasinda da duyarli bulunan hiicreler oldugu gériildii (Sekil 17¢).
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Sekil 18. BPTES’ in hiicre hatlarinda denenmesi. a) Glutamine duyarli (MC116) ve
direngli (U937) hiicre hattlarinda BPTES denemesi, b) 12 farkli hiicre
hattinda BPTES doz denemesi, ¢) BPTES ile barkodlu hiicre deneyi.

Glutaminoliz inhibisyonunun oksidatif fosforilasyona etkisini gérmek amaciyla
Ndil eksprese eden ve etmeyen CAL62 hiicreleri 0, 0.5, 2.5, 10, 20 ve 40 uM BPTES
ile 5 giin boyunca muamele edildiler. Hiicre canliliklar1 6lgiildiigiinde Ndil eksprese
eden hiicrelerin BPTES’e karsi daha direngli olduklar1 goriildii (Sekil 18a). BPTES’in
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ayn1 zamanda oksidatif fosforilasyonu inhibe eden bir ila¢ olup olmadigint dogrulamak
icin ayn1 deney BPTES’ ¢ ilaveten oksidatif fosforilasyon inhibitorii oldugu bilinen
fenformin ile tekrarlandi. Ndil eksprese eden hiicreler beklenildigi gibi fenformine karsi
daha direngli bulundu. Ayni sekilde Ndil eksprese eden hiicreler BPTES’ e karsi
direngli bulundular (Sekil 18b). Ndil ekspresyonunun fenformin ve BPTES
muamelelerine ayni sonucu vermesi BPTES’ in oksidatif fosforilasyonu hedef alan bir

ilag oldugunu diisiindiirdii.
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Sekil 19. BPTES’ in oksidatif fosforilasyona etkisi. a) Ndil eksprese eden ve etmeyen
CALG62 hiicre hattinda BPTES etkisi, b) BPTES ve oksidatif fosfosilasyon
inhibitorii oldugu bilinen Fenforminin karsilastirilmasi.

6.1.3. Kanser Hiicrelerinin Kolesterol Achgina Duyarhhg:
6.1.3.1. Kolesterol Biyosentezinde Rol Alan Genlerin Ekspresyon Seviyeleri

CCLE wveri tabaninda yer alan yaklasik bin adet hiicre hattinda kolesterol
biyosentezinde rol aldig1 bilinen genlerin (Sekil 8) ekspresyonlari veri tabaninda kontrol
edildi. Bu analizlerde HSD17B7, SQLE, CYP51A1, DHCR24, DHCR7 ve LIPA gen
ekspresyonlar1 diisiik olan hiicreler tespit edildi. Bu hiicreler icerisinde barkodlu hiicre
karigim deneyimizde kullandigimiz hiicrelerin diginda labotaruarda bulunan hiicrelerden
SUDHL, SUPM2, Del, K299 ve Hec1B hiicre hatlarinda da gen ekspresyonlar diisiik
bulundu. Gen ekspresyonlari tiim bu hiicre hatlarinda (barkod deneyinde kullanilan ve
CCLE’den tespit edilenler) kantitatif Real-Time PCR yontemiyle kontrol edildi (Sekil

20). Baz1 genlerin ekspresyonlarmin diisiik bulunmasi duyarli hiicrelerde kolesterol
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biyosentezinin defektif olabilecegini ve bu nedenle de disaridan kolesterole ihtiyag

duyduklarmi diistindiirdi.
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Sekil 20. Kolesterol biyosentezinde rol alan genlerin ekspresyon seviyeleri.
Ekspresyonlar kolesterol igeren normal RPMI besiyerinde biiyiitiilen
hiicrelerden elde edilen RNA’lar kullanilarak qRT-PCR yontemi ile
belirlendi. CCLE: Cancer Cell Line Encyclopedia veritabanindan belirlenen

hiicre hatlar.

60



6.1.3.2. Kolesterol Biyosentezi Regiilasyonunun Kontrolii

Hiicrelerde kolesterol biyosentezi genlerinin kolesterol olmayan ortamda artirilip
artirllamadiginin diger bir ifadeyle gen ekspresyonlarinin diizenlenmesinde bir sorun
olup olmadigin1 kontrol etmek amaciyla kolesterol icermeyen ortamda duyarli ve
direngli hiicrelerde LDLR, SQLE, HMG- CoA ve HSD17B7 gen ekspresyonlar1 kantitatif
Real-Time PCR ile analiz edildi (Sekil 19).

Duyarli ve direngli hiicrelerden secilen bir grup hiicrede yapilan deneyde ¢ogu
hiicrede LDL igermeyen ortamda LDLR ekspresyonunun arttigi, ancak Raji ve H716
hiicre hatlarinda LDLR ekspresyonunun artmadgi tespit edildi. Benzer sekilde hiicrelerin
cogunun SQLE, HMG- CoA ve HSD17B7 ekspresyonlarmi kolesterol olmadigi
durumlarda arttirdiklar1 goriildi. Ancak SNU-1, MOLT16, H716, ve H524 hiicre
hatlarinin SQLE’ yi arttiramadiklari, MOLT16, H716 ve Raji hiicrelerinin ise HMG-
CoA ekspresyonunun kolesterolsiiz ortamda artmadig: belirlendi. H524, H716, KMS26
ve yine Raji hiicrelerinde ise HSD17B7’nin regiile edilemedigi goriildii

a) b) B RPUI
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Sekil 21. LDL igeren ve igermeyen ortamda Kolesterol metabolizmasinda gorevli
genlerin ekspresyonlarmin qRT-PCR analizi a) LDLR, b) HSD17B7, c)
SQLE ve d) HMG-CoA gen ekspresyon degisimleri.
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6.1.3.3. Kolesterol Yokluguna Duyarh Hiicrelere Lanosterol Ilavesi

Kolesterol agligma duyarli ve kolesterol biyosentezinin defektif olabilecegi
diisiiniilen hiicrelere kolesterol biyosentezi ara basamak {iriinleri lanosterol ve skualen
ilave ederek kolesterol biyosentezine devam edip edemedikleri kontrol edildi. Bu
amagla kolesterol acligina direngli H524 (kontrol i¢in) ve kolesterol agligina duyarl
Raji, U266B1, SNU-1, MOLT-16, Daudi ve U937 hiicre hatlarina skualen ve lanosterol
ilaveleri yapildi. Sadece U266B1 hiicre hattinin lanosterol ilavesiyle kolesterolsiiz
ortamda yasayabildigi tespit edildi (Sekil 22a). SQLE ekspresyonu diisiik olan SNU-1
hiicrelerinin  lanosterol ve skualen ilavesiyle kolesterol igermeyen ortamda
yasayamamasi nedeniyle farkli dozlar denendi. Kontrol amagli lanosterol ilavesiyle
fenotipi diizelen U266B1 hiicreleri SNU-1 hiicreleri ile birlikte deneyde kullanildi.
Farkli dozlarda lanosterol ilave edilmesiyle U266B1 hiicreleri yasamaya devam ederken
SNU-1 hiicrelerinin ¢ogaldiklari tespit edildi (Sekil 22b).

a)
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LDL+

LANOSTEROL 1:300
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M L ANOSTEROL 1:1000
mm ANOSTEROL 1:2000
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> &
\)'14

Sekil 22.  Kolesterol duyarliliginda hiicrelere lanosterol ve skualen ilavesinin etkisi. a)
Hiicrelere kolesterol biyosentezi ara basamak {iriinleri lanosterol ve skualen
ilavesi, b) farkli lanosterol dozlarinin denenmesi.
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6.1.3.4. Kolesterol Biyosentezi Genleri Overekspresyonlari

Kolesterole duyarli ve kolesterol biyosentezinde rol alan genlerden ekspresyonlari

diisiik oldugu tespit edilen genler hiicrelerde overekprese ettirildi.

HSD17B7 Geninin Overekspresyonu: Kolesterol agligina duyarli olarak bulunan

ve HSD17B7 geninin ekspresyonunun diisiik oldugu tespit edilen U937 hiicreleri
HSD17B7 cDNA’s1 tasiyan viral vektorlerle transfekte edildi ve kolesterol duyarlilik
deneyi kuruldu. HSD17B7 eksprese ettirilen U937 hiicreleri de kolesterol agligina
duyarli olarak bulundular (Sekil 22).

RPMI
LDL-
LDL +

KOLESTEROL+

0.5+

Hiicre Canhihg:
Rolatif Kat Artisi

0.0+

Sekil 23. HSD17B7 overekspresyonu. HSD17B7 ekspresyonu diisik bulunan
hiicrelerde overekspresyon ile kolesterol duyarliliginin degisip degismedigi
arastirildi.

SQLE Geninin Overekspresyonu: Kolesterol yokluguna duyarli bulunan
hiicrelerde SQLE gen ekspresyonu diisiik olan Heclb, Del, SNU-1, SUDHL, SUPM2 ve

K299 hiicrelerinde viral enfeksiyona ile SQLE geni overeksprese ettirildi. Hiicrelerin
Kolesterolsiiz ortamda ¢ogalip ¢ogalamadiklart hiicre canlilik testi ile kontrol edildi.
SNU-1 ve Heclb hiicre hatlarinin SQLE overekspresyonu ile kolesterolsiiz ortama
direngli hale geldikleri goriildi (Sekil 23). Ekspresyonun calisip ¢alismadigi Western
Blot ile kontrol edildi (Resim 1). Bu durum SNU-1 ve Heclb hiicre hatlarinin SQLE
ekspresyonunun diisiik olmasi nedeniyle kolesterol biyosentezini gergeklestiremeyip,

disaridan kolesterole ihtiya¢ duyduklarini gosterdi.
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Sekil 24. SQLE overekspresyonu. SQLE overekspresyonu ile hiicrelerin kolesterol
duyarliligimin degisip degismedigi belirlendi.
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Resim 1. SQLE overekspresyonunun western blot ile dogrulanmasi.

DHCR24 ve SQLE Genlerinin Birlikte Eksprese Ettirilmesi: SQLE gen
ekspresyonu diisiik bulunup, SQLE overeksprese ettirilen DEL, SUPM2, SUDHL, K299

hiicre hatlar1 kolesterol yokluguna yine duyarli bulundu. Real-Time PCR sonuglar
yeniden analiz edildiginde SUPM2 ve DEL hiicre hatlarinda SQLE genine ilaveten
kolesterol biyosentezi genlerinden DHCR24 geninin de ekspresyonunun diisiik oldugu
tespit edildi. Daha once SQLE overeksprese ettirilen bu hiicrelere DHCR24 da aynm
retroviral sistemle eksprese ettirildi. Kontrol amaciyla, bu hiicre hatlarinda DHCR24 tek
basina eksprese ettirildi. Ancak bu iki geni eksprese eden veya yalnizca DHCR24
eksprese eden hiicrelerde de kolesterol yokluguna duyarlilikta bir degisim

gerceklesmedi (Sekil 24).
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Sekil 25. SQLE ve DHCR24 genlerinin birlikte overeksprese ettirilmesi

CYP51A1 Geninin Overekspresyonu: Kolesterole duyarli olarak bulunan

MOLTI16 hiicre hattinda ise CYP51A1 geni ekspresyonunun olduk¢a diisiik oldugu
bulundu ve bu hiicrelere de CYP51Al geni ayni retroviral sistemle overeksprese
ettirildi. CYP51A1 geni overeksprese eden hiicreler kolesterolsiiz ortamda eksprese
etmeyen hiicrelere gore daha iyi cogaldilar. Boylece MOLTI16 hiicreleri iginde
CYP51A1 gen ekspresyonunun diisiik olmasit nedeniyle hiicrelerde kolesterol

biyosentezinin tamamlanamadigi bulundu (Sekil 25).
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Sekil 26. CYP51Al1 overekspresyonu. MOLTI16 hiicre hattinda CYP51Al
overekspresyonunun kolesterol duyarliligina etkisi arastirildi.
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6.1.4. Hiicrelerin Besin Duyarliliginda Genetik Varyasyonlarin Rolii

Kullanilan hiicre hatlariin besinlere olan duyarliliklarinda sahip olduklar1 genetik
varyasyonlarin rollinii arastirmay1 amagladik. Bu amacla ¢aligmalarda kullanilan hiicre
hatlarinin genom dizileme sonuglarma CCLE veritabanindan ulasildi ve hiicre
hatlarinda mutasyonlarin dagilimi belirlendi. Sadece duyarli hiicrelerde goriilen farkli
varyasyonlari tespit edebilmek amaciyla yontem boliimiinde belirtilen yonerge izlenerek
bir tablo olusturuldu (Tablo 13). Belirlenen genlerin bilinen fonksiyonlar1t KEGG ve
Uniprot veritabanlarindan kontrol edildi. Kolesterol metabolizmasi ile iligkilendirilen
Lipoprotein reseptor iliskili protein (LRP) ailesine ait LRP1, LRP2, LRP1B ve SORL1
genlerinde varyasyonlar tespit edildi. Bu genler ayr1 bir tabloda bir araya getirilerek
direngli ve orta duyarliliktaki hiicrelerde goriilen varyasyonlari da kontrol edildi (Tablo
14). Varyasyonlar cDNA ve protein diizeyinde tespit edildi hiicrelerdeki dagilimlar
kontrol edildi (Tablo 15). LRP proteinlerinin olduk¢a biiyiik yapida reseptorler olmalart
SMART analizi sonucu varyasyonlarin protein iizerindeki yerlerini sekil olarak
sunmamiza engel teskil etmistir. Bu nedenle varyasyonlarin protein iizerindeki
pozisyonlart belirlenerek tablo olarak verilmistir (Tablo 16). Varyasyonlarin protein
fonksiyonuna tahmini zararli etkisi olup olmadigi SIFT ve Provean ‘prediction’
analizleri (Tablo 17) ve alignment analizi ile belirlendi (Sekil 26 ve 27). Sekillerde
korunmuslugu yiiksek olan bolgelerde bulunan ve patolojik tahmin edilen baz

degisimleri verilmistir.

Ayni analizler glukoz ve glutamin duyarhliklar i¢in de yapildi. Glukoz ve
glutamin kisitlamalarina duyarli bulunan hiicre hatlarinda glukoz veya glutamin
metabolizmasinda rol alan proteinleri kodlayan genlerde varyasyonlar tespit edilemedi
(Tablo 18 ve 19). Bulunan varyasyonlarin orta duyarli ve direngli hiicrelerdeki
dagilimlart da cDNA ve protein diizeyinde belirlendi (Tablo 20 ve 21). Varyasyonlarin
protein fonksiyonlarina tahmini etkileri tespit edildi (Tablo 22 ve 23).

Glukoz kisitlamasina duyarli bulunan RPMI 8226, SNU-1 ve KMS26 hiicre
hatlarinda SS18L1 (CREST, Sinovial Sarcoma Translocation Gene on Chromose 18-
Like 1) geninde varyasyonlar tespit edildi. Varyasyonlarin genin 3> UTR bdlgesinde
oldugu, RPMI 8226 ve SNU-1 hiicre hatlarinda korunmus bolgede olduklari belirlendi.
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Glutamin kisitlamasimna duyarli bulunan hiicrelerde varyasyon tespit edilen
PCDH15 geninde orta duyarli H2171 hiicre hattinda frameshift mutasyon oldugu,
DOCKS geninde ise yine orta duyarli bulunan DU4475 hiicre hattinda nonsense
mutasyon oldugu bulundu. Bu nedenle bu iki gen degerlendirme dis1 tutuldu. Glutamin
kisitlamasina duyarlt bulunan Raji hiicre hattinda PMS1 geninde yanlis anlamli
mutasyon tespit edildi. 498. amino asidin stop kodonuna doniistiigi ve protein

sentezinin tamamlanamadigi belirlendi.
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Tablo 13. Kolesterol yokluguna duyarli hiicrelerde genetik varyasyonlarin dagilimi

direngli

SNU1
U266B1
U937
Daudi
Raji
HeclB
Moltl6
Supm?2
Del
Karpas299
PC3
COLO205
NCIH889
kms12bm
rpmi8226
hut78
NCIH929
NCIH2171
NCIH524
mcll6
kms27
DU4475
SNU5
kms26
NCIH82

RB1

PKHD1

DAPK1
INHBA
LIFR
PDCD11
EHBP1

MYH11

PI4KA
KSR1
TGFB2

[MYH1 II

ARFGEF1

MYO3B

MAP4K4
JARID2

TTK

PLK2

CEP110
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Tablo 13. Kolesterol yokluguna duyarli hiicrelerde genetik varyasyonlarin dagilimi
(devam)

direngli

Karpas299

PC3
rpmi8226

hut78
NCIH2171
NCIH524
mcll16

SNU1
U266B1
U937
Daudi
Raji
HeclB
Moltl6
Supm?2
Del
COLO205
NCIH889
kms12bm
NCIH929
kms27
DU4475
SNU5
kms26
NCIH82

PCM1
NUP98
MGC42105
ZBTB16
KDM5A

LRP1B

LRP2
CREBBP
DLC1
NOTCH4
NPAT
CARD10

CSF1R
EPHA4
TG

RPTOR

CAMKV
MCF2
PCDH15
BRAF

LRP1

SORL1 H

Not: Aymi gendeki farkli genetik varyasyonlari simgelemek ic¢in farkli renkler
kullanilmistir. Bir satirda kullanilan ayni renkler, o gende farkl: hiicrelerde bulunan ayn
mutasyonlar1 gdstermektedir. Ornegin SORL1 geninde yan yana iki tane sar1 renk SNU-
1 ve U266B1 hiicre hatlarinda aynm1 mutasyonun varhigmi gostermektedir. Farkli
satirlardaki sar1 renkler ise farkli mutasyonlari temsil etmektedir.
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Tablo 14. LRP gen ailesine

ait genlerde bulunan varyasyonlarin tim hiicre hatlarinda

dagilim1
direngli
S| mlalER] |olR |«
- ~N o [0 |2 N N [ [~ L o~
aa] - o 9| P N oo [~ | [N [0 [© S © (oo
SRRtk SR EEEEEEEEREERE
zoBI8IER s8R EIcREEEIEIERIBIER
LRP1 .
sori. N -
LRP1B
LRP2
Not: Aymi gendeki farkli genetik varyasyonlari simgelemek igin farkli renkler
kullanilmustir.

Tablo 15. Hiicrelerde LRP genlerinde goriilen genetik varyasyonlar

Gen Hiicre Kolesterol Protein Degisimi  c¢cDNA Degisimi SNP ID
Hatt1 Direnci

LRP1 HeclB Duyarlt p.R2509* €.7525C>T -
HeclB Duyarlt p.R3851Q €.11552G>A -
Snul Duyarli p.L320P €.959T>C -
U266B1 Duyarlt p.11644V €.4930A>G -
KMS27 Direngli p.A2128G €.6383C>G -

LRP1B Daudi Duyarh p.N3485D €.10453T>C -
Daudi Duyarh p.K1567N c.4728G>C -
DEL Duyarh p.S3591Y ¢.10772G>T -
HeclB Duyarh p.N4135fsX14 €.12405del T -
HeclB Duyarh p.R2430W €.7288G>A -
H889 Orta p.S2767R €.8301G>C -
MC116 Direngli p.C516W ¢.1546G>C -

LRP2 DEL Duyarh p.V1948M c.5842C>T rs41268689
HeclB Duyarh p.W2475C c.4725C>A -
HeclB Duyarh p.VvaaTI €.2659C>T -
Snul Duyarh p.Y3332C €.9995T>C -
Snul Duyarh p.A156P €.466C>G -
H889 Orta splice site €.1565-1T>A -
HeclB Duyarh p.A394V c.1180G>A -

SORL1 Snul Duyarh p.P1578fsX13 c.4734insA -
Snul Duyarh 3'UTR del €.*122_123del -
U266B1 Duyarh 3'UTR del c.*122del -
H929 Orta p.M335V ¢.1003A>G -
HeclB Duyarh p.V520M c.1558G>A -
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Tablo 16. LRP genlerinde goriilen genetik degisimlerin protein tizerindeki yerlesimi

Gen Hiicre Protein Varyasyonun protein iizerindeki
Hatti Degisimi lokalizayonu
LRP1  HeclB p.R2509* Ekstraseliiler Domain; EGF-like 3
HeclB p.R3851Q Ekstraseliiler Domain; EGF-like 15
Snul p.L320P Ekstraseliiler Repeat;LDL receptor class B
1
U266B1 p.11644V Ekstraseliiler Repeat;LDL receptor class B
13
KMS27 p.A2128G Ekstraseliiler Repeat;LDL receptor class B
20
LRP1B Daudi p.N3485D  Ekstraseliiler Domain; LDL receptor class
A24
Daudi p.K1567N  Ekstraseliiler Domain; EGF like 7
DEL p.S3591Y Ekstraseliiler Unknown region
HeclB  p.N4135fsX14 Ekstraseliiler Unknown region
HeclB p.R2430W  Ekstraseliiler Repeat;LDL receptor class B
25
H889 p.S2767R Ekstraseliiler Domain; LDL receptor class
Al7
MC116 p.C516W Ekstraseliiler Domain; EGF like 3
LRP2 DEL p.V1948M  Ekstraseliiler Repeat; LDL receptor class
B 18
HeclB p.W2475C  Ekstraseliiler Repeat; LDL receptor class
B 25
HeclB p.V887l Ekstraseliiler Repeat; LDL receptor class
B9
Snul p.Y3332C Ekstraseliiler Repeat; LDL receptor class
B 31
Snul p.Al56P Ekstraseliiler Domain; LDL receptor class
A4
H889 splice site Ekstraseliiler
HeclB p.A394V Ekstraseliiler Unknown region
SORL1 Snul p.P1578fsX13 Ekstraseliiler Domain; Fibronectin type I
1
Snul 3'UTR del  Ekstraseliiler
u266B1  3'UTR del  Ekstraseliiler
H929 p.M335V Ekstraseliiler Domain; Vps10
HeclB p.V520M Ekstraseliiler Domain; Vps10
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Tablo 17. LRP genlerinde goriilen varyasyonlarin protein fonksiyonuna tahmini
etkileri. Yanlis anlamli degisimlerin protein fonksiyonuna tahmini etkileri
SIFT ve Provean analizleri ile arastirildi. Zararli olabilecek varyasyonlar

belirlendi.

Provean SIFT
Hiicre PREDICTION PREDICTION
Hatti Protein INPUT PROTEIN ID SCORE (cutoff=-2.5) SCORE (cutoff=0.05)
HEC1B LRP1 ¢.7525C>T ENSP00000451622 0 Notral 0  Zararh
HECIB c.11552G>A ENSP00000243077 037 Nitral 0.546 Tolere edilebilir
SNU-1 c.959T>C ENSP00000243077 -1.34 Natral 0,298 Tolere edilebilir
SNU-1 c.959T>C ENSP00000451737 -2 Nitral 0085 Tolere edilebilir
U266B1 c.4930A>G ENSP00000243077 -0.55 Nitral 0,012 Zararh
KMS27 ¢.6383C>G  ENSP00000243077 -2.27 Notral 221 Tolere edilebilir
DAUDI LRPIB c.10453T>C ENSP00000374135 -0.89 Ntral 0277 Tolere edilebilir
DAUDI c.10453T>C ENSP00000440718 -0.89 Natral 0279 Tolere edilebilir
DAUDI c.4728G>C  ENSP00000374135 2.1 Notral 0.024 Zararh
DAUDI c.4728G>C ENSP00000413239 -1.84 Notral 0.041 Zararh
DAUDI c.4728G>C  ENSP00000440718 -2.1 Notral 0.024 Zararh
DEL c.10772G>T ENSP00000374135 -0.43 Nitral 1 Tolere edilebilir
DEL c.10772G>T ENSP00000440718 -0.43 Notral 1 Tolere edilebilir
HECIB c.7288G>A ENSP00000374135 -5.98 Zararh 0  Zararh
HECIB c.7288G>A  ENSP00000440718 -5.98 Zararh 0  Zararh
H3889 c.8301G>C ENSP00000374135 -1,13 Notral 0,737 Tolere edilebilir
HS889 c.8301G>C ENSP00000440718 -1.13 Notral 0.737 Tolere edilebilir
MC116 c.1546G>C  ENSP00000374135 -8.34 Zararh 0,001 Zararh
MC116 c.1546G>C  ENSP00000440718 -8.34 Zararh 0,001 Zararh
DEL LRP2 ¢.5842C>T ENSP00000263816 -1.21 Notral 0213 Tolere edilebilir
HECIB c.4725C>A  ENSP00000263816 -12 Zararh 0.001 Zararh
HECIB c.2659C>T ENSP00000263816 -0.51 Notral 0.073 Tolere edilebilir
HECIB c.2659C>T ENSP00000409813 -0.48 Notral 0,096 Tolere edilebilir
SNU1 c.9995T>C ENSP00000263816 -2.91 Zararh 0.136 Tolere edilebilir
SNU1 c.9995T>C  ENSP00000438157 -3.98 Zararh 0,079 Tolere edilebilir
SNU1 c.466C>G  ENSP00000263816 -1.28 Notral 0,332 Tolere edilebilir
SNU1 c466C>G  ENSP00000409813 -2 Notral 0.165 Tolere edilebilir
HECIB c.1180G>A ENSP00000263816 -0.85 Notral 1 Tolere edilebilir
HECIB c.1180G>A  ENSP00000409813 -1.06 Nitral 0366 Tolere edilebilir
H929 SORL1 c.1003A>G ENSP00000260197 -1.28 Nitral 0,078 Tolere edilebilir
HEC1B c.1558G>A  ENSP00000260197 -1.48 Notral 0.051 Tolere edilebilir
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p.11644V

H. Sapiens VTVLDYDAREQRVYWSDVRTQAIKRAFINGTGVETVVSADLPNAHGLAVDWVSENLFWTS 1676
P.troglodytess VTVLDYDAREQRVYWSDVRTQAIKRAF INGTGVETVVSADLPNAHGLAVDWVSRNLFWTS 1676
C. lupus YTVLDYDAREQRVYWSDVRTQAIKRAF INGTGVETVVSADLPNARGLAVDWVSRNLFWTS 1676
B.taurus yTVLDYDAREQRVYWSDVRTQAIKRAFINGTGVETVVSADLPNAHGLAVDWVSANLFWTS 1676
M. musculus VTVLDYDAREQRVYWSDVRTQAIKRAF INGTGVETVVSADLPNAHGLAVDWVSRNLEWTS 1677
R-nowegkusVTVLDYDAREQRVYWSDVRTQAIKRAFINGTGVETVVSADL?NAHGLAVDHVSRNLFWTS 1677
G. gallus' YTVVDYDAVEQRIYWSDVRTQTIKRAF INGTGVETVVSADLPNAHGLSVDWVSRNLEWTS 1674
D.rerio VTVVDYDALEERIYWSDVRTQTIKRAFINGTGVETVVSADLPNAQGLAVDWISRNLFWTS 1679
D. melanogoster pRRIDFLVDESRIFWSDIQQNEISSAGISNGLIEPIINTNIEXPYGFAVDWIARNMYFSS 1744
A.gambie PAVLDYDISAARLYWNDIQLNEIKSSGLATGPIETILDTDISNSLGFAVDWISKLLYFST 1676
X. tropicalis VTVVDYDALEQRI YWSDVRTQTIKRAF INGTGVETVVSADLPNAHGLAVDWVSRNLFWTS 1680
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Sekil 27. LRP1 geninde goriilen p.11644V varyasyonunun korunmusluk orani. Sol
tarafta analize dahil edilen canli tiirleri, sag tarafta ise satir baglarindaki baz
pozisyonlart verildi. Varyasyon seklin {istiinde ok ile isaretlendi. Analiz
Clustal Omega programinda yapildi.

pV320M
H.Sapiens KTNVYISSSAGARWREALPGPHYYTWGDHGGIITAIA-~-QGMETNELKYSTNEGETWKT 573
P.troglodytess KTNVYISSSAGARWREALPGPHYYTWGDHGGI ITAIA~~~QGMETNELKYSTNEGETWKT 571
M. mulatta XTNVYISSSAGARWREALPGPEYYTWGDHGGI IMAIA~~~QGMETNELKYSTNEGETWKT 445
C.lupus KTNVYISSSAGARWREALPGPEYYTWGDHGGI IMAIA~~~QGMETNELKYSTNEGETWKT 563
B.taurus xoNVYISSSAGARWREALPGPHEYYTWGDHGGIIMAIA-~~QGMETNELKYSTNEGETWKT 570
;"-n’;‘r‘f:;‘i'c“js KTNVYISSSAGARWREALPGPHYYTWGDHGGIIMAIA~-~QGMETNELKYSTNEGETWKT 573
’ Gk KTNVYISSSAGARWREALPGPHYYTWGDHGGIIMAIA~~~QGMETNELKYSTNEGETWKT 573
b reric XTNVYISSSAGARWREALSGPHYYTWGDHGGILVAIA-~~QGTETDQLKYSTNEGETWKS 565
D. melanogoster KPNVYVSSSAGVRWREALAGPHF YTWGDHGGILMAIA~~~QGGSSKTLKYSTNEGETWKE 574
A.gambie HPGVYISRDAGLTWEQILKNYYFFNMGDHGGILVAVKYFXLXGETNEILYSTDEGERWHS 487
X. tropicalis KMNMYVS STAGVRWRESLLGPHYYTWGDHGGILVAIA~~~QGVDTNQLKYSTNEGETWKT 564
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Sekil 28. SORL1 geninde goriilen p.V320M varyasyonunun korunmusluk orani. Sol
tarafta analize dahil edilen canl tiirleri, sag tarafta ise satir baslarindaki baz
pozisyonlar1 verildi. Varyasyon seklin {istlinde ok ile isaretlendi. Analiz
Clustal Omega programinda yapildi.
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Tablo 18. Glukoz kisitlamasina duyarli ve direngli hiicrelerde analizler sonucu
belirlenen genetik degisimlerin dagilimi

Duyarli Orta
R o |0 ) ~ |« mg
i LN
2L BEREERES] RIE@C].[§]R
Slslm|EELIe|E|IF[Slm|EEIEID S|
cleslo|SlClzIzInlCID|a|lo|2|C[[C|IL|z|o|= 10 =
cloD|Zz[ZzI|EDlzlo 0|2 |Z[Zz|Zz|[=2 |4 |02 |Z|x
DAPK1
BLM Fs B
notcHa | [
FOXP1
SS18L1
CHDY FS 0
ATM
PREX2 1] []

Kisaltmalar: FS; Frameshift mutasyon.

Tablo 19. Glukoz kisitlamasi deneylerinde kullanilan hiicrelerde tespit edilen genetik
varyasyonlar

Gen Hiicre Hatti Glukoz Protein c¢DNA Degisimi SNP ID
Direnci Degisimi
DAPK1 NCIH524 Direngli p.H657P c.1970A>C
COL0205 Direngli p.H272Y c.814C>T
COL0O205 Direngli p.R454C €.1360C>T
COLO0205 Direngli p.R1063C €.3187C>T
KMS12BM Direngli p.G445A c.1334G>A
RPMI18226 Duyarh p.Q317fsX11 NM_004938.1:¢c.957delA
BLM SNU1 Duyarh p.G512fsX17 €.1536fsX21
U266B1 Orta p.D906N €.2716G>A
SNU5 Direngli p.N1141S €.3422A>G
KMS12BM Direngli p.HB886N C.2656C>A
HUT78 Direngli p.v721T €.2161-2162GT>AC
FOXP1 KMS27 Duyarh C.*56insT rs11433724
DAUDI Orta C.*56insT rs11433724
SNU1 Duyarh p.R525Q c.1573C>T
SNU5 Direngli NM_001244814.3:¢.187G>C
RPMI18226 Duyarh C.*56insT rs11433724
CHD9 KMS27 Duyarh p.S1442N c.4325G>A
RAJI Direngli p.V1849F €.5545G>T
NCIH929 Duyarh p.2164_2165SS €.6492-6493delTTC
>S
SNU1 Duyarh p.H758fsX16 €.2274delT
ATM KMS26 Duyarh p.S1232P €.3694T>C
KMS27 Duyarh p.1490T c.1469T>C
KMS27 Duyarh p.A2635P €.7903G>C rs66503349
NCIH524 Direngli p.R337C €.1009C>T
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Tablo 19. Glukoz kisitlamasi deneylerinde kullanilan hiicrelerde tespit edilen genetik
varyasyonlar (devam)

Gen Hiicre Hatti Glukoz Protein Degisimi c¢DNA Degisimi SNP ID
Direnci
ATM NCIH929 Duyarh p.E347K c.1039G>A
SNU1 Duyarh p.V1153fsX11 €.3457insT rs12788418
PREX2 MC116 Direngli p.Q1234H €.3702G>T
NCIH889 Duyarh p.1877V €.2629A>G
RAJI Direngli p.F44Y c.131T>A
SNU5 Direngli €.*100_101delTT rs35559659
SS18L1  RPMI8226 Duyarh c*104G>A
KMS26 Duyarh c.*159G>A
SNU1 Duyarh €.*232G>A

Tablo 20. Glutamin kisitlamasma duyarli ve direngli bulunan hiicrelerde analizler
sonucu belirlenen genetik degisimlerin dagilim1

Orta Direngli
~N = N
S @ L RIR_[R]2 |2 |
CEELLERIZEEREEEEREES
zE2RRI232EE2I212I812|3 5123
PMS1
PAXIP1
UNCI3C n
MLL3
PCDH15
DOCK3 =

Kisaltmalar: FS; Frameshift, NS; Nonsense mutasyon

Tablo 21. Glutamin kisitlamasi deneylerindeki hiicrelerde belirlenen genetik
varyasyonlar

Gen Hiicre Hatt1 Glutamin Protein c¢DNA Degisimi SNP ID
Direnci Degisimi
MLL3 DU4475 Orta p.D553N c.1657C>T
HUT78 Orta p.F4170I c.12508A>T
KMS26 Orta p.K3889Q €.11665T>G
RAJI Duyarh p.R1229M €.3685C>A
UNC13C U937 Orta p.G924D c.2771G>A rs147997234
RAJI Duyarh p.R152S C.454C>A
SNU5 Direngli p.R834Q €.2501G>A
DuU4475 Orta p.R182Q c.545G>A
PAXIP1 DAUDI Direngli p.R184H c.551C>T
MC116 Duyarh p.L523M €.1557G>T
NCIH2171 Orta p.Q349H c.1047C>A
RAJI Duyarh p.Q487L c.1460T>A
PMS1 RAJI Duyarh p.W498* €.1493G>A
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Tablo 22. Glukoz duyarliligi i¢in bulunan yanlis anlamli degisimlerin protein
fonksiyonuna tahmini etkileri. Degisimlerin protein fonksiyonuna tahmini
etkileri SIFT ve Provean analizleri ile arastirildi. Zararli olabilecek
varyasyonlar belirlendi.

Provean SIFT
Hiicre Hatti ~ Protein INPUT PROTEIN_ID Skor Tahmin Skor Tahmin
(cutoff=- (cutoff=0
2.5) .05)
H524 DAPK1 ¢.1970A>C ENSP00000350785 -2.24 Notral 0.125 Tolere
edilir
¢.1970A>C ENSP00000386135 -2.24 Notral 0.125 Tolere
edilir
¢.1970A>C ENSP00000417076 -2.24 Notral 0.125 Tolere
edilir
c.1970A>C ENSP00000418885 -2.24 Notral 0.119 Tolere
edilir
c.1970A>C ENSP00000419026 -2.21 Notral 0.123 Tolere
edilir

COL0205 DAPK1 €.814C>T ENSP00000350785 -4.67 Zararh 0.000 Zararh
c.814C>T ENSP00000386135 -4.67 Zararh 0.000 Zararh
€.814C>T ENSP00000417076 -4.67 Zararh 0.000 Zararh
c.814C>T ENSP00000418885 -4.67 Zararh 0.000 Zararh
€.814C>T ENSP00000419026 -4.87 Zararh 0.000 Zararh

COLO0205 DAPK1 ¢.1360C>T ENSP00000350785 -4.28 Zararh 0.001 Zararh

€.1360C>T ENSP00000386135 -4.28 Zararh 0.001 Zararh
¢.1360C>T ENSP00000417076 -4.28 Zararh 0.001 Zararh
€.1360C>T ENSP00000418885 -4.28 Zararh 0.000 Zararh
€.1360C>T ENSP00000419026 -4.02 Zararh 0.001 Zararh
COLO0205 DAPK1 c.3187C>T ENSP00000350785 -1.20 Notral 0.207 Tolere
edilir
c.3187C>T ENSP00000386135 -1.20 Notral 0.207 Tolere
edilir
c.3187C>T ENSP00000417076 -1.20 Notral 0.207 Tolere
edilir
¢.3187C>T ENSP00000418885 -1.20 Notral 0.214 Tolere
edilir
c.3187C>T ENSP00000419026 -1.47 Notral 0.183 Tolere
edilir

KMS12B DAPK1 €.1334G>A ENSP00000350785 -2.79 Zararh 0.013 Zararh

M c.1334G>A ENSP00000386135 -2.79 Zararh 0.013 Zararh
¢.1334G>A ENSP00000417076 -2.79 Zararh 0.013 Zararh
c.1334G>A ENSP00000418885 -2.79 Zararh 0.011 Zararh
¢.1334G>A ENSP00000419026 -2.60 Zararh 0.015 Zararh

U266B1 BLM c.2716G>A ENSP00000347232 -2.36 Notral 0.096 Tolere

€.2716G>A ENSP00000439075 -2.07 Notral 0.349 _?g;;re
€.2716G>A ENSP00000442330 -2.29 Notral 0.069 _?g;é}re
€.2716G>A ENSP00000454158 -2.52 Zararh 0.052 'I?(()jlgfrre
SNU5S BLM €.3422A>G ENSP00000347232 -3.30 Zararh 0.008 Zez:jrl:lllrh
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Tablo 22. Glukoz duyarliligi i¢in bulunan yanlis anlamli degisimlerin protein
fonksiyonuna tahmini etkileri (devam)

Provean SIFT
Hiicre Hatt1 Protein INPUT PROTEIN_ID Skor Tahmin Skor Tahmin
(cutoff=- (cutoff=0
2.5) .05)
€.3422A>G ENSP00000439075 -3.21 Zararh 0.014 Zararh
€.3422A>G ENSP00000442330 -3.30 Zararh 0.010 Zararh
KMS12BM BLM €.2656C>A ENSP00000347232 -4.44 Zararh 0.077 Tolere
edilir
€.2656C>A ENSP00000439075 -4.45 Zararh 0.235 Tolere
edilir
€.2656C>A ENSP00000442330 -4.57 Zararh 0.177 Tolere
edilir
€.2656C>A ENSP00000454158 -4.51 Zararh 0.026 Zararh
HUT78 BLM c.2161- ENSP00000347232 -2.50 Zararh 0.023 Zararh
2162GT>AC
c.2161- ENSP00000442330 -2.63 Zararh 0.043 Zararh
2162GT>AC
c.2161- ENSP00000454158 -2.63 Zararh 0.142 Tolere
2162GT>AC edilir
SNU-1 FOXP1 ¢.1573C>T ENSP00000318902 -3.24 Zararh 0.001 Zararh
c.1573C>T ENSP00000333560 -3.35 Zararh 0.001 Zararh
¢.1573C>T ENSP00000351025 -3.33 Zararh 0.001 Zararh
¢.1573C>T ENSP00000417857 -3.32 Zararh 0.001 Zararh
¢.1573C>T ENSP00000418102 -3.24 Zararh 0.001 Zararh
¢.1573C>T ENSP00000418225 -3.32 Zararh 0.001 Zararh
¢.1573C>T ENSP00000418524 -3.24 Zararh 0.001 Zararh
¢.1573C>T ENSP00000419393 -3.24 Zararh 0.001 Zararh
¢.1573C>T ENSP00000420736 -3.35 Zararh 0.001 Zararh
KMS27 CHD9 c.4325G>A ENSP00000219084 -0.94 Notral 0.675 Tolere
edilir
c.4325G>A ENSP00000381522 -0.97 Notral 0.561 Tolere
edilir
c.4325G>A ENSP00000396345 -0.97 Notral 0.575 Tolere
edilir
c.4325G>A ENSP00000455307 -0.97 Notral 0.573 Tolere
edilir
c.4325G>A ENSP00000457355 -0.99 Notral 0.613 Tolere
edilir
RAJI CHD9 ¢.5545G>T ENSP00000219084 -3.67 Zararh 0.001 Zararh
€.5545G>T ENSP00000381522 -3.85 Zararh 0.001 Zararh
¢.5545G>T ENSP00000388729 -3.61 Zararh 0.003 Zararh
€.5545G>T ENSP00000396345 -3.85 Zararh 0.001 Zararh
¢.5545G>T ENSP00000455307 -3.85 Zararh 0.001 Zararh
€.5545G>T ENSP00000457466 -3.85 Zararh 0.001 Zararh
KMS26 ATM €.3694T>C ENSP00000278616 -2.07 Notral 0.188 Tolere
edilir
€.3694T>C ENSP00000388058 -2.07 Notral 0.188 Tolere
edilir
€.3694T>C ENSP00000435747 -1.88 Notral 0.192 Tolere
edilir
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fonksiyonuna tahmini etkileri (devam)

Tablo 22. Glukoz duyarliligi i¢in bulunan yanlis anlamli degisimlerin protein

Provean SIFT
Protein INPUT PROTEIN_ID Skor Tahmin Skor Tahmin
(cutoff=- (cutoff=0
2.5) .05)
ATM €.1469T>C ENSP00000278616 -1.47 Notral 0.185 Tolere
edilir
¢.1469T>C ENSP00000388058 -1.47 Notral 0.185 Tolere
edilir
¢.1469T>C ENSP00000435747 -1.94 Notral 0.111 Tolere
edilir
ATM €.7903G>C ENSP00000278616 -1.42 Notral 0.036 Zararh
€.7903G>C ENSP00000388058 -1.42 Notral 0.036 Zararh
ATM €.1009C>T ENSP00000278616 -3.78 Zararh 0.000 Zararh
¢.1009C>T ENSP00000388058 -3.78 Zararh 0.000 Zararh
¢.1009C>T ENSP00000435747 -4.97 Zararh 0.000 Zararh
ATM ¢.1039G>A ENSP00000278616 -1.71 Notral 0.010 Zararh
¢.1039G>A ENSP00000388058 -1.71 Notral 0.010 Zararh
¢.1039G>A ENSP00000435747 -2.62 Zararh 0.008 Zararh
PREX2 ¢.3702G>T ENSP00000288368 -1.34 Notral 0.071 Tolere
edilir
PREX2 €.2629A>G ENSP00000288368 -0.18 Notral 0.389 Tolere
edilir
€.2629A>G ENSP00000379789 -0.18 Notral 0.608 Tolere
edilir
PREX2 c.131T>A ENSP00000288368 -1.32 Notral 0.181 Tolere
edilir
c.131T>A ENSP00000379789 -1.32 Notral 0.391 Tolere
edilir
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Tablo 23. Glutamin duyarliligi i¢in bulunan yanlis anlamli degisimlerin protein
fonksiyonuna tahmini etkileri. Degisimlerin protein fonksiyonuna tahmini
etkileri SIFT ve Provean analizleri ile arastirildi. Zararli olabilecek
varyasyonlar belirlendi.

Provean SIFT
Hiicre Protein INPUT PROTEIN_ID Skor Tahmin Skor Tahmin
Hatt1 (cutoff= (cutoff=0.
-2.5) 05)

DU4475 MLL3 c.1657C>T ENSP00000262189 -1,92 Notral 0,031 Zararh
c.1657C>T ENSP00000347325 -1,89 Notral 0,03 Zararh
c.1657C>T ENSP00000453752 -1,85 Notral 0,036 Zararh
HUT78 MLL3 c.12508A>T ENSP00000262189  -3,66  Zararh 0,015 Zararh
€.12508A>T  ENSP00000347325 -3,66  Zararh 0,016 Zararh
€.12508A>T  ENSP00000353218 -4,06  Zararh 0,025 Zararh

c.12508A>T ENSP00000410411  -3,94  Zararh 0,06 Tol_e_re

KMS26 MLL3 c.11665T>G  ENSP00000262189  -2,24 Nétral 0,25 'I'?(()jlf(!.frre
c.11665T>G  ENSP00000347325 -3,31 Zararh 0,004 Zeadl‘lillll"‘ll
€.11665T>G  ENSP00000353218 -3,3 Zararh 0,016 Zararh

c.11665T>G  ENSP00000410411  -3,17  Zararh 0,065 Tol_e_re
RAJI MLL3 €.3685C>A  ENSP00000262189  -3,48  Zararh 0,002 Z?rl:nllrh
€.3685C>A  ENSP00000347325  -3,35  Zararh 0,002 Zararh
RAJI UNC13C c.454C>A ENSP00000260323  -0,22 Notral 0 Zararh
C.454C>A ENSP00000438156 -0,22 Notral 0 Zararh
c.454C>A ENSP00000442569  -0,22 Notral 0 Zararh
SNU5 UNC13C  ¢.2501G>A  ENSP00000260323  -0,05 Notral 0 Zararh
c.2501G>A  ENSP00000438156  -0,08 Nétral 0 Zararh
c.2501G>A  ENSP00000442569 -0,05 Notral 0 Zararh
DU4475 UNC13C c.545G>A ENSP00000260323 -0,13 Notral 0,002 Zararh
c.545G>A ENSP00000438156 -0,13 Notral 0,002 Zararh
c.545G>A ENSP00000442569 -0,13 Notral 0,002 Zararh
DAUDI PAXIP1 c.551C>T ENSP00000319149 -3,32 Zararh 0,002 Zararh
€.551C>T ENSP00000349606  -2,45 Notral 0,003 Zararh
c.551C>T ENSP00000380376  -3,28  Zararh 0,002 Zararh
c.551C>T ENSP00000384048  -3,28  Zararh 0,002 Zararh
c.551C>T ENSP00000389849  -3,82  Zararh 0,004 Zararh

MC116 PAXIP1 c.1557G>T ENSP00000319149 -0,18 Notral 0,348 Tol_e_re
c.1557G>T  ENSP00000380376  -0,18 Notral 0,331 'I?glftl;rre

c.1557G>T  ENSP00000384048  -0,18 Notral 0,331 'I?glltlalrre

edilir
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Tablo 23. Glutamin duyarlilig1 i¢in bulunan yanlis anlamli degisimlerin protein
fonksiyonuna tahmini etkileri.

Provean SIFT

Hiicre Protein INPUT PROTEIN_ID Skor Tahmin Skor Tahmin

Hatt: (cutoff= (cutoff=0.05
-2.5) )

H2171 PAXIP1 c.1047C>A ENSP00000319149 -3 Zararh 0,007 Zararh

c.1047C>A ENSP00000349606 -3,05 Zararh 0,007 Zararh

c.1047C>A ENSP00000380376 -3 Zararh 0,013 Zararh

c.1047C>A ENSP00000384048 -3 Zararh 0,013 Zararh

RAJI PAXIP1 c.1460T>A ENSP00000319149 -1,57 Notral 0 Zararh

c.1460T>A ENSP00000380376 -1,57 Notral 0 Zararh

c.1460T>A ENSP00000384048 -1,57 Notral 0 Zararh
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7. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda yapilan kanser arastirmalarinda kanser hiicrelerinin karakteristigi
olan 6nemli fenotiplerin ortaya ¢ikmasi saglanmistir (18). Onkogenlerin tasidiklar
mutasyonlar ile hiicre i¢i sinyal sistemlerini degistirdikleri gosterilmistir (91). Yeni nesil
dizileme verileri tiimor gelisimine neden olan mutasyonlarin sanilandan daha fazla
sayida ve heterojen oldugunu gostermistir (22). Bu calismalarla binlerce nokta
mutasyonlari, translokasyonlar, amplifikasyonlar ve delesyonlarin kanser gelisiminde
rolii oldugu ve mutasyon dagiliminin histopatolojik olarak ayni olan timorlerde bile
farklilik gosterebildigi anlasilmistir (92). Detayli biyoinformatik analizler ile kanserde
‘yiirlitiici’ mutasyonlarin ¢ok sayida temel sinyal yolagini etkileyerek tiimor
gelisiminden sorumlu oldugu gosterilmistir (23). Hiicrelerin biliylime ve yasamasi igin
timor hiicre metabolizmasinin adaptasyonunda da pek ¢ok onkojenik sinyal yolag: rol
aldigi, ayrica bazi metabolik degisikliklerin malign transformasyon i¢in zorunlu oldugu

gorilmistiir (93).

Farkli molekiiler mekanizmalar béliinen hiicrelerin ii¢ temel ihtiyacina yanit
vermek adina hiicre metabolizmasinin adaptasyonunu saglarlar. Bu ihtiyaglar; enerji
durumunun korunabilmesi i¢in hizlica ATP iretilmesi, artmis makromolekiil
biyosentezi ve hiicresel redoks dengesinin korunmasidir (37). Bu ihtiyaglarin
karsilanabilmesi i¢in kanser hiicreleri dort biiyiik sinif makromolekiil; karbohidratlar,
proteinler, lipidler ve niikleik asitlerin metabolizmalarinda degisiklik yaparlar. Kanser
hiicrelerinde bu tiir adaptasyonlar glukoz, glutamin gibi besinlerin ve oksijenin oldukca
kisith oldugu, oldukga stresli ve dinamik bir mikrogevrede gergeklesmektedir (12).
Kanserde metabolik kisitlamalarin dogasi ve onemi hiicre kiiltiirii kosullarinda gerek
besinlerin  gerekse oksijenin daima bol miktarda bulunmasi nedeniyle
anlagilamamaktadir. Bu nedenle kontrollii besin kisitlamasi deneyleri olduk¢a onem

tasimaktadir (13).

Nutrostat sistemi besin kisitlama c¢aligmalar1 i¢in dizayn edilmis 6zellikle kanser
metabolizmasi aragtirmalarinda kullanilabilecek etkin bir aragtir (86). Sisteme besin
ilavesi ve kullanilan besin artiklarinin sistemden uzaklastirilmasi ile kiiltiir ortaminda
istenilen besinin seviyesi sabit tutulabilmektedir. Ayrica bu sistem hiicrelerin her giin

monitdrize edilmesine olanak saglamaktadir. Kanser metabolizmasi c¢aligmalarinda
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karsilasilan bir baska giicliikk ise ayn1 anda ¢ok sayida farkli kanser hiicre hattinin
kullanildigi deneylerin kurulamamasidir. DNA’sina transfeksiyon yontemi ile 7 bp’lik
barkod ilave edilen hiicrelerin kullanildigi barkodlu hiicre karisim deneyi ayni1 anda ¢ok
fazla sayida hiicrenin ¢alisilabilmesine olanak saglamaktadir. Istenilen ortamda ayni
anda biiyiitillen c¢ok sayida hiicrenin ortamdaki c¢ogalma oranlar1 ise tasidiklari
barkodlarin yeni nesil dizileme yontemleri ile tespit edilmesiyle hesaplanarak goreceli

olarak bulunmaktadir.

Calismamizin sonucunda, diisiik (1 mM) glukozlu ortamda yapilan barkodlu hiicre
cogalmasi deneylerinde bircok hiicrenin c¢ogalamadigi tespit edildi. Daha oOnce
yaptigimiz ¢alismada diisiik glukoz orani 0.75 mM olarak tutulmustu (86). Her iki
caligmada da pek ¢ok hiicrenin direngli oldugu goriiliirken, 1 mM’da direngli bulunan
bazi hiicrelerin ise glukoz miktar1 0.75 mM’e disiiriildiigiinde ¢ogalamadiklart yani
duyarli grupta yer aldiklart goriildi. Bu durum bu hiicrelerin ¢ogalabilmesi igin
ortamdaki glukoz miktar1 i¢in bir esik deger oldugunu, glukoz miktarmin bu esik

degerin altina diistiigiinde hiicrelerin gogalamadiklarini diisiindiirdii.

Timor hiicrelerinde goriilen, en iyi karakterize edilmis metabolik fenotip Warburg
etkisidir (7). Bu etki ATP iiretiminin normal oksijen konsantrasyonlarinda bile glikoliz
ile saglanmasidir. Glikoliz ile ATP iiretimi oksidatif fosforilasyona kiyasla daha hizli
olmasina karsin kullanilan her bir glukoz molekiilii basina iiretilen ATP miktar1 oldukca
azdir. Bu durumda glikoliz yapan tiimor hiicrelerinin enerji ihtiyaglarini karsilamak i¢in

oldukga fazla glukoz alimi1 yapmaktadirlar (9, 36, 42).

Cogalan tiimor hiicrelerine glikolitik metabolizmanin getirdigi secici avantaj tam
olarak bilinmemektedir (9, 93). Yapilan ilk ¢alismalarda mitokondri fonksiyonunda
defekt olan hiicrelerde oksidatif fosforilasyonla yapilamayan ATP {iretiminin
karsilanabilmesi icin glikolizin zorunlu bir adaptasyon oldugu yoniinde goriis
bildirilmekteydi (8). Ancak daha sonraki ¢alismalarla anlasilmistir ki timor
hiicrelerinde mitokondriyal defektler olduk¢a ender olmaktadir ve tiimorlerin kullandigi
oksijen miktar1 neredeyse normal dokularla aynidir (43, 44). Aerobik glikoliz i¢in bir
diger agiklama ise glikoliz ile ATP iiretiminin oksidatif fosforilasyondan daha fazla
oranda olmasi, dolayisiyla ortamda glukoz miktarinin limitsiz olmasiyla bu durumun

hiicreler i¢in avantaj saglayabilecegidir. Ancak ortamdaki glukoz miktar1 ¢ogu solid
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timorlerde sinirsiz degildir. Alternatif olarak ise glikoliz metabolizmasinin tiimor
gelisiminde hipoksik sartlarin oldugu erken donem avaskiiler fazda olusmaya basladigi

ve boylece oksijen olmayan durumlarda da ATP iiretilmesinin saglandig1 onerilmistir
(4,9, 36, 93).

Tiimor hiicrelerinde mitokondrilerde fonksiyon bozuklugunun yaninda kompleks
1 alt tinitelerinde mitokondriyel DNA mutasyonlar1 da bildirilmistir (86, 94, 95). Bazal
oksijen tiiketimleri de (OCR) olduk¢a diisik bulunan mitokondriyel DNA
mutasyonlarmma sahip kanser hiicre hatlarinda NADH’ den ubikitin’e proton
translokasyonu olmadan elektron transferi yapan maya (Saccharomyces cerevisiae)
Ndil proteini eksprese ettirildiginde bu hiicrelerde OCR seviyelerinin diizeldigi
gosterilmistir (86, 96). Ayni hiicreler diisiik glukozlu ortamda ¢ogalamazlarken, Ndil
eksprese ettirildiklerinde diisiik glukozlu ortamda daha iyi ¢ogalabilmiglerdir. Ayni
zamanda oksidatif fosforilasyon inhibitorii oldugu bilinen anti-diabetik ilag olan
fenformin ile muamele edildiklerinde diisiik glukoza da duyarli bulunan bu hiicrelerin
oldiikleri ancak Ndil ekspresyonu ile yasamaya devam ettikleri gosterilmistir. Bu
veriler hiicrelerin diisiik glukozlu ortamda gosterdikleri duyarlilikta mitokondriyal
fonksiyon bozuklugunun rolii oldugunu gostermistir. Kisaca diisikk glukoza duyarh
bulunan kanser hiicrelerinde oksidatif fosforilasyon defektifdir ve bu hiicreler

biguanidlere daha duyarlidirlar (86).

Hiicre ici diisiik ATP konsantrasyonlarinda hiicrelerde enerji duyarl sinyal yolagi
AMPK’ nin aktive oldugu bilinmektedir. Fenformin ve metformin gibi biguanidler
olarak bilinen anti-diabetik ilaglarin da kompleks 1 inhibisyonu ile hiicre i¢i ATP
seviyesini digiirerek bu yolagr aktive ettigi gosterilmistir (45). Bu 6zelliginden dolayi
biguanidlerin anti-kanser tedavilerde kullanilip kullanilamayacagina dair c¢aligmalar

yapilmaktadir (12).

Glutamin insan viicudunda en ¢ok bulunan amino asittir ve hiicreler tarafindan
cesitli sekillerde kullanilir; ATP tiretimi icin Krebs dongiisiinde okside olur, niikleotid
sentezi i¢in azot kaynagidir, glutatyon i¢in oncii molekiildiir ve en dnemli enzimatik
olmayan hiicresel anti-oksidandir (14, 55). Ancak glutaminin hiicre canlilig1 i¢in neden
onemli oldugu, diger bir ifadeyle glutamin azliginda hiicrelerin neden 6ldiigi heniiz

tama olarak aydmlatilamamistir. Glutamin hiicreler tarafindan da yapilabilmektedir
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(32). Bu durumda eksojen glutaminin hiicreler i¢in zorunlu olmadigi da diisiiniilebilir.
Ayrica kullanilan glutaminin ¢ok az bir kismi makromolekiil biyosentezi igin
kullanilirken geri kalanmi laktat gibi diger molekiillere metabolize edilir ve hiicreler
tarafindan salinir (14). Bu gozlemler glutamin metabolizmasinin kanser hiicrelerinin
hizli ¢ogalma ve artmis ATP ihtiyacin1 karsilamaktan ziyade kanser hiicrelerinin
yasamasi i¢in heniiz tanimlanamamis yolaklarda gorevli olabilecegini diisiindiirmektedir

(52, 53, 55, 59).

Calisgmamizda bazi kanser hiicrelerinin glutamin azligim1  6nemsemedigi
bazilarmin ise yasamalar i¢in glutamine ihtiya¢ duydugu gozlendi. Halka acik veri
taban1 CCLE’den hiicrelerin ekspresyon profilleri ¢ikarilarak korelasyon hesaplamasi ile
ekspresyon seviyeleri glutamin duyarlilig: ile iliskili olabilecek genler tespit edildi.
Ekspresyon analizlerinde direngli hiicrelerde ABAT (4-aminobiturat transaminaz) gen
ekspresyonu yiiksek bulundu. Bu genin kodladig1 transaminaz enzimi TCA’ da ara iiriin
olan 2-okzoglutarat’ tan L-glutamat sentezini katalizlemektedir (97). Bu nedenle de
direngli buldugumuz hiicreler ekzojen glutamine daha az ihtiyag duyuyor olabilirler.
Ekspresyon analizlerinde pozitif korele buldugumuz bir diger 6énemli gen ise MECP2
(metil CpG baglayic1 protein 2)’dir. MECP2, glutamin transportirlart SNAT1 ve
SNATZ2’nin transkripsiyonel supresoriidiir ve MECP2 gen mutasyonlar1 Rett sendromu
ile iliskilendirilmistir (98).

Ekspresyon analizlerinde negatif iligkili buldugumuz genler arasinda GPD1
(gliserol-3-fosfat dehidrojenaz 1) ve PDHA2 (Piruvat Dehidrojenaz (Lipoamid) Alfa 2)
yer almaktadir. GPD1 ETS icin elektron kaynagidir, NADH’lerin NAD" vya
dontigiimiinde rol alir. PDHAZ ise piruvatin asetil coA’ya doniisiimiinde rol alir (32).
Korelasyon analizlerinde bu genlerin negatif iligkili bulunmasi, genlerin baskilandiginda
da glutamin duyarliliginda bir degisiklik yaratmayacagimi diisiindiirdii. Ayrica
bulgularimiz, glutamin duyarliliginda oksidatif fosforilasyon ve TCA enzim genlerinin

ekspresyonlarindaki artis ya da azalmanin rolii olmadigini géstermistir.

Yapilan bir ¢aligmada glutaminin glukozdan bagimsiz olarak tek basina TCA
dongiisiinii destekledigi gosterilmis, bu olayda ATP sitrat liyaz, malik enzim, piruvat
dehidrojenaz velveya piruvat karboksilaz’in birlikte aktivasyonunun rol aldig

belirtilmistir (99). Ancak korelasyon hesaplamalarinda piruvat dehidrojenazin iligkili
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bulunmamasi bize glutamin duyarliliginin tek nedeni olarak TCA’ nin olamayacagini

disiindiirmiistir.

Glutaminin hiicreler i¢in neden 6nemli olabilecegine dair bir diger 6nemli bulgu
ise ‘indirgeyici karboksilasyon’ dur. iki farkli grup tarafindan yapilan tanimlamada
oksijen azliginda ya da mitokondriyel defektlerde glutaminin TCA’ ya katilmak yerine
IDH1 (izositrat dehidrojenaz 1) ve IDH2 enzimleri araciligi ile lipid olusumuna katki

sagladig1 gosterilmistir (100, 101).

Son zamanlarda onkogenlerin kanser hiicrelerinin besin tiikketimlerinde ve
bagimliliklarinda etkisi oldugu gosterilmistir (102). Fakat pek ¢ok calismada bulgular
sadece bir ya da iki drnek hiicre hattinda gosterilmis olup, bu sonuclar1 gercek hasta
popiilasyonuna yorumlamak uygun degildir. Ornegin tek bir glioma hiicre hattinin
kullanildig1 calismada glutamin bagimliligit MYC onkogeni ile iliskilendirilirken, ¢ok
sayida glioma hatlar1 kullanilarak yapilan c¢aligmalarda ise glutamin bagimliligindan
bahsedilmemistir (30). Calismamizda 28 farkli hiicre hattinin glutamin bagimliliklarini
tespit ettikten sonra, MYC onkogeninin roliinii arastirmak i¢in hiicrelerimizdeki
ekspresyon seviyelerini CCLE veri tabanindan kontrol ederek ve korelasyon hesapladik.
Hiicrelerin glutamin bagimliliklart MYC onkogen aktivasyonu ile iliskili bulunmadi.
Benzer sekilde 46 farkli meme kanseri hiicre hatti kullanilarak yapilan ¢alismada da

glutamin bagimliligi MYC ile iliskili bulunmamistir (103).

Hiicrelerin endojen glutamin {retimlerinin glutamin bagimliligindaki roliinii
arastirmak amaciyla glutamin metabolizmasinda rol alan GLS1, GLS2, GLUL, GLUD1
ve GLUD?2 gen ekspresyon seviyeleri yine CCLE veri tabanindan kontrol edildi. Sadece
GLUL gen ekspresyonu glutamin bagimliligi ile korele bulundu. GLUL, L-glutamat’ tan
glutamin sentezini yapan glutamin sentetaz genini kodlamaktadir (14). Konjenital
glutamin yetersizligi olan hastalarda GLUL gen mutasyonlar1 bildirilmis ve bu
hastalarda serum glutamin miktarlarinin diisiik oldugu rapor edilmistir (104). Glutamin
azligma direncli buldugumuz hiicrelerde GLUL ile endojen glutamin iiretimi yapildigi
bu nedenle de disaridan glutamine ihtiya¢ duyulmadiginmi diisindiirdii. Bunu test etmek
i¢cin, GLUL’u inhibe edip hiicrelerin fenotipindeki degisikligi kontrol etmeyi amagladik.
Bu amagla da glutamin kisitlamasina direngli buldugumuz hiicreleri GLUL inhibit6rii

olarak bilinen metil sulfoksamin (MSO) ile muamele ettik (105). Ancak MSO ¢ok etkili
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bir ila¢ olmadig1 icin oldukca yiiksek konsantrasyonlarda (mM) kullanmamiza ragmen
sadece Daudi hiicrelerini 6ldiirlirken diger hiicrelere etki gdstermedi. Az sayida hiicre
hatt1 kullanilarak yapilan ¢alismada GLUL, meme kanseri hiicrelerinde glutamin
bagimliligr i¢in genetik bir markir olarak 6nerilmistir (61). Ancak ¢ok daha fazla sayida
hiicre hatt1 kullanilarak yapilan ¢alismada ise glutamin bagimlilig ile GLUL arasinda
bir korelasyon bulunamamustir (103). Dolayisiyla hiicrelerin glutamin bagimliliginin

endojen glutamin tiretimi ile iliskili olmadig: diistiniilmiistiir.

Baz1 kanser hiicrelerinin ¢ogalabilmesi icin glutamine bagimli olmalar1 bu
hiicrelerde glutamin metabolizmasinin anti-kanser tedaviler icin hedef olabilecegini
diistindirmiistiir (54, 57, 63, 65). Bu amagla glutaminaz inhibitorii olan BPTES
kullanarak bu hiicrelerin glutamin kullanimlar1 inhibe edildiginde glutaminin az
bulundugu ortamdaki gibi ¢ogalip ¢ogalmayacaklari kontrol edildi. Hiicreler 2 uM
BPTES ile muamele edildi. Sonuglarin glutamin duyarlilik sonuglart ile
karsilastirildiginda benzer olduklari goriildii. BPTES hiicrelerin glutamin kullanimlarini
inhibe ettiginden, glutamine direngli ve duyarli hiicreler benzer sekilde BPTES i¢in de
duyarli ve direngli olarak bulundular. Bu da bize BPTES’in glutamin metabolizmasini
hedef alan, glutamin kisitlamasina duyarli kanser hiicrelerini 6ldiirmede kullanilabilecek
iyi bir ilag olabilecegini diisiindiirdii. Yapilan in vitro ¢alismalarda da BPTES’in sadece
aerobik kosullarda degil, aym1 zamanda hipoksik kosullarda da glutamin
metabolizmasini blokladigi, tiimoér hiicre biiylimesini inhibe ettigi ayrica, hayvan

deneylerinde de tiimor xenograftlarini kiigiilttiigii gosterilmistir (65, 66).

BPTES’in yani glutaminolizin inhibisyonunun oksidatif fosforilasyon tizerindeki
etkisini belirlemek amaciyla Ndil eksprese eden ve etmeyen CAL62 hiicreleri BPTES
ile muamele edildi. Ndil eksprese eden yani oksidatif fosforilasyonu aktif calisan
hiicrelerin BPTES’e direngli oldugu goriildii. Benzer hiicreler oksidatif fosforilasyon
inhibitort olan fenformine karsi da direngli bulunmuslardi. Bu veriyi test etmek adina
hiicreleri hem fenformin hem de BPTES ile ayr1 ayr1 muamele ettigimizde ilaglarin aym
etkiyi gosterdikleri goriildi. Bu durum bize BPTES’in de fenformin gibi oksidatif
fosforilasyon inhibitorii olabilecegini diisiindiirdii. Ancak literatiirde BPTES’in bu

yonde bir etkisi olabilecegine dair bir bulgu bulunmamaktadir.
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Tiimdr hiicrelerinde kolesterol birikimi ¢ok uzun yillar 6nce gosterildiginden beri
arastiricilar, kolesteroliin hiicresel fonksiyonlarini arastirmaktadirlar (83). Kolesterol
hiicre membraninin yapisal biitiinliigiiniin korunmasinda rol almaktadir (20). Ayrica,
plazma membraninda yer alan lipid yiginlarimin daimi bileseni ve yine plazma
membraninda yer alan hiicre sinyal iletiminde rol alan mikrodomainlerin yapisinda yer
almaktadir (16). Hiicre igi sinyal iletiminde ve hiicresel transportta rolii olmasindan
oOtiirli, kolesterol hiicre biiyiimesi i¢cin hammadde kaynaklarindan biri olarak da

sayilabilmektedir (77).

Kolesteroliin karsinogenez, timor biiylimesi ve kemoterapiye direngte rol alan
hiicre ¢ogalmasi, migrasyon ve sinyal iletimi gibi hiicresel olaylarda rol aldig1 in vitro
kanser hiicre hatlarindan, kanser doku profillerinden ve hayvan modellerinden elde
edilen verilerle gosterilmistir (17, 106, 107). Kolesteroliin kanser gelisimine katkisi
oldugunun gosterilmesi pek c¢ok arastirmacinin ilgisini kolesterol metabolizmasinin
maniplilasyonunun anti-kanser tedaviler i¢in hedef olup olamayacagi konusuna
¢ekmistir (15). Statinler kan kolesteroliinii diisiiriicii ilaglar olup, HMG CoA rediiktaz
enzimini inhibe ederek kolesterol sentezinin inhibisyonunu saglarlar (108). Pek ¢ok
kanser hiicre hattinda da anti-tiimor etkisi ¢alisilmistir (15). Lovastatin, simvastatin gibi
statinlerin kolon kanseri hiicre hatlarinda, tiimor xenograftlarinda apoptozu indiikledigi,
farelerde kolit iliskili kolon kanserini hafiflettigi gosterilmistir (83, 109). Ayrica KLL
hiicre hatt1 olan MEC-2 hiicrelerinde lovastatinin fludarabin ile birlikte kullanildiginda

hiicrelerin kemoterapiye olan duyarliliginin arttigi gosterilmistir (110).

Calismamizda kolesterol yoklugunda ¢ogalamayan hiicreler belirlenmesi {izerine
kanser hiicrelerinde Kolesterol duyarliligini aydinlatarak kolesterol metabolizmasinin
tedaviler i¢in hedef olusturma potansiyelini arastirmak istedik. Bu amacla 6ncelikle
kolesterol metabolizmasinin diizenlenmesinde duyarli hiicrelerde diizgiin ¢alisip
calismadigr kontrol edildi. Goldstein & Brown hipotezine goére hiicreler kolesterol
olmayan ortamda ya da hiicre i¢i kolesterol miktar1 azaldiginda, kolesterol biyosentezi
genleri ve LDLR gen ekspresyonlarini arttirmaktadir (82). Boylece disaridan alabilecegi
kolesterol miktarini en st diizeye ¢ikarirken, hiicre igi endojen kolesterol sentezini de
arttirmaktadir (77).
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LDL igeren ve icermeyen besiyerinde ¢ogaltilan hiicrelerde LDLR ve kolesterol
biyosentezinde rol alan SQLE, HMG-CoA ve HSD17B7 gen ekspresyonlarinin degisimi
gRT-PCR ile kontrol edildi. Beklenildigi gibi hiicrelerde kolesterol icermeyen ortamda
bu genlerin ekspresyonlarinin arttigi goriildii. Ancak Raji hiicrelerinde LDLR ve diger
gen ekspresyonlarinin kolesterolsiiz ortamda artmadigi goriildii. Literatiire baktigimizda
Raji hiicrelerinde kolesterolsiiz ortamda ve statin ile muamele edildiklerinde
¢ogalamadiklar1 ilk olarak Goldstein ve Brown tarafindan gosterilmistir (111).
Calismada hiicrelerin eksojen kolesterole bagimli olduklarindan bahsedilmesine karsin
kolesterol biyosentezi regiilasyonunun bozuk olmast ya da baska bir neden

gosterilmemistir.

Kolesterol biyosentezinin diizenlenmesinde bozukluk olup olmadigini daha iyi
anlamak i¢in hiicrelerimizdeki LDLR gen ekspresyonu ile kolesterol biyosentezinde rol
alan genlerin normal kosullardaki ekspresyon seviyeleri kontrol edildi. SQLE, DHCR24,
CYP51A1 gen ekspresyonlari diisiik bulunan hiicreler tespit edildi. Hiicrelerin endojen
kolesterol biyosentezini ger¢eklestirememelerinden dolay: disaridan kolesterole bagimli
olabilecekleri yani kolesterol okzotrofisine sahip olabilecekleri diisiiniildii. Bunu
dogrulamak igin ilk olarak, hiicrelere kolesterolsiiz ortamda kolesterol metabolitleri olan
skualen veya lanosterol ilavesi yapildi. Bu sartlarda sadece SQLE ekspresyonu diisiik
olan hiicrelerden U266B1 hiicre hattinin yasayabildigi bu durumun ilave edilen skualen
ve lanosteroliin dozu ile ilgili olmadig1 goriildii. Kolon kanseri fare modellerinde
lanosterol veya skualenin kolon kanseri Onciisii olan preneoplastik lezyonlarin
olusmasimi  Onledigi  gosterilmistir (112, 113). Ancak literatiirde kolesterol
metabolitlerinin kanser hiicre ¢ogalmasina ya da in vivo tiimdor biiyiimesine etkisine dair

bir bulguya rastlanilmadi.

Ikinci asamada ise ekspresyonlar1 diisik bulunan genler hiicrelerde eksprese
ettirildi. SNU-1 mide kanseri ve HeclB endometrium kanseri hiicre hatlarinda SQLE
ekspresyonu ile hiicrelerin kolesterolsiiz ortamda yasayabilir hale geldikleri belirlendi.
Molt-16 16semi hiicre hatt1 ise CYP51A1 eksprese ettirildiginde kolesterol yokluguna
direngli bulundu. Sonugta bu hiicre hatlarinda kolesterol biyosentezinin yapilamadigini
ve bu nedenle disaridan gelecek kolesterole bagimli olduklart diistiniildii. Ancak diger

hiicre hatlarindaki defektler aydinlatilamadi. Kanser tedavisinde kolesterol
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metabolizmasinin hedef olabilecegi diistiniilerek elde edilen bulgularmn ileri ¢alismalarla

desteklenmesi gerekmektedir.

Calismamizin goz alic1 sorularindan bir digeri ise besin duyarliliginin kanserlerin
koken aldigir doku ile iliskili olup olmadigiydi. Gerek glukoz ve glutamin, gerek de
kolesterol i¢in barkodlu hiicre karisim deney sonuglarimizda hiicrelerin koken aldiklari
dokularin dagilimina baktigimizda hiicrelerin besin duyarliliklarinin kdken aldiklari
dokuyla iliskili olmadigini gordiik. Clinkli 6rnegin baz1 hematopoetik kokenli kanser
hiicre hatlar1 ilgili besin kisitlamasina ya da yokluguna duyarli bulunurken, diger
hematopoetik kanser hiicre hatlarinin direngli bulundugu goriildii. Bu durum,
hematopoetik kokenli kanserler ilgili besin i¢in duyarlidir ya da direnglidir 6nermesini
yapmamiza engel teskil etmektedir. Benzer sekilde gen ekspresyonlarmin da kanser
hiicre hatlarinda doku spesifik olmadigin1 gordiik. Ornegin, SQLE ekspresyonu HeclB
endometrium kanseri hiicre hattinda diisiik bulunurken diger endometrium kanseri hiicre
hatlarm1 CCLE veri tabanindan kontrol edildiginde SQLE ekspresyonu yiiksek
bulunanlar goriildii. Bu bulgular aslinda kanserin ne kadar kompleks ve heterojen bir
hastalik oldugunun gostergesidir (18). Ayni1 dokunun kanserleri klinik olarak farkli
seyredebilmektedir (3). Ayrica ayn1 dokudan koken alan kanserlerde farkli ‘yiiriitiicii’

onkojenik mutasyonlar da goriilebilmektedir (114).

Kanser hiicrelerinde onkogen ekspresyonlarinin metabolik degisimlerini nasil
etkiledigi ve bu degisimlerin farkli timér tiplerinde farkli olduguna dair ¢ok sayida
calisgma mevcuttur (37). Bu g¢alismalar sinirli sayida hiicre hattinda yapilan in vitro
caligmalardir. Farkli onkojenik aktivasyonlarin timdr metabolizmasina etkisi fare
modellerinde de gosterilmistir. MET onkojenik mutasyona sahip karaciger tiimori fare
modelleri ile MYC mutasyonuna sahip karaciger tiimér fare modellerinde glukoz ve
glutamin metabolizmalarinin farkli olduklari gosterilmistir (115). Yapilan caligmada
MYC veya MET vyiiriitiicii mutasyonuna sahip tiimor o6rneklerinde glukoz ve glutamin
kullanimlarinin farkli olduklar1 gosterilmis, her iki metabolizma igin kritik enzimlerin
ekspresyonlarinin tiimorlerde farkli olduklart gosterilmistir. Tiimor hiicrelerinin sahip
olduklar yiiriitiicii mutasyonla birlikte koken aldiklar1 dokunun da hiicrelerin metabolik
fenotipinde etkili oldugu gosterilmistir. Yine aym g¢alismada tek basina yiiriitiicii
mutasyonlarin metabolizmadaki ilgili enzimlerin ekspresyonlarina bir etkisi olmadigi

gosterilmistir (115). Bu bulgular yiiriitiici mutasyonlara ek olarak hiicrelerdeki diger
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genetik ve epigenetik degisimlerin de metabolizma {izerinde etkili olabilecegini

diistindirmiistiir (93).

Hiicrelerin besin duyarliliklarinda sahip olduklari genetik degisimlerin roliinii
aragtirmak icin deneylerimizde kullandigimiz hiicre hatlarindaki mutasyonlar halka agik
COSMIC ve CCLE veritabanlarindan kontrol edildi. Oncelikle hiicrelerimizde
onkogenik aktiviteye sahip olabilecek mutasyonlar ve fiizyon proteini olusturan kimerik
gen mutasyonlarinin varligr arastirildi. SQLE ekspresyonunu diisilk buldugumuz
SUDHLI1, SUPM2, DEL ve K299 hiicre hatlarinda NPM1-ALK fiizyon geni oldugu
belirlendi. NPM1-ALK fiizyonu (niiklefosminl) geni 5. Kromozom iizerinde yer alir ve
2. Kromozomda yer alan ve reseptor tirozin kinaz olan ALK (Anaplastik lenfoma
Kinaz)’ nin traslokasyonu ile olusur ve olusan fiizyon gen siirekli aktif bir tirozin kinaz
proteini kodlar (116). NPM1-ALK flizyonu gesitli tip 16semi ve lenfomalarda goriiliir,
ayrica daha az siklikla da olsa akciger ve meme kanserlerinde de rapor edilmistir (117).
NPM1-ALK’1in kanser gelisiminde tiimor baskilayici olarak rol aldigi ve STAT3’i
aktifleyerek DNA metiltransferazlara baglanip DNA’y1 metilleyerek gen susturulmasini
sagladig1 gosterilmistir (118). Bu durum NPM1-ALK pozitif buldugumuz kolesterole
duyarl1 hiicrelerde kolesterol biyosentezi genlerinin ekspresyonlarinin  diisiik

bulunmasinin da epigenetik olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Hiicrelerin besin duyarliliklarinda sahip olduklari genetik varyasyonlarin roliinii
aragtirmak amaciyla kullandigimiz hiicre hatlarinin genom dizilime verilerine CCLE
veritabanindan ulasildi. Her bir hiicre hattinin sahip oldugu genetik varyasyonlar
veritabanindan alindi ve varyasyonlarin hiicre hatlarindaki dagilimlar1 kontrol edildi.
Kolesterol besin yokluguna duyarli bulunan hiicre hatlarinda LRP ailesine ait LRP1,
LRP1B, LRP2 ve SORL1 genlerinde varyasyonlar oldugu belirlendi. Bu genlerdeki
varyasyonlar diger hiicre hatlarinda da kontrol edildi. LRP1B’nin varyasyonlarinin
direngli hiicre hatlarinda da bulundugu goriildii. Varyasyonlarin protein iizerindeki
‘tahmini’ etkisine baktigimizda direngli hiicrelerimizde de patolojik olabilecek
varyasyonlarin oldugu belirlendi. LRP1B’nin aslinda tiimor supresor bir gen olarak islev
gordiigii ve siklikla da timorlerde mutant oldugu belirtilmistir (75, 119). Orta duyarli ve
direngli hiicrelerimizde de LRP1B’de varyasyonlar goriildiigii i¢in bu gen degerlendirme

disinda tuttuldu. Benzer sekilde LRP2 geninde de patolojik olabilecek varyasyonlar

90



direngli bulunan hiicrelerde bulundu. Bu nedenle LRP2’de degerlendirme disinda
tutuldu.

SORL1 ve LRP1 genlerinin kolesterol metabolizmasindaki rolleri ve kanser
gelisimi ile iligkilerine dair veri saglamak amaciyla literatiir tarandi. SORL1’1n hiicre
etkilesimlerinde ve Alzhemier hastaliginda goriilen amiloid plaklarin olusumunda rolii
oldugu one siiriilmistiir (76). Kolesterol metabolizmasindaki roliine dair en fazla bulgu
LRP1 geni igin bulunmaktadir (75). Kanser hiicrelerinde hiicre igerinde kolesterol
birikimi gosterilmistir (83). LRP1’1n hiicrelerde kolesterolii disar1 pompalayan transport
proteini olan ABCALl gen ekspresyonunu baskiladigi bu nedenle de Kkolesterol
birikiminde rolii oldugu gosterilmistir (120). Ayrica hiicre i¢i kolesterol birikiminde ve
yag asidi sentezinde LRP1’in MAPK/ERK ile Wnt sinyal yolaklarin1 uyardig
bilinmektedir (121). LRP1’1mn MAPK/ERK aktivasyonu ile kanser hiicrelerinin invazyon
yetenegi kazanmasinda da rolii oldugu gosterilmistir (122). Bu veriler ile birlikte
bulgularimizi degerlendirdigimizde LRP1’1n kanser hiicrelerinde kolesterol yokluguna

olan duyarlilikta rolii olabilecegini diisiinmekteyiz.

Glukoz ve glutamin besin kisitlamalarina karsi kanser hiicre hatlarinin
duyarliliklarinda sahip olduklar1 genetik varyasyonlarin dagilimina baktigimizda her iki
metabolizmada rol olan genlerde degisimler goriilemedi. Glukoz kisitlamasina duyarl
bulunan hiicrelerden RPMI 8226, KMS26 ve SNU-1 hiicre hatlarinda SS18L1 (CREST)
geninde 3° UTR bolgesinde varyasyonlar tespit edildi. RPMI 8226 ve SNU-1
hiicrelerinde goriilen varyasyonlarin korunmus bdlgelerde olduklari belirlendi.
Literatiirde SS18L1 varyasyonlarinin Amiyotrofik lateral skleroz (ALS) hastalig ile
iligkilendirildigi goriildii. Fare ¢alismalarinda hipoksik durumlarda Crest’in Creb/Hifl-o
kompleksine katilarak Glut3 ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (123). Bu veriler ile
birlikte bulgularimizin gelecek g¢alismalarla desteklenmesi gerekliligi diistintilmustiir.
Glutamin kisitlamast i¢in bulunan genlerden PCDH15 ve DOCK3’de orta duyarl
bulunan hiicre hatlarinda patolojik mutasyonlarin (gerceve kaymasi ve anlamsiz
mutasyon, sirasiyla) bulunmasi onlar1 degerlendirme disinda tutmamiza neden oldu.
Tespit edilen diger genler PMS1, PAXIP1, UNC13C ve MLL3 literatiir taramalarinda

glutamin metabolizmasi ile direkt iliskili bulunmamislardir.
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8. SONUC ve ONERILER

Sonuglarimiz hiicre hatlarinda, glukoz ve glutamin besin kisitlamalar1 ile

kolesterol acligma olan duyarliligin agiklanmasinda tek bir mekanizmanin

olamayacagini gostermistir. Bununla birlikte, bulgularimizin pek ¢ok tiimor i¢in 6rnek

teskil edecegini diislinmekteyiz. Yapilan caligmalar sonucunda asagidaki sonug ve

Onerilere varilmstir.

1. Glukoz besini i¢in duyarli bulunan hiicrelerde SS18L1 gen mutasyonlar1 belirlendi.

Bu agidan ileride yapilacak ¢alismalarla;

a.

Bu gen mutasyonlarinin glukoz duyarliliginda roliinii aydinlatmak i¢in direngli
hiicrelerimizde SS18L1 geni siRNA ya da CRISPR/Cas9 gen diizenleme
yontemi ile susturularak glukoz azligina olan direncin degisip degismedigi
gosterilmelidir.

SS18L1 geninin glukoz metabolizmasindaki roliinii gdsteren fare caligsmalari

insan hiicre hatlarinda da dogrulanmalidir.

2. Glutamin kisitlamasima duyarli kanser hiicre hatlar1 tespit edildi. Glutamin

kullantmin1 inhibe eden ilag BPTES’in bu hiicre hatlarmi 6ldiirdiigii belirlendi.

Ayrica BPTES’in oksidatif fosforilasyon inhibitorii olabilecegi goriildii. Yapilacak

calismalarla;

a.

BPTES ile ilgili bu bulgularimiz hiicrelerde oksijen tiiketiminin belirlenmesi,
ROS seviyelerinin 6l¢iilmesi gibi yontemler ile dogrulanmalidir.

Glutaminin hiicreler i¢in 6nemini gdstermek adina kiitle spektrofotometresi ile
isaretli glutaminin duyarli ve direngli hiicrelerde hangi makromolekiillerin
yapisina katildigi belirlenmelidir.

Ekspresyon analizlerinde tespit edilen ABAT4 ve MECP2 genleri direngli
hiicrelerde siRNA ya da CRISPR/Cas9 gen diizenleme yontemi ile susturularak

glutamin kisitlamasina olan direncin degisip degismedigi gosterilmelidir.

3. Bazi kanser hiicre hatlarinin kolesterole bagimli olduklar1 belirlendi. Bu bagimlilikta

hiicrelerin endojen kolesterol {iretimi yapamadiklar1 diisikk SQLE ve CYP51A1 gen

ekspresyonlar1 ile gosterildi. Genlerin overekspresyonlart hiicreleri kolesterol

yokluguna direncli hale getirdi.

Kolesterol bagimliliginda rolii olabilecek genetik varyasyonlar tespit edildi. Bu

varyasyonlarin metabolizmadaki roliinii aydinlatmak i¢in;
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a. LRP1 ve SORL1 gen mutasyonlarinin kolesterol bagimliliginda roli olup
olmadigi siRNA ya da CRISPR/Cas9 gen diizenleme yontemleri ile
gosterilmelidir. LRP1 mutasyonu bulunan farkli hiicreler elde edilip kolesterol
bagimliliklar arastirilmalidir.

b. SQLE ekspresyonu diisiik bulunan hiicrelerde NPM1-ALK fiizyon geni tesipt
edildi. NPM1-ALK’m SQLE ekspresyonu ile iligkili olup olmadig:

immunopresipitasyon yontemi ile dogrulanmalidir.
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