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OZET

Giiniimiizde prostat kanseri, erkekler rastlanma siklig1 bakiminda diger kanser tiirlerine
oranla daha st siralarda yer bulmaktadir. Prostat kanserine yakalanma oranlarina
bakildiginda risk faktorleri ve kronik hastalik igerisinde obezite, diinyada son birkag
yildir artig gosteren bir saglik problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Daha O6nce
yapilmis bircok ¢alismada obez hastalarin kansere yakalanma oranlarinin daha fazla
oldugu tespit edilmistir ve kanser vakalarinda agresiviteyi artirarak ila¢ direncine sebep
oldugu gosterilmistir. Ayrica yapilan ¢alismalar gostermektedir ki obezite, viicut yag
oranin artmasina neden olmasi yanisira prostat kanseri gelisimi sirasinda gesitli
hormonlarin seviyesinin yiikselmesine bagli agresivite, metastazda da rol
oynamaktadir. Bunun yanisira, obezite tedavisinde kullanilan ilaglarin kanser
gelisiminde lipogenez ve adipogenez yollarini baskilamasina bagl olarak anti-timor
etki gosterdiklerini belirten ¢aligmalar oldukca dikkat cekmektedir. Bu nedenle obezite
ve prostat kanseri iliskisi aydinlatilmasi, tan1 ve tedavisine yonelik yeni stratejilerin
gelistirilmesi biiylik 6nem tagimaktadir. Yapilmis caligmalar da obezite tedavisinde de
siklikla kullanilan Orlistat’in apoptozu indiikledigi, kanser hiicreleri tizerinde timor
blylmesini baskiladigi gosterilmistir. Ayrica Orlistat, uzun zincirli yag asitlerinin
sentezinden sorumlu olan FASN inhibitoriidiir ve FASN asir1 anlatimmin oldugu
kanser icin anti-kanser etkisi gosterdigi bilinmektedir. Prostat kanseri hiicre tipleri
incelendiginde prostat timorigenezi gelisiminde yag asid sentez yolunun tetiklenmesi,
kolesterol metabolizmas1 diizensizligi etkisi goriilmektedir. Bozulan bu metabolik
stre¢ Uzerindeki hedefler FASN ve hiicresel metabolizma Uzerinde etkili metabolik
sensor olan AMPK’dir. AMPK’mn tiimdr gelisimi iizerindeki baskilayici etkiler
gosterebildigi ve prostat kanseri hiicrelerinde androjen reseptor (AR) kontroliinde
lipogenik yolak iizerindeki etkileri ¢esitli calismalarda belirtilmistir. Bu Oncii
bilgilerden yola ¢ikarak yapilan bu calisgmada, AMPKa.’nin lipogenez ile iliskili prostat
kanseri progresyonunda, metastatik prostat kanser hiicresi PC3 ve prostat epitel hiicresi
PNTI1A hiicrelerindeki roliinii belirlemek amagh olarak AMPKo susturulmasi
gergeklestirildi ve lipaz inhibitorii, AMPK aktivatori olan Orlistat uygulanarak
hiicrelerin proteomik haritadaki degisimi 2D-DIGE yontemi ile belirlenmistir.
Orlistat’in AMPK’nin fosforillenmesi {izerinden yaptig1 etki ise Asetil koenzim A
karboksilaz (ACC)’mn durdurulmasi ile alt yolakta yer alan FASN’e etki ederek inhibe
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etmesi sonucu hiicrenin yag asit metabolizmasina ket vuracak yonde gergeklesmistir.
Ayrica hiicre ¢gogalmasi ve hiicre canliligi 6nemli 6lgiide azaltmigtir. Orlistat’m FASN
inhibisyonuna bagli sag kalim ve dliim yolu apoptoz ile iliskilendirebilir. Hiicrelerin
Sub-G1 populasyonunda artis meydana gelmesi ve Akt protein seviyesindeki azaligin
gerceklesmesi hiicrenin  hayatta kalma oranin azalmasina yol agtigmi orataya
koyulmustur. AMPK — hiicrelerde western sonuglarinda AMPK yoklugunda ACC
miktar1 sabit kalmis Lipin ise azalmistir. Lipin iizerinde ifade diizeyindeki azalmay1
tesvik etkisi AMPK yoksunlugunda daha belirgin bir sekilde gozlenmistir. mTOR etki
eden Orlistat lipin seviyesini azaltmakta ve adipogenez, yag asid metabolizmasi
baskilamaktadir. Yolaklarda gosterilen major protein farkliliklarma bagl 2D-DIGE
teknigi kullanilarak Orlitat uygumasma bagli olarak AMPK susturulmasi
gergeklestirilen iki hiicre hatt1 i¢in 4 kat1 ve tlizeri degisiklikler saptanarak PDQuest
(Biorad) programu ile analiz edilmis ve elde edilen verilerin hangi molekiiler agirlik ve
izoelektrik noktasi dagilimi arasinda oldugu belirlenmistir. Bu bagh tiim veri setinin
filtrelendigi ve ortak artan protein spotlarinin gosterimi ile 81 azalan protein spotuna
karsin 10 tane ifade diizeyi artan spot gosterilmistir. Bu nedenle filtre edilen veri
setlerinde artan ve azalan gen sayilarindan yola ¢ikilarak segilen spotlarin kiitle
spektroskopisi  sonuglarinin  tim yolak analizi agismmdan Onemli veriler
saglayabilecegini diisiiniilmektedir. Orlistat hiicrelerde doza bagimli bir sekilde FASN
ifadesine ket wvururken, bu etki AMPK sessizlestirilmesi yapilmig hiicrelerde
gdzlenmemistir. Bu nedenle AMPK ifadesinin orlistat ve FASN etkilesimi agisindan

kritik rol oynadig1 diistiniilmektedir.

Elde edilen bulgular 1siginda Orlistat’mm prostat kanser hiicreleri lizerindeki yag
metabolizmasini diizenleyen dnemli bir ajan olabilecegi ve diger kanser tiirlerindeki

yetkin etkisinin arastirilarak tedavi amagli ilag olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.
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SUMMARY

Prostate cancer is higher in men than in other types of cancer. Considering the rates of
prostate cancer, risk factors and obesity in chronic diseases are a health problem that
has increased in the last few years in the world. Many previous studies have shown that
obese patients are more likely to develop cancer and have been shown to cause
increased drug resistance by increasing aggressiveness in cancer cases. In addition,
studies have shown that obesity causes an increase in body fat as well as aggression
and metastasis due to elevated levels of hormones during prostate cancer development.
In addition, studies showing that drugs used to treat obesity have an anti-tumor effect
due to the suppression of lipogenesis and adipogenesis pathways in cancer
development. Therefore, the development of new strategies for the elucidation,
diagnosis and treatment of obesity and prostate cancer relationship is of great
importance. Studies have also shown that Orlistat, frequently used in the treatment of
obesity, induces apoptosis and suppresses tumor growth on cancer cells. In addition,
Orlistat is the FASN inhibitor responsible for the synthesis of long-chain fatty acids
and is known to exhibit anti-cancer effect for cancer species with FASN
overexpression. When prostate cancer cell types are examined, the effect of fatty acid
synthesis pathway, cholesterol metabolism disorder is seen in the development of
prostate tumorigenesis, and the targets on this metabolic process are FASN and AMPK
which is an effective metabolic sensor on cellular metabolism. The effects of AMPK
on tumor development and its effects on lipogenic pathway in AR control in prostate
cancer cells have been reported in several studies. Based on this pioneer information,
AMPK silencing was performed in order to determine the role of AMPK in lipogenesis-
related prostate cancer progression, and to determine its role in metastatic prostate
cancer cell PC3 and prostate epithelial cell PNT1A cells. The change in the map was
determined by 2D-DIGE method. The effect of orlistat on the phosphorylation of
AMPK was inhibited by the inhibition of ACC and inhibition of the fatty acid
metabolism of the cell as a result of its inhibition by inhibiting FASN in the lower
pathway. It also significantly reduced cell proliferation and cell viability. It can
associate orlistat's FASN inhibition survival and death pathway with apoptosis. An
increase in the Sub-G1 population of the cells and the decrease in the Akt protein level

lead to a decrease in the survival rate of the cell. In the absence of AMPK in the western
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results of cells, the amount of ACC remained stable and the Lipin decreased. The effect
of reducing the expression level on lipin was observed more clearly in AMPK
deprivation. mTOR-acting Orlistat decreases lipin levels and adipogenesis suppresses
fatty acid metabolism. Using the 2D-DIGE technique based on the major protein
differences shown in the pathways, AMPK silencing was carried out by using PDQuest
(Biorad) program for the two cell lines with AMPK silencing depending on the Orlitat
application, and it was determined that the data obtained was between molecular weight
and PI distribution. The entire data set was filtered and the common spot of increasing
protein spots showed an increase in the expression level of 10 against the decreased
protein spot of 81. Therefore, it is thought that mass spectroscopy results of selected
spots can provide important data for all path analysis based on increasing and
decreasing gene numbers in filtered data sets. While Orlistat inhibited FASN expression
in a dose-dependent manner in cells, this effect was not observed in AMPK silenced
cells. Therefore, AMPK expression is thought to play a critical role in the interaction
of orlistat and FASN.

In the light of the findings, it was determined that Orlistat could be an important agent
on regulating fat metabolism on prostate cancer cells and the competent effect on other

cancer types could be used as a medicine for treatment.
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BOLUM 1. GIRIS VE AMAC

1.1.Giris

Prostat kanseri, diinyada 2018'de erkeklerde goriilme siklig1 olarak ikinci kanser
tiirlidiir ve 6liimle sonuglanan kanser vakalarinda besinci sirada yer almaktadir. Diinya
capinda 2018’de yaklasik 1,3 milyon yeni prostat kanseri vakasi1 ve 359.000’e yakin
prostat kanserine bagl 6liim olacagi tahmin edilmektedir (Takayama ve Inoue 2013,
Bray ve ark. 2018). Prostat kanseri erkeklerde 6zellikle Amerika, Kuzey ve Bati
Avrupa, Avustralya / Yeni Zelanda gibi diinya iilkelerinin yarisindan fazlasinda en sik
goriilen kanser olarak tanimlanmistir (Rebbeck ve ark. 2013). Prostat kanseri risk
faktorlerinin detayl olarak belirlenmesi ve bu risk faktorleri g6z oniine alinarak uygun
tan1 ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi biiyiikk 6nem tasimaktadir. Prostat kanseri
olan bir¢ok hasta belirtiler ile karsilasmamaktadir ve tarama yapmadan da hastaligin
tanis1 konulamamaktadir. Cesitli nedenler sonucunda 6len erkeklerin otopsi sonuglaria
bakildiginda, 50 ila 59 yaslarinda erkeklerin %20'sinden fazlasinda ve 70 ila 79
yaslarinda erkeklerin %33'linden fazlasindaki erkekte prostat kanseri oldugu tespit
edilmistir. Prostat kanseri Olim riski oranlarina etnik kokenlere dayali olarak
bakilmustir ve Afrika kokenli Amerikali erkekler icin bu oran %4,2, Ispanyol erkekler
icin %2,9, beyaz erkekler igin %2,3 ve Asya ve Pasifik Adali erkekler igin %2,1 olarak
belirlenmistir (Force ve ark. 2018).

CONCORD-3 kiiresel kanser yiikii lizerine 18 sik goriilen kanserlerden en az biri i¢in
2000-2014 yillar1 arasinda yaptigi calisma sonucunda, prostat kanseri vakalarina
cogunluk ile gelismis tilkelerde rastlanildigini az geligmis tilkelerde bu oranda diistis
oldugunu tespit etmistir. (Allemani ve ark. 2018). Ancak prostat kanseri yakalanma
degerlerinin artmasinda g¢evre, kiiltiir, yasam tarzi ve genetik gibi cesitli faktorler
oldukca karmasik bir etkilesim icinde bulunmaktadir. Cesitli cografi bolge ve etnik
gruplar incelendiginde prostat kanseri olusum oraninda Onemli degisimler

gerceklesmektedir. Ornek olarak diinyada prostat kanseri oranma bakildiginda, Kuzey



Amerikalilar en ylksek orana sahipken Asyalilar arasinda prostat kanser orani en

diisiiktiir.

Diinyada son birkag yildir belirgin olarak artan obezite, bircok komplikasyona da neden
olmustur. Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda, meme, prostat, kolon, tiroit, karaciger,
rektum ve mesane kanseri, kadinlarda postmenapozal meme ve endometriyum
kanserlerinin, siklikla goriilmekte olan koroner arter hastaligi, hipertansiyon, diyabet,
astim gibi kronik hastaliklarin en 6nemli risk faktorleri arasinda obezite yer almaktadir.
Daha &nceki ¢alismalarda viicut kitle indesi (VKI) yiiksek olan obez hastalarmin kanser
olusum riskinin, obez olmayan hastalara oranla daha fazla oldugu belirlenmistir (Di
Sebastiano ve ark. 2018, Malik ve ark. 2018). Ayrica obezite, prostat kanseri
vakalarinda radikal prostatektomi sonrasi yiiksek prostat spesifik antijen (PSA) riski
yaratarak, prostat kanserinden kaynaklanan O6lim oranini artirmaktadir. Radikal
prostatekomi sonrasi ve ilerleyen siirecte esas olarak PSA {ireten hiicreler ¢ikarilmis
olacagindan PSA diizeyinde yiikselmeler ve kanserin tekrar ettigi goriilmektedir.
Hormonal tedavi olmayan birgok hastada ve hormonal tedaviye karsi progresyon
gosteren veya yaygin metastazi olup hormonal tedavi gérmeyen bir¢ok hastada prostat

kanserine bagl 6liimler gézlenmistir (Koc ve ark. 2017).

Prostat kanseri tanis1 konulan hastalarin anlamli olarak daha yasl 66,2 yil- 65,8 yas
araliginda, daha agrr VKI’i degeri olarak 27,9 ile 27,3 arasinda, VKI’ine gore
ayarlanmis PSA seviyelerinin daha yiiksek oldugu 4.5 karsilik olarak 3.3 PSA degeri
ve prostat kanseri hastalarinda daha fazla sayida aile oykiisii % 27.8'e karst % 20’lik
bir oldugu belirtilmistir. Baz1 yaygin kanser tiirleri i¢in VKI’nin 25 kg/m? veya daha
fazla olmasi1 onemli bir risk faktorii olarak gosterilmektedir. Obezite goérilen erkek
bireylerde tiimor hacmi, obez olmayan bireylere gore oranla daha yiiksektir. Ornegin,
VKI 35kg/m? den fazla olan bireylerde tiimor hacmi, VKI’s1 25 kg/m? den kiigiik olan
bireylerin tiimdr hacminden yaklasik %40 daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Obezite,
viicut yag oranin artmasi diginda ayn1 zamanda prostat kanseri gelisimde rol oynayan
ostrojen, testosteron, insiilin, IGF-1 ve leptin gibi hormonlarin kan serumu igerisindeki
konsantrasyonlarimi1 da degisimler gerceklestirmektedir. Bir¢ok hastaligin tanis1 ve
tedavisinde, prostat kanseri ve obezite arasindaki iliskinin molekiiler olarak

incelenmesi 6nem tagimaktadir (Liang ve ark. 2014).



1.2.Amag

Obezite tedavisinde VKI ve viicut agirlinin azaltilmasina ek olarak, fiziksel aktivite ve
beslenme diizeni ilk ve en sik bagvurulan yontemlerdendir. Kullanilan bu yontemlere
ek olarak, viicut agirliginin azalmasi ve obezitenin bir¢ok hastaligin olugmasi gibi yan

etkilerini en aza indirmek i¢in ¢esitli ilaglar kullanilmaktadir.

Amerikan gida ve ila¢ onay kurumu (FDA) tarafindan onayli en sik kullanilan anti-
obezite ilac1 “Orlistat” (Xenical, Roche) tir. Orlistat kilo kaybini artirmasinin yani sira
viicut lipit profilinin ve kan basincinin diizenlenmesinde etkilidir. Ozellikle obezite
ilaclar1 arasinda, kilo kaybma neden olmasi diginda viicut agirligmin korunmasinda
pozitif yonde etkili oldugu i¢in ayr1 bir dneme sahiptir. Orlistat’in 6ne ¢ikan etki
mekanizmasi, gastrik ve pankreatik lipazlarm inhibisyonuna ve diyet ile alinan yagin

emiliminin inhibisyonuna dayanmaktadir (Di Sebastiano ve ark. 2018).

Orlistat’in kanser gelisiminde anti-proliferatif bir etki gostererek, apoptozu indiikledigi,
normal hiicrelere zarar vermeden kanser hiicrelerinde toksik etki yaratarak timor
biiyiimesini baskiladigi daha 6nceki ¢alismalarda belirtilmistir (Kridel ve ark. 2004).
Orlistat, yag asidi sentez enzimi (Fatty Acid Synthase Enzyme, FASN)’nin
inhibisyonuna bagli olarak gastrointestinal karsinoma hiicreleri, meme kanseri
hlcreleri, T hiicresi lenfoma hiicrelerinde, hiicre biiylimesini baskiladig1 belirtilmistir.
FAS, normalde Asetil Koenzim A’da uzun yag zinciri olusumu katalizlemekte ve
kanser hiicrelerinde FAS aktivitesinin fazla oldugu belirlenmistir. Orlistat’in, FAS
aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisinin konsantrasyon bagimli oldugu ve FAS diginda
da baska hedef molekiilleri etkileyerek hiicre 6liim mekanizmasinin aktiflestirilmesinde
rol aldigi belirtilmistir. Orlistat, meme kanseri hiicrelerinde anti-poliferatif etki
gostererek poli ADP-riboz polimeraz (PARP) ifade diizeyinde artisa sebep olmaktadir
(Schcolnik-Cabrera ve ark. 2018).

Adiponektin, adipoz dokudan salgilanan kahverengi ve beyaz adipositler i¢inde bir
adipokindir ve adiponektinler obezite ile ilgili bircok hastaliklarda biyobelirte¢ olarak
gorev yapabilmektedir. Adipositler, tiim viicut metabolizmasinin homeostatik

kontroliinde ayr1 bir 6neme sahip oldugu belirtilmistir. Onlarin birincil islevi, enerji



fazlaligi donemlerinde triagilgliserol depolayarak ve enerji yoksunlugu sirasinda
harekete gecirerek enerji dengesini saglamaktir. Yag depolamanin disinda adipositler
birgok lipit ve protein faktoriini salgilar. Adiponektin kaynakli birgok tedavide kanser
ilerlemesini durdurucu etkisi nedeniyle kanser ilerlemesini geciktirme amaglh olarak
terapotik olarakta kullanilabilecegi belirtilmistir. Bu etkileri nedeniyle adiponektinin
roli ve obezitenin prostat kanserinin gelisimi {izerindeki etkisi arastirilmaktadir
(Muppala ve ark. 2017). AMP-aktive protein kinaz (AMPK), hiicre i¢i sagkalimini ve
biiytime ile ilgili metabolik yollar1 diizenleyen ve hiicre yasamini diizenleyerek hiicre
ici ATP seviyelerini koruyan yapi olarak belirtilmistir. AMPK adiponektin reseptorii
gibi yapilar ile birlikte hiicre icersinde aktivite kazanarak asetil koenzim A karboksilaz
(ACC) ile substrat olarak kullanarak lipid metabolizmasinda ve insiilin duyarliligindaki
artisa beraber rol oynamaktadir. Cesitli kanser tiirlerinde tiimor biiylimesinde ve hayatta
kalimda fonksiyonel olarak gérev yapan AMPK, hiicresel enerjinin diizenlenmesindeki
rolii bu enzimi apoptoz ve otofajiyide iceren gesitli hiicresel enerji homeostazinin

stirdiiriilmesinde merkezi bir kontrol noktas1 haline getirmistir (Zadra ve ark. 2010).

Prostat kanserinde metastatik ve lokalize tiimorlerin biiyiik kisminda lipid
metabolizmasinin aktivasyonu 6nemle belirtilmektedir. Artik, prostat kanseri ilerlemesi
sirasinda gerceklesebilecek degisiklere karsi ¢esitli metabolik yollarin tanimlanmasina
yonelik ilgi artmaktadir. AMPK lipojenik yollarin ana diizenleyicisi olarak de novo
lipogenezinin baskilanmasi saglamaktadir. AMPK'nin dogrudan aktivasyonunun bagh
olarak androjene duyarli prostat kanseri hiicresinin biiylimesini inhibe ettigini,
boliimeyi mitoz evresinde engelledigi ve apoptozu tetikledigini gostertermektedir. Bu
nedenle AMPK lipogenez kaynakli prostat kanseri igin terapotik bir hedef olarak
belirlenmistir (Zadra ve ark. 2014).

AMPK farmakolojik olarak aktive edilmesi, pleiotrofik etkiler gdsterek tlimor
gelisimini baskilayict etkilere neden olmaktadir. Tiimdr baskilayici karaciger kinaz
beta (LKB1) ve kalsiyum/kalmoduline bagimli protein kinaz kinaz beta (CaMKKB)
tarafindan tetiklenen AMPK akivasyonu prostat kanseri hiicrelerinde Androjen
Reseptorii (AR) kontroliinde artan yag asidi sentezi ve ACC ekpresyonunu artiran
transkripsiyon faktorii olan sterol diizenleyici element baglayici protein (SREBP)’ler
tizerinde negatif etkilere sahiptir. AMPK, SREBP aktvitesini inhibe ederek yag asidi
sentezini baskiladigini gosterilmistir. MTOR kompleks 1 (mTORCL1) bir besin, enerji



ve redoks sensorti olarak kritik bir rol oynar ve protein sentezini kontrol eder. AMP
mTORC1’i dogrudan Raptor’u fosforile ederek baskilamaktadir (Khan ve Frigo 2017,
Wright ve ark. 2017). Metformin ve tiyenopiridin A-769662 gibi birgok anti-diyabetik
ilacn, AMPK’ya bagli olarak mTORCI1 anlatimimni baskilayarak tiimor ilerleyisi
iizerinde negatif yonde etkili oldugu gosterilmistir. AMPK’dan bagimsiz spontan veya
toksik etkiler nedeni ile kanser hiicrelerinde bu ajanlarin etkinlikleri sorgulanmaktadir
(Choudhury ve ark. 2014, Zhu ve ark. 2014) .

Elde edilen bilgiler dogrultusunda bu tez calismasmdaki amag, obezite tedavisinde
siklikla kullanilan ve bir lipaz inhibitorii olan Orlistat’n prostat kanserindeki terapotik
etkisinin PC3 prostat kanseri hicrelerinde ve PNT1A epitel hiicrelerinin proteomik
haritasinda meydana getirdigi degisikligin belirlenmesidir. Bu noktada AR sinyal
kaskad1 ile birlikte hiicre sag kalim ve 6liim kararini etkileyen AMPK alpha alt tinitenin
susturulmasi sonucu elde edilecek hiicre modellerinde AMPK yoksunlugunun hiicrenin
proteomik iceriginde meydana getirdigi degisiklikler iki Boyutlu Jel Elektroforez
yonteminin gelistirilmis yontemi olan 2D-DIGE (2D Fluorescence Difference Gel

Electrophoresis) ile gosterilmistir.



BOLUM 2. GENEL BILGILER

2.1. Prostat Kanseri

Prostat kanseri erkeklerde en sik tani konulan ve akciger kanserinden sonra gelen en
fazla 6liimle sonuglanan kanserdir ve androjen reseptoriinii hedefleyen ajanlara ¢esitli
onemli cevaplar veren heterojen bir hastalik olarak tanmimlanmistir. Bu kapsamda
gerceklestirilen biiyiik veri analizlerinden biri CONCORD-3 ¢alismasidir (Allemani ve
ark. 2018). CONCORD-3, kiiresel kanser yiikiiniin %75'ini temsil eden 18 sik goriilen
kanserlerden en az biri i¢cin 2000-2014 yillar1 arasinda tan1 alan hastalar1 derleyen bir
calismadir. Bu caligmaya gore, prostat kanseri hastalar1 yogunluk olarak gelismis
ulkelerde g6zlenmekte iken, az gelismis tilkelerde bu oran diismektedir. Prostat kanseri,
iilkemizde 2018 verilerine gore erkekler arasinda 5. sirada en sik goriilen kanser tipidir.

Ayni zamanda 5. 6nem sirasinda 6liime neden olmaktadir (Sekil 2.1)

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, Asia, Turkey, males, all ages
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Sekil 2. 1. Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore 2018 yili {ilkemizde en sik goriilen ve

oliime neden olan kanserlerin siralamasi gdsterilmistir.



Prostat kanseri goriilme sikli§1 ve prevalans degerlerini 5 yil siiresince tahmini olarak
hesaplandiginda artmakta olan bir kanser tiirii oldugu dikkati ¢ekmektedir (Sekil 2.2).
CONCORD-3 veritabanina gore iilkemizde prostat kanseri sag kalim oranlarinin
arttigmi gostermektedir. Ornegin CONCORD-2 ve 3 calismalar1 kapsaminda yasa
standardize edilen 5 yillik sagkalim oranlar1 incelenediginde, Tiirkiye %5-10 ile prostat

kanseri sag kalim artig1 gosteren lilkelerden birisidir.

Diinya saglik orgiitii, tiim tiilkeler ile birlikte kanser verileri degerlendirmek ve risk
faktorlerini arastirmaktadir. Bu sebeple, prostat kanseri risk faktorlerinin detayl olarak
belirlenmesi ve bu risk faktorlerini de gbz Oniine alarak uygun tan1 ve tedavi

yontemlerinin gelistirilmesi biiylik 6nem tasimaktadir.

Prostat kanserinin etiyolojisi risk faktorleri olan; artan yas, ik, prostat kanseri aile
Oykulsu, obezite, hormonlar, beslenme faktorleri, fiziksel hareketsizlik, vazektomi,
sigara kullanim1 ve genetik yatkinlik gibi faktorlerin iliskili oldugu yoniinde bulgular

bulunmaktadir (Verma ve ark. 2011).
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Sekil 2. 2. Diinya Saghk Orgiitii verilerine gére 2018 yil1 iilkemizde goriilme siklig1 ve

5 yillik prevalance degerleri siralamasina gére oncii kanser tiirleri gosterilmistir.



Prostat kanserinin biyolojisi ve epidemiyolojisinin daha iyi anlagilmasi i¢in ¢esitli risk
faktorlerinin prostat kanseri ile iliskisinin anlagilmasi1 gerekmektedir. Prostat kanseri
sikligimin etnik ve cografi kosulara baghi olarak anlamli farkliliklar oldugu
epidemiyolojik ¢aligmalarla gosterilmistir. Prostat kanseri sikliginin diinyada ve etnik
acidan degisiklik gostermesinin birgok nedeni vardir. Bu nedenler igerisinde genetik ve

gevre olmak tizere iki ana faktoriin etkisi belirtilmistir (Chiam ve ark. 2014).
2.1.1. Prostat kanserinin epidemiyolojisi

Prostat kanserinin epidemiyolojisine bakildiginda, Okyanusya Avustralya/Yeni
Zelanda) bolgesinde, Kuzey Amerika, Avrupa ve Afrika’nin bazi bdlgelerinde
erkeklerde goriilen en yaygin kanser tiiriidiir ve kansere bagli 6lim vakalari
siralamasinda ikinci swrada yer almaktadir. Prostat kanseri, diinya genelinde 2016
yilinda prostat kanseri teshisi konulan 1,6 milyon vakan 307.481 6liim ile sonuglandigi
kaydedilmistir. Bu say1 yeni teshisi konan kanser hastalarinin %8’ine, erkek hastalarin
ise %15’ine tekabiil etmektedir. Ayrica prostat kanseri teshislerinin 2/3’1 gelismis
iilkeler de vyasayan erkeklerde goriilmektedir. Iskandinav iilkeleri ve Kuzey
Amerika’da, 6zellikle Afrika kokenli Amerikalilarda bu oran en yiiksek seviyelerdedir
ve en diisiik prostat kanseri oranlari ise Cin ve Japonya olmak iizere Asya iilkelerinde

gorilmektedir (Pernar ve ark. 2018).

Diinyada, erkeklerde ilk ii¢ swradaki kanser tiirii prostat, akciger ve kolon iken;
Tirkiye’de bu siralama akciger, prostat ve mesane seklinde olmaktadir. Prostat kanseri
icin, diinya ortalamasi yiiz binde 28’lerde iken, Avrupa ortalamasi yliz binde 60’larda
ve lilkemizde ise yiiz binde 37’lerdedir. Tiirkiye’de toplam 6liimlerin iginde kanserden
kaynaklanan 6liimlerin oran1 2000 yil1 i¢in hastalik yiikii ¢alismasinda %13,1 oraninda
hesaplanmistir (Zorlu ve ark. 2014). Prostat kanseri, insidansin siirekli artmasi Tiirkiye
icin énemli bir halk saglig1 sorunu haline gelmistir. CONCORD-2 ve 3 caligmalari
kapsaminda yasa standardize edilen 5 yillik sag kalim oranlar1 incelendiginde, Tiirkiye
%5-10 ile prostat kanseri sag kalim artig1 gosteren iilkelerden biri oldugu belirtilmisti
(Allemani ve ark. 2018).

Prostat kanseri, erkekler arasinda 6nemli bir hastalik ve 6liim nedenleri arasinda yer
almaktadir. Prostat kanseri epidemiyolojisi tizerinde, hastaligin yas, irk / etnik koken,

aile Oykiisii ve genetik gibi belirlenmis risk faktorlerinin etkili oldugu belirtilmistir. Yas



prostat kanserinin en Onemli risk faktoriidiir ve yas ilerledikce prostat kanserine
yakalanma oraninda artig olmakla birlikte riskte artmaktadir. Cesitli yapilan ¢aligmalar
prostat kanseri gegmisi olan birinci derece akrabasi olan erkeklerde riskin iki veya ii¢
kat arttig1 gosterilmistir. Prostat kanseri 6zellikle Amerika, Kuzey ve Bati Avrupa da
ve Yeni Zelanda’nin ¢ogunda, diinya iilkelerinin yarisindan fazlasinda erkeklerde
goriilen ve yasanan Oliimlerin onde gelen sebepleri arasinda yer almaktadir (Bashir
2015).

2.2. Prostat Kanseri Risk Faktorleri

2.2.1. Ailesel yatkinhk ve yas faktoru

Prostat kanserindeki cevresel ve genetik etmenlerin hastaligin ilerlemesinde 6nemli rol
oynadig1 diisiiniilmektedir ve potansiyel risk faktorleri olarak ailesel yatkinlik, genetik,
yas, ik, hormon, enfeksiyon, ¢evresel faktorler ve diyet gibi unsurlar belirtilmektedir.
Prostat kanseri epidemiyolojisi ve patogenez ile ilgili faktorler incelendiginde aile
Oykiisii, prostat kanseri ile iligskilendirilmistir. Yakin akrabalarinda, ailesinde prostat
kanseri 6ykiisii bulunmasi da yerlesik bir risk faktoriidiir. Yapilan bir klinik caligmada
birinci dereceden akraba olan bireylerde prostat kanseri riski tespit edilmistir. Genel
popiilasyona oranla birinci dereceden akraba bireylerde prostat kanseri gelisim
olasiligmn iki kattan fazla oldugu tespit edilmistir. Kanada Alberta da yapilan bir vaka
kontrol caligmasinda birinci dereceden akrabasi olan erkeklerin, prostat Oykiisii
olmayan erkeklerle karsilastirildiginda prostat kanseri gelistirme ihtimalinin {i¢
katindan fazla oldugunu ortaya koymustur. Tiim prostat kanseri vakalarinin yaklagik

%9’unun genetik mutasyon dan kaynaklandig diistiniilmektedir (Hemminki 2012).

Prostat kanserinin gelisme olasiligindaki artis yas artikca belirli oranlarda artis
gostermektedir ve 39 yasinda %0.005 iken, 40-59 yas araliginda risk oran1 %2,2’i ve
60-79 yas araliginda risk oran1 %13,7 olacak sekilde artis gosterilmistir (Bostwick ve
ark. 2004).

Ailesinde prostat kanser 6ykusl olan 45-49 yas araligindaki erkekler i¢in standardize
insidans oran1 (SIR), 3.38; 80 yas SIR, 4.45 oldugu tespit edilmistir. Artan yas, prostat
kanseri i¢in 6nemli risk faktorlerinden biridir. Bir erkek kirkli yaslarin sonlarina

ulastiginda prostat kanseri riski artmaya baslar ve yaslandik¢a bu riskin artmaya



basladig1 tespit edilmistir. Prostat kanserlerinin %70’in den fazlasinda 65 yas ve lizeri
olan erkeklerde rastlandigi belirtilmistir. Benzer bir klinik ¢alismada 60 yasindaki
hastalarin %7,1°1 birinci derece akrabalar1 arasinda en az bir prostat kanseri vakasi
bildirilmigken, 60 yasindaki hastalarin sadece % 22’sinde benzer aile dykiisii belirtilmis
olmasi ve c¢alismalar gosteriyor ki aile dykiisliniin ve yas faktoriiniin, agresif prostat

kanseri igin yiiksek risk olusturdugu belirlenmistir (Leitzmann ve Rohrmann 2012).
2.2.2. Prostat-spesifik antijen (PSA)

Prostat Spesifik Antijen, PSA olarak kisaltilmistir. Prostat epitel hlcrelerinde ve
periuretral gland epitelinde iiretilen ve 33.000 molekiil agirligina sahip olan prostat

hiicrelerinin sitoplazmasinda salgilanan bir glikoprotein yapili serin proteazdir (Saxena
ve ark. 2012).

PSA ilk kez 1970 yilinda, PSA insan prostat dokusu ekstrelerinde ve Albin tarafindan
tespit edilmistir. Yaklasik on yil icersinde de prostat kanseri i¢cin en 6énemli tumor
belirleyicisi olmustur. PSA prostat kanserinin belirlenmesinde, tedavisinde ve tedavi
sonrasi izlenilen yollarin planlanmasinda kullanilmaktadir (Kim ve Coetzee 2004).
Prostat kanseri i¢in PSA en 6nemli tiimor belirleyicisi olmasina ragmen spesivite ve
sensivite bakimindan oldukga zayiftir. PSA prostat kansere spesifik degil, organa
spesifiktir. PSA’ nin geng yetiskinlerde olmasi gereken degeri 0-4 ng/ml arasinda
olmalidir ve gorevi seminal plazmanin sivilastirilmasini saglamaktir. Prostat kanserli
vakalarda PSA degerinin yiiksek olmasmin nedenini prostat dokusunun biitliigiiniin
bozularak PSA’ni ekstraseliiler alana salgilanmasi ve PSA’nin kana karisarak prostat

kanserinin serumunda ¢ok daha fazla PSA’nin bulunmasina neden olmustur (Stattin ve

ark. 2015).

Prostat kanserinde, kandaki PSA diizeyi ¢ogunlukla yiikselir ve PSA’nin yiiksek
olmasi, prostat kanserine spesifik olmayip bu deger prostat dokusu disinda ¢ok az
oranda endometrium, normal meme dokusundan da sentezlendiginden meme, malign
olmayan prostat adenomlarinda, periuretral bezler ve bdbrek kanserlerinde de
Olculebilmektedir. (Sadi 2017). Roehrborn, Catalona ve ark., yapmis olduklari
caligmalarda prostat kanseri tespit ettikleri vakalarda uygulanacak total PSA degeri
olarak 4ng/ml olarak belirlemislerdir. Gliniimiizde yapilan ¢aligmalarda prostat kanseri

vakalarmda PSA degeri %20’sinde 4 ng/ml’in altinda goériilmiis ve 2,5-5 ng/ml arasinda
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PSA degerine sahip biyopsi yapilmis hastalarin %22’sinde prostat kanseri saptanmistir.
Prostat kanserinde PSA’nin belirlenmesini saglamak, yalanci pozitif test sonuglarini
azaltip daha az gereksiz biyopsi yapilimi i¢in esik degeri PSA araligi olarak 2,5-4 ng/mi
belirlenmistir (Pezaro ve ark. 2014, Nordstrom ve ark. 2018).

2.2.3. Androjenler

Prostat dokusu gelisimini, farklilasmasin1 ve devamliligni siirdiiriilmesi i¢in
androjenler, testosteron, dihidrotestosteron (DHT)’u da igeren steroid yapidaki
hormonlara fizyolojik olarak baglimdir (Wen ve ark. 2014). Prostat kanserine sebep
olan bir¢cok faktorler arasinda cinsiyet hormonlar1 ve biiyiime faktoriileri de yer
almaktadir. Prostat kanseri gelisiminde rol oynayan hormonlar arasinda testosteron,

Ostrojenler, leptin insiilin, insiilin benzeri biiyiime faktorii de yer almaktadir.

Androjenlerin %90-95°1 testislerden {iretilir ve steroid yapidaki erkek seks hormonlari
olarak viicut igcersinde kanda dolasan ana androjen testosterondur. Testosteronun %951
Sa-rediiktaz aracilig1 ile DHT a donlismektedir. Ancak DHT un AR afinitesi 10 kat
daha fazladir AR icin daha stabil ligand olma durumundadir. Prostat hiicreleri
iizerindeki farklilastirict1 ve proliferatif etkiler AR araciligiyla gergeklesir. AR
yogunlugu, prostat igerisindeki androjenik etki diizeyinin belirlenmesinde etkilidir ve
Ozelikle ileri evredeki prostat tiimorlerinin gelisiminde peptid biiylime faktorleri
steroidler, sitokinlerin yani sira bu molekiillerle reseptorlerinin yikimi arasindaki
karmasik etkilesiminde yer almaktadir (Xu ve ark. 2019). Androjenik uyarinin olmadigi
durumda prostat dokusu apoptozise gider ve belirgin organ gelisimi kaybi
gelismektedir. Ancak androjen stimulasyonunun yiikselmesi durumunda hiicre
boliinmesini artmaya baglamasi ile birlikte prostat karsinogenezi meydana gelmektedir.
Androjen reseptorlerinin timor ilerleyisine etki edebilecegi li¢ farkli mekanizma
bulunmaktadir; reseptor ekspresyonu ve aktivasyonunda artig, nokta mutasyonlar,

ligand bagimsiz aktivasyondur.

Prostat dokusundaki androjenik etki sistemini baslatmak icin gereken doku DHT
olmasma ragmen androjen deprivasyon (baskilama) tedavisi (ADT) alanlarda
androjenlere asir1 duyarli hale gelen mutant androjen reseptorlerinin adrenal kokenli
olabilecek en diisiik androjenik stimulasyon dahil olmak iizere androjenik etkiyi

tetiklemesine olanak tanimaktadir.Normal ve androjene bagimli malin hiicrelerde,
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androjenlerin ortamdan uzaklastirilmasi ile birlikte apoptozise gidis tetiklenmistir ve

hormona direngli hiicrelerde apoptoz gézlenmemektedir. (Kimura ve ark. 2001).
2.2.4. Diyabet

Prostat kanseri olusumunda beslenme oldukga etkilidir ve diyete bagli olarak yiiksek
miktarda yag alimu ile prostat kanseri riski arasinda bir iliski bulunmaktadir. (Erdrich
ve ark. 2015) Giiniimiizde yapilan ¢alismalarda bazi yiyecek ve igeceklerin prostat
kanseri gelisme riskini azaltig1 baz1 yiyecek ve igceceklerin tiiketimi sonucu bu riskin
arttig1 tespit edilmistir. Fazla miktarda yag tiiketimine dayali diyetlerde uzun stireli bu
tip beslenme sonucunda sirkiilasyonda dolasan androjenik stimiilasyonun artma

gbzlenmistir ve prostat kanser riskini artrmustir (Jian ve ark. 2005).

Prostat kanseri yiiksek kirmizi et tiiketimi, sebze ve meyveden fakir beslenenlerde daha
sik oranlarda goriildiigii belirtilmistir. Ayrica domates, kirmizi greyfurt, karpuz, yesil
cay gibi likopen bakimindan zengin olan iriinler ve vitamin E, D ve selenyumun prostat
kanseri olusumu tizerindeki olumlu etkinin oldugu vurgulanmaktadir (Kristal ve ark.

2010).

2.3. Prostat Kanserinde Terap6tik Stratejiler

Prostat kanseri goriilen hastalarmm biiylik bir kismin da androjene direng
gelistirebilmektedir. Prostat kanserinde 6zellikli de hormona direncli prostat kanserinde
(HDPK) AR’lerinin 6nemli bir rol oynamasinda androjenik etkinin olusmasi ve AR
araciligiyla miimkiin olmasina ragmen direngli prostat kanseri hiicreleri AR disindaki
farkli yollaklar1 da kullanilabilmektedir. AR’line bagimli ve androjen reseptoriine
bagimsiz farkli yolaklarin direng gelisimi tizerindeki etkisi olarak kanser hiicrelerinin
cogalmasina sebep olmabilmektedir. Fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K) ve iligkili ¢esitli
antiapoptotik  yolaklar, androjen diren¢ gelistiren hiicrelerin  yasamlarini
strdurmelerinde 6nemli etkiye sahiplerdir (Harris ve ark. 2009). Sitokinler, epidermal
biiyiime faktorii, interlokin-6 (IL-6), reseptorii iliskili molekiil HER-2/neu (ErbB2),
ndrotransmitterler ve peptid hormonlari gibi farkli bilesenlerin AR ’lerini lizerinde etkili

oldugu belirlenmistir (Liu ve ark. 2005).
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Interldkin-6 (IL-6) hiicre proliferasyonu, apoptozis ve AR aktivitesinde rol oynayan
non-steroidal diizenleyici olmasinin yanisira prostat kanserli hastalarin serumlarinda
yiiksek diizeyde bulunmaktadir (Day ve ark. 2017). Androjensiz ortamlarda IL-6’nimn
AR iizerindeki uyarict etkisi androjenlerin olusturduklar1 etkinin yaklasik %50 kadar1
yiikksek bir seviyeye gelmistir. IL-6’nin AR {izerindeki etkisinin yanisira PSA geni
tizerinde de etkileri bulunmaktadir. IL-6, andorjensiz ortamda PSA dizeyine etki
ederek m-RNA seviyesini iki katina ¢ikmasinda etkilidir ve prostat kanserinde uzun
stireli IL-6 tedvisi sonucu AR ekpresyonun iki kat artamaktadir bundan kaynakli olarak
hiicrelerin androjen baglama kapasiteleride de bir artis gergeklesmektedir (Chun ve ark.
2009). HER-2/neu epidermal biiylime faktorii (EGF) reseptorii ailesine ait bir
molekiildiir ve AR diizenlenmesinde ana rol oynamaktadir. HER-2/neu tarafindan
AR’nin fonksiyonunun diizenlenmesi, AR’nin DNA baglanmasi1 ve protein stabilitesi
uzerindeki etkilerle gerceklesir. EGF tarafindan, AR aktivasyonunda mitojen ile aktive
edilmis protein kinaz (MAPK) yolagi ligand bagimli ve bagimsiz olarak uyarilmaktadir
(Baek ve ark. 2012, Kharmate ve ark. 2016).

2.3.1. Kemoterapi

Prostat kanserinde ilerlemis veya metastatik evredeki hastalarda gecici bir etki
olusturan hormon baskilama tedavisi uygulanmakla birlikte tedavi agisindan erken tani
oldukca Onemlidir. Prostat kanseri gelisim siirecinde ve ilerlemesinde androjen
hormonlar oldukca 6nemlidir. Bir¢ok hastada androjen bagimsiz tiimorler degisik
hormonal yaklasimlara yanit verebilirken, sistemik kemoterapi HDPK tiimérleri
degisik hormonal yaklagimlara yanit vermemektedir. Taksan ailesine iiye olan
kemoterapi tedavilerde HDPK’de sag kalim etkisi gdsteren bir¢cok yeni kemoterapotik
ajan tek baslarina veya kombine olarak kullanilmaktadir (Chang 2007).

Anti-kanser ajanlardan biri olan dositaksel (Taxotere (TAX 327), SWOG 9916)
HDPK’de sag kalim siiresini artirdigi kanitlanmistir. Dositaksel bu gorevi mikrotiibiil
olusumunu baskilayip, hiicre siklusunu durdurarak ve Bcl-2’nin fosforilasyonunu
saglayip apoptozu indiikleyerek gerceklestirmistir. Sag kalimiartirdigi kanitlansa da
dosetaksel kullanilan tedavilerden yanit alinamamasi veya belli bir cevaptan sonra
tedavide ilerlemenin gerceklesmemesi hastalarda dosetakselin etkinligini arttiracak
ikincil kemoterapotik ajanlar ve hedefe yonelik tedaviler kullanilmasina neden

olmustur (Calabro ve Sternberg 2007).

13



Anti-kanser ajanlardan biri olan dositaksel sonrasi siiregte ilerleyen hastalikta sag
kalima katkis1 olan kabazitaksel (Jevtana) kullanilmistir (84). Sag kalim {izerinde etkili

olan diger ajanlar ise abireteron ve enzalutamid (Xtandi)’dir (Scher ve ark. 2012).

2.3.2. Radyoterapi

Prostat kanseri tedavisinde birinci hedef, hastanin tedaviye nasil cevap vereceginin
yontemlerini arastirip hastaligin seyri takip edilmektedir. Bunun i¢in de hastanin rektal
muayene bulgulari, serbest prostat spesifik antijen (SPSA), total prostat spesifik antijen
(TPSA) degerlerinin incelenmesi gerekmektedir. Prostat kanseri risk guruplari
belirlenerek diisiik riskli, orta riskli ve yiiksek riskli (agresif) olup olmadiklar1 tespit

edilip hastalara uygun tedavi se¢enekleri uygulanmaktadir.

Prostat kanserinde tedavi se¢enekleri arasinda yer alan radyoterapi hastaliklarin tedavi
edilmesinde yiiksek enerjili 1smlarm kullanilmasmi saglayan tedavi teknigi olarak
bilinmektedir. Prostat kanseri tedavisinde kullanilan radyoterapisi erken evre prostat
kanserinde eksternal radyoterapi (ERT) ve brakiterapi (BT) yontemleri
kullanilmaktadir. Bolgesel ileri kanserlerde ise hormonoterapi bunun yani sira ERT
kullanilmaktadir (Yamada ve ark. 2015, Yilmaz ve ark. 2015). ERT yontemi kullanilan
radrasyon tliriine gore smiflandirilabilmektedir. ERT yonteminde foton seklinde

radrasyon veya parcacik seklinde radrasyon iireten cihazlar kullanilmaktadir.

ERT’de foton seklinde radyasyon iireten X isinlarinin ya da pargacik seklinde
radyasyon lreten proton ve ndtron tedavileri uygulanmaktadir. Eksternal parcacik
radyoterapisi (EPT) yontemi ile 1ginlar tiimorlii dokuya disaridan verildigi icin hem
tomiirlii hem saglam olan doku radyoterapiden etkilenecegi icin EPT yontemi
uygulanilacak alan diger normal dokuya zarar vermeyecek sekilde tespit edilmesi 6nem
tasimaktadir. BT’ de ise uygulanan tedavi yonteminde prostatin igine, kiigiikk olan
radyoaktif ¢ekirdekler yerlestirilir ve bunlarm sayisi kanserin biiyiikliigiine yerine gore
degismektedir. Bu nedenle uygulanan bu yontem sadece prostat ile sinirli olup diger
normal dokulara zarar vememektedir (Nomiya ve ark. 2013, Gomez-Millan ve ark.
2015).
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2.4. Prostat Kanseri Olusumu ve Tedavisinde Temel Molekiiler Mekanizmalar

2.4.1. Programh hiicre 6liimii, apoptoz

Canlilar da hiicrelerin boliinmesi kontrol eden mekanizmalar oldugu gibi belirli
mekanizmalar yardimi ile de hiicreler 6liimlerini kontrollii olarak gergeklestirebildigi
Ogrenilmistir. Bu yapim ve yikim olaylarinin dogal bir denge halinde siirebilmesi i¢in
hicrede bolinme (proliferasyon)/ programlanmis oliim(apoptoz) olaylar1 arasinda
belirli dengenin siirekliligi gerekmektedir. Hiicrelerde var olan bu dengenin bozulmasi,

bircok hastaligin ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu belirtilmektedir.

Programli hiicre 6liimii olarak kisaca ifade edilen ve ilk olarak 1972 yilinda terimsel
olarak kullanilan apoptoz; Yunancada apo=ayri, ptosis=diisen anlamlariyla agactaki
yapraklarm gévdeden ayrilmasi veya cigekten ayrilan petal olarak anlamlandirilan bir

oliim mekanizmasidir (Elmore 2007).

Fizyolojik “programli” hiicre oliimii olarak apoptoz normal doku gelisimi ve
morfogenezinde goriilebildigi gibi, radyasyon, sitotoksik ajanlar ve enfeksiyon gibi
hiicresel stres ve hasara yol agan durumlar tarafindan da tetiklenebilmektedir.
Apoptotik hiicre 6llimii; dokularin gelisim evrelerinde, immiin olaylarda, hiicrelerin
cesitli seplere bagli olarak hasarlanmasinda hastalik veya zararli ajanlara bagli olarak
ve yaslanma siirecinde rol oynamaktadir. Nekrotik hiicre 6lumu ile apoptotik hiicre
Olimiin farkli ve birirlerinden ayrilmalarmmi1 saglayan belirleyici 6zellikleri
bulunmaktadir. Apoptotik hiicre 6liimiiniin nukleus i¢inde ve hiicresel morfolojide
karakteristik degisiklikler meydana getirmektedir. Apoptotik hiicre Gliimiinde;
hiicrenin kromatini niikleus gevresinde toplanmasi ile ¢ekirdek yogunlasir, aktive olan
endoniikleazlar ile DNA interniikleozomal bdlgelerden pargalanmaktadir. Bu
gerceklesen olay apoptozun en 0Ozgiin 6zelligidir. Nekrotik hiicre Oliimiinde ise
kromatin yapisinda onemli bir degisim gozlenmemektedir. Apoptotik hiicre 6liimiinde
bir¢ok patolojik ve fizyolojik olayda onemli isleve sahiptir ve bunlar igerisinde en
onemlileri ise yapim ve yikim olaylaridir. Ozellikle dokularda yapim-yikim olaylarinin
hizl1 oldugu ve yaslanan hiicreler de ger¢eklesen apoptoz ile yaslanan bu hiicreler
ortadan kaldirilir bdylece yeni olusan hiicreler i¢in uygun ¢evre hazirlanmistir (Barisic

ve ark. 2003, Wyllie 2010).
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Genel olarak apoptozun diizenlenmesinde rol alan genler ve gen aileleri bulunmaktadir.
Bu diizenlenmede gergeklesen bazi bozukluklar kanser baglamasi, gelisimi ve metastaz
gibi timor olusumu siireci lizerinde oldukga etkilidir. Tiimor siipresor gen olarak
calisan ve apoptozu diizenleyen gen olarak bilenen p53 hiicre hasari ile birlikte DNA’
ya direkt olarak baglanmaktadir. DNA’ya baglanmasi sonrasinda ya hiicre siklusunun
G1 evresine etki edip bu evrede kalmasini saglayip onarimda rol oynamaktadir ya da
hasar ¢ok fazla ise hiicreyi apoptoza yonlendirmektedir. Apoptozun regilasyonunda rol
oynayan ve Bcl-2/Bax gen ailesinde pro- apoptotik ve anti-apoptotik genler
tanimlanmaktadir. Antiapoptotik genler apoptoz inhibitorleri olarak tanimlanirken,
proapoptotik genler ise apoptozu indiikleyen olarak tanimlanmaktadir. Antiapoptotik
genler: Bel-2, Bel-xL, Bel-w, Bfl-1, Mcl-1dir. Proapoptotik genler: Bax (Bax, Bak ve
Bok) ve BH3 (Bik, Blk, Hrk, BNIP3, Bad, Bid gibi) olmak iizere ayrilmaktadir.
Apoptozun diizenlenmesinde rol alan genler ve gen aileleri disinda {i¢ temel grupta
apoptoz iizerinde oldukga etkilidir. Bunlar proteolitik enzimlerdir (kaspazlar), 6lim
reseptorleri, adaptor proteinlerdir. Oliim reseptorleri: TNF (Tumour Necrosis Factor)
reseptor gen ailesine dahildir ve TNF iliskili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL),
CD95 (APO-1/Fas), TNF-R1, DR6 bu grup icinde yer almaktadir. Adaptor proteinlerin
gorevi ise olusan sinyaller reseptdrler tarafindan algilanir adaptor proteinler kaspazlara
baglanir ve kaspazlar1 aktive etmektedir. TNF reseptorii-1 (TNFR1) ve Fas (CD95) bu

reseptOrler arasinda bulunmaktadir (Renehan ve ark. 2001).
2.4.1.1. Dassal (ekstrinsik) ve i¢sel (intrinsik) apoptoz sinyal yolaklar:

Digsal (ekstrinsik) ve i¢sel (intrinsik) sinyal yolaklarmin her iki durumunda apoptoz
hiicre tarafindan diizenlenmis bir sekilde gergeklesmektedir. Her iki sinyal yolaginda

kaspas kaskadi aktive olur ve apoptoz hiicre 6liimii ile sonuglanmaktadir.

Dissal (Ekstrinsik) apoptoz sinyal yolag: hiicre yiizeyindeki, tiimér nekroz faktorii
(TNF) ailesine ait FAS, TNFR, DR5 o6lim reseptorleri 6lim sinyalleri olan FASL,
TNF-alfa, apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) baglanmas: ile sitoplazmaya kaspaz-
8'i aktive eden sinyaller gonderirir ve aktif kaspaz-8 ya direkt olarak kaspaz-3’ii aktive
eder ya da Bid’i keserek dolayli olarak kaspaz-9’u aktive eder sonrasinda kaspaz-3’i
aktive edebilmektedir. Bu iki yol ile aktive olan kaspaz-3’iin DNA fragmantasyonuna
neden olmasi Kaspaz aktive edici DNaz (CAD ) aktivasyonu ile gergeklesmektedir
(Palmer ve ark. 2000).
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Igsel (Intrinsik, mitokondriyal) sinyal yolagin da ise; hiicre i¢cinde meydana gelen
sinyaller sonucunda apoptotik sinyaller algilanir Bax ve Bak’1 aktiflestirir. Boylece
mitokondri membran potansiyeli degismaktedir. Bu olaylar sonucunda mitokondri
membranindaki porlardan sitokrom-c, kiiciik mitokondri aktivator kaspazlari
(SMAC)/DIABLO, Endo-G (Endonukleaz-G) ve Ca++ salmimini igin uyarilmalar1
saglanmustir. Sitokrom-c, Apoptotik proteaz aktive eden faktor (Apaf-1) adaptor
proteinine baglanarak apoptozom denen bir kompleks meydana gelmistir. Apoptozom
kaspas-9’u aktivlestirir ve kaspaz-9 da prokaspaz-3’i aktif kaspaz-3 haline gelmesini
saglamaktadir. Boylece aktif kaspaz-3 de Inaktif kaspaz aktive edici DNaz (ICAD)’1
inaktif hale getirereck CAD’1 serbestlestirip DNA fragmantasyonunun meydana
gelmesini saglamaktadir (Adrain ve Martin 2001).

2.4.2. ilaglar ve inhibitorler

Kanser tedavisi igin yardime1 olarak kullanilan bir ila¢ olan metformin anti-enflamatuar
Ozelligi ile timdr bliyiimesini inhibe edicidir ve metformin veya 5-Aminoimidazole-4-
carboxamide ribonukleotide (AICAR) gibi ajanlarm uygulamasi sonucunda AMPK
aktivasyonu ile anti-kanser etkiler gdzlemlenebilecegine diisiiniilmektedir (Sajan ve
ark. 2010). AMPK direkt hedefleyen A-769662 (Abbott Laboraories) gibi ajanlarin
kanser vakalarinda teropatik etkiye sahip olabilecegini gosterilmektedir. Bu ajanlarin
AMPK’dan bagimsiz olarak kanser hiicrelerinde etkinlikleri arastirilmaktadir ve
AMPK ‘in o6zelliklerine yonelik yeni teropatik hedeflerin incelenmesine ihtiyac

duyulmaktadir (Goransson ve ark. 2007).

Orlistat, kanser gelisimde anti-proliferatif bir etki gostererek, apaoptozu indukleyen,
kanser hiicrelerinde toksik etki yaratip normal hiicrelere zarar vermeden tumor

biiyiimesini baskilayan ¢ok hedefli bir antikanser ve antiobesite ilagidir.
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Sekil 2. 3. Orlistat yapisal ¢izimi (2018).

Orlistat (Sekil 2.3.), FASN’i inhibe etmektedir. FASN aktivitesinin fazla oldugu kanser
hiicrelerinde orlistat hiicresel FASN aktivitesinin inhibisyonunu saglamaktadir (Sekil
2.4.) ve orlistat’mn inhibisyon etkisinin konsantrasyon bagimli oldugu belirlenmektedir.
Orlistat’in FASN aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkisinin konsantrasyon bagimli
oldugu ve genel olarak meme, kolon, prostat kanseri hiicrelerinde anti-proliferatif
etkisinin oldugu belirlenmistir. Yapilan c¢alismalarda FASN’in, prostat kanseri
hiicrelerinde gecici olarak susturulmasinin da apoptozu indiikledigi ve bu nedenle
Orlistat’in  FASN disinda bagka hedef molekiilleri de etkileyerek hiicre 6liim
mekizmasmin aktiflestirilmesinde rol oynadigi belirtilmistir. Orlistat’in doza bagh
olarak uygulamalar1 sonucunda G2/M ve S fazlarinda azalmaya ve subGl
populasyonunda artisa sebep oldugu gosterilmistir (Kridel ve ark. 2004, Browne ve ark.
2006, Sarkar ve ark. 2007).
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Sekil 2. 4. FASN protein yapisal thioesteraz domain yapisinin ¢izimi (Madej ve ark.
2014).

2.4.3. AMPK

AMPK lipid ve glukoz metabolizmasini diizenleyen, artan hiicresel AMP seviyeleri ile
aktive olan ve hicresel metabolizma Gzerinde etkili olan metabolik bir enerji
sensoOriidiir. AMPK heterotrimer yapi1 olarak bir katalitik alt birim (o) ve iki dizenleyici
alt birim (B ve y) den olusmaktadir. AMPK enerji homeostazini, tiim hiicrelerin
ihtyaglarindan bir olan ATP tiiketimini ve lretimini dengeleyerek korumaktadir.
ATP’nin liretiminin azalmas1 ve AMP’nin ya da ADP’nin artiglar1 ile AMPK daha fazla
ATP’nin tiretilerek katabolik yola olan yonelimin saglamaktadir. AMPK o adiponektin
reseptOrii gibi yapilar ile etkilesime girerek, PARPa aracili yag asidi sentez oksidasyon
enzimlerinin yanisira ACC ile substrat olarak kullanarak lidip metabolizmasin da
beraber rol oynmaktadir (Mihaylova ve Shaw 2011). AMPK’nin ACC fosforilleyerek
yag asidi metabolizmasini kontrol ettigi bilinmektedir. Ayn1 zamanda SREBP, FASN
ve ACC yardim ile yag asidi sentezinde ve metabolik bdlgelerde 6nmeli rol
oynamaktadir. SREBP kesildigi bolgeden aktive olmaktadr ve AMPK SREBP’in
kesilme bdlgesine fosforilasyon yaparak SREBP aktivasyonunu dnleyebilmektedir.
AMPK’nin  SREBP  aktivasyonunu  Onlemesi, SREBP  fosforillenmesini
gerceklestirerek proteolitik olgunlagmasimi ve niikleer translokasyonunu engelleyerek
gerceklestirmektedir. Buna bagli olarak AMPK dolayli olarak SREBP’1 baskilayarak
lipogenik yolak iizerinde etkin rol almaktadir (Yuan ve ark. 2009). AMPK
aktivasyonun iki agamali bir mekanizma tarafindan diizenlendigi varsayilmaktadir.

LKB1 ve CaMKKS tarafindan tetiklenen AMPK aktivasyonu (o alt Gnitesinde Thr172
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amino asitinde fosforilasyon), prostat kanseri hicrelerinde AR kontroliinde artan
lipogenik transkripsiyon faktorlerinden biri olan SREBP’ler iizerinde negatif
diizenleyici etkiye sahiptir. Bu nedenle prostat kanserinde hormondan bagimsiz siireci
tetikleyen lipogenez nedeni siirecin durdurulabilmesine yonelik AMPK aktivatorlerinin
ve AR yolagi inhibitrlerinin terapotik 6neme sahip olabilecegi belirtilmektedir.
[laclarin etkisi ile aktive edilen AMPK pleiotrofik (tek bir genin birgok fenotipik dzellik
uzerindeki genetik etkisi) etkiler gostererek timor gelisimini baskilayici etkilere neden
olmaktadir. mTOR kompleks 1’in sinyal kaskad iiyeleri tuberous sclerosis kompleks 2
(TSC) ve Raptor inhibisyonunun yanisira yag asiti sentezi, kolestrol biyosentezinde
azalma, hiicre siklusunda tutulum ve dolayisi ile apoptoz ve otofaji sonuglarinin
hiicrelerde ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir . Bu sonuglarin tersine AMPK kaybi1
tiimOr ilerleyisini de tetikleyebilmektedir. Yukari sinyal yolu mekanizmasinda bulunan
LKBI1’in kayb1 PIN (prostatik intraepitel neoplazi) olusmasina neden olabilmektedir.
Boylece aktive olmus AMPK bir kerede birden fazla onkojenik yolu kapatabilmektedir
(Shackelford ve Shaw 2009, Zadra ve ark. 2010, Zadra ve ark. 2014).
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2.4.3. PI13-kinaz/Akt ve mTOR Sinyal Yolaklar:

Fosfatidilinositol-3 kinazlar (PI3K) / protein kinaz B (Akt) / mammalian target of
rapamycin (mTOR) sinyal yolu, hiicre biytimesi ve hiicre dongistinun diizenlenmesi,
proliferasyon, sagkalim, farklilasma, hiicre iskeleti degisiminin diizenlenmesi ve
tumaorgenezde yer alan birgok fonksiyonu olan hayatta kalma yolu olarak bilinmektedir.
PISBK/AKT/mTOR sinyal yolu bu diizenleme fonksiyonlar1 iizerinde direkt ya da
dolayli olarak 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica bu sinyal yolunun triasilgliseroliin
sentezinde ve salgilanmasinda 6nemli rol oynadigi belirlenmistir. PI3K-Akt-mTOR
sinyal yolu inhibitorleri incelendiginde ise, hiicre i¢erisinde lipid birikimini ve de novo
yag asidi sentezinde gorev alan genetik metaryal icindeki protein miktar1 azaltmistir.
Ayni zamanda bu sinyal yolu inhibitorleri yag asidi oksidasyonunda sirasinda rol
oynayan transkripsiyonel faktorleri ve protein seviyesi arttirmistir. Sonug olarak PI3K-
Akt-mTOR sinyal yolu inhibitorler tarafindan baskilanarak, yag asidi oksidasyonunun
artmasi ve lipid iiretimi, lipogenezin azalmasma neden olduklar1 belirlenmistir (Liu ve

ark. 2016).

PI3K'lar, hiicre buyumesi, sagkalim regiilasyonunda, diagliserol ve inositol i¢eren
lipidlerin ~ fosforilasyonunun  gergeklestirmektedir. PI3K’m  fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde tirozin kinazlar ile meydana gelen sinyallerin oldukga etkili oldugu
bilinmektedir. PI3K’1n, primer in vivo substratlar1 fosfatidil inositol 4,5 bifosfat (PIP2)
iken bunu ikincil haberci ise fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfat (PIP3)’tir ve PIP2’nin
fosforilasyonu ile PIP3 meydana gelmektedir. PI3K’m bir formu G protein
reseptorlerinin integrin ve sitokin reseptorlerinin uyarilmasi ile aktive edilirken diger
fromu SH2 domainlerine sahiptir ve reseptdr protein trozin kinaz tarafindan aktive
edilmektedir. PIP3’lin ana hedefi, hiicre ¢cogalmasi ve sagkaliminda ¢ok kritik olan bir
protein serin/reonin kinaz yani Akt’tir. Akt PH ve kinaz domenlerinin etkilesimileri
sebebiyle inaktif durumda bulunmaktadir. Akt'nin PH domenine PIP3 baglanir ve diger
bir PH domain olan 3-fosfoinositid bagimli protein kinaz 1 (PDK1), AKT'yi fosforiller
ve Akt’mn aktivasyonu igin ayn1 zamanda ikinci bir yerde fosforilasyona gereklidir ve
bu da mTOR kompleksi rictor tarafindan saglanmaktadir. Ayrica Akt’in hem Insiilin
benzeri buyume faktoru-1 (IGF-1) hemde tiimor siipressor olarak adlandirilan tensin

homolog (PTEN) kaynakli anti-apoptotik yolaklar tizerinde etkinligi belirlenmistir.
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PI3K/AKT sinyal yolunun aktivasyonu ya da PTEN kaybi agrasif prostat kanserlerinde
siklikla rastlanilmaktdir. Akt fosforile oldugunda sagkalimi ile ilgili diizenleyici
proteinleri ve transkripsiyon faktorleri gibi bir¢ok hedef proteini fosforlamaktadir.
Akt’1n hedefledigi transkripsiyon faktorleri FOXO ailesi tiyeleridir. Akt in diger hedefi
protein kinaz GSK-3B’dir ve hiicre c¢ogalmasi ayni zaman da sagkalimi

diizenlemektedir (Guertin ve Sabatini 2007).

MTOR yolagi, PI3K/Akt yolagindaki bir¢cok sinyal ile kontrol edilir ve hiicre
biliylimesinde merkezi rol oynamaktadir. mTOR hiicrede iki farkli kompleks halinde
bulunmaktadir. Bu yapilar da mTOR ya rictor ya da raptor ile uyumluluk
gostermektedir. mTOR/rictor kompleksi Akt’1 fosforile ve aktive eden protein kinazlar
olarak bilinmektedir. Bunun aksine mTOR/raptor kompleksi Akt’mn alt yolaklari ile
aktive olur ve mTOR/raptor kompleksi Ras-baglantili GTP baglayan protein Rheb
tarafindan diizenlenmektedir. (Zhou ve ark. 2004, Kumar ve ark. 2014, Liu ve ark.
2016).
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal sarflar, cihazlar, yazilimlar, hiicre kultir(

donanimlari, antikorlar, kitler ekler boliimiinde yer almaktadir.
3.2. Yontemler

3.2.1. Kullanilan Hiicreler ve Ozellikleri

PC3 (ATCC CRL-1435); adenokarsinomlardan tiirevlenen kemige metastaz
yapabilen, androjenlere, glukokortikoidlere veya epidermal veya fibroblast buylime
faktorlerine cevap olusturmayan ve biyokimyasal degisikliklerin arastirilmasinda ve
kemoterapatik ajanlara cevaplarinin degerlenmesinde kullanilan prostat kanseri hiicre

hattidir.
PNT1A (ECACC 95012614); anaploid, adherent, insan prostat epitel hiicre hattidir.
3.2.2. Hucre kultaru

Prostat kanser hiicresi olan PC3 (ATCC CRL-1435) ve prostat epitel hiicresi PNT1A
(ECACC 95012614), %5 CO: iceren nemli 37 °C’lik etiivde RPMI besi yerinde %10
fetal sigir serumu ve 10 U/ml Penisilin/Streptomisin ile biiyiitiilmistiir. Petri
icerisindeki hiicre sayilarmin artmasi ile hiicrelerin pasajlama islemi i¢in ortamdan
besiyeri uzaklagtirilmistir. Hiicreler 75 cm®’lik petri kaplarida 2 ml fosfat tamponlu
tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikanilmistir. 75 cm®’lik petri kaplarma 2 ml tripsin-EDTA
(etilen diamin tetra asetik asit) ile CO2 iceren nemli 37 °C’lik etiivde 5 dakika
bekletilmistir. Hiicrelerin bu siire boyunca zarar gormesinin engellenmesi i¢in
hiicrelerin iizerine RPMI besiyeri eklenerek tripsinin inaktif hale gelmesi saglanir.
Kalkmis halde petri kabinda bulunan hiicreler yikama yapilarak 15 ml’lik falkon tiipe
alinir 500 g’de 5 dakika santriflij edilmistir. Siipernatant atildiktan sonra hiicrelerin

uzerine 1 ml RPMI besiyeri eklenerek pipetaj yapilir ve homojen bir hiicre
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stispansiyonu elde edilmistir. Neubauer hemositometresinin kanalma hiicre
sispansiyonundan 10 pl alinmustir ve iizeri lamel ile kapatilmigtir. Hemositometrede
bulunan 25 karede icerisindeki hiicre sayis1 sayilmis ve 10* ile garpilarak 1 ml’deki
hiicre miktar1 hesaplannmustir. 75 cm?lik petri kaplarma 8x10° hiicre ekilerek

pasajlama islemi gergeklestirilmistir.
3.2.3. AMPKa susturulmasi:

Prostat kanser hiicresi olan PC3 (ATCC CRL-1435) ve prostat epitel hiicresi PNT1A
(ECACC 95012614), 6 kuyucuklu petriye 2x10° hiicre olacak bicimde ekim
yapilmistir ve morfoloji almalar1 i¢in 37°C’lik CO- etilivde bir giin boyunca inkiibe
edilmistir. Daha sonra hiicrelere 1:3 oraninda 1 pg plazmit ve 3 ul FUGENE® HD
Transfection Reagent eklenerek 48 saatlik inkiibasyon gergeklestirilmistir. 48 saat
sonrasinda petrideki besiyeri ¢ekilip atilarak bu plazmid i¢in uygun antibiyotik olan
Puromycin’i 0,5 uM igeren besiyeri petriye konularak ettivde ti¢ giin boyunca inkiibe
edilmistir. Daha sonra 0,5 uM Puromycin iceren besiyeri ¢ekilerek sira ile bes giinliik
bekleme siiresi ile 1 uM, 1,5 uM ve 2 uM Puromycin iceren besiyeri petriye konularak
hiicre yogunlugu ve sitotoksisiteye bakilmistir. Hiicrelerin selekte oldugu uygun
Puromycin dozu belirlendikten sonra stabil koloniler secilerek bu kolonideki hiicreler
96 kuyucuklu petriye alinip biiyiimeleri i¢in etiivde inkiibe edilmistir ve boliinen
hiicreler T25’lik petriye aktarilarak biliylimeleri saglanmistir. Elde edilen hiicre
hatlarindan protein izolasyonu yapilmistir ve immunoblotlama teknigi ile AMPKa

protein seviyesi kontrol edilmistir.
3.2.4. Doza ve zamana bagh hiicre canhilik testi (MTT testi)

Prostat kanser hiicresi olan PC3 (ATCC CRL-1435) ve prostat epitel hiicresi PNT1A
(ECACC 95012614), 96 kuyucuklu petrinin her kuyucuguna 1x10* hiicre olacak
sekilde ekildikten sonra, yapigsmasi i¢in bir gece boyunca 37°C ‘lik COz etlivde inkiibe
edilmistir. Daha sonra hiicreler lizerine 0-100 pM Orlistat uygulanmigtir. Hiicreler 24
saat 37°C bekletilir. 24 saat sonunda hicrelerin tizerindeki besiyerine 10 ul MTT ajanu,
her kuyucuga olacak sekilde eklenir ve 4 saat boyunca 37°C’ de Ornekler etiivde
tutulmustur. Daha sonra {izerinde tiim besiyeri gekilir ve her kuyucuga 100 ul DMSO
eklenilir ve karanlikta 5 dakika bekletilmistir. Mikroplaka ELISA okuyucuda 570 nm
ve 655 nm’de iki dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilmistur.
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3.2.4. Yara iyilesmesi deneyi

Prostat kanser hiicresi olan PC3 (ATCC CRL-1435) ve prostat epitel hiicresi PNT1A
(ECACC 95012614), 6 kuyucuklu petriye 1x10* hiicre olacak sekilde ekilmis ve
inkiibe edilmistir. Petri tabani ertesi giin 1000 pl’lik pipet ucu ile hiicreler oldugu
yerde kalacak sekilde ¢izilmistir ve olusan yariklarm boyutu mikroskop yardim ile
Olgtilmiistiir. 15 pM ve 20 uM Orlistat uygulanan 6rnekler 24 saat boyunca 37°C ‘lik
CO2 etuvde inkiibe edilmistir. Petri tabaninda olusturulan yariklar ertesi giinii

tekrardan mikroskopta ol¢tilmiistiir.
3.2.5. Hucre ici reaktif oksijen tirevlerinin belirlenmesi

Prostat kanser hiicresi olan PC3 (ATCC CRL-1435) ve prostat epitel hiicresi PNT1A
(ECACC 95012614), 60 mm’lik petrilere 6X10° hiicre olacak sekilde ekilmistir.
Hiicreler yapismasi igin 37°C’ lik CO2 etivde 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Hucrelere 24 saat siire ile 15 uM ve 20 uM Orlistat uygulanmistir. H-DCFDA boyasi
30 dakika boyunca 5 uM konsantrasyonda hiicrelere uygulanmistir. Hiicreler tripsin
ile muamele edilerek 1xPBS ¢ozeltisinde ¢ozdiriiliip akis sitometrisinde analiz

edilmistir.
3.2.6. Hicre devrinde tutulu kalan hicre populasyonunun belirlenmesi

Prostat kanser hiicresi olan PC3 (ATCC CRL-1435) ve prostat epitel hiicresi PNT1A
(ECACC 95012614), 60 mm’lik petrilere 6x10° hiicre ekilmistir. Hiicreler yapismasi
icin 37C’lik CO etiivde bir giin boyunca inkiibe edilmistir. Hiicrelere 24 saat stre ile
15 uM ve 20 pM Orlistat uygulanmistir. 24 saat sonrasi tripsin uygulamasi ile
kaldirilan hiicreler bir gece boyunca %70 etanol igerisinde -20°C’ de tutulmustur.
Fikse edilen hiicrelerden etanol uzaklastirilmistir ve hiicreler 1x PBS ¢ozeltisi
icerisinde c¢ozdirilip 2,5 uM PI boyasi eklenerek 20 dakika boyunca karanlikta

bekletilmistir. Hiicre akis sitometrisinde analizi gerceklestirilmistir.
3.2.7. DAPI (4’,6-Diamidino-2-fenilindol) boyama

Prostat kanser hiicresi olan PC3 (ATCC CRL-1435) ve prostat epitel hiicresi PNT1A
(ECACC 95012614), 6 kuyucuklu petriye 1x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir ve
yapismasi i¢in bir gece boyunca 37 °C’lik CO: etiivde inkiibe edilmistir. Yapisan
hiicrelere 15 uM ve 20 uM Orlistat uygulanmistir. Hiicrelerin besiyeri 5 mg/ml DAPI
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iceren medya ile degistirilmis ve 10 dakika bekletilmistir. DNA’ya baglanan boya
floresan mikroskobunda eksitasyonu 350 nm ve emisyon 420 nm’de mavi olarak

goriintiilenmigtir.
3.2.8. DIOC6 (3’,3-Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir) boyama

Prostat kanser hiicresi olan PC3 (ATCC CRL-1435) ve prostat epitel hiicresi PNT1A
(ECACC 95012614), 6 kuyucuklu petriye 1x10* hiicre olacak sekilde ekilmis ve
yapismasi i¢in bir gece boyunca 37 °C’ lik CO2 etiivde inkiibe edilmistir. Yapisan
hiicrelere 15 uM ve 20 uM Orlistat uygulanmustir. Hiicrelerin medyas1 4 nM DIOC6
iceren medya ile degistirilip 15 dakika boyunca bekletilmistir. Sagliklt mitokondri
membranini boyayarak canli hiicrelerin se¢imi saglanmistir. Saglikli mitokondri
membranina sahip hiicreler 15 dakika sonunda floresan mikroskobunda eksitasyonu

488 nm, emisyon 525 nm’de yesil olarak goriintiilenmistir.
3.2.9. Koloni olusumunun Kkristal viyole ile gosterilmesi

Prostat kanser hiicresi olan PC3 (ATCC CRL-1435) ve prostat epitel hiicresi PNT1A
(ECACC 95012614), 6 kuyucuklu petriye 1x10* hiicre olacak sekilde ekilmis ve
yapismasi i¢in bir gece boyunca 37 °C’ lik CO2 etiivde inkiibe edilmistir. Yapisan
hiicrelere 15 uM ve 20 uM Orlistat uygulanmistir. 24 saatlik ila¢ uygulamasi sonunda
hiicrelerin normal medya ile degisimi yapilmistir. Kuyucuklardaki medya 14 gun
sonunda uzaklastirilarak 1xPBS ile yikanmis ve 3 ml %100 metanol, 1 ml asetik asit
ile 5 dakika inkiibe edilmistir. Fiksasyon sonucunda hiicreler Kristal viyole ile

boyanmis ve goriintiilenmistir.
3.2.10. Total protein izolasyonu

Prostat kanser hiicresi olan PC3 (ATCC CRL-1435) ve prostat epitel hlicresi PNT1A
(ECACC 95012614), 100 nm’lik petrilere 1,5x10° hiicre olacak bigimde ekim yapilmis
ve yapigmasi i¢in 37°C’lik COz2 lik etiivde bir giin boyunca inkiibe edilmistir. Daha
sonra hiicreler 15 pM ve 20 pM Orlistat uygulanarak 24 saat boyunca etiivde
tutulmustur. Hiicreler, 24 saat sonrasinda 1xPBS ¢ozeltisi kullanilarak kazima yontemi
ile petriden toplanmis ve 2 dakika siire ile 13200 rpm’de santriftij islemi ile
coktliriilmiistiir. Bu islem petrideki tiim hiicreler toplanip ¢Oktiiriiline kadar

tekrarlanmaktadir. Santriflij ile ¢oktiiriilen hiicrelere lizis tamponu ilave edilmistir.

26



Ornekler, 20 dakika oda sicakhiginda ¢alkalayicida inkiibe edilmis ve daha sonra 20
dakika da 16000 rpm’de +4°C’ de santrifiij edilmistir. Ust faz yeni ependorf tiipiine
alinarak -80°C’ de saklanilir.

3.2.11. Fosfatlanms proteinlerin izolasyonu

Prostat kanser hiicresi olan PC3 (ATCC CRL-1435) ve prostat epitel hiicresi PNT1A
(ECACC 95012614), 100 nm’lik petrilere 1,5x10° hiicre olacak bicimde ekim yapilmis
ve yapismasi i¢in 37°C’lik CO; etlivde bir giin boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra
hiicrelere 15 uM ve 20 uM Orlistat uygulanarak 24 saat boyunca etiivde tutulmustur.
Hiicreler 24 saat sonrasinda, 1xTBS ¢6zeltisi kullanilarak kazima yontemi ile petriden
toplanarak 2 dakika boyunca 13200 rpm’de santrifiij islemi ile ¢oktiiriilmiistiir. Bu
islem petrideki tiim hiicreler toplanip c¢oktiiriiliine kadar tekrarlanmaktadir. Santrifiyj
ile ¢oktiiriilen hiicrelere 1x fosfostop eklenmis ve lizis tamponuda ilave edilmistir.
Ornekler 20 dakika oda sicakhiginda calkalayicida inkiibe edilmistir. Daha sonra 20
dakika da 16000 rpm’de +4°C’ de santrifiij edilmis ve iist faz yeni ependorf tiipiine

almarak -80°C’ de saklanir.
3.2.12. Protein miktar tayini

Protein miktarinin belirlenmesi i¢cin Bradford yontemi kullanilmis ve 96 kuyucuklu
petri kullanilarak konsantrasyonu 1,5 pug/ml olan Bovine Serum Albumin (BSA), artan
miktarlarda kullanilarak once standart bir egri olusturulmustur. Egri olusturulurken 1,5
ug/ul, 3 pg/ul, 4,5 pg/ul, 6 ng/ul ve 7,5 ng/ul BSA iizerine 200 ul Bradford soliisyonu
ilave edilmistir. 96 kuyucuklu petri kullanilmaya devam edilerek her 6rnekten 1 pl
konulmus ve tizerine de 200 pl Bradford soliisyonu ilave edilmis karanlikta 5 dakika
siire ile bekletilmistir. Ornekler 595 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda
okutulmustur. Olusan absorbans degerleri kullanilarakta protein konsantarsyon

degerleri elde edilmistir.
3.2.13. immunoblotlama teknigi ve protein diizeylerinin belirlenmesi

Bu teknik icin, konsantrasyonu hesaplanan proteinler Laemmli (5X) yiikleme tamponu
ve 50 pg protein Ornekleri 1:5 oranida karistirilarak 95°C’de 5 dakika bekletilmistir.
Hazirlanan  proteinler  %12’lik  akrilamid/bisakrilamid  jele  belirlenen

konsantrasyonlarda yiiklenerek yiirlitme tamponu olan tankta 85V ‘ta yiirlitiilmiistiir.
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Yurutilen proteinler transfere alinmadan once kullanilacak polvinilden fluorid
(PVDF) membranlar metanol ile aktif hale getirilmistir. Jeldeki proteinler, transferi
gerceklestiren makine ile 2,5 mA’da 7 dakika boyunca membrana transfer edilmistir.
Transfer islemi sonrast membranlar, 1 saat oda sicakliginda %5’lik yagsiz siit tozu
(%0,1 Tween 20 iceren 1XTBS) icerisinde ¢alkalayicida bekletilmistir. Siitte bekleyen
membranlar 1:1000 olarak hazirlanan primer antikorunda bir giin boyunca +4 °C’ de
bekletilmigtir. 1:1000 olarak hazirlanan primer antikor isaretlemesinden sonra
membran ikinci antikora alinmadan 6nce 7 dakika olarak ti¢ kez 1xTBS-T cozeltisi ile
yikanmistir. Daha sonra membran ikincil antikor ile bir giin boyunca +4°C’ de inkiibe
edilir. Membran TBS-T ¢0zeltisi ile iki kez ve TBS ¢0zeltisi ile bir kez muamele
edilmistir. Membrandaki antikor ile muamele edilmis protein bant gorintilemesi

Chemidoc-MP ile gergeklestirilmistir.
3.2.14. Protein saflastirma (clean-up)

Total protein izolatindan tuz, lipit, deterjan gibi kontaminasyona sebep olan ajanlarin
ayrilmasi i¢in protein temizleme basamagi olan ReadyPrep 2D Cleanup Kit (Bio —
Rad) kullanilmistir. Elde edilen proteinler, Cy Boyamasi i¢in, DIGE lizis tamponu
icinde (9M iire, %4 CHAPS ve 30mM Tris, pH 11) ¢ozdiriilmiistiir. RIPA kiti ile
izolasyonundan elde edilen proteinlerin saflastirilmasi sonucunda protein 6rnegi i¢in
en az 500 pg toplam protein miktar: olarak elde edilmistir. Clean-up icin her bir
Ornekten 500 pg kullanilmistir. Clean-up sonrasi elde edilen pellete uygun miktarda
Rehidratasyon tamponu ekleyerek ¢6ziindiiriilmiis ve 30 saniye boyunca vortexlenmis
ve oda sicakliginda 3-4 dakika bekletilmistir. Pellet tekrar 1 dakika boyunca
vortexlenmis ve pipetaj yapilarak ¢ozdiiriiliip 5 dakika boyunca 18.000 rpm de oda
sicakliginda santrifiij edilmis ve iist faz yeni mikrofiij tiipiine alinarak -80°C’ de

saklanmigtir. Elde edilen protein konsantrasyonu Bradford yontemi ile belirlenmistir.
3.2.15. Cy boyasi ile floreans isaretleme

Protein izolasyonu ve saflastirma islemlerinin ardindan, 6rnekler lizin spesifik Cy
(CY3, CYS5 ve CY2) boyalari ile boyanmistir. Orneklere, DMF (Dimetylformamide)
ve Cy boyalari ile hazirlanan floresan boyalar (Cy3, Cy5 ve Cy2) uygulanmistir. Boya
anastok 1 mM olacak sekilde 25 ul DMF’te ¢oziinmiistiir. Calismamizda PC3 dogaltip

ve orlistat, PC3 AMPKa susturma gergeklestirilmis ve/veya orlistat uygulanmis
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sekilde optimize edilmistir. Her bir set ayrica PNTIA prostat epitel hiicre hatt1 i¢in
Boyama asamasmin ardinda, Cy boyalarmnin protein orneklerine baglanmasini
engellemek ve aktivitesini sonlandirmak i¢in her bir 6rnege 1 pL- 10umol L-lizin
(Sigma, USA) eklenmis ve 10 dakika buzda bekletilmilstir. Bu basamakta

gerceklestirilen tiim islemler karanlikta gerceklestirilmistir.
3.2.16. 2D- DIGE Protokolu

Orneklerin Cy boyalar1 ile boyanmasinin ardindan 2D-DIGE protoliiniin basamaklar1
olan rehidrasyon, 1. boyut izoelektrik odaklama, 2. boyut SDS-PAGE islemleri ve
boyama gergeklestirilmistir. Bu basamaklarin hepsinde, gerekli olan soliisyonlarin
tamamini iceren ReadyPrep 2-D Starter Kit (Bio-Rad, USA) ve 0nerilen protokol
kullanilmigtir. 2D-protokol optimizasyonunda tim 6rneklerde Cy3 ve C5 kontrol vs
orlistat uygulanmig veya AMPKa+ vs AMPKa- 6rnekler yer degistirerek veriler iki
kez elde edilmistir. Her iki 6rnek i¢in ortak spot Cy?2 ile dogrulanmustir.

3.2.17. Rehidrasyon ve Izoelektrik Odaklama (IEF)

Cy boyalar ile boyanmis protein 6rnekleri, 1. boyut izoelektrik odaklama igin,
odaklama plakasinda (FocusingTray, Bio-Rad, USA) belirtilen + ve - yikli
elektrotlarin tizerine gelecek sekilde konuldu. Protein Orneklerine rehidrasyon
tamponu (8M (re, %2 CHAPS, 50 mM DTT, %0,2 (w/v) Bio-Lyte 3/10 amfolit ve
Bromofenol Mavisi eklendi. Readystrip IPG Strips (Bio-Rad) plakadaki + ve — yerler
ile eslesecek sekilde yerlestirilerek orneklerin IPG striplerdeki jele emdirilmesi
gerceklestirildi. Calismamizda ilk olarak pH 3-10 arasindaki IPG stripler kullanilmas,
ardindan proteinlerimizin yogunlastigi pH araliklarinda tekrar edilerek en uygun
ayirmm  gergeklestirilmeye c¢alisilmistir. Rehidrasyon ve izoelektrik odaklama
PROTEAN IEF Cell cihazinda (Bio-Rad), iiretici firmanm Onerdigi kosullarda
gerceklestirilecektir. Odaklama plakasinda yaklasik 12 saat rehidrasyon asamasi ve
ardindan 6-8 saat izoelektrik odaklama asamas1 gerceklesmektedir. 20°C’de 250 V da
20 dk lineer akimda ardindan 2 saat 4000 Volt lineer akimda olmak iizere toplamda 5
saat 14000 Volt hizli1 akimda IEF basamagi ger¢eklestirilmistir. Bu basamaklarda jelin
kurumasinin ve bozulmasinm engellenmesi icin stribin tamammin iizerine gelecek

miktarda mineral yag eklenmistir.
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3.2.18. Denge saglanmasi (equlibriation) ve 2D Jel

Proteinlerin pl noktalarina gore 1. boyut odaklama isleminin ardindan SDS-PAGE
islemine gegmeden Once proteinlerin denge basamagindan (equlibriation) ge¢cmeleri
gerekmektedir. Bu basamakta proteinlerin SDS ile denature olmalari, DTT ile disiilfit
baglarinin rediiklenmesi ve iodoasetamid ile alkillenmeleri saglanarak yeniden distilfit
baglar1 olusturmalar1 engellenir. 11k olarak odaklama plakasindan alman IPG Stripleri
rehidrasyon/denge saglama plakasina (rehidratation/equlibriation tray) almnir ve
tizerine Denge Tamponu | (6M Ure, %2 SDS, 0.375M Tris-Hcl (pH 8.8), %20 Gliserol
ve %2 DTT) eklenir ve 15 dakika oda sicakliginda c¢alkalanir. Ardindan Denge
Tamponu Il (6M Ure, %2 SDS, 0.375M Tris-Hcl (pH 8.8), %20 Gliserol ve
iodoasetamid) eklenerek yeniden 15 dakika oda sicakliginda calkalanir. Bu asamadan
itibaren SDS-PAGE asamasina geg¢ilmistir. Bu amagla, %30 Akrilamid/Bisakrilamid,
Tris pH (8.8), %10 SDS, %10 APS, TEMED ve distile sudan olusan %12’lik
Poliakrilamid jel hazirlanmistir. Rehidrasyon/Denge saglama plakasindan alinan strip,
Tris-Glisin ve SDS igeren yiiriitme tampon ile yikandiktan sonra hazirlanan jelin
iizerine, yiirlitme tamponu ile yikanan IPG strip yerlestirilmistir ve IPG stripin yaninda
kalan kismina filter kagidina emdirilmis protein markir1 da yiiklenmistir. SDS-PAGE
jelin Uzeri % 0,8’lik Agaroz c¢ozeltisi (1X TAE, Agaroz ve Bromofenol mavisi) ile
kapatilmistir. Hazirlanan jel, Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad) kasedine yerlestirilir,

Tris-Glisin-SDS yiritme tampon ile doldurulmustur ve 200V’da 1 saat yiiriitiilmustiir.

3.2.19. Boyama

Jelin ylirlime isleminin ardindan, IPG Stripi jelin lizerinden ayrilir ve SDS’ den
armdirmak i¢in birka¢ kez distile su ile yikanarak boyama soliisyonun (Coomassie
Blue ya da SYPRO Ruby Protein Gel Stain) i¢ine alinarak 1 saat bekletildi. Boyama
isleminin ardindan jel su igerisine alinarak 15-30 dakika arasinda boyadan armdirma
islemi gerceklestirildi. Calismanin bu agsamasinda, prostat kanseri/epiteli dogal tip ve
AMPKa ifadesinden yoksun olan hticrelerden elde edilen 2D-DIGE jeline ait gorinti
eldesi ve oOnemli oranda degiskenlik gosteren protein spotlarinin analizi

gerceklestirilmistir.
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3.2.20. Goruntd eldesi

2D-DIGE jellerine ait goriintu ChemiDoc MP (Bio-Rad) cihazinda elde edilir. Cy?2 ile
boyali protein noktalar1 488 nm emisyon filtresi, Cy3 ile boyali protein noktalar1 532
emisyon filtresi ve Cy5 ile boyali protein noktalar1 635 nm emisyon filtresinde

floresans 1s1ma gostermektedir.
3.2.21. Biyoinformatik Analiz

Data analizleri PDQuest Gelismis 2-D analiz programi (Bio-Rad) ile
gerceklestirilmistir. Elde edilen protein spotlarinin kiyaslanmasi, birkag¢ farkli yonden
gergeklestirilmistir. Ik olarak her bir jelin uygun floresans dalga boyunda ayr1 ayri
goriintiisii alimmistir ve bu goriintii tek jel tizerinde ¢oklu olarak birlestirilmis dalga
boyundaki goriintii ile kiyaslanmistir. Daha sonra ayni1 6rnege ait olarak Cy3 ve Cy5
ile boyanmis 6rneklerin spot hacimlerinin internal kontrol Cy2 ile boyanmis 6rneklerin
spot hacimlerine oranlanmasi ile normalize edilmistir. Kontrol grubuna ait veriler,
AMPKa ifadesi azalmasi ile elde edilen veriler ile karsilastirilarak degisiklik
gostermeyen ya da degisiklik orani uygun olmayan noktalar elemine edilmistir.
Spotlarin gruplanma siirecinin sonunda scatter-plot analizi ile artan ya da azalan
protein spotlar1 belirlenmistir. Her bir protein icin elde edilen ortalama spot hacimleri
hiyerarsik gruplama ve ikili karsilastrma ile analiz edilmistir. Protein spotlarinin
hacminde internal standart protein spotu hacmine kiyasla en az iki kat artis ya da
azahis gosteren ve p degeri 0.05’in altinda olan spotlar 6nemli olarak adlandirilacak,

hiyerarsik kiimeleme ile gruplanmis ve ardindan

KEGG (http://www.genome.jp/kega/pathway.html),

BioCarta (http://cgap.nci.nih.gov/Pathways/BioCarta_Pathways) ya da

Reactome (http://www.reactome.org/) gibi yolak analizlerinin yapilabilecegi
programlarda hangi yolaklarda etkili olduklar1 belirlenmistir. Swissprot veri tabani
uzerinde 2D-DIGE ile ilgili birgok ayrica uygulama tanimlanmistir. Gerekli goriilmesi

durumunda siire¢ diger uygulamalar ile irdelenecektir.
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3.2.22. istatistiksel analiz

Her bir uygulamanim etkisine yonelik elde edilen sonuglar Graphpad programi araciligi
ile veri sayist ile uyumlu istatistiksel yontemlerle ile incelenecek ve grafik/tablo olarak

sunularak PDQuest programu ile spotlarin kantitatif verileri elde edilebilmektedir.
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BOLUM 4. SONUCLAR

Bu verilere gore Orlistat doza bagimli bir sekilde PC3 prostat kanseri hiicrelerinde
hiicre canliligina ket vurmustur. MTT testi sonuglarma gore benzer etki Etanol
uygulamasi sonucunda goriilmemistir (Sekil 4.1). Bu bulgularin tersine bir sekilde
Orlistat PNT1A hcrelerinde 0-100 uM etkili degildir. Orlistat uygulamasi, tasiyici
ajan Etanol uygulamasi ile benzer bir hiicre canliliginda etki gostermis ve bu etki
istatistiksel olarak uygulama yapilmayan kontrol hiicrelerine gore anlaml

gorilmemistir (p>0,05).

g

m Orlistat m EtOH uygulamas:

s B 2

Gareceli hiicre canlihgi (%)

E & 8 B

=

0 5 10 15 20 30 40 50 100
ilag uygulamasi [puM)

m Orlistat  mEtOH
100

Goreceli hiicre canhibg (2:)
z

0 5 10 15 20 30 40 50 100
ilag uygulama (M)

Sekil 4 1. PC3 (A), PNT1A (B) hiicre hatlarinda Orlistat uygulamasi 24 saat boyunca
gerceklestirildikten sonra MTT hiicre canlili1 testi ile goreceli canlilik analizi

yapilmistir. Etanol uygulama vektoriidiir ve sonuglarin ortalama =+ std. hata olarak

sunulmustur.
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Orlistat i¢in segilen dozlar her iki hiicre hattinda uygulanmak iizere 15-20 uM secilmis

olup, PC3 ve PNT1A hiicrelerinde 24 saat boyunca uygulanmistir. Orlistat her iki doz

uygulamasinda PC3 hiicrelerinde G1/S asamasinda ket vurucu etki gdstermistir (Sekil

4.2). PNTI1A hiicrelerinde ise seg¢ili dozlarda hiicre siklusunda uygulama yapilmayan

kontrol hiicrelere gore degisim goriilmemistir. Bu sonuglar orlistat’in yiiksek

metastatik 6zellik gosteren PC3 hiicrelerinde etkili olmasindan 6tirt olumlu olarak

degerlendirilmistir.
Kontrol Orlistat 15pM Orlistat 20puM
ADZ PC3 Control ADIPC315 AD4L PC3 20
< Gate (P1inally = Gate: (P1 inall < Gate (P1inally
- Sub G1 - Sub G1 - Sub G1
1.1% 12.3% 15.9%

PC3

PNT1A

BO2 PNT Contral
= Gate: (PZinally
* TSub G1
4.0%

BO3IPNT1S
= Gate: (P2 inall)
# TSub &1
6.1%

w B wf ol 2

BO4 PRNT 20
= Gate: (PZinally
% TSub &1
7.8%

wd wfl ol ol 2

Sekil 4 2. Orlistat uygulamasi sonucunda hiicre siklusu degisimlerinin PC3 ve PNT1A

hiicrelerinde gosterilmesidir. 24 saat sonrasinda fikse edilen hiicreler PI ile

boyandiktan sonra hiicre sitometrisinde analiz edilmistir.
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Hicre siklusu ile birlikte hicrelerde Orlistat uygulamasma takiben mitokondri
membran potansiyeli (MMP) degisimleri DiOC6 floresan boya ile tanimlanmaya
calisilmistir. Hiicrelerde DiOC6 pozitifligi PC3 prostat kanseri hiicrelerinde 24 saat
ila¢ uygulamasinda doza bagimli bir sekilde azalma gosterirken, PNT1A prostat epitel
hiicrelerinde ise canlilik testinde ve hiicre siklusu test sonuglarina benzer bir sekilde

degisim goriilmemistir (Sekil 4.3).

Kontrol 15 uM Orlistat 20 uM Orlistat

PC3

PNT1A

DiOC,

Sekil 4 3. DiOC6 boyamasi ile mitokondri membran potansiyelinin Orlistat farkl
konsantrasyonlarinin 24 saat boyunca uygulandigi PC3 ve PNTIA hiicrelerindeki
degisimler gosterilmistir. Biiyiitme: 200x ve DiOC6:3,3'-Dihexyloxacarbocyanine
lodide

Orlistat uygulanan hiicrelerde sag kalim mekanizmasinin sonuglarmnin irdelenebilmesi
icin yara iyilesmesi deneyi ile zamana bagl olarak hiicrelerin boliinme kinetikleri
incelenmigtir. PC3 hiicrelerinde 24 saat icerisinde ¢izim yapilan alanda kapanma
goriilirken, Orlistat uygulanan hiicrelerde yara agikligmin kapanmasinin olmadigi
gozlemlendi. Bu nedenle Orlistat proje kapsaminda 6nemli diizeyde sagkalima ket
vuran ajan olarak tanimlanmistir. Orlistat’in bu etkisi molekiiler sinyal yolaklarinda

Orlistat m etkisinin tanimlanmasmin dnemine dikkat ¢ekmistir (Sekil 4.4).
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PC3

Kontrol Orlistat 15uM Orlistat 20uM

Osaat

24 saat

Sekil 4 4. Yara iyilesmesi modeli ile PC3 prostat kanseri hiicrelerinde iki farkli Orlistat

dozunun 24 saat boyunca etkisi tanimlanmistir. Biiyiitme: 200x

AMPKa ile etkilesim halinde olan komsu etkilesim haritast STRING veri analizi ile
tanimlanmustir. Orlistat hipotezde yer aldig1 lizere hiicre sagkalimi ve 6liimii ile iliski
merkezi rol oynayan AMPK {izerinde etkili bir ajan olarak tiim hiicresel cevaplar1 PC3
hiicrelerinde meydana getiriyorsa, STRING analizinde oldugu iizere birden fazla
molekiiler hedef Uzerinde etki gosterme potansiyelindedir (Sekil 4.5). Bu gruplar
icerisinde onciil molekiiler hedefleri PI3K/AKT, mTOR sinyal yolag, yag asidi sentaz
enzimi (FASN) ile iliskili protein hedefleri olusturmaktadir. Bu nedenle tez
kapsaminda oncelikle orlistat’in protein hedefleri {lizerine etkileri kontrol edilmistir
(Sekil 4.6).
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PC3
Orlistat Uygulamas

K 15uM  20puM

WD s | PAMPKS

AXT

ACL

P-ACL ser'™

AceCS1

ACC

P-ACC Ser™

FASN

ACSL-1

..‘E mTOR
— G0N

Sekil 4 5. PC3 prostat kanseri hiicrelerinde 24 saat orlistat uygulamasi sonucunda ifade

diizeylerinde degisiklik goriilen proteinler immunoblotlama yontemi ile gdsterilmistir.

Sekil 4.5” de goriildiigii tizere PC3 hiicrelerine 24 saat boyunca 15 ve 20 uM orlistat
uygulanmis ve ardindan STRING analizi ile etkilesimde oldugu tespit edilen bazi
molekiiler hedeflerin immunoblotlama yodntemi ile ifade diizeyleri incelenmistir.
Orlistat AMPKa ifade diizeyine ket vurmamasina karsin, p-AMPK Thr172 hedefinin
fosforilasyonunu tetiklemistir. Bu durum AKT 1n total protein ifadesi ile iliskisiz olup,
ATP-Citrate Lyase (ACL) ifade diizeyi doza bagimli bir sekilde kontrol hiicrelere gore

azalmistir. ACL yag asitleri, kolesterol ve asetilkolin biyosentezinin yani sira
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glikojenez i¢in anahtar adim olan sitozolde asetil-COA ve oksaloasetat (OAA)
olusumunu katalize eden bir homotetraamindir. Anti-obezite ilaglarmin temel
hedeflerinden birisi olan ACL Ser455 rezidiisiinden PKA ve AKT tarafindan fosforile
edilerek enzimin katalitik aktivitesini artirilmaktadir. Bir diger yag asiti biyosentez
yolaginda 6nemli molekiiler hedef Asetil-CoA karboksilaz (ACC)’dir. Asetil-CoA'nin
malonil-CoA'ya karboksilasyonunu Kkatalize etmekte boylece yag asitlerinin
biyosentez ve oksidasyonunda anahtar enzim olarak rol oynar. ACC1 (265 kDa,
ACCa) formu oncelikle lipojenik dokularda eksprese edilirken, ACC2 (280 kDa,
ACC) oksidatif dokulardaki ana izoform olarak gdsterilmektedir. Insanlarda, ACC2
hem lipojenik hem de oksidatif dokularda baskin izoformdur. Ser79'da AMPK veya
Ser1200'de PKA tarafindan fosforilasyona ugrayan ACC'nin enzimatik aktivitesini
inhibe etmektedir. ACC, obezite karsit1 ilaglarin potansiyel bir hedefi olarak 6nem
kazanmistir. Orlistat uygulamasi sonucunda PC3 hiicrelerinde toplam ACC miktar1
degismemekle birlikte Ser79dan ACC fosforile edilmektedir. Bu durum AMPK
aktivasyonunu valide etmektedir. Orlistat AMPK aktivasyonu ile ACCnin Ser79dan
fosforilasyonu yolu ile yag asiti sentaz yolaginda inhibe edici etki gostermektedir.
FASN, asetil-CoA ve malonil-CoA'dan uzun zincirli yag asitlerinin sentezini katalize
eden Onemli bir regiilatordiir. FASN, yedi farkli katalitik aktiviteye sahip bir
homodimer olarak aktiftir ve yagda metabolik olarak aktif dokular veya adipoz dokuda
depolanmak iizere karacigerde lipitler liretilmesini saglamaktadir. Diger dokularda ise
FASN ifadesi sinirli olarak goriilmektedir. FASN'nin artan ifadesi ¢ogu insan
karsinomunda ortak bir fenotip olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin meme kanserinde
imminohistokimyasal boyama, FASN dizeylerinin meme timarlerinin boyutuyla
dogrudan iliskili oldugunu gostermistir. Arastirma caligsmalar1 ayrica FASN'nin
akciger ve prostat kanserlerinde yiliksek oranda eksprese oldugunu ve FASN
ekspresyonunun meme ve prostat kanserinde kotii prognozun bir géstergesi oldugunu
gOstermektedir. Bu nedenle anti-kanser etkinin taninlanmasinda proje kapsaminda
FASN iizerindeki etkinin gosterilmesi Oonem kazanmustir. Orlistat FASN ifade
diizeyine uygulama yapilmamis kontrol hiicrelerine gore ket vurmustur. Benzer
sekilde Lipin ifadesinde de azalma saptanmistir. Lipin 1, adipoz doku gelisimi i¢in
gerekli bir niiklear protein olarak tanimlanmustir. Lipin 1, adiposit gelisimi ve besin
algilayici yollar arasindaki baglantiy1 gosteren mTOR tarafindan diizenlenmektedir.

Ayrica TORC2/CRTC2 tarafindan hepatik insiilin sinyalizasyonuna aracilik eder.
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Lipin 1 toplam ifade diizeyindeki azalma sag kalim sinyal yolaklara orlistat’m ket

vurucu etkisi gostermektedir.

PNTI1A
Orlistat Uygulamas

K 15uM  20uM

P-ACL ser'™

Ace(CS1

ACC

P-ACC Ser™

FASN

ACSL-1

Lipia-1

mTOR

GAPOH

Sekil 4 6. PNT1A prostat epitel hiicrelerinde 24 saat orlistat uygulamas1 sonucunda
ifade diizeylerinde degisiklik goriilen proteinler immunoblotlama yontemi ile

gosterilmistir.

Sekil 4.6. incelendiginde, AMPK Thr172 fosforilasyonunu orlistat her iki segili
konsantrasyon uygulamasi sonucunda arttirmaktadir. ACL total protein diizeyinin
azalmasi ile benzer bir profil gosteren p-ACL ser 455 fosforilasyonundaki azalmay1
takiben, p-ACC ser 79 fosforilasyonunda orlistat uygulamasi artisa neden olmustur.

FASN ifade diizeyindeki azalma PC3 hucrelerinde elde edilen sonug ile benzer
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olmakla birlikte orlistat PNT1A normal prostat epiteli hicrelerinde ifade duzeyinde
artis gostermektedir. FASN bazal ifade diizeyi PC3 hiicrelerinden daha fazla olarak
goriilmiistiir. Bu durumda FASN’in karsinogenezdeki dnemine isaret etmektedir. Tiim
sonuclar incelendiginde orlistat her iki hiicre hattinda da etkili olmakla birlikte, etkisi
PC3 hiicrelerinde PNT1A hiicrelerine gore daha fazladir. Bu amagla PC3 ve PNT1A
hlicrelerinde orlistat’in anti-sagkalim etkisi koloni formasyonu testi ile incelenmistir
(Sekil 4 7-4 8). Koloni formasyonu testine gore orlistat her iki konsantrasyonda da
PC3 hiicrelerinde tastyici Etanol uygulamasina kargin inhibitif etki gdstermistir.

Ancak PNT1A hiicreleri iizerinde hem orlistat hem de Etanol etkili olmamustir.

Kontrol Orlistat 15uM Orlistat 20uM

PC3

Kontrol Etanol 15uM Etanol 20uM

Sekil 4 7. PC3 prostat kanseri hiicrelerinde koloni olusturma deneyi orlistat ve etanol
uygulamasi ile gosterilmistir. Hiicreler fikse edildildikten sonra kristal viyole ile

boyanmustur.
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Kontrol Orlistat 15uM Orlistat 20uM

PNT1A

Kontrol Etanol15uM Etanol 20uM

Sekil 4 8. PNT1A prostat kanseri hiicrelerinde koloni olusturma deneyi orlistat ve
etanol uygulamasi ile gosterilmistir. Hiicreler fikse edildikten sonra kristal viyole ile

boyanmustir.

Tum bu sonuglar sonucunda AMPKa sessizlestirmesi ile ilgili deneylerde potansiyel
molekiiler hedefler tanimlanmistir. AMPKa sessizlestirmesi amaci ile hiicrelerde
gerceklestirilen optimizasyon sonuglarina gére Puromisine direncli hiicre kolonileri
tek hiicre halinde elde edilmeye c¢alisilmig, ardindan segili hiicreler biyiitiilerek
hiicrelerde AMPKa ifadesi kontrol edilmistir. Bu hiicrelerde %50 den fazla miktarda
AMPK seviyesindeki azalma olumlu olarak kabul edilmis ve hiicrelerin popiilasyon
olarak biytime Kkinetikleri kontrol edilmistir. Hiicre morfolojisindeki degisimler
puromisine diren¢ deneyleri boyunca gdzlenmistir. Puromisinin artan miktarlarda
uygulanmast ile direngli hiicre kolonileri tantmlanmistir. Direngli hiicre kolonilerinde
gerceklestirilen immunoblotlamalar ile hiicre molekiiler hedefleri ayrica irdelenmistir

(Sekil 4.9). Sekilde goriildiigii tizere elde edilen PC3 kolonileri tek tek incelenmistir.
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Sekil 4 9. Puromisin ile AMPKa sessizlestirmesi sonrasinda secilen hiicre
kolonilerinde AMPKa ifadesinin kontrol edilmistir ve hiicrelerin sag kalim profilleri

151k mikroskobunda 200x ile gdsterilmistir.

AMPK ifadesinden yoksun stabil hiicre hatlarmin eldesi ile hiicreler 2-boyutlu
elektroforez yontemi (2D-DIGE) ile toplam protein ifadesindeki degisim
incelenmistir. Hizli destek projemizin temel hedeflerinden birisi olan bu is paketi ile
AMPK+/AMPK- PC3 ve PNTI1A hiicre hatlarindaki karsilastirmanin yanisira doza
bagiml olarak orlistat ifadesinin gosterilmesine yonelik AMPK+ PC3 ve PNT1A
hiicre hatlarinda 15 ve 20 uM orlistat’in 24 saat boyunca etkiledigi proteinler
belirlenmeye calisilmistir. 2D-DIGE yontemine gore drnekler ¢cok kanalli filtrelerin
mevcut oldugu Chemiluminesence okuyucu goriintiileme cihazinda goriintii analizleri
icin kaydedilmistir. Orneklerin herbirisi icin CY5 AMPK+, CY3 AMPK —ve CY2 hem
AMPK+ hem de AMPK- protein lizatlarmm yiiklenmesi seklinde analize alinmistir.
Ikinci tekrar ise CY3 AMPK+, CY5 AMPK —ve CY2 hem AMPK+ hem de AMPK-
seklindedir. Boylece boyaya bagli goriintiide meydana gelen ardil noktalar elimine

edilebilmistir (Sekil 4. 10-11).
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Sekil 4 10. Temsili 2D-DIGE sonuglar1 beyaz-siyah ¢evrimi ile ¢ok kanalli okuma
sisteminde gosterilmistir. CY5 AMPK*, CY3 AMPK ~ve CY2 hem AMPK" hem de

AMPK olup, her bir kosul i¢in toplam 60 pg toplam protein kullanilmustir.
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Sekil 4 11. PDQuest yazilimi iistiinde yazilimin belirledigi spotlar analiz edilerek

filtrelenmistir

Sekil 4 12. Temsili 2D-DIGE sonuglar1 ¢ok kanalli okuma sisteminde gosterilmistir.
CY5 AMPK*, CY3 AMPK™ ve CY2 hem AMPK™ hem de AMPK" olup, her bir kosul
icin toplam 60 pg toplam protein kullanilmustir.
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Proje kapsaminda iki tip strip ile calisilmistir: Sistemin optimize edilebilmesi amaci
ile 6rmekler pH 3-10 araliginda IEF protokoliine tabi tutulmustur. Daha sonra segili
ornekler pH 4-7 araliginda arastirilmistir. Yapilan deneyler kapsaminda her bir kosul
(PC3 AMPK+, AMPK, 15- 20 uM Orlistat uygulamasi) kendi grup ornekleminde
mastir jel igerisinde degerlendirilmis ve spot analizi gerceklestirilmistir. Ornekler
arasinda gerceklestirilen spot analizi i¢in silik ve biiylik spotlar esik deger olarak
PDQuest (Biorad) programi yonergesine gore se¢ilmis ve otomatik se¢im ile spot
sayis1 elde edilmis, silik bantlarin se¢cim yeri degistirilerek her bir kosulda kontrol jel

icin 500-750 arasinda spot olacak sekilde spot belirleme hassasiyet ayar1 yapilmistir.

Daha sonra secili spotlar sisteme kaydedilmis ve mastir jel olusturulmustur (Sekil
4.13). Bu kopyaya gore spot analizinde yliklenen markir ve secilen pH araliginda gore
olas1 spotlar i¢in pI ve molekiiler agirlik tanimlanmistir. PDQuest yaziliminda yer alan
karsilastirma verilerine gore en az 4 kat fark ile %90 hassasiyette ortak degisimde olan
ve kendi i¢inde degisimlerin temel alindig1 spotlar elde edilmistir. Spotlar tek tek
karsilagtirilmis ve ileride gerceklestirilmesi muhtemel kiitle spektroskopisi deneyleri
icin se¢im yapilmistir. 25 spot ortak degisim parametresi gosterirken, kendi basina

degisen toplam 172 spot gosterilmistir.
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Sekil 4 13. PC3 AMPK hiicrelerde kontrol vs 15 uM Orlistat uygulamasi i¢in elde
edilen mastir jel gosterilmektedir. (Ust) olast molekiiler agirlik ve PI dagilimu, (alt)

olasi jeller arasinda anlamli degisim gosteren spot se¢imleri gdsterilmistir.
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Tablo 1. PC3 AMPK hiicrelerde kontrol vs 15 uM Orlistat uygulamasi i¢in elde edilen

mastir jele gore ortak degisen spotlar gosterilmistir. (SSP: Spot kodu, MW: Molekiiler
Agirlik, PI: izoelektrik noktasi)

PC3 AMPK-
15 uM
SSP |[IMW  |pl Orlistat Oran | PC3 AMPK- Kontrol Oran
2003 |12.51 |6.05 8776.4 0.49 |18086.2 1.00
5101|13.72 |5.41 11257.4 0.49 |23018.3 1.00
2102 |14.52 |6.25 7576.3 0.29 |26535.3 1.00
2104 14.74 |6.14 9845.9 0.30 |33311.4 1.00
6205|15.63 |4.88 64813.5 0.34 |192071.4 1.00
7205|17.14 |4.78 10305.5 0.21 |49146.4 1.00
7302 |17.57 |4.84 8221.5 0.27 |30624.9 1.00
7306 |18.00 |4.76 12672.9 0.36 |35212.8 1.00
7308 |18.67 |4.75 8023.1 0.30 |26617.0 1.00
4302(19.54 |5.64 137982.1 6.83 |20203.7 1.00
8402/19.92 |4.73 5036.8 0.28 |18165.3 1.00
0402 |27.89 |6.97 54653.3 0.22 |244306.6 1.00
8503|32.93 |4.26 31251.0 3.91 |7989.9 1.00
6603 |43.37 |4.87 6564.0 0.03 |235189.4 1.00
1604 |52.90 |6.50 18841.3 0.40 |47633.0 1.00
8602 |56.44 |4.27 118734.0 4.83 |24584.1 1.00
8701|75.50 |4.28 60675.3 3.59 |16895.7 1.00
3701/97.62 |6.02 12366.5 0.33 |37839.4 1.00
2701/98.99 |6.10 13268.4 0.19 |70201.8 1.00
47041101.95|5.70 20557.1 0.41 |49549.7 1.00
4804 (116.53|5.57 132380.8 4.84 |27323.6 1.00
6801/124.10|5.10 15466.9 0.48 |31999.9 1.00
9804 |150.05|4.17 8479.0 0.50 |16985.6 1.00
0901 |222.83|-1.00 9361.3 0.42 |22105.7 1.00
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Sekil 4 14. PC3 AMPK- prostat kanseri hiicrelerinde kontrol hiicrelerin 15 uM Orlistat
uygulamasi sonucunda ortak degisen spotlarinin goreceli ifade diizeyine iliskin grafik

gosterilmistir.

Benzer sekilde daha yiliksek konsantrasyonda 20 uM Orlistat uygulamasina takiben
analizler gergeklestirilmistir. Mastir jel iizerinde ortak spotlar degerlendirilmis ve
kontrole gore degisen spotlar irdelenmistir. 20 uM Orlistat Sekil 4.15 de gorildigi
iizere kontrol hiicrelere 23 farkli oldugu diisiiniilen protein hedefi (spotu) iizerinde
etkili olmustur. Bu veri setinde baslangigta internal standart Cy2 normalizasyonu
uygulanmadan veri seti iglenmistir. Bu gruplar igerisinde 1605 spotun 1100 kadar1 Cy5
boyas1 kaynakli oldugunu diisiindiigiimiiz artifakt olarak degerlendirimistir. Bu veri
Cy2 internal standard veri setinden filtrelendiginde spotlarin degisiminin 500
civarinda oldugunu gostermektedir. Muglak olan internal standart ile karsilastirmali
olarak tiim Cy3 ve Cy5 zit boyamali jellerden elde edilen veri igerinde ortak olarak
secilemeyen 5-10 spot nedeni ile olusmaktadir. Bu nedenle ana jel yeniden ¢izilmis ve
Sekil 4.15 de gosterilmistir. Sekil 4.16 da ise kontrol ve segili doz icin orlistat
uygulamasi ortak kesisim kiimesindeki jel spotlarmim ileride gerceklestirilebilecek

kiitle spektroskopisi deneyleri i¢in aday veri seti olusturdugu diisiiniilmiistiir.
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Sekil 4 15. PC3 AMPK- hiicrelerde kontrol vs 20 uM Orlistat uygulamasi i¢in elde

edilen mastir jel gosterilmistir.
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Sekil 4 16. PC3 AMPK- prostat kanseri hiicrelerinde kontrol hiicrelerin 20 uM Orlistat

uygulamasi sonucunda ortak degisen spotlarinin goreceli ifade diizeyine iliskin grafik

gosterilmistir.

Orlistatin doza baglh etkisinin PC3 AMPK- hicrelerinde gdsterimine yonelik
hazirlanan mastir jel ile ortak degisimde olan ve t-testine gére anlamli olarak
tanimlayabildigimiz (p<0,05) 9 spot tanimlanmistir. Toplamda mastir jel lizerinde 54
spot tiim durumlar i¢in ortak olarak ayristirilabilmis, bunlardan 9°u kesisim kiimesinde
yer almigtir (Sekil 4.18). pl noktasina gore spotlar siralandiginda doza bagh etki 4,81
pH 33,32 KDa i¢in tanimlanmistir. Bu kosul ifade diizeyinde artis olarak
gosterilmistir. Aksine 5,71 ve 6,9 pl noktalarinda tespit edilen spotlarda ise kontrole
oranla doza bagh bir sekilde spotlarinda temsil ettigi protein diizeylerinde azalma
seklinde degerlendirilmistir. 6,86 ve 6,94 noktalarinda belirlenen pl spotlarinda ise

sadece 20 uM Orlistat etkili olmaktadir.
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Sekil 4 17. PC3 AMPK- prostat kanseri hiicrelerinde kontrol hiicrelerin 15-20 uM
Orlistat uygulamasi sonucunda ortak degisen spotlariin goreceli ifade diizeyine

iligkin grafik gdsterilmistir.

Sonuglar igin MW ve PI spot belirlemelerine gére TAGIdent (Expasy veri tabani)
biyoinformatik veri tabani ile arama sonuglarina gére doza bagimli etki gosteren 4,81
Pl noktasindaki hedef i¢in 142 potansiyel protein hedefi saptanmistir.
UniProtKB/Swiss-Prot veritabanlarmda Homo sapiens i¢in segili proteinlerin sayica
coklugu temel olarak 4,7-4,9 olarak secilen genis araliktan otiirii oldugu

diistiniilmiistiir.
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ELIF DAMLA ARISAN Tagldent Results Inbox X

ExPASy web.expasy.org <expasy@expasy.org=
to me |«

E?ﬂ English = »  Chinese (Traditional)»  Translate message

e Lk ek e e kL

* Tagldent Search on the ExPASy WWW Server *
* (mail for damlsarisan@email.com)

= *
= Here are the results of your Tagldent Search *
= *

e T

Search performed in UniProtKB/Swiss-Prot with following wvalues:
Query name: ELIF DAMLA ARISAMN

pl range = 4.7 - 4.9

Mu range = 29321.6 - 37313.4

with cysteines in reduced form

os/oc/ox = Homo sapiens (corresponding to TaxID: 9686)
Kl keyword = ALL

Scan done on 28-May-2018,
UniProtkB/Swiss-Prot Release 2813 @5 of 23-May-18: 557491 entries

Scan in UniProtKB/Swiss-Prot database (557491)

142 proteins found in the specified pI/Mw range

------------------- This message was generated on ExPASy.

Sekil 4 18. TAGIDENT arama sonucu gosterilmistir.

Arama sonuglar1 daraltildiginda 4.80-4.85 araliginda ayni1 kDa biiyiikligiinde 31
potansiyel protein hedefi tanimlanmustir (Sekil 4.19). Bu nedenle ileride segili
spotlarin 4-7 pH striplerinde taranmasmm o6nemli olacagi ve bu spotlarin kiitle
spektroskopisi ile taranmasi yolu ile 2D-DIGE sistemiden elde edilen verilerin

dogrulanabilecegi diisiiniilmektedir.
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ExPASy web.expasy.org <expasyexpasy.org=

tome [«
}'E‘q English = > Chinese (Traditional)»  Translate message

e S R e e

* Tagldent Search on the ExPASy WWW Server *

* (mail for damlaarisan@gmail.com)

= *

* Here are the results of your TagIdent Search *

= *
e S R e e

Search performed in UniProtkB/Swiss-Prot with following values:
Query name: DOSAGES

pl range = 4.86 - 4.85

Mw range = 29321.6 - 37318.4

with cysteines in reduced form

0s/0C/0X = Homo sapiens (corresponding to TaxID: 9686)
Kl keyword = ALL

Scan done on 28-May-2018.
UniProtKB/Swiss-Prot Release 2818 65 of 23-May-18: 557491 entries

Scan in UniProtKB/Swiss-Prot database (557491)

EfMlproteins found in the specified pI/Mw range

------------------- This message was generated on ExPASy.

Sekil 4 19. Daraltilmis TAGIDENT sonuglar1 gosterilmistir.

PC3 prostat kanseri hiicrelerinin ilaca ve AMPK susturmasina karsmn vermis oldugu
cevap ise bir baska spot analizi ile incelenmistir. PC3 hiicreleri i¢in AMPK susturmasi
ile 62 spot degisimi gosterilmistir. Bu nedenle AMPK susturmasina karsilik olarak ilag
degisimi ile benzer sayida spotun degistigi gosterilmistir (Sekil 4.20). Ancak spot
dagilimlarinin  gosterilmesine yonelik olusturulan ana jel benzer spotlarin

degismedigini gostermektedir.
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Sekil 4 20. PC3 prostat kanseri hiicrelerinde ilag uygulamasi ve AMPK susturmasina

spot dagilimi gosterilmistir.

Sekil 4.21. PC3 prostat kanseri hiicrelerinde (sol) PC3 kontrol vs AMPK susturmasi,
PC3 kontrol vs Orlistat uygulamasi ve PC3 kontrol vs kontrol normalizasyon grafikleri
gosterilmistir. Mavi 4 katdan ifade diizeyinde azalma sinir1, kirmizi ¢izgi 4 kat ifade

diizeyinde artig smirmi gostermektedir.
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Sekil 4 22. PC3 prostat kanseri hiicrelerinde sadece AMPK susturmasi ve sadece
Orlistat uygulamasi ile degisen protein spotlarinin tahmini pl noktalarina gore dagilim

grafigi gosterilmistir.

PNT1A kontrol ve AMPK- hiicrelerde degisim gosteren spot sayilari analiz
edildiginde normalizasyon ile birlikte iki tekrarh jellerde toplamda 288 spot sayisi
icerisinde 4 kat ifade dilizeyinden daha c¢ok azalan ve artan ¢ok sayida spot

tamimlanmustir (Sekil 4.21).

PNTI1A i¢in gergeklestirilen spot analizlerinde PNTIA AMPK — hiicrelere en ylksek
orlistat dozu yliklendiginde (20 pM) degisim gosteren spot sayisit tim PNTI1A
ornekleri i¢in toplamda 435 olup, bu gruplarda ortak degisim gosteren 167 spotun
icerisinde 3 temel spotun 4 kat ifade diizeyinde artis seklinde oldugu bulunmustur
(Sekil 4.22). Bu nedenle AMPK susturmasi PNT1A hiicrelerinde orlistat ile benzer
yolaklar1 etkilemis ve 20 uM Orlistat uygulamas: hiicrelerde AMPK yoksunlugunu
tersine ¢evirmistir. Bu veri daha sonra gerceklestirilecek kiitle spektroskopisi ile
gerceklestirilecek spot analizleri agisindan anlamli olarak degerlendirilmigtir. PNT1A
hiicrelerinde orlistat etkisinin PC3 hiicrelerinden farkli olmasmin nedenlerinin
aciklanabilmesi amaci ile segili 3 spotun 435 toplam spot sayisindan indirgenebilmis

olmasi projenin basar1 hedeflerinden birisinin karsilandigin1 gostermektedir.
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Sekil 4 23. PNT1A kontrol, AMPK- ve PNT1A AMPK- +20 uM Orlistat uygulamasi

sonucunda spotlarm regresyon analizlerinin gdsterilmistir. Ust resim 2D-DIGE

PNT1A AMPK+ vs AMPK- ‘dir. Alt resim normalizasyon verilerinden elde edilen

spot analizleridir.
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Sekil 4 24. PNT1A AMPK- hicrelerde AMPK+ hiicrelere gore 20 uM Orlistat

uygulamasinin ortak degisime ugrattigi spotlarin analizi gosterilmistir.

Tiim gruplar bir arada degerlendirildiginde, sadece kontrol hiicrelerine oranla AMPK
sessizlestirilmesi veya sessizlestirilen hiicrelere orlistat uygulanmasi durumunda
Kontrole oranla 224 protein spotunun degisimi goriilmiistiir. 224 spotun 18’1 AMPK-
hicrelerde ifade edilmezken, bu oran orlistat uygulamasi ile 81 diizeyinde azalan
protein olarak tespit edilmistir. Ancak ttesti sonuglarina gore tiim gruplarin sayisi
olarak bu rakamlar sunulmaktadir. Bu nedenle tiim veri setinin filtrelendigi ve ortak
artan protein spotlarinin gosterimi 6nem kazanmaistir. 81 azalan protein spotuna karsin
10 tane ifade diizeyi artan spot gosterilmistir. Bu nedenle filtre edilen veri setlerinde
upregiile ve downregiile gen sayilarindan yola ¢ikilarak secgilen spotlarin kiitle
spektroskopisi  sonu¢larmm tim yolak analizi agisindan 6nemli  veriler

saglayabilecegini diislindiirtmektedir.

Bu verilerin dogrulamasi amaci ile FASN iliskili daha 6nce immunoblotlama yontemi
ile inceledigimiz proteinlerin ifade diizeylerin AMPK sessizlestirilmis PC3 ve PNT1A
hiicrelerinde orlistatin iki farkli dozunda yeniden tekrarlanmistir. Orlistat, ATP sitrat
liyaz iizerinde AMPKdan bagimsiz etki gosteremezken, Lipin {iizerinde ifade
diizeyindeki azalmay1 tesvik etkisi AMPK yoksunlugunda daha belirgin bir sekilde
gOzlemlenmistir. En kritik verilerden birisi ise Orlistat hiicrelerde doza bagiml bir
sekilde FASN ifadesine ket vururken, bu etki AMPK sessizlestirilmesi yapilmis

hiicrelerde gozlenmemistir. Bu nedenle AMPK ifadesinin orlistat ve FASN etkilesimi
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acisindan kritik rol oynadigi diisiiniilmektedir. PI3K/AKT mTOR ekseni ile ilgili
verilerin halen fosforile formlar: ile ilgili aragtirmalar laboratuvarlarimizda devam
etmektedir. Bu anlamda AMPK dan bagimsiz yag asiti sentaz yolagi ile iliski sinyal
kaskadinin daha iyi bir sekilde tanimlanmasina yonelik ileri ¢alismalar bu proje

sonuclart ile planlanmaktadir (Sekil 4.25) .

_ PC3 PC3 AMPK 7
Orlistat Uygulamasi Orlistat Uygulamasi
0 15 20 0 15 20

--- Akt(60kDa) |- —— |
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1,00 086 058 1,00 2,99 0,82
. e | P-Raptor ser’ (150 kDa) | - |

1,00 073 041 1,00 1,03 0,37
P — Lipin-1 (130 kDa) |— |

1,00 049 0,59 1,00 058 046
— — ‘
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[ —— | |
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- . 155 | - — --ol
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Sekil 4 25. AMPK susturmasi yapilan PC3 prostat kanseri hiicrelerinde orlistat
uygulamasina ile potansiyel degisim gostermesi beklenen hedeflerden biri olan yag asiti

sentez ve lipogenez yolagindaki molekiiler hedeflerin immunoblotlama ile gosterilmistir.
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PNT1A prostat epitel hiicrelerinin orlistat uygulamasina kars1 daha direngli olmalar1
nedeni ile degisen protein spotlarmin temel olarak FASN ile iligkili sinyal
kaskadlarinda tanimlanmasinin  6nemli oldugu disliniilmiis ve benzer bir
immunoblotlama analizi gergeklestirilmistir. PNT1A hiicrelerinde orlistat AMPK’dan
bagimsiz bir sekilde FASN ifadesine ket vurmaktadir. Halen laboratuvarlarimizda
gerceklestirilen deneylerde AMPKo2 ifadesinin @ AMPKao  sessizlestirme ile
degismedigi diistiniilmekte ve bu hipotezin dogrulanmasina yonelik 6zgiil antikorlar
ile deneylerin gerceklestirilmesi planlanmigtir. AMPK nin yoksunlugu Orlistat’in
etkisini FASN ve iligkili sag kalim yolaklar i¢in degistirmemistir. Orlistat AceCS ve
Lipin hedefleri tzerinde AMPK yoksun PNT1A hiicrelerinde etkili olurken, mTOR
ifade diizeyindeki azalma orlistatin otofaji gibi baska sinyal kaskadlar1 tizerinde etkili

olabilecegini diistindiirtmiistiir (Sekil 4.26).

PNT1 PNT1A
Orlistat Uygulamasi Orlistat Uygulamasi
0 15 20 0 15 20
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™ S

Sekil 4 26. AMPK susturmasi yapilan PNT1A prostat epitel hiicrelerinde orlistat
uygulamasina takiben potansiyel degisim gostermesi beklenen hedeflerden biri
olan yag asiti sentez ve lipogenez yolagindaki molekiiler hedeflerin

immunoblotlama ile dogrulanmasmin gosterilmektedir.
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BOLUM 4. TARTISMA

Teze konu olan ve insan kanser hiicrelerinde son derece 6nemli bir molekiler hedef
olarak tanimlanan metabolik degisimler, 1920’lerden beri Otto Warburg tarafindan
kanser hicrelerinde artan anaerobik glikoliz ile dikkati ¢ekmis ve eski bir fenomen
olarak halen dnemini korumaktadir (Warburg ve ark. 1927). Yakin donemde FASN
ifade diizeyindeki bozukluklarin yaygin bir fenotip olarak kanser hiicrelerinde
gosterilmesi ile birlikte teze konu olan prostat kanseri gibi meme kanserinde de
arastirmacilari  ilgisini ¢ekmistir. FASN artan ifadesi kotli prognoz ile
iliskilendirilmekte ve kanser hiicrelerinde degisen yag asidi metabolik streclerinin
onemli bir hedef olabilecegine isaret etmektedir (Lupu ve Menendez 2006, Jiang ve
ark. 2014, Wu ve ark. 2014). FASN, asetil ko enzim A, malonil ko enzim A ve
nikotinamid adenin dinlkleotid fosfat gibi dnemli organik enerji molekdllerinden elde
edilen uzun molekilli yag asitlerinin de novo sentezini saglayan 6nemli bir proteindir
(Suburu ve Chen 2012). Bu mekanizmada, ACC, FASN igin bir hiz sinirlandirici
enzim olarak islev gérmektedir. Her bir yag asidinin iiretimi yaklagik 14 ATP ve 7
NADPH tiiketilmesine neden olan anabolik bir siire¢ olarak isletilmektedir. FASN bu
nedenle hem karaciger hem de lipojenik dokularda aktif oldugu gibi 16 karbonlu yag
asiti (Palmitat) Uretimi ile kanser hicrelerinde artan miktarlarda ifade edilmektedir.
Palmitat yeni bir metabolit olarak kanserli hiicrelerde normal hiicrelere gore enerji
yolaklarindaki dengeyi etkileyebilmektedir (Migita ve ark. 2009). Normal karaciger
ve yag dokusu hiicrelerinde yiiksek kalori alimi ile trigliserit depolanmasina neden
olmaktadir. Bu amagla hem malonil koenzim A diizeyleri hem de karnitin
palmitoiltransferaz-1 (CPT-1) iizerinde etkili olarak mitokondrial yag asiti
oksidasyonu indirgenerek depo materyal olan trigliseritler biriktirilir. Kanser
hiicrelerinde endojen yag asiti sentezi ile trigliserit yerine fosfolipitler seklinde
esterlestirilmektedir. Ek olarak kanser hiicrelerinde yag asiti sentezinde yiiksek kalorili
besin alimmm haricinde onkogen sinyal kaskadlar1 ve transkripsiyonel olarak da
dizenlenebilmektedir. Bu nedenle kanser hiicrelerinde FASN regulasyonu st ve alt
sinyal yolaklar1 agisindan kritik oneme sahiptir. Yapilan arastirmalarda FASN
inhibisyonu yolu ile hem in vitro hem de in vivo modellerde apoptoz tetiklenmektedir.
Normal hiicrelerde (adipoz veya karaciger dokusuna ait hiicre tiplerinde), FASN

ifadesinin bazal seviyede diisiikk diizeylerde olmasina karsin, prostat kanseri
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hlcrelerinde FASN’nin asir1 ifadesi ile dikkati ¢gekmektedir. Bu durum FASN hedefli
terapileri glindeme getirmekte ve FASN’in indirgenmesi ile kotii kanser
progresyonunun azaltilmas: hedeflenmistir. FASN aktivitesinde meydana gelen
degisikliklerde Orlistat’in 0nemi oldukc¢a dikkat cekici diizeyde belirlenmistir
(Kuhajda 2006).

Yapilan c¢alismalarda Orlistat’mm genel olarak prostat, meme ve kolon kanseri
hiicrelerinde kanser gelisimi sirasinda anti-proliferatif etki gosterek apoptozu
indiikledigi ve FASN’nin inhibisyonuna bagli olarak meme kanseri, T hiicresi lenfoma
hiicrelerinde hiicre biiylimesini baskiladigi gosterilmistir (Schcolnik-Cabrera ve ark.
2018). Orlistat bir FASN inhibitoridur ve prostat kanserinde metastatik hiicrelerde
terapotik etkisini, FASN’nin etki mekanizmasmin azaltilmasini saglayarak
gerceklestirmektedir. Orlistat’in FASN Gzerindeki bu inhibisyon etkisi doza bagiml
olarak gergeklesmektedir ve doza bagimli orlistat uygulamasinin hiicre fazlarindan
G2/M fazlarinda azalma, subGl hiicre populasyonunda artisa sebep oldugu
gosterilmistir. Ayni zamanda genel olarak kanserli dokular incelendiginde metastatik
hicrelerin en belirgin 6zelligi, yag metabolizmasin1 kullanarak fazla miktarda
cogalma, biliyiime ve enerji i¢in ihtiyaci olan destegi saglamak amaciyla yag asitleri ve
fosfolipitler Gretmektir. Ayrica normal hiicrelere oranla kanser hiicrelerinin enerji
gereksinimleri olduk¢a fazladir ve membran sentezi, hiicre gocu, sinyal iletimi dahil
bircok fonksiyonun gergeklestirilmesi noktasinda lipogenez kritik rol oynamaktadir
(Lu ve ark. 2015, Huang ve ark. 2017).

Prostat kanserinde metastatik biiyiime gosteren hiicre tiplerine bakildiginda yag asidi
sentez yolaginin uyarilmasi sonucunda lipid sentezinin arttigi belirlenmistir. Buna
bagli olarak lipogenik enzimler prostat kanserinde kritik rol oynamaktadir. Prostat
kanserinin gelisimi ve ilerlemesi siirecinde, dolasimda var olan lipid miktarindan
bagimsiz olarak daha ytliksek miktarlarda lipid sentezi en belirgin 6zelliklerin basin da
gelmektedir (Migita ve ark. 2009, Dalmau ve ark. 2015). Prostat kanser hiicrelerinde
FASN' nin asir1 ekspresyonu sonucu, AR’e bagli olarak apoptozu inhibe edip onkogen
gibi hareket ettigi ve hiicre proliferasyonunu arttirdigmi gosterilmektedir. FASN,
SREBP ve ACC yardimu ile yag asidi sentezinde ve metabolik bolgelerde 6nemli rol
oynamaktadir. AR’ler lipid metabolizmasmin ana diizenleyicisi olan SREBP
aktivitesinin dizenlenmesinde etkilidirler. Prostat kanseri hucrelerinde AR
kontroliinde artan lipogenik transkripsiyonel faktdrlerden olan SREBP’ler tiimor

baskilayicilar ile tetiklenen AMPK tarafindan baskilanmaktadir ve AMPK lipogenik
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yolak Uzerinde etkin rol almaktadir (Tan ve ark. 2015). Prostat kanserine etki eden ana
mekanizmalar yag asidi sentezinden sorumlu olan kilit enzim FASN ve metabolik
enerji sensorii olan AMPK’dwr. Orlistat, ATP sitrat liyaz lizerinde AMPK’dan
bagimsiz etki gosteremezken, Orlistat etkisi AMPK yoksunlugunda daha belirgin bir
sekilde gozlemlenmistir. En kritik verilerden birisi ise Orlistat hiicrelerde doza bagimli
bir sekilde FASN ifadesini baskilarken, bu etki AMPK sessizlestirilmesi yapilmis
hiicrelerde gozlenmemistir. Bu nedenle AMPK ifadesinin Orlistat ve FASN etkilesimi
acisindan kritik rol oynadigi diistiniilmektedir (Galbraith ve ark. 2018). FASN'nin asir1
ekspresyonu sonucu, bir onkogen gibi hareket etmesi ile apoptozu inhibe ettigi
bilinmektedir. AMPK’nin SREBP, FASN ve ACC yardimi ile yag asidi sentezinde ve
metabolik bolgelerde 6nemli rol oynadigi belirlenmistir. Aktive edilmis olan AMPK
bir tiimor baskilayicis1 gibi etki ederek birden fazla onkogenik yolu kapatabilmektedir
ve lipogenezi inhibe edebilmektedir. AMPK bu fonskiyonlar1 gerceklestirmek igin
lipogenez i¢in anahtar enzimlerden olan ATP sitrat liyaz (ACL), ACC ve FASN’1
direkt olarak fosforileyerek SREBP’i ise kesilme bolgesine fosforilasyon yaparak
aktivasyonunu onleyebilmektedir. Ayrica AMPK, mTOR sinyal yolu ile de apoptozu
tetikleyebilmektedir. AMPK bu fonksiyonunu ger¢eklestirmek i¢in mTOR kompleksi
1 (mTORCI1) dogrudan raptoru fosforile ederek engellemektedir (Luo ve ark. 2010).
p53 ve FOX0O3a AMPK tarafinda fosforile olmasiyla hiicre dongiisii ya da apoptoz
tetiklenebilmektedir. Hiicredeki AMPK miktar1 ATP miktarinin tizerine ¢iktiginda
hiicrede olusan aglik sebebi ile LKB1 proteini AMPK’1 fosforillemektedir. AMPK’1n
fosforillenmesi ile FASN’nin etkili oldugu yolaklardan ACC’a fosfatlayarak bu
yolagin ¢aligmasini dnleyici sekilde inhibe etmektedir (Shackelford ve Shaw 2009).
Bu yolagin ¢alismasi durumunda FASN miktarinda artig belirlenmistir. AMPK bunu
iist akista ACC durdurarak FASN’nin artiginin 6niine gecerek saglamaktadir. AMPK
susturuldugunda orlistat uygulanmasma karsin FASN’de azalma gdzlenmemektedir.
Cilinkii ortamda FASN’in iiretimini engeleyecek bir fosforile olmus AMPK’da
bulunmamakta ve ACC fosfatlayarak FASN’nin calismasmi durduramamaktadir
(Yoshii ve ark. 2013). Bunun yanisira ACLY, AMPK varhiginda orlistat ile birlikte
azalirken AMPK yoksunlugunda orlistat uygulanilmasma karsin ACLY seviyesi sabit
kalmaktadir. Ayn1 zamanda AMPK, Ser792’ den Raptor’u fosforile eder bu durum
MTOR ile Raptor arasindaki iligkinin kesildigi yani kompleksin dagildigr anlami
tagimaktadir. Bu fosforilasyon, raptoru iceren mTORCI inhibisyonu ger¢eklestirir ve

raptor hiicrenin enerji durumuna bagli olarak hiicre dongiisiiniin ilerlemesi noktasinda
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kritik 6neme sahiptir. mTOR aktivitesi azaldikga lipin seviyesi diismektedir (Giunchi
ve ark. 2019).

Bu projede, AMPK ifadesinin azalmasina bagli olarak hiicre sag kalim ve Glim
yolaklarmin arastirilmasi ve doza bagli olarak Orlistat kullanimi ile FASN ifadesinini
azaltarak agresif prostat kanser hiicrelerinden olan PC3 ve prostat epitel hiicresi olan
PNT1A iizerindeki etkisi gosterilmeye c¢aligilmistir. Sonuglara bakildiginda MTT
yontemi ile prostat kanser hicresi olan PC3 ve prostat epitel hicresi olan PNT1A
hicrelerine tastyicist Etanol olan Orlistat’in belirlenmis olan dozlar1 uygulanarak
hlcrelerdeki spesifik etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bakildiginda metastatik
Ozellik gosteren PC3 hicrelerinde Orlistat uygulamasi sonrasinda goreceli hiicre
canliligmin %50' ye yakin bir oranda azaldigi ve PNT1A prostat epitel hiicrelerin ise
ayni dozlarda %30'a kadar daha az oranda etkilendigi belirlenmistir ve bu sebeple
calisma boyunca bu dozlar tercih edilmistir. PNT1A prostat epitel hiicre hattinda ise
bu canlilik diisiisii belirlenememistir (Sekil 4.1). Bakildiginda Orlistat PC3 ve PNT1A
hiucre hatlar1 olmak Uzere her iki hiicre hatt1 Gzerinde de etkili olmaktadir 6zellikle
PC3 hcrelerinde, PNT1A hicrelerine gore daha ylksek oranda etki -ettigi
belirlenmistir. Bu amacla PC3 ve PNT1A hiicrelerinde Orlistat’in canliliga olan etkisi
koloni formasyonu ile gésterilmeye ¢alisilmistir. Buna bagli olarak belirlenen dozlarda
Orlistat uygulamasi sonrasinda PNT1A hiicreleri neredeyse etkilenmezken, PC3
hiicreleri gozle goriiliir sekilde koloni olusturma yeteneklerini kaybetmektedir.
Orlistat tasiyicis1t olan Etanol uygulamasi ile Orlistatin etkinligini ispat edilmistir.
Orlistat’m FASN inhibitorii oldugu diistiniildiigiinde FASN ekpresyonun fazla oldugu
hiicre hatlarinda canliligin azaldig: diisiinebilmektedir (Sekil 4.7, 4.8). Orlistatin hiicre
morfolojisi Uzerindeki etkisinin gosterilmesi amaciyla DiOC6 floresan boyamasi
yapilmis mitokondri membran potansiyeli (MMP) degisimler saglikli mitokondri ile
gosterilmeye  calisgilmistir.  PNT1A  hicrelerinde  herhangi  bir  azalma
gOzlemlenmezken PC3 hiicrelerinde biylik miktarda bir azalma gozlenmistir (Sekil
4.3). Orlistat tarafindan tetiklenen MMP bozulmasi, hiicrelerde i¢ apoptotik yolagi
aktive etme potansiyelindedir. PNT1A hiicrelerinde herhangi bir bozulma olmamasi
ise hiicrelerin sag kalima dogru hareket ettigini disiindiirmiistir. Orlistat’m PC3
hicreleri Uzerinde belirgin bir antiproliferatif etki yarattigi daha once yapilmis
arastrmalarda gosterilmistir. Buna bagli olarak Orlistat uygulanmasmin PC3 ve
PNT1A prostat kanser hiicre hatlarinda genel olarak mTOR, FASN, AMPK, Akt
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iliskili proteinler iizerindeki etkileri incelenmistir (Sekil 4.5, Sekil 4.6). Orlistat
uygulamasina bagli olarak fosforile olmus olan Akt’in azaldigi, FASN ve Lipin
seviyesinde Onemli azalmalarin oldugu ve hiicre canliliginin pozitif yonde etki
olusturup sagkalim 0zerinde etkili oldugu gostermistir. Fosforillenen AMPK’in
protein seviyesi artmis ve sag kalim yolaginda azalma olurken mTOR’da azalma
belirlenmistir. Hiicrenin fosforilenmis Akt, fosforilenmis mTOR miktarlarinda azalma
ve fosforillenmis AMPK’sinda artiy meydana gelmesi ile hiicrenin stres altinda
oldugunu ve hiicrede buna bagli olarak apoptozun gergeklesebilecegini
diistiniilmistiir. Daha 6nce yapilmis ¢alismalarda Orlistat, hiicre ¢ogalmasinda ve
hicre canliliginit 6nemli 6lgude azaltmistir. Orlistat uygulmasi yapilan prostat kanseri
hicrelerinde GO/G1 hiicre dongiisii durdugu ve Orlistat’in FASN inhibisyonuna bagli
hiicre 6lim yolunu apoptoz ile iliskilendirmistir (Vander Heiden ve ark. 2009). Elde
edilen sonuglar ile uyum gdsteren Pl sonucundaki Sub-G1 birikimde hiicrenin
DNA’smin  pargalandigi  ve hiicrenin 6ldiigi  PC3 hicrelerinde  Sub-G1
populasyonunda doz bagli Orlistat uygulamasi sonrasinda kontrole oranla %12,3’e
kadar bir artis gozlenmisken, PNT1A prostat epitel hiicresindeki dozlara bagli orlistat
uygulamasi sonrasinda kontrole oranla Sub-G1 populasyonunda %?2,1°e oranm bir
populasyon artis1 belirlenmistir. PC3 hicrelerinde yaklasik 12 katlik ¢ok ciddi
miktarda bir Sub-G1 populasyonunda artis gézlenirken PNT1A prostat epitel hiicre
hattinda ise ¢ok kiiclik bir artis belirlenmistir (Sekil 4.2). Ama iki hiicre hattinda da
AMPK’ya bagl olarak artan aglik stresi ile iliskili apoptoz oldugu diisiiniilmiistiir.
PNT1A prostat epitel hiicresindeki hiicre 6 liimiiniin az olmasinin sebebi fosforillenmis
olan AMPK da meydana gelen artisin epitel hiicresinde otofajik yolaklarim artigina izin
vererek hiicre sag kalimini saglayan ve hiicre enerji metabolizmasinin korunmasini
hedefleyen bir yol izlemis oldugu diisiiniilebilir. Fosforile olmus olan AMPK artiginda
hiicrelerde AMP ve ADP vardir ancak ATP miktar1 yeterli olmadig1 i¢in hiicrenin
enerjiyi geri kazanmasi amaci ile otofaji yolaginin aktivite kazanmasi gerekmektedir
(Kim ve ark. 2011). Ancak bazi hiicrelerdeki enerji metabolizmasi bozulmasi bagl
olarak hiicreler otofaji yolagimi kullanip hayatta kalmak yerine 6lmeyi tercih
edebilmektedir. Bu noktadan hareketle PC3 ve PNT1A hicrelerin de meydana gelen
hiicre 6liimiindeki artisin bu sebeple ¢ok oldugu diisiinebilir. Olusan stres prostat
kanseri hucrelerinde Sub-Glartig1 6liim ile sonuglanirken PNT1A hiicrelerinde sag

kalim ve 6liimden kagisla cevaplanmis demek ki bu noktada PC3 hiicreleri strese bagl

64



bir apoptoz yolagi calistirirken PNTIA hiicreleri strese bagli bir otofajik yolak
caligtirarak hayatta kaldiklar1 diistiniilebilmektedir (Wright ve ark. 2017).

Yara iyilesmesi testi bakildiginda PC3 hiicrelerine uygulanan iki farkli dozda orlistat
uygulamasi sonrasinda agikligin azaldigi gosterilmistir (Sekil 4.4). Bu durum hiicrenin
boliinebilme, invazyon hareket edebilme yeteneginin kisitlandig1 ve hiicrenin strese
bagli olarak boliinerek cogalmada zorlandigi anlamma gelebilmektedir. AMPK
susturulmasinda CRISPR gen silme teknigi kullanilmis ve prostat kanser hiicresi olan
PC3 ve prostat epitel hiicresi PNT1A igin belirlenen dozlarda plazmit ve FUGENE®
HD Transfection Reagent eklenmis sonrasinda bu plazmid i¢in uygun antibiyotik olan
Puromycin’i i¢in uygun doz hiicre yogunlugu ve sitotoksisiteye bakilarak secilmistir.
Stabil koloniler segilerek hiicreler biiyiitiilmiistiir ve elde edilen yeni hiicre hatlarindan
protein izolasyonu yapilmistir ve immunoblotlama teknigi ile AMPKa protein
seviyesi karsilagtirmali olarak incelenmistir (Sekil 4.9). AMPK protein seviyelerine
normale kiyaslandiginda CRISPR teknigi kullanilan AMPK- hicrelerdeki AMPK
protein seviyesi %50 den fazla miktarda bir azalma gerceklesmistir (Grenier ve ark.
2018). AMPK+/AMPK- PC3 ve PNT1A hiicre hatlarindaki morfolojidede degisimler
gozlenmistir. AMPK ifadesinden yoksun stabil hiicre hatlarina, daha sonrasinda iki
boyutlu jel elektroforezi yontemi (2D-DIGE) uygulanarak AMPK+/AMPK- PC3 ve
PNTI1A hiicre hatlarindaki toplam protein ifadesindeki degisim incelenmistir. PC3
AMPK+, AMPK secilen dozlarda Orlistat uygulamasi kendi grup 6rnek almarak
mastir jel igerisinde degerlendirilmis ve PDQuest (Biorad) programi spot analizi
gergeklestirilmistir. PDQuest yaziliminda yer alan karsilastirma verilerine gore en az
4 kat fark ile %90 hassasiyette ortak degisimde olan ve kendi i¢inde degisimlerin temel
alindig1 spotlar elde edilmistir. Elde edilen degisimler bilindigi Uzere proapoptotik ve
antiapoptotik proteinler daha kiiciik kDa araliginda 10-27 arasinda gdsterilmekte iken
yiuksek kDa ise daha cok ULK-1, mTOR gibi proteinler goésterilmektedir.
Degisikliklerin hangi molekiiler agirlikta ve ph araliginda oldugunun bilinmesi
olduk¢a 6nemlidir. TAGIDENT arama sonucu incelendiginde 4.80-4.85 Pl araliginda
ayni kDa biiyiikliigiinde 31 potansiyel protein hedefi tanimlanmigtir. Bu nedenle
ileride segili spotlarin 4-7 pH striplerinde taranmasinin 6nemli olacagi ve bu spotlarin
kiitle spektroskopisi ile taranmasi yolu ile 2D-DIGE sistemiden elde edilen verilerin
dogrulanabilecegi diisiiniilmektedir. Normalizasyon grafiklerindeki PC3 kontrol ve

AMPK susturulmasi, PC3 kontrol ve orlistat uygulamas: ve PC3 kontrol ve kontrol
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orneklerine bakildiginda Mavi renk ile ifade edilen ¢izgi 4 kat ifade diizeyinde azalma
smirmi, kirmizi ¢izgi ise 4 kat ifade diizeyinde artig smirmi gostermektedir (Sekil
4.21). Normalizasyon ile spot sayilar1 analiz edildiginde iki tekrarl jellerde toplamda
288 spot sayisi igerisinde 4 kat ifade diizeyinden daha ¢ok azalan ve artan ¢ok sayida
spot tanimlanmistir. AMPK susturulmasi ve sessizlestirilen hiicrelere orlistat
uygulanmast durumunda kontrole oranla 224 protein spotunun degisimi gorillmiistiir.
224 spotun 18’1 AMPK- hiicrelerde ifade edilmezken, bu oran orlistat uygulamasi ile
81 diizeyinde azalan protein olarak tespit edilmistir. Burada 6nemli olan ortak artan
protein spotlarinin gosterimidir (Sekil 4.24). 81 azalan protein spotuna karsin 10 tane
ifade diizeyi artan spot gosterilmistir. Caligmasi arttirilan ve ¢alismasi baskilanan gen
sayilarmin belirlenmesi ile se¢ilen spotlarm kiitle spektroskopisi sonuglari tiim yolak
analizi agisindan 6nemli sonuglar elde edilmesini saglayabilecektir (Pasquali ve ark.
2017). Elde edilen diger verilerin dogrulanmasi i¢gin AMPK sessizlestirilmis PC3 ve
PNT1A hiicrelerinde orlistatin iki farkli dozu uygulanarak proteinlerin ifade diizeyleri
immunoblotlama yontemi belirlenmistir ve FASN iliskili daha 6nce immunoblotlama
yontemi ile incelenen proteinlerin ifade diizeyleri ile karsilagtirilmistir. Akt ve
fosforile olmus mTOR azalmis burada PC3 ve PC3 AMPK- hiicrelerini etkileyen etkin
orlistat dozu 20 uM’dir (Sekil 4.25). PNT1A ve PNT1A AMPK- hicrelerinde ise
mTOR artmus, lipin azalmis AMPK neredeyse sabit ama fosforile olmus AMPK artmig
ACL protein seviyesindeki azalama PNT1A hiicrelerine oranla daha fazla goérulirken
fosforile olmus ACL’da ise kontrole oranla azalma gostermemis ancak FASN’ de
azalma goriilmiis bu da ortamda AMPK olmamasina karsin orlistat dogrudan FASN’e
etki ederek FASN’i inhibe ettigi disiilmiistiir (Sekil 4.26) (Chen ve ark. 2019).
Proteom diizeyinde arastrmalar Orlistat’in etkilerinin genis spektrumlu olarak
gosterilebilmesinde 6nemlidir. Bu ac¢idan degerlendirildiginde bir tetrahydrolipstatin
olan Orlistat tripanozoma tedavisinde ©6ngorilmekte ve proteom dizeyinde etkileri
degerlendirildiginde sadece bir lipaz inhibitorii olmanin yanisira, anti-kanser yolaklarda
etkili olabilecegi gosterilmistir (Yang ve ark. 2012) pH 3-10 araliginda striplerle
gerceklestirilen 2D  elektroforez ¢alismalarinda Orlistat uygulanan SKOV  hiicre
hatlarinda, LC-MS/MS ile spotlar karakterize edilmistir. ALDOA, ENOI1, AHCY,
GAPDH, ACOT7 ve FABPS5 protein ifadelerinin kontrole oranla degistigi gosterilmistir.
PKM2 ve FASN ifadesindeki diisiisler Orlistat’in terapotik etkisi konusunda bilgi verici
olmustur (Huang ve ark. 2012).
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Sonug olarak anti-obezite tedavisinde Orlistat terapotik ag¢idan Onem arz etmektedir.
Orlistat’in bu ¢alisma ile hiicre icerisinde AMPK kanser hiicrelerinde Orlistat ile iliskili
terapotik etkide 6nem arz etmektedir. Malign olmayan epitel hiicrelerinde Orlistat’in bu
molekiiler hedeflerden bagimsiz bir sekilde hiicre canliligin1 azaltmamasi anlamli olarak
degerlendirilmistir. Bu ¢alismayi takiben, daha ileri proteomik veri analizleri hiicreler
icerisindeki  6zglin  hedeflerin degerlendirilmesi yoniinde ¢aligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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EKLER

Ek 1. Kullanilan Cozeltiler

10X Fosfat Tampon Cozeltisinin (PBS) Hazirlamis1 ((pH 7.4), 1 L icin)
Sodyum klortir (NaCl) 80,0 gr

Potasyum klorar (KCI) 2,0 gr

Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) 14,4 gr

Mono potasyum fosfat (KH2PO.) 2,4 gr

Distile su (dH20) 1000 ml

Kimyasallar 800 ml distile suyun iginde belirtilen miktarlarda ¢oziilerek pH 7,4%e
ayarlanir. Daha sonra ¢6zelti hacmi distile su kullanilarak 1 L'ye tamamlanir ve ¢ozelti

oda sicakliginda muhafaza edilir.

Hiicre Dondurma Medyas1 Hazirlanisi (10 ml icin)
Fetal s1igir serumu (FBS) 9 ml

Dimetil stilfoksit (DMSO, (CH3)2S0) 1 mi

Hiicre kiiltiirine uygun DMSO kullanilarak hazirlanan medya 0,22 pum'lik filtre
kullanilarak suzilir ve -20°C'de muhafaza edilir. Dondurulan hiicreler sivi azot

icerisinde uzun sureli olarak saklanir.
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Tris-Baz COzeltisinin (1,5 Molar) Hazirlams1 ((pH 8,8), 500 ml igin)
Tris-baz (C4H1:NO3) 90,8 gr
Distile su (dH20) 500 ml

Tris-baz 800 ml suyun i¢inde belirtilen miktarda ¢oziilerek pH 8,8'c ayarlanir. Daha

sonra ¢Ozelti hacmi 1 L'ye tamamlanir ve ¢ozelti oda sicakliginda muhafaza edilir.
Tris-Baz Cozeltisinin (0.5 Molar) Hazirlamis1 ((pH 6,8), 500 ml i¢in)

Tris-baz (C4H11NO3) 30,25 gr

Distile su (dH20) 500 ml

Tris-baz 800 ml suyun i¢inde belirtilen miktarda ¢oziilerek pH 6,8'c ayarlanir. Daha

sonra ¢dzelti hacmi 1 L'ye tamamlanir ve ¢6zelti oda sicakliginda muhafaza edilir.
Hiicre Lizis Tamponunun (CLB) Hazirlanmis1 (10 ml i¢in)
M-PERTM Mammalian Protein Extraction Reagent 10 ml
Roche® PhosSTOP fosfataz inhibitér kokteyli 1 tablet
Roche® proteaz inhibitor kokteyli 1 tablet

Hazirlanan CLB +4°C'de muhafaza edilir.

5X Laemmli Tamponunun Hazirlanisi (10 ml icin)

1,5 M Tris-Cl ¢ozeltisi (pH 6,8) 2,0 ml

Bromofenol mavisi (%1( agirlik/hacim)) 0,5 ml

Gliserol 5,0 ml

R-merkaptoetanol 2,5 ml

Sodyum dodesil siilfat (SDS, NaC1,H25S04) 2,0 gr

Hazirlanan Laemmli tamponu -20°C'de muhafaza edilir.
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Bradford Cozeltisinin Hazirlamis1 (250 ml icin)

Coomassie mavisi (C47Hs0N307S2) 25,0 mg

%95 (hacim/hacim) etanol (C2HsOH) 12,5 ml

%85 (hacim/hacim) asetik asit (CHsCOOH) 25,0 ml

Distile su (dH20) 212,5 ml

Hazirlanan Bradford ¢6zeltisi +4°C'de muhafaza edilir.

%10 (w/v) Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisinin Hazirlanisi1 (100 ml i¢in)
Sodyum dodesil stlfat (SDS, NaC12H25S04) 10,0 gr

Distile su (dH20) 100 ml

Hazirlanan SDS ¢6zeltisi oda sicakliginda muhafaza edilir.

%30 (v/v) Akrilamid/Bis-Akrilamid Cozeltisinin Hazirlanisi (100 ml icin)
Akrilamid (C3HsNO) 29,2 gr

Bis-Akrilamid (C7H10N202) 0,8 gr

Distile su (dH20) 100 ml

Hazirlanan akrilamid/bisakrilamid ¢6zeltisi +4°C'de muhafaza edilir.

%10 (w/v) Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisinin Hazirlanis1 (10 ml i¢in)
Amonyum persilfat ((NH4)2S20g) 1,0 gr

Distile su (dH20) 10 ml

Hazirlanan APS ¢6zeltisi -20°C'de muhafaza edilir.
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%12 (v/v) Poliakrilamid Jel Hazirlanisi

ALT JEL UST JEL
Distile su (dH-0) 3,4 ml 3,075 ml
Tris-Baz ¢ozeltisi 2,5ml (1,5 M, pH 8,8) 1,125 ml (0,5 M, pH
6,8)
%10 (agirlik/hacim) SDS | 0,1 ml 0,05 ml
%30 (hacim/hacim) 4,0 ml 0,67 ml
Akrilamid/Bis-akrilamid
%10 (agirlik/hacim) APS | 0,05 ml 0,025 ml
Tetrametiletilendiamin 0,005 ml 0,005 ml
(TEMED)

10X Yiiriitme Tamponun Hazirlamis1 ( (pH 8,3), 1 L i¢in)
Tris-baz (C4H1:NO3) 30,3 gr

Glisin (C2H5NO2) 144,0 gr

Sodyum dodesil siilfat (SDS,NaC12H25S04) 10,0 gr
Distile su (dH20) 1000 mi

Tris-baz ve glisin 800 ml distile su icinde belirtilen miktarlarda ¢6zilerek pH 8,3'e
ayarlanir. SDS bu asamadan sonra eklenir ve ¢6zelti hacmi 1 L'ye tamamlanir. COzelti

oda sicakliginda muhafaza edilir. 1X olarak kullanilir.

10X Transfer Tamponunun Hazirlamis1 ( (pH 8,3), 1 L icin)
Tris-baz (C4H11NO3) 30,3 gr

Glisin (C2HsNOy) 144,0 gr

Distile su (dH20) 1000 ml

Kimyasallar 800 ml distile suyun icinde belirtilen miktarlarda ¢oziilerek pH 8,3'e
ayarlanir. Daha sonra ¢ozelti hacmi 1 L'ye tamamlanir ve ¢ozelti oda sicakliginda

muhafaza edilir. 1X olarak kullanilir. %20 metanol icerir.
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10X Tris Tampon (TBS) Cozeltisinin Hazirlams1 ( (pH 7,6), 1 L icin)
Tris-baz (C4H11NO3) 12,11 gr

Sodyum klortir (NaCl) 86,6 gr

Distile su (dH20) 1000 ml

Kimyasallar 800 ml suyun i¢inde belirtilen miktarlarda ¢ozulerek pH 7,6'ya ayarlanir.
Daha sonra ¢ozelti hacmi 1 L'ye tamamlanir ve ¢6zelti oda sicakliginda muhafaza
edilir. 1X olarak kullanilir. TBS-Tween ¢0zeltisi i¢cin 1X TBS igerisine 1:1000

(hacim/hacim) oraninda Tween eklenir.

%05 (w/v) Siit Cozeltisinin Hazirlamis1 (50 ml i¢in)

Yagsiz siit tozu 2,5 gr

1X TBS-T c¢ozeltisi 50 ml

Hazirlanan siit ¢6zeltisi -20°C'de muhafaza edilir.

Tris-Baz Cozeltisinin (1 Molar) Hazirlamis1 ( (pH 8,5), 500 ml icin)
Tris-baz (C4H11NOz) 60,5 ¢

Distile su (dH20) 500 ml

Hazirlanan 1 M Tris-baz ¢6zeltisi oda sicakliginda muhafaza edilir.
Kumarik Asit Cozeltisinin Hazirlamis1 (10 ml icin)

p-Kumarik asit (CoHsO3) 0,15 gr

Dimetilstilfoksit (DMSO, (CH3)2S0) 10 ml

Hazirlanan kumarik asit ¢6zeltisi +4°C'de muhafaza edilir.
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Luminol Cozeltisinin Hazirlanis1 (10 ml i¢in)
Luminol (CsH7N3z02) 0,44 gr

Dimetilsilfoksit (DMSO, (CH3)2SO) 10 ml
Hazirlanan Luminol ¢6zeltisi -20°C'de muhafaza edilir

Kemiluminesans Cozeltisinin hazirlanisi

Kemiluminesans A Cozeltisi
Distile su (dH20) 9,0 ml
1 M Tris-baz ¢ozeltisi, pH 8,5 | 1,0 ml

Kumarik asit ¢ozeltisi 45,0 ul
Luminol ¢ozeltisi 100,0 pl
Kemiluminesans B Cozeltisi

Distile su (dH20) 9,0 ml

1 M Tris-baz c¢ozeltisi, pH 8,5 | 1,0 ml
Hidrojen peroksit (H202) 6,0 ul

A ve B c¢ozeltileri hazirlandiktan sonra karistirilir ve karanlik kosullarda kullanilir.
PBS/BSA Cozeltisinin Hazirlamisi (50 ml icin)

BSA 0,5 gr

1X PBS c¢ozeltisi 50 ml

Hazirlanan PBS/BSA ¢6zeltisi +4°C'de muhafaza edilir.

Blok Cozeltisinin Hazirlanmis1 (50 ml icin)

BSA 0,5 gr

%10 (w/v) SDS cozeltisi 2,5 ml

1X PBS ¢ozeltisi 50 ml

Hazirlanan Blok ¢ozeltisi +4°C'de muhafaza edilir.
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Hiicre Dondurma Medyasinin Hazirlamsi
9 ml filtre edilmis Fetal S1gir Serumu ve 1ml dimetilsiilfoksit (DMSO) ile hazirlanan

dondurma medyasi yardimiyla hiicreler uzun siireli olarak sivi azot tankinin iginde

saklanir.
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EK 2. Cihazlar

ADI

URUN KODU

FIRMA ADI

Dondurucu (-80°C)

Ultra Low Temperaturs
Freezer

Arctiko

Derin dondurucu 2041D Arcelik
Buzdolab1 (No frost) 4263TMB Arcelik
Distile su cihazi TANKPEQO30 Millipore g-5UV
Protean i12 IEF Cell Bio-Rad
UV-Trans_Iurrllnator GelDOC BioRad
Transluminator

. Model:
Laminar Flow 12469.2000 HeraSafe
Laminar flow LNO090 Nive
Otoklav cihazi OT40L Nive
Sogutmali etiiv ES120 Nive
Mikropipet (0,5-10 ul)  [EH52836 Thermo Scientific
Mikropipet (20-200 ul) |[EH46925 Thermo Scientific

Mikropipet (200-1000 pl)

T27274

Thermo Scientific

Floresan mikroskobu 1X71 Olympus

Inverted mikroskop XDS-1B SOIF

Optik mikroskop 701 Ivymen

Stereo mikroskop V12 Zeiss

Kuru 1sitic1 blok FN120 Nuve

Akis sitometri cihazi IAC6531180147 BD Biosciences

HPLC cihaz1 120 Agilent Technologies

Kuru 1sitict blok FN120 Nuve

[nkiibator 51026280 Thermo Scientific

Hassas tart1 LE6202S Sartorius

pH metre N315 B1O Technologies

Elektroforez sistemi 1658004 Bio-Rad

Transfer cihazi 10016505C Bio-Rad

Rotasyon cihazi SRTID Stuart Equipment

\orteks SA8 Stuart Equipment

Spektrofotometre 2100 g_mer_shan
iosciences

Stvi azot tanki Arpege 40 Air Liquide

Santriflj cihazi 5417R Eppendorf

Santrifiij cihaz1 (Biiyiik) [5810R Eppendorf

Santrifiij cihazi 22331 Eppendorf
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Ek 3. Hiicre Kiiltiirii Donanimlar

ADI URUN KODU FIRMA ADI
6 kuyucuklu petri 92006 TPP
12 kuyucuklu petri 92012 TPP
96 kuyucuklu petri 92096 TPP
75cm? hiicre biiyiitme kaplari 90076 TPP
25cm? hiicre biiylitme kaplari 90026 TPP
100mm hiicre bliyiitme kaplar1 93100 TPP
60mm hiicre biiylitme kaplar1 93060 TPP
Steril pipetler (5ml) 94005 TPP
Steril pipetler (10ml) 94010 TPP
Siringa filtreleri (0.22 pum) 99722 TPP
.. ASTRAIJE
Enjektor set 21G cT
Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco
Penisilin/Streptomisin 15140-122 Gibco
Fetal Bovine Serum 10500-064 Gibco
RPMI 1640Medium 41966-029 Gibco
Hemositometre 640110 Marienfeld-Superior
Laminar flow 12469 2000 Thermo Scientific
Laminar flow LNO090 Nive
Kriyovial tiip V7634 Thermo Scientific
Ready strip IPG strips 7cm .
(pH 4-7) 1632001 Bio-Rad
Ready strip IPG strips 7cm -
(pH 3-10) 1632000 Bio-Rad
Pipet uglar1 (1000 pl) 4130135 CAPP
Pipet uglar1 (200 pl) 5130070 CAPP
Pipet uclar1 (10 pl) 5030010 CAPP
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Ek 4. Kimyasallar

ADI URUN FIRMA ADI

KODU
Orlistat (Xenical)
DMSO K46505343517 Merck
DMSO D2650 Sigma-Aldrich
Ready Prep 2-D cleanup Kit | 1632130 Bio-Rad
Ready Prep 2-D Starter Kit 1632105 Bio-Rad
RIPA Lysis Buffer 50ml 24948 SantaCruz
N,N -Dimethylformamide 13050 Lumiprobe
(DMF) 1 mL
2-D Kits ,Cyanine2 25 nmol | 3A041 Lumiprobe
2-D Kits ,Cyanine3 25 nmol | 3B041 Lumiprobe
2-D Kits ,Cyanine5 25 nmol | 3C041 Lumiprobe
Etanol CAS 64-17-5 Alko Med
Saf Etanol 32221 Sigma-Aldrich
2-merkaptoetanol S4805940 517 Merck
2-merkaptoetanol M7522 Sigma-Aldrich
Metanol 24229 Sigma-Aldrich
Izopropanol K44518295 Merck

321
Agaroz A9539 Sigma-Aldrich
H202 Hidrojen peroksi K39218400838 Merck
Asetik Asid 27225 Sigma-Aldrich
Hidroklorik Asit K43804717 Merck

239
Sodyum Klorir A2941 Applichem
Protein izolasyonu Tamponu | 78501 Thermo
Phosphate buffered saline BE17-51-5F Lonza
(PBS)
Pl Boya P4170-100MG Sigma-Aldrich
Akrilamid / Bis-Akrilamid A9099 Sigma-Aldrich
30% cozelti
Sigir Serum Albumin (BSA) | A2153-10G Sigma-Aldrich
Laemli Tamponu S3401-1V Sigma
p-Coumaric Asid C9008-1G Sigma-Aldrich
Luminol A2185 Applichem
Page Ruller Plus Prestained 26619 Fermentas
Protein Ladder
Coomassie Blue Belirteci A3480 Applichem
Ponceau kirmizi Belirteci A1405 Applichem
Kristal Viyole FN1048735 Merck
Amonyum persulfat A2941 Applichem
EDTA A2937 Applichem
DiOC6 Boya 2129966 Fluka
DCFH-DA Boya C6827 Invitrogen
DAPI Boya
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Fetal Bovine Serum (FBS) P290310 Pan Biotech

MTT Solusyonu M2128-5G Sigma-Aldrich

SDS (Sodyum dedosil sulfat) | UN1888 Applichem

Tris Baz 648310 CALBIOCHEM

Tris-HCI 648317 CALBIOCHEM

Tween 20 S6740684 348 Merck

TEMED A1148,0100 Applichem

Yagsiz Siit Tozu SC-2325 Santa Cruz
Biotechnology

Glisin 3570 CALBIOCHEM

Nikleaz Bulundurmayan Su | 42480093 QIAGEN

Super Block T20 Blocking 37536 Thermo

Buffer
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Ek 5. Antikorlar

ADI URUN KODU FIRMA ADI
B-Actin (13E5) 4970
AMPKa (D63G4) 5832
mTOR (7C10) 2983
Akt (pan) (C67E7) 4691
Fatty Acid Synthase (C20G5) | 3180 >
Acetyl-CoA Carboxylase 3676 %
(C83B10) £
Phospho-Raptor (Ser792) 2083 3
Phospho-AMPKa  (Thr172) | ,eor =
(40H9) =
Raptor AB5454 g
Raptor (24C12) 2280 17
ULK1 (R600) 4773 5
Phospho-mTOR  (Ser2448) | .o, ©
(D9C2) XP(R)
Phospho-ULK1 (Ser757) 6888
Phospho-mTOR (Ser2481) 2974
Phospho-mTOR (Ser2448) 2971
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