T.C.
KOCAELI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

MEKLOFENAMIK ASIT ILE FTO (FAT-MASS AND OBESITY
ASSOCIATED GENE) PROTEINI BASKILANMASININ PROSTAT
KANSERI HUCRE PROTEOMU UZERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Biisra SAHINOZ

Kocaeli Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Y6netmeliginin
Tibbi Biyoloji Programi i¢in Ongdrdiigii
YUKSEK LISANS TEZi

Olarak Hazirlanmistir

KOCAELI
2021






T.C.
KOCAELI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

MEKLOFENAMIK ASIT iLE FTO (FAT-MASS AND OBESITY
ASSOCIATED GENE) PROTEINI BASKILANMASININ PROSTAT
KANSERI HUCRE PROTEOMU UZERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Biisra SAHINOZ

Kocaeli Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetmeliginin
Tibbi Biyoloji Programi igin Ongérdiigii
YUKSEK LISANS TEZI

Olarak Hazirlanmistir

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Aylin KANLI

Kocaeli Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
Proje No: TYL 2020/2239

KOCAELI
2021



SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU’NE

Tez Adi: Meklofenamik asit ile FTO (fat-mass and obesity associated gene) proteini

baskilanmasinin prostat kanseri hilicre proteomu Uzerine etkilerinin arastirilmasi
Tez Yazari: Biisra SAHINOZ
Tez Savunma Tarihi: 09.07.2021
Tez Danigmani: Dr. Ogr. Uyesi Aylin KANLI

Bu calisma, smav kurulumuz tarafindan Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans

Tezi olarak kabul edilmistir.

SINAV KURULU UYELERI

UNVANI ADI SOYADI iMZA

BASKAN (UYE)

DANISMAN

UYE

UYE

UYE

Onay

Bu tez Kocaeli Universitesi Lisansiistii Egitim ve Ogretim Y&netmeliginin ilgili maddeleri
uyarinca yukaridaki jiiri tarafindan uygun bulunmus ve Saglik Bilimleri Enstitiisii Y 6netim

Kurulu karartyla onaylanmustir.

w1 12021
Prof. Dr. Sema Askin KECELI
KOU Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirii



OZET

Meklofenamik Asit ile FTO (Fat-Mass And Obesity Associated Gene) Proteini

Baskilanmasinin Prostat Kanseri Hiicre Proteomu Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Prostat kanseri (PK), erkelerde gorllen kanserler arasinda ilk sirada gelmektedir.
Tedavi i¢in yeni yontemlerde kullanilacak olan molekdllerin arayislari devam etmektedir.
Meklofenamik asit (MA), farkli kanser tiirlerinde terapotik etkisi olan ve steroid olmayan
anti-enflamatuar bir ilagtir. Bu tez ¢alismasinda ayn1 zamanda dematilaz aktiviteye sahip
FTO proteininin spesifik bir inhibotiirii olan MA’nin prostat kanseri hiicrelerindeki

etkilerinin prtoeomik diizeyde arastirmasi amag¢lanmistir.

Yontem: LNCaP hiicrelerinde FTO proteini inhbisyonunu saglamak i¢in 80 uM MA ile 24
saat sureyle muamele edilmistir. MA uygulanan ve MA-uygulanmayan hicrelerde
kargilastimali proteomik analiz gergeklestirilmistir. Bunun i¢in deney gruplarindan elde
edilen proteinler, iki boyutlu jel elektroforezine (2DE) tabi tutuldu. Regilasyonlarinda
degisiklik gorilen protein spotlar jellerden kesilerek jel i¢i triptik kesim sonrast MALDI-
TOF/TOF ile tanimlandi.

Bulgular: Tanimladigimiz proteinler arasinda neredeyse tamaminin birbirleri ile iligkili
oldugu ve ilintili yolaklarda goérev aldiklari gorildi. MA uygulanan LNCaP hicrelerinde
glikoliz metabolizmasi (ALDOA, PKM ve SDH), hiicre iskeletinin gekillenmesi (ARP3,
COF1 ve WDR1), transport aktivitesi (CLIC1), protein metabolizmasi (yikimi,
translasyonu) (PSB, UCHL1, HSC71 ve EF2) ve en belirgin olarak da mRNA islenmesi
(CSTF1 SRSF1, SRSF3, RBM4, RBM4B) ile iliskili proteinlerin ifade seviyelerinde

degisiklikler goriilmiistiir. HSC70 harig tiim proteinlerin ifade seviyerinde azalma vardi.

Sonug: Meklofenamik asit prostat kanserinde diger hiicresel yolaklarin yani sira daha
belirgin olarak alternatif poliadenilasyon ve splaysing makinesi aracili giiglii bir terap6tik
etkiye sahip olabilir ve diger kanser tlrlerindeki tedavilere de yeni terapétik hedefler
sunabilir. Ancak bu 6n goruler ileri ¢aligmalar (in vivo ve in vitro deneyler) ile

desteklenmelidir.

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, LNCaP hicreleri, Meklofenamik asit, FTO, 2-DE,
MALDI-TOF/TOF ve Proteomik.



ABSTRACT

Investigation of the Effects of FTO (Fat-Mass and Obesity Associated Gene) protein

inhibition with Meclophenamic Acid on the Prostate Cancer Cell Proteome

Objectives: Prostate cancer (PC) is the highest observed cancer among the caancer types in
men. The search for novel chemical agents that may be used for the treatment continues.
Meclofenamic acid (MA) is a non-steroidal anti-inflammatory drug with therapeutic effect
in different types of cancer. The aim of this thesis study was to investigate the effects of MA,
a specific FTO protein inhibitor with dematylase activity, on prostate cancer cells at the

proteome level.

Methods: To inhibit FTO protein activity in LNCaP cells, the cells were treated with 80 uM
MA for 24 hours. Comparative prototeomic analysis was performed in MA-treated and MA-
untreated cells. First, proteins were extracted from cells and then were subjected to two-
dimensional gel electrophoresis (2DE). Protein spots displaying changes in their regulation
ratios for more than 2-fold were excised from the gels and identified with MALDI-
TOF/TOFmass spectrometry.

Results: Bioinformatics analysis of the differentially regulated proteins that we identified
showed that they were all associated with and took part in related pathways. In MA-treated
LNCaP cells, glycolytic metabolizmas1 (ALDOA, PKM and SDH), cytoskeletal formation
(ARP3, COF1 and WDR1), transport activity (CLIC1), protein metabolism (PSB, UCHL1,
HSC70 ve EF2) and most notably mRNA processing (CSTF1, SRSF1, SRSF3, RBM4 and
RBM4B)- were affected by the changes caused by MA inhibited FTO activity.

Conclusions: The use of MA may have a significant potential for therapeutic use in prostate
cancer. It appears that MA dictates its affects through alternative polyadenylation and
splicing machinery as well as other cellular pathways and may offer novel therapeutic targets
for te treatment of various cancer types. However, these predictions should be supported by

further studies (in vivo and in vitro experiments).

Keywords: Prostate cancer, LNCaP cells, Meclofenamic acid, FTO, 2-DE, MALDI-
TOF/TOF and Proteomics.
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1.GIRIS
1.1. Prostat Kanseri

Prostat kanseri (PK), prostat bezindeki hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii arasindaki
dengenin bozularak, organ hacminin malign bilylimesi sonucunda olusmaktadir (Epstein-
Lieberman, 1985). Kanserli hiicreler viicudun diger bolgelerine, 6zellikle kemiklere ve lenf

diigimlerine yayilabilir (Ruddon,2007).
1.2. Prostat Bezinin Anatomisi ve Fizyolojisi

Prostat bezi, 3 cm biiyiikliigiinde olup, erkeklerde yardimei tireme organidir ve idrar yapma
sirasinda mesaneden idrar1 ve bosalma sirasinda da meni tasiyan tiip olarak gorev yapan
tiretranin bir kismint ¢evreler ve rektumun oOniinde yer alir (Epstein-Lieberman, 1985;
Moore, Chubb, 1999). Prostat bezi, erkek iireme sisteminin seminal sivinin yapimina ve

depolanmasina yardimcidir ve fibrinolizin, sitrik asit ve asit fosfataz iiretir (Seftalioglu,
1998).

Normal prostate Prostate cancer

Sekil 1.1. Prostat bezinin anatomisinin sematik goriiniimii (Krongrad and Droller, 1993,
https://www.mountelizabeth.com.sg/)


https://europepmc.org/search?query=AUTH:%22J%20I%20Epstein%22
https://europepmc.org/search?query=AUTH:%22P%20H%20Lieberman%22
https://europepmc.org/search?query=AUTH:%22J%20I%20Epstein%22
https://europepmc.org/search?query=AUTH:%22P%20H%20Lieberman%22
https://www.mountelizabeth.com.sg/

Prostat bezinin anatomik bdlgeleri, periferik (¢evreleyen), merkezi, gegis (transisyonel)
bolgeleri seklinde ayrilabilir. Periferik bosluk prostatin arka ve yan kisimlarinin yani sira
prostatin alt kistmlarin icerir. Merkezi bosluk, iiretra ve mesane boynunun en proksimal
yonlerini i¢eren prostatin iist kismini igerir. Gegis boslugu, merkezi boslugun hemen 6niinde

yer alir ve merkezi bez iiretra distalinde tiretra igerir (McNeal,1984).

Prostat bezlerinin diizgiin calismast i¢in androjenler olarak bilinen erkek hormonlarina
ithtiyag vardir. Androjenler arasinda testislerde liretilen testosteron; adrenal bezlerde yapilan
dehidroepiandrosteron ve prostatin kendi icinde testosterondan  doniistiiriilen

dihidrotestosteron bulunmaktadir (Andreas ve ark., 1998).

@ Merkezi bélge
bFibromiiskiiler bélge
€ Gegis bolgesi
dCevreleyen bélge

Bosalma Kanali— @ Periiiretral bélge

(Periferik)

Sekil 1.2. Prostat bezinin bolgelerinin gosterimi (Fairleigh Reeves ve ark.,2016).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128000779000293?via%3Dihub#!

1.3. Epidemiyoloji

Prostat kanseri 6zellikle bat1 toplumlarinda erkelerde goriilen kanser tiirlerinde ilk siradadir
ve kanser sonucu olan 6liimlerin en sik rastlanan nedenlerinden biridir. Diinya genelinde
kanserden meydana gelen 6liimlerde ise, prostat kanserinin akciger kanserinden sonra ikinci
sirada yer aldig1 goriilmektedir (Altintas ve ark., 2013; Yazici1 ve ark., 2014). ABD'de
yapilan bir aragtirmada 2019 yilinda erkeklerde en fazla goriilen kanser tiiriinlin prostat
kanseri oldugu goriilmiistiir (Siegel ve ark., 2019). ABD'de yedi erkekten birinin, dinya
capinda ise 25 kisiden biri, muhtemelen prostat kanseri teshisi alacagi tahmin edilmektedir
(Howlander ve ark., 2020). GLOBOCAN (Global Cancer Obervatory) verilerine
bakildiginda, 2018 yilinda diinya ¢apinda tahmini 1.276.000 prostat kanseri vakasi
gorulmektedir; bu durum tiim kanser teshislerinin %7,1'ini olusturmaktadir (Ferlay ve ark.,
2018). Amerika, Avrupa ve Afrika lilekelerinin ¢ogunda prostat kanseri teshisi, erkekler
arasinda en yaygin kanser teshisidir. En diisiik oranlar Orta Giiney (5.0/100.000) ve
Giineydogu Asya'da goriilmektedir. Prostat kanseri ABD, Ingiltere ve Japonya gibi iilkelerde
37.5/100.000 orani ile 6nemli dl¢iide daha yaygindir ve bu durum erkeklerde akciger kanseri
ile neredeyse ayni orandadir (Bray ve ark., 2018). ABD’de 2020 yilinda 192.000 prostat
kanseri vakasi tahmin edilmektedir ve tiim yeni kanser teshislerinin %10.6 'si
olusturmaktadir. Bu insidans, 1992'de 237/100.000 oranindayken 2016 yilinda
108.0/100.000'ik bir oranla, son on yilda istikrarli bir azalma goriilmiistiir (Howlander ve
ark., 2016).

Meme Kanseri

2261419 (12.5%)
‘ Akciger Kanseri

2208 771 (12.2%)
_Prostat Kanseri

Rektum Kanseri Karaciger Kanseri

732210 (4%) 905 677 (5%)
Total : 18 094 716

Diger Kanserler
8336 762 (46.1%)

1414 259(7.8%)

Kolon Kanseri
1148 515(6.3%)

Mide Kanseri

1089 103 (6%)

Sekil 1.3. 2020 yilindaki yeni kanser vakalarinin veri grafigi
(https://gco.iarc.fr/today/online-analysis)


https://gco.iarc.fr/today/online-analysis

1.4. Etiyoloji

Prostat kanserinin birincil risk faktorleri obesite, ilerleyen yas ve aile oykiisiidiir. Bunlarin
yani sira etnik koken, beslenme ve epigenetik faktorler de prostat kanserinin gelismesinde

etkilidir (Calle ve ark.,2003; Crawford, 2003; Kumar, Bargavi, & Crawford, 2005).

1.4.1. Obezite

Epidemiyolojik ¢alismalar, obezitenin ilerlemis prostat kanseriyle iliskili oldugunu ileri
sirmektedir (Fujita ve ark.,2019). Obez erkeklerin prostat kanserinden normal kilolu
erkeklere gore %34 daha fazla 6liim oranina sahip oldugu bulunmustur (Calle ve ark.,2003).
Obez ve fazla kilolu erkeklerde prostata 6zgii antijen (PSA) diizeylerinin diisiik olmasi, ortaya
¢ikan PK’ni maskeleyebileceginden tan1 konulmasini da zorlastirabilir (Ribeiro, Lopes, &
Medeiros, 2006). Viicut kitle indeksi ile prostat kanseri arasindaki iliski icin giclu bir destek
bulunmadig1 gosterilse de (Calle, 2000), bazi veriler viucut kitle indeksi yuksek olan
hastalarda prostat kanseri riskinde artis oldugunu gostermektedir (Rodriguez ve ark., 2001,
Giovannucci ve ark.,1997). Andersson vd. BMI ile prostat kanseri arasinda pozitif bir iliski
bulurken (Andersson ve ark., 1997), diger iki arastirma grubunda vicut Ktlesi ile prostat
kanseri riski arasinda bir iliski olmadigini bildirmistir (Schuurman ve ark., 2000), (Lund,
Vatten, 1999). 2006 yilinda 22 ¢alismay1 kapsayan bir meta-analize gore, obezitenin prostat
kanseri riskinde artis ile bir iliskisi oldugu gosterilmistir. (Macinnis, English, 2006).

1.4.2.Yas

Prostat kanseri 45 yasin altindaki erkeklerde nadiren goriililyorken, ilerleyen yasla daha

yaygin hale gelir. Tan1 aninda ortalama yas 70'tir (Hankey ve ark., 1999).

1.4.3.Aile Oykusti

Yapilan bazi arastirmalarda, prostat kanserinin %10 oraninda kalitsal gecisli oldugu
gosterilmigtir  (Bratt, 2002; Kona¢ ve Sozen, 2014). %90’k dilimiise
cevre ve yashlik etkisiyle meydana gelen sporadik prostat kanseri olusturur. Prostat
kanserinin herediter (kalitsal) olan formu, sporadik forma gore yaklasik olarak 7 yil daha

erkenden meydana gelmektedir (Konag ve Sozen, 2014).



Birinci dereceden akrabasi (baba veya erkek kardes) prostat kanseri olan erkeklerde prostat
kanseri geligsme riski iki kat daha fazladir ve etkilenen iki birinci derece akrabasi olanlar, aile
Oykiisii olmayan erkeklere kiyasla bes kat daha fazla risk tasir (Steinberg ve ark., 1990;
Zeegers ve ark., 2003).

1.4.4 Etnik Kdken

Prostat kanseri, diinyanin bir¢ok yerinde erkeklerde 6nde gelen kanserdir, ancak insidans ve
6liim oranlar1 populasyona gore énemli 6l¢tide farklilik gosterir. Afrika kdkenli erkeklerin
daha yiiksek bir PK insidans1 gosterdigi ve genellikle daha agresif bir hastalik seyrine sahip
oldugu kabul edilmektedir (Tan ve ark., 2016). Veritabanindaki 17 cografi kayitta 229 771
erkegin katildig1 bir ¢alismada, siyah erkeklerin beyaz erkeklere kiyasla genel olarak daha
yiiksek oliim riski oldugu gézlenmistir (Fletcher ve ark., 2020). Mevcut kanitlar bunu hem
timor biyolojisine hem de irksal farkliliklara baglamaktadir (Friedlander ve ark., 2018;
Krimphove ve ark.,2019). Genomik ¢esitliligin altinda yatan belirleyicilerden ve genetik ve
cevresel faktorler arasindaki mekanizmalardan ¢ogu bilinmemektedir, ancak Afrika kokenli
erkeklerin daha yiiksek bir PK insidansi gosterdigi ve genellikle daha agresif bir hastalik
seyrine sahip oldugu kabul edilmektedir (Tan ve ark., 2016). Japon erkekler, bati
diinyasindaki erkeklere kiyasla daha diisiik PK riskine sahiptir (Malvezzi ve ark., 2018).

1.4.5.Beslenme

Beslenme kanser gelisiminde etkili oldugu bilinen ¢evresel faktorlerden biridir (Calle ve
ark.,2003). Beslenmedeki yag ve prostat kanseri ile ilgili tutarli verilerine ragmen, besinin
rolii belirsizligini koruyor (Kolonel, 1996). Uzun zincirli omega-3 ¢oklu doymamis yag
asitleri alimi ile PK arasinda bir iliski bulunmamistir (Alexander ve ark., 2015). Kizartilmis
yiyeceklerin tuketimi ile PK riski arasinda bir iliski olabilecegi bildirilmistir (Lippi ve ark.,
2015). Ayrica kirmizi et veya islenmis et tiiketimi ile PK arasinda herhangi bir iliski
goriilmemistir (Bylsma ve ark., 2015). Meyve ve sebze tiiketimine bakildiginda ise prostat
kanserinde Onleyiciliginin ¢ok az oldugu gorilmiistiir. Bir ¢calismada fazla et tiiketiminin,
yiiksek riskle iliskili oldugu bildirilmektedir (National Cancer Institute,2016). Bir 2020
sistematik incelemesi, siit tiiketimi ve prostat kanseri ile ilgili sonuglarin yetersiz oldugunu
buldu, ancak daha yiiksek riskli bireylerin ise siitii azaltabilecegini veya tamamen tiiketimi

durdurmasinin dogru olacagini belirtmistir (Sargsyan, Dubasi, 2020).
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Selenyum veya E vitamini takviyelerinin PK’ni 6nlemede yararli bir etkisine rastlanmamastir,
kandaki diisiik D vitamini seviyeleri ise prostat kanseri riskini artirabilir (Lippman ve ark.,
2009). Yapilan bir ¢alismada fazla alkol aliminin, yiksek PK riski ile baglantili oldugu
gosterilmistir (Dickerman ve ark. 2016). Uzun zincirli omega-3 ¢oklu doymamis yag asitleri
almi ile PK arasinda bir iligki bulunmamistir (Alexander ve ark., 2015). Kizartilmis
yiyeceklerin tuketimi ile PK riski arasinda bir iliski olabilecegi sdylenmektedir (Lippi ve ark.,
2015). Ayrica kirmizi et veya islenmis et tiiketimi ile PK arasinda herhangi bir iliski
goriilmemistir (Bylsma ve ark., 2015).

1.4.6. Sigara

Tiitlin dumaninda bulunan karsinojenler yoluyla tiimdr olusumu, epigenetik ve nikotin
kaynakli etkilerle birlikte ¢esitli mekanizmalar vardir (Pernar, Ebot, Wilson & Mucci, 2018).
Prostat kanseri dahil kanserlerde sigaranin rolii, halk sagligi acisindan 6nemli bir rol
oynamaktadir. ABD Surgeon General tarafindan hazirlanan en son 2014 raporu, sigaranin
prostat kanserinden 6liim riskini ve ileri evre kanser riskini artirdigina dair kanitlar oldugu
sonucuna varmustir (Pernar, Ebot, Wilson, & Mucci, 2018). Hig¢ sigara i¢meyenlerle
karsilastirildiginda, sigara igenler prostat kanseri mortalitesi acisindan %60 daha yiiksek
riske sahiptir (Kenfield, Stampfer, Chan & Giovannucci, 2011). Epidemiyolojik kanitlardan
bazilarinda da sigaranin prostat kanseri lizerindeki etkisinin maruziyet siiresine bagli olarak
degisebilecegi gosterilmektedir. Tiitiin dumaninda bulunan karsinojenler yoluyla tumor
olusumu, epigenetik ve nikotin kaynakli etkilerle birlikte ¢esitli mekanizmalar vardir

(Pernar, Ebot, Wilson & Mucci, 2018).

1.4.7.11a¢ maruziyeti

Prostat kanseri ile ilaclar, tibbi prosediirler ve tibbi durumlar arasinda bazi baglantilar
kurulmustur. Uzun sureli dizenli non-steroidal antienflamutuar ilaglarin (NSAID)
kullaniminin, orta derecede azalmis prostat kanseri riski ile iligkili oldugu gosterilmistir
(Jacobs ve ark.,2005). Statinlerin prostat kanseri riskini 6zellikle de agresif prostat kanseri

rikini azalttig1 bulunmustur (Shannon ve ark.,2005).

1.4.8. Enfeksiyon

Prostat bezinin iltihab1 veya enfeksiyonu olan prostatit (enfeksiyon veya iltihap) prostat

kanseri riskini artirabilir. Ozellikle cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar Chlamydia, gonore



veya sifiliz ile enfeksiyon riski artirtyor gibi goriinmektedir (Dennis ve ark.,2002;Caini ve
ark.,2014). Papilloma virusiiniin de potansiyel bir rolii oldugu 6ne siiriilmiistiir, ancak 2015
itibariyle kanitlar sonugsuz kalmisken (Heidegger,,Borena & Pichler, 2015),2018 itibariyle
prostat kanseri i¢in artan risk tartisilmistir (Cai, Di Vico & Durante,2018).

1.4.9. Genetik ve Epigenetik Faktorler

Prostat kanseri hiicreleri tipik olarak, gen mutasyonlari, gen delesyonlari, gen
amplifikasyonlari, kromozomal yeniden diizenlemeler ve DNA metilasyonundaki
degisiklikler dahil olmak iizere ¢ok sayida somatik genom degisikligi igerir ve prostat
kanserlerinde somatik genomda mevcut olan degisiklikler, genellikle yillar boyunca birikim
gosterir. Bu genom degisikliklerinin edinilmesinde yasam tarzinin da etkisi olabilir (Nelson,
DeMarzo & Isaacs, 2003). Prostat kanserinin 1rk ve aile dykiisii ile olan iliskisi spesifik gen
varyantlarinin da prostat kanseri riskini artirabilecegini gostermektedir. ikiz calismalar:
prostat kanseri riskinin %40'imin kalitsal faktorlerle aciklanabilecegini gdstermistir (Zeegers

ve ark., 2003).

Prostat kanserinin olusumu ve ilerlemesinde bir¢ok genin (tumoér supresér genler ve
onkogenler) rol oynadig1 gosterilmistir. Prostat karsinojenezinin erken dénemlerinde kanser
baskilayict genlerin kaybi, 8p, 10q, 13q ve 16q kromozomlarinda lokalize edilmistir. Primer
prostat kanserindeki P53 mutasyonlar1 nispeten diisiiktiir. Rol oynadigi diisiiniilen diger
tiimdr baskilayici genler arasinda PTEN ve KAII bulunur. Prostat kanseri olan erkeklerin

yiizde 70 kadari tanmida PTEN geninin bir kopyasini kaybeder (Scientists Discover,2005).

Genom ¢apinda 2008 yilinda yapilmis iki ¢alismada, tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler)
prostat kanserine baglanmistir (Eeles, Kote-Jarai & Giles, 2008; Thomas, Jacobs & Yeager,
2008). Bu calismalarda birkag ilgili SNP'yi tanimlamustir. Ornegin, SNP rs10993994'te TT
alel ciftine sahip bireylerin, CC alel ¢iftine sahip olanlara gore 1,6 kat daha yuksek riskte
oldugu bildirilmistir. GSTP1 ile MGMT genlerinin hipermetilasyonu ve DNA hasar1
onariminda yer alan genler basta olmak iizere birgok genin ¢ogu prostatin premalign
lezyonlarinda meydana gelir ve bu da etkilenen hiicrelerde genetik degisikliklere neden olur

(Li,Carrol &Dahiya, 2007).

Prostat kanseri risk genlerinde en kritik bolge, 8924 boélgesidir (Ishak, Giri, (2011). Prostat
kanserinden sorumlu olan timor supressor genleri, p53, PTEN, CDKN1B (p27), MX11,
NKX3.1, RB, GSTP1, KLF6, CDKN2A, ATFB1 genleriyken (Nakagawa,2013), onkogenler



ise c-MYC, c-ErB2 (Her-2 neu), BCL-2, PSCA, ERG, ETV1, AMACR, PIM1, Hepsin, AR,
CYP17, SRD5A2, CYP3A4, VDR, STATS (Vecchione ve ark., 2007) genleridir. Bu genler
araciligiyla tiimor gidisatinin 6ncesinden tahmin edilmesi ve tedavi sekillerinin belirlenmesi

sans1 vardir (Slaman,deKernion &Verma,1984).

Tablo 1.1. Prostat kanserindeki iligkili genler ve kromozomlarin gosterimi

GENLER LOKALIZASYON

Androjen reseptoru | Xqll
TMPRSS2-ERG Kromozom 21

c-myc 8g24
N-Myc 2p24
TP53 17p31
elF3-p40 8923
FOXAl 6021

Epigenetik, DNA niikleotidinde bir degisiklik olmadan, genin islevlerinde kalitsal
degisimlerin, mayoz ve mitoz boliinmeler ile aktarilmasi durumudur (Erol, Elyas & Unal,
2010). Temeldeki DNA dizisini degistirmeden genlerin nasil ifade edildigini degistiren
epigenetik degisiklikler, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlaridir.

Bunlarin yaninda kodlanmayan RNA’lar, kromatin yeniden diizenlenmesi mekanizmalar1 da
epigenetik degisiklerde rol oynamaktadir. Bu epigenetik degisiklikler, hiicrenin yasami
boyunca hiicre boélunmeleri yoluyla sirebilir ve organizmanin temelindeki DNA

sekansindaki degisiklikleri icermese bile birden fazla nesil boyunca siirebilir (Bird, 2002).



Tablo 1.2. Prostat kanserinde islevlerine ve yollarina gore siklikla metillenen genler

Yolak Gen

Hormonal cevap
AR
ESR1
ESR2
RARP2
RARRES1
Hucre dongusi kontroli

CCND2
CDKN2A

RPRM

SFN
Sinyal iletimi

DKK3

EDNRB

RASSF1A

RUNX3
SFRP1

Tumdr invazyonu

APC
CAV1
CDH1
CDH13
CD44
LAMA 3
LAM C2

Tanimlama

Androgen receptor
Estrogen receptor 1
Estrogen receptor 2
Retinoic acid receptor 32

Retinoic acid receptor responder 1 (TIG1)

Cyclin D2

Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
(p16)

Reprimo

Stratifin (14-3-3 sigma)

Dickkopf 3
Endothelin receptor type B

Ras association domain family protein 1
isoform A

Runt-related transcription factor 3

Secreted frizzled-related protein 1

Familial adenomatous polyposis
Caveolin 1

E-cadherin

Cadherin 13

Cluster differentiation antigen 44
a-3 laminin

v-3 laminin

Sikhik, %

15-39
19-95
83-92
68-95
55-96

3299

3-77

99

68
15-100

53-99

27-44
83

27-100
90
27-69
45-54
19-72
44

41



TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 0-97

DNA hasar1 tamiri

GSTM1 Glutathione S-transferase M1 58

GSTP1 Glutathione S-transferase P1 79-95

GPX3 Glutathione peroxidase 3 93
Apoptosis

ASC CAopn(iz;[glsr:Z Zs(s:(?ggt;d Speck-like protein 3778

BCL2 B cell lymphoma 2 52-87

DAPK Death-associated kinase 0-36
Diger

MDR1 Multidrug resistance receptor 1 51-100

PTGS2 Prostaglandin endoperoxidase synthase 2 18-88

HIC Hypermethylated in cancer 99-100

1.5. Mortalite

Mevcut kanitlar bunu hem tiimor biyolojisine hem de bakimlarina gore irksal farkliliklara

baglamaktadir (Friedlander ve ark., 2018; Krimphove ve ark.,2019).

1.6. Prostat Kanseri Patogenezi

Prostat adenokarsinomu, neoplazi olarak baslar ve lokalize prostat adenokarsinomuna
ilerler, sonra bazal hiicre tabakasi bozuldukca ve kanser hiicreleri bazal laminadan istila
edildikge lokal olarak invazif karsinom haline gelmis olur (Shen, M. M., & Abate-Shen,
C.,2010). Lokal olarak ilerlemis olan prostat kanseri, oncelikle lenf diigiimlerine ve ardindan
kemiklere, karaciger ve akcigerler dahil olmak {izere uzak organlara metastaz yapmaktadir.
Prostat kanserindeki en yaygin metastaz bolgesi ise kemiktir (Wang, G. Ve ark.,2018).
Prostat kanseri kemik metastazlari, ¢ogunlukla siddetli agriya, hiperkalsemiye ve sik
meydana gelen kiriklara neden olan karisik osteolitik 6zelliklere sahip osteoblastik lezyonlar

olarak ortaya ¢ikar (Wang, G. Ve ark.,2018).
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Prostat bezinin adenokarsinomun en yaygin oldugu bolgesi periferik bolgedir. Baglangigta,
kanser htcrelerinin kigik kiimeleri, normal prostat bezlerinde kalir, bu durum karsinom in
situ veya prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) olarak bilinir. PIN'in kanser dnciisii oldugu
kanitlanmasa da, kanserle yakindan iliskilidir. Zamanla bu hiicreler ¢ogalir ve bir timor
olusturan gevreleyen prostat dokusuna (stroma) yayilir. Sonunda, timor, seminal vezikuiller
veya rektum gibi yakin organlari istila edecek kadar biiyiiyebilir ve genelde kemiklere ve
lenf diigiimlerine metastaz yapar ve lokal ilerlemeden sonra rektumu, mesaneyi ve alt

ureterleri istila edebilir (Nelson, DeMarzo & Issaacs, 2003).

Prostata 6zgii membran antijeni (PSMA), folat seviyelerini artirarak kanser gelisimini uyarir,
kanser hiicrelerinin hayatta kalmasina ve biiylimesine yardimci olur (Yao, Berkman & Choi,
2010). RUNX2, kanser hiicrelerinin apoptoza girmesini onleyen ve bdylece kanser
gelisimine katkida bulunan bir transkripsiyon faktoriidiir (Leav, Plescia & Goel, 2010).
Makrofaj inhibitor sitokin-1 (MIC-1), kanser hiicresi bilylimesine ve hayatta kalmasina yol
acan fokal adezyon kinaz (FAK) sinyal yolunu uyarir (Senapati, Rachagai & Chaudhary,
2010).

Normal prostat hrostatic . Metastatik
epiteli PIN Ileri prostat
METT T T emen LS T e

Genetik faktorler, GSTPI, ] GSTPIl ,RASSFIA, E-kaderin, CD44
yaslanma, MGMT'nin E-Kaderin metilasyonu
diyet faktorii, metilasyonu metilasyonu

epigenetik degisimler

Sekil 1.4. Prostat kanserinin baslamasi, ilerlemesi ve metastazinin gorsel olarak anlatimi
(Nelson, DeMarzo & lIssaacs, 2003).
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1.7. Prostat kanseri semptomlari

Prostat kanseri genellikle uzun sire belirti vermeden ilerlemektedir ve belirtiler hastalar ileri
yaslara geldiginde ortaya ¢ikmaktadir.Eger bir semptom varsa, hastalikta olas1 bir ilerleme
s6z konusu olabilir. Idrar yapma esnasinda yanma veya agr1 hissetme, hic idrara ¢ikamama,
kesik kesik idrar yapma, idrarda veya menide kan goriilmesi yaygin semptomlar arasindadir,
bunun yaninda 80 yasin yaklasik yarisinda mesane sikismasina bagl idrar sikli§i gibi

semptomlar gorulir (Talcott ve ark., 2003; Langan, 2019).

Metastatik prostat kanseri ek semptomlara neden olabilir. En yaygin semptom, genellikle
omurlarda (omurga kemikleri), legen kemiginde veya kaburgalarda goriilen kemik agrisidir.
Omurgadaki prostat kanseri, omurilige baski yaparak karincalanma, bacak gii¢slizliigii ve

idrar ve diski inkontinansina neden olabilir (Van der, Vis & Roobol, 2005).

En iyi evreleme yontemi ise cerrahi olarak lenf nodlarmin ¢ikarilmasidir. Avrupa Uroloji
Kilavuzlarma gore; PSA, biyopsi Gleason skoru, pozitif kor yiizdesi ve klinik evrelerden
olusan nomogramlarla birlikte, lenf nodu metastaz riski %5’ in lizerinde olan hastalara pelvik

lenfadenektomi yapilmasi uygun bulunur (Mottet ve ark., 2017).

1.8. Prostat Spesifik Antijeni (PSA)

Prostat spesifik antijeni (PSA), prostattan salgilandiginda, belli bir siire sonra kisinin kan
dolagimina karigabilen bir protein olup, prostat kanserin evresinin belirlenmesinde énemli
bir belirleyicidir ve referans araliginin 4 ng/ml'nin altinda olmasi kabul edilmistir. Ancak
bazen bu durum yasa gore degisiklik gosterebilir (Baillargeon ve ark., 2005; Kosova, Ari,
2011). Yapuilan bir caligmada, prostat spesifik antijen (PSA) konsantrasyonlari obezlerde,
obez olmayan erkeklere gore daha diisiik oldugu saptanmistir (Mohler, Armstrong,
Bahnson & D’Amico, 2016). Obez ve fazla kilolu erkeklerde prostata 6zgu antijen (PSA)
diizeylerinin diisiik olmasi, ortaya ¢ikan PK'y1 maskeleyebileceginden tan1 konulmasini da

zorlastirabilir. (Ribeiro, Lopes, & Medeiros, 2006).
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1.9. Prostat Kanserinin Teshisi ve Evrelenmesi

Donald Gleason (Gleason, Mellinger 1974) tarafindan prostat adenokarsinomunun histolojik
paternlerine dayali olarak tanimlanan Gleason derecelendirme sistemi yillar iginde
diizenlenerek, prostat kanserinin yayilimini tanimlayan en yaygin kullanilan derecelendirme
sistemi olmustur. (Epstein ve ark.2005, 2016). Pekcok kanser tiiriinde erken taninin konma
imkani rutin taramalar ile miimkiindiir ve erken tani tedavi ihtimalini artirabilen bir
faktordiir. Bu taramalar 6zellikle kanser riski yiiksek kisilere diizenli olarak yapilmalidir

(Ozdogan,2020).

Prostat kanserinde kullanilan tarama testleri:

Prostat spesifik antijen (PSA) olarak bilinen protein seviyesini 6l¢en kan testi,
Dijital-rektal (parmakla makattan) muayene,

Biyopsi ve/veya

Transrektal ultrasondan olusmaktadir.

Yapilan muayeneler ve biyopsi sonucunda kanserin varligi tespit edildiginde bundan sonraki

asama hastaliginin yayiliminin belirlenmesidir.

Ornek igne biyopsisi ile alindiktan sonra patologlar tarafindan Gleason Puan Sistemine
(Gleason Skoru) gore smiflandirma yapilir. Bu siniflandirmada 2 ile 10 arasinda bir
paunlama yapilir ve buradaki degerlendirme kanserin ne kadar agresif oldugu hakkinda bilgi
verir. Yiiksek Gleason puani, daha agresif, ¢cok daha hizli bliylime ve yayilma potansiyeli
tastyan kanserin gostergesidir. Prostat kanseri ile ilgili tim yeni tedavi bilgileri, evrelerine
gore siiflandirimistir (Ozdogan,2020).Prostat kanserinin evreleri, diger kanser tiirlerinde
oldugu gibi 4 evrede adlandirilir (Sekil 1.5).
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EVRE 1 EVRE 2

* Kanseri prostatla simirlidir ve * Tiimor daha bityiiktiir, prostatin her iki
prostatin bir kismina yayilmistir. lonbunda olabilir, ancak hala prostatin
Gleason skoru ve PSA oldukga disina yayilmamistir.

diisiiktiir. *Bu evrede tliimdr hala muayene ve

* Bu evre prostat kanseri, makattan radyolojik yontemlerle tespit

muayene veya goriintiilleme yontemleri edilmeyebilir, fakat Gleason skoru daha
ile tespit edilmeyebilir. yitksektir.

EVRE 3 EVRE 4
* Kanser, prostatin disina, gogunlukla * Kanser, kemiklere, yakin-uzak lenf
seminal vazikiil (sperm kesesi) ve yakin nodlarina ve karaciger diger organlara
lenf nodlarina yayilmastir. metastaz yapmastir.

Sekil 1.5. Prostat kanserinin evreleri (Ozdogan,2020)

1.10. Prostat Kanserinin Tedavisi

Prostat kanserinde hastaligin durumuna ve ilerleyisine gore farkli tedavi yontemleri
kullanilir. Prostat kanserinde uygun tedavinin belirlenmesi ve hastalgin seyrinin takibinde
hastaligin rik grubun belirlenmesi 6nemlidir. Bunun i¢in kanserin evresi, agresifligi veya

PSA degerleri baz alinmaktadir.

Cerrahi girisim ile tedavi yonteminin, kemoterapi ve radyoterapiye gore daha az yan etkisi
vardir. Radyoterapi ile tedavi yapilacak ise, kanserin yayilim gdstermedigi durumlarda
uygulanmaktadir. Gunimuzde t¢ boyutlu konformal radyoterapi (3BKRT), yogunluk ayarli
radyoterapi (IMRT), gorinti gudimli radyoterapi (IGRT) ve stereotaktik viicut
radyoterapisi (SBRT) gibi modern radyoterapi teknikleri kullanilarak kanserin daha etkili
bir sekilde kontrolii yapilabilir (Ozkok, 2011). Tedavi yéntemlerden bir digeri ise hormonal
tedavidir. Hormon tedavisinde, prostat kanserinin ve prostat dokusunun gelisimini

destekleyen steroid hormonlar etkisiz hale getirilir. Bdylelikle, kanser hcrelerinin
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biiylimesinde rol oynayan androjen sinyal yolagi da baskilatilir (Heidenreich ve ark., 2011).
Hormonal tedavilere, kanserin derecesine gore baslanir. Hormonal tedavilerin etkisiyle
hastalar, birkag yi1l icinde hormon tedavilerine diren¢ gostermeye baslayabilirler dolayisiyla
kanserli dokularda tekrar biylime goézlenir. Hormon tedavilerinde kullanilan ilaglardan
bazilar1 testosteron Gretilmesini uyaran hormon olan luteinlestirici hormon (LH) aktivitesini
baskilar. LH iiretiminin baskilanmasi, testosteronun tiiretimini durdurur (Peter, Stephan,
2012). Bir diger tedavi yontemi olarak kemoterapik yontemde, anti-kanserojenik ilaclar,
hedef dokulara etki ederler. Kemoterapik yontemler, hastalifin ge¢ donemlerinde
uygulanmaktadir. Yiiksek riskli hastalar arasinda prostatektomi ile birlikte harici 151n
radyoterapisi ya da bu yontemler tek basina ayr1 ayri uygulanirlar. Sonrasinda ise androjen
yoksunlugu terapisi (AYT) bakimi gelir. AYT, gelismis bir PKtedavisidir. AYT, dolasimdaki
prostat kanser hiicrelerinin biiylimesi i¢in gerekli olan testosteronun seviyesini diisiirerek,
AR sinyalini bloke ederek calisir ve erken evrede olan tiimoriin bitylimesini durdurmada
etkisi vardir. (Livermore, Munkley & Elliott, 2016). Ancak AYT, &zellikle kalp hastaligi
gecmisi olanlarda kardiyolojik komplikasyon yaratabilir (www.prostatecancerfree.org,
1.12.2020). PK i¢in cerrahi olmayan tedaviler arasinda androjen yoksunlugu tedavisi (AYT),
radyasyon tedavisi (RT), ablatif tedaviler, kemoterapi ve immiinoterapiler yer alir. AYT
genellikle, cerrahiye uygun olmayan yiiksek riskli yerel veya sistemik olarak ilerlemis

hastalik i¢in ayrilmistir.

Radyasyon tedavisi, diisiik-orta riskli hastaliklar i¢in ve cerrahi olarak ilerleyen hastaligin
kontrolii i¢in kullanilir (Munkley ve ark., 2016). Kanserin ilerleme ve yayilmasi
durumlarinda, enzalutamid ve sitotoksik bir ajan olan dosetaksel ile birlikte kullanilmakadir.
(Barsouk, ve ark.,2020). Prostat kanserlerinin ¢ogu androjene bagimlidir, yani androjen
ablasyon tedavisine yanit verirler.Bununla birlikte, bu timdrler sonunda androjenden
bagimsiz hale gelir ve androjen ablasyonuna ragmen biiyiirler. Prostat kanseri prostatta
lokalize oldugunda, tercih edilen tedavi prostatektomi veya radyasyondur. Prostat kanseri
metastatik ise, tedavi edilmesi oldukga gugtir (Debes, Tindall, 2004). Yksek riskli hastalar
arasinda prostatektomi (robotik tercih edilir) ve / veya harici 151n radyoterapisi en yaygin
miidahalelerdir, ardindan AYT bakimi izler.Androjen yoksunlugu terapisinde ilerlemeyi
takiben (kastrasyon direnci olarak bilinir), enzalutamid gibi yeni nesil endokrin tedavileri,
genellikle sitotoksik ajan dosetaksel ile kombinasyon halinde kullanilir (Barsouk ve arrk.,
2020). 2004 yilma kadar, metastatik hastalik i¢in androjen yoksunlugu tedavisindeki

ilerleme, ikincil hormonal manipiilasyon eklenerek tedavi edildi; son on yilda, kastrasyona
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direncli prostat kanserinin tedavisi igin alt1 sistemik ajan onaylanmistir. Vakalarin ¢ogu
oliime yonelik herhangi bir tehdit olmaksizin sessiz bir seyir izlese de, birgok hasta orta veya
yuksek riskli lokalize, lokal olarak ilerlemis veya metastatik kanser ile basvurur ve tedaviye
ragmen hastaliga yenik diiser (Teo, Rathkopf & Kantoff, 2019). Hormonal ve cerrahi
girisimlerdeki hedef, sinyal yolaklarimin baskilanmasidir. Bu durum metastaza girmemis
prostat kanserlerinde kisa donemlerde etkilidir ancak metastaz1 baslayan prostat timdr
hlicrelerinde bu girisim etkisizdir (Heather, Daniel & Evan, 2012). Kabazitaksel, dosetaksele
direngli kanserlerde kanitlanmis aktiviteye sahip tiibiilin baglayici bir ilagtir. Faz III TROPIC
caligmasinda, kabazitakselin yaninda, prednizon da alan hastalar, mitoksantron ile birlikte
prednizon alanlara kiyasla progresyonun daha da azaldigi goriilmistiir. Enzalutamid,
kemoterapiden sonra hastaligin ilerledigi metastatik kastrasyona direngli prostat kanserli
erkeklerde sagkalimi uzatan oral bir androjen reseptor inhibitoridir.Enzalutamidin,
metastatik prostat kanseri olan erkeklerde radyografik progresyon ve 6lum riskini dnemli
Olgiide azalttigi ayrica kemoterapinin baglamasini geciktirdigi gorilmistir (Beer ve

ark.,2014). AYT ise prostat kanserinde fazla uygulanan bir tedavidir.

1.11. PK tedavilerinin yan etkileri

Kemoterapik uygulamalarin uzun dénem sonucu yan etkileri olarak, 16semi ve kalp
hastaliklar1 gibi patolojilere yol agmaktadir (Bryan ve Trailokya, 2011; Heather ve ark.,
2012). Hormonal tedavilerde hastalarda birkag¢ yil sonrasinda hormon tedavilerinde direng
kazanildig1 ve kanserli dokunun hormon bagimliligin1 kaybederek, agresiflestigi ve tekrar

biiylimeye goriilmiistiir (Daniel ve ark., 2003).

1.12. Androjen Reseptort (AR)

Androjenler, PCA hiicre canliligi, poliferasyonu ve istilast i¢in gerekli bir transkripsiyon
aktorii olan androjen reseptorii (AR) araciligi ile PCA hiicre biliylimesini yonlendirir ve bir
dizi sinyal yolaginda 6nemli role sahiptir (Livermore ve ark.,2016). Normal prostat ve
prostat kanserinin gelisimi androjen reseptoriine baglhidir. Androjen reseptor (AR) geni, X
kromozu Uzerinde, Xg11-12 lokasyonunda bulunur ve 8 ekson icerir. Androjen reseptori
steroid yapida olup, P53, Cyclin, RAF, src gibi birtakim proteinlerle etkilesim halindedir.
Buradaki proteinlerin bazilar1 androjen bagimli yolakta fonksiyonelken, bazilar1 ise androjen
bagimsiz olan yolaklarda fonksiyoneldir (Kluger, Roy, & Chao, 2020). Androjen reseptor,

prostat hiicrelerinin sitoplazmasindaki 1s1 sok proteinlerine baglidir. Testikiler androjen
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testosteronundan olusan aktif androjen dihidrotestosteron, androjen reseptoriine baglanir,
bdylece onu 1s1 sok proteinlerinden ayirir ve ¢ekirdege yer degistirmesine izin vererek,
cekirdekte, androjen reseptorii dimerlesir, DNA'daki androjen yanit elemanlarina baglanir
ve hicrenin blylUmesiyle 6lmesini engelleyen genlerin transkripsiyonunu aktive eder.
(Dabes, Tindall, 2004).

X chromosome
Xq11-12

AR gene : R

Sekil 1.6. Androjen reseptdrii geninin yapisi (Galani ve ark., 2008).

Androjen bagimli olan prostat kanseri hiicreleri, biliylime ve yasama icin androjen
reseptoriine baglhdir. Androjen reseptorii inaktif oldugunda, prostat hiicrelerinin
sitoplazmasindaki 1s1 soku proteinlerine baglanir. Androjen dihidrotestosteron, androjen
reseptoriine baglanarak onu 1s1 soku proteinlerinden ayirir. Dihidrotestosterona bagh
androjen reseptorii, ¢ekirdege yer degistirir, dimerize olur ve androjen yanit elemanlarina
baglanir, boylece hiicre buyumesine dahil olan genleri aktive eder. Androjenden bagimsiz
olan prostat kanseri hucreleri, néroendokrin benzeri davranis gelistirebilir. Noroendokrin
hiicreler, komsu hiicrelerin biiylimesini indiikleyen noéropeptidler salgilar ve bu nedenle

prostat kanseri, terapOtik midahalelerde hayatta kalabilir (Hezarkhani, 2012).

1.13. Prostat kanseri, FTO ve m°A

FTO, 505 amino asitlik protein kodlayan ve beyinde en yiiksek ekspresyon seviyesine ulasan
bir gendir (Frayling ve ark., 2007; Robbens ve ark., 2008).FTO, 16q12.2 pozisyonunda yer
alan ayrica Fe (II) ve 2-oksoglutarat bagimli oksijenaz siiper ailesinin bir tiyesidir. DNA
onarimi, translasyon sonrasi modifikasyon ve gen modifikasyonundaki 2-oksoglutarat
bagimli niikleik asit demetilazini gergeklestirir (Gulati ve ark., 2014). Okaryotik hiicrelerde
RNA’da en sik goriilen modifikasyon olan N6-metiladenozinin(m6A) 0Ozellikle kanser
olusumunda kritik bir rol oynadigini gosterilmektedir (Chen vd 2019).Bir m6A demetilaz

enzimi olan FTO oOncelikli olarak 3’ ¢evrilmemis bolgeleri araciligiyla asagi yonli

17



hedeflerinin m6A seviyelerini duzenler (Jia vd., 2008, 2011). FTO'nun m6A'y1 kontrol eden
bir RNA demetilazi oldugunun anlasilmasi tizerine, FTO' nun epigenetik dizenlemedeki
rolleri biyolojik islevini ortaya ¢ikarmistir. FTO’nun m6A lokalizasyonuna bagli olarak
RNA modifikasyonlarinda rolii vardir.FTO genindeki polimorfizmler (SNP'ler) rs9930506
ve 159939609 hem obezite hem de PK ile iliskilendirilmistir. (Salgado-Montilla, Rodriguez-
Cabén, Sanchez-Garcia, Sdnchez-Ortiz, Irizarry-Ramirez, 2017). Ancak prostat kanseri ve
FTO genindeki SNP’ler arasinda bir iliski olmadigini gosteren ¢alismalar da vardir (Meyer
vd., 2010, Lewis vd., 2010; Zhao vd., 2016). Bu farkli sonuglar kanserin tiirli, evresi ve
calismanin yapildig1 etnik gruplarin farkliligindan ve farkli FTO SNP’ler olmasindan
kaynaklanabilir. Obezitenin, prostat kanseri (PK) mortalitesi ve saldirganhigi ile
iligkilendirildigi ¢alismalar mevcuttur. Prostat kanserinin patogenezi lizerinde ¢ok sayida
basarili calisma yapilmis olsa da, prostat karsinogenezinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar hala arastirilmaya devam etmektedir (Robinson vd., 2015).Bazi meta-analiz
calismalari, FTO ile PK da dahil olmak tizere belirli kanser tiirleri arasinda bir iligki
bulmustur. (Yang ve ark., 2012), (Yeo, 2014), (Tang ve ark., 2011).FTO genotipi, prostat
dis1 kanser kontrolleriyle karsilastirildiginda yiiksek dereceli veya ileri evre hastaligin varlig

ile iligkili olmadig1 goriilmiistiir (Risk Sarah ve ark., 2010).

Bazi epidemiyolojik ¢alismalar FTO proteinin iliski oldugu obezitenin, lokalize prostat
kanserine karsi koruyucu oldugunu ancak ileri veya oliimciil prostat kanseri riskini
artirdigini gostermistir (Gong vd., 2006; Freedland vd., 2006; Rodriguez vd., 2007; Wright
vd., 2007; Buschemeyer vd., 2007) ve prostat kanserinin artan mortalitesi ve agresifligini
obezite ile iliskilendirmistir (Bassett vd., 2012; Chamie vd., 2012; Allott vd., 2013).

FTO rs8050136 SNP’nin prostat kanseri ile iliskisi bulunmazken (Meyer vd., 2010; Zhao
vd., 2016) FTO rs9939609 SNP’nin prostat kanseri ile iliskili oldugu gosterilmistir (Lewis
vd., 2010; Salgado-Montilla vd.,2017).Dolayisiyla FTO ekspresyon seviyesini etkileyen
yontemlerin  (siRNA, shRNA gibi) veya FTO proteinini inhibe eden ajanlarin
(meklofenamik asit gibi) kullanimi m6A seviyesinde degisikliklere sebep olarak
kanserlesme mekanizmasinda etkileri olabilir.Birgok omurgali dokusunda eksprese edilen
yag kiitlesi ve obezite ile iliskili proteinin (FTO), DNA onarimi, yag asidi metabolizmasi ve
transkripsiyon sonrast modifikasyonlar gibi hiicresel islemlerde rol oynadig1 gosterilmistir
(Sanchez ve Andrade, 2007).Genom ¢apinda iligski ¢alismalart (GWAS), FTO genindeki
polimorfizmlerin obezite ve artan viicut kitle indeksi ile yakindan iliskili oldugunu

gostermistir (Frayling vd., 2007; Dina C vd., 2007; Scuteri vd., 2007; Meyre vd., 2010).
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Daha ileri ¢aligmalarla, FTO'nun sadece obezite ile iliskili olmadigini, ayn1 zamanda
alzheimer hastalig1 ve ¢esitli kanser tiirleri gibi nérolojik hastaliklarla da iliskili oldugunu
ortaya konmustur (Keller vd., 2011; Reitz vd., 2012; Rivera vd.,2012). Son yillarda,
FTO'nun, mRNA (zerindeki N6-metiladenozin (m6A) demetilaz aktivitesi ile kanser
arasindaki iligkinin kesfi, FTO'nun Akut Miyeloid Losemi (AML) ve rahim agzi1 kanseri gibi
bazi kanserlerde onkojenik bir role sahip oldugunu gosterdi.Sinirlt sayida ¢alismada, bir
m6A demetilaz olarak FTO'nun kanser hiicrelerinin biyimesini, kendi kendini yenilemesini
ve metastazini destekledigi gosterilmistir (Chen ve Du, 2019). Prostat kanserinin genetik ve
/ veya epigenetik bozukluklar tarafindan tetiklendigi (Attard vd., 2016) ve prostat kanserinde
DNA metilasyon kaliplarinin kansere bagli siireglerde yer alan genleri etkiledigi
bilinmektedir (Aryee vd., 2013; Massie vd., 2017). DNA metilasyonuna benzer sekilde,
RNA metilasyon durumundaki anormal degisiklikler de siklikla kanser hiicresi biiyiimesi,
gelisimi ve tiimdr baslangicina yol agan onkoprotein ekspresyonunu arttirir (Zhao vd., 2017;
Deng vd., 2018). Bununla ilgili olarak, bir demetilaz olan ALKBHS'in daha yuksek
ekspresyonu, pankreas kanseri (Yamato vd., 2012), kiigiik hiicrel dis1 akciger kanseri
(KHDAK) (Tasaki vd., 2011) ve bobrek kanseri (Hotta vd. 2015) drneklerinde gdzlenmis ve
daha kétii prognoz ile iliskili oldugu bulunmustur. Ancak, m®A “yazicilar” ve “silicileri”

nin prostat kanserindeki rolii heniiz aydinlatilmamaistir.

Literatiirde mPA yazicilarindan METTL3 iin prostat kanserindeki rolii ile ilgili kapsamli tek
bir galigsma vardir. Bu ¢alismada METTL3"in prostat kanserindeki m®A metilaz aktivitesine
bagli olarak onkojenik bir rol oynadigi ve MY C’in yukar1 yonlii regiilasyonu yoluyla prostat
kanserinin proliferasyonu ve progresyonuna katkida bulundugu gdosterilmistir. Bu sonuglara
dayanarak METTL3-mPA-MYC ekseninin potansiyel bir prognostik biyobelirte¢ ve insan
prostat kanserinde etkili bir terap6tik strateji olabilecegini 6nermislerdir (Yuan vd., 2020).
Bu c¢alisma m®A “yazicilar”ndan olan METTLL3’iin prostat kanseri progresyonuna

katkisina 151k tutmustur, ancak m®A “silicileri” nin prostat kanserindeki rolii hala belirsizdir.

1.14. Meklofenamik Asit

Meklofenamik asit (MA, meklofenamat sodyum) eklem, kas agrisi, artrit ve dismenore i¢in
kullanilan steroid olmayan antiinflamatuvar ilaglarmn (NSAIl'ler) antranilik asit tiirevleri
(veya fenamat) simifinin iiyesi olan bir ilagtir ve prostaglandin olusumunu engelleyen bir

siklooksijenaz (COX) inhibitoridur (National Institute of Diabetes and Digestive and
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Kidney Diseases; 2012). NSAIi’ler arasinda meklofenamik asit en toksik olanlardan biridir

(Singh, Ramey, Morfeld, & Fries, 1994). Cesitli kanserlerde, 6zellikle prostat ve meme
kanserinde Aldo-keto rediiktaz 1C3 (AKRI1C3)’iin asir1 eksprese edildigi ve ekspresyon
seviyeleri ile hastaligin agresifligi arasinda bir korelasyon oldugu gosterilmistir (Guise,
Abbattista & Singleton,2010). Fazla eksprese olan AKR1C3'ii inhibe ettigi bilinen non-
steroidal antiinflamatuvar ilaglar bu nedenle hem hormon bagimli hem de hormon bagimsiz
kanserlerde kullanilmaktadir (Byrns, Penning, 2011). MA’nin siklooksijenaz-prostaglandin
mekanizmasindan bagimsiz olarak ATP’ye duyarli potasyom iyon kanallarini ve ndronal
voltaj kapili potasyum kanallarin1 bloke ettigi bulunmustur (Lee ve Wang, 1999). Ayrica,
MA’nin, insan aortik diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasinit ve go¢ etmesini engelledigi de
gosterilmistir (Schober ve ark., 2002). Ayrica MA’nin gap baglanti antagonisti olarak
yiiksek inhibisyon potansiyeline sahip oldugu da bilinmektedir (Veruki ve Hartveit, 2009;
Jin ve ark., 2013). Bu fonksiyonlarina ek olarak MA’nin N6-metiladenozin (m6A)
kalintilarin1 oksidatif olarak demetile eden FTO proteini inhibitorii oldugu da gosterilmistir

(Huang ve ark., 2015).

Son yapilan ¢alismalar, meklofenamik asitin farkli mekanizmalar ile gesitli kanser turlerinde
timdrlerin olusumu ve bilyiimesi iizerinde negatif etkiye sahip olabilecegini gostermis
(Delgado-Enciso ve ark., 2015; Soriano Hernandez ve ark., 2015; Cui ve ark., 2017) ve farkli
kanser tirleri igin terap6tik potansiyele sahip olabilecegi 6nerilmistir (Delgada vd., 2015).
Prostat kanserinde uygulanmis olan fenamatlardan meklofenamik asit, hem androjene
bagimli hem de androjenden bagimsiz prostat kanseri icin en fazla terapotik etkiye sahip
olanidir (Soriano-Hernandez vd., 2012). Soriano-Hernandez ve ark. (2012) prostat
kanserinde meklofenamik asitin etkilerini arastirdiklari bir ¢alismada, in vitro (LNCaP ve
PC3) ve in vivo (Androjenden bagimsiz PK fare modeli) deneyler meklofenamik asitin
neoplastik prostat hiicrelerine yiiksek oranda sitotoksik oldugunu ve 10 mg/kg/giin
meklofenamik asit ile yapilan 25 giinliik tedavinin, timor bilylimesini 6nemli Olciide
azalttigini, hayatta kalma siiresini uzattigin1 ve hatta toplam tiimor gerilemesine neden
oldugunu gostermistir. Meklofenamik asitin neden oldugu histolojik degisiklikleri inceleyen
baska bir ¢aligma ise meklofenamik asitin androjenden bagimsiz prostat tiimorlerindeki
diistik timor saldirganligi, artmis fibrozis ve hiicresel proliferasyon ve vaskiilerite azalmasi
gosteren histolojik degisikliklere neden olarak, bu neoplazi agisindan biiylik terapotik
potansiyeli oldugunu gostermistir (Delgada vd., 2015). Diger bir calismada ise simvastatinin

androjenden bagimsiz prostat kanseri hiicrelerinde AKRI1C3 ekspresyonunu arttirdigi;
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simvastatin ve meklofenamik asit kombinasyonunun, tek basina simvastatine kiyasla PC-3
hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu ve aktivasyonunu daha da inhibe ettigi gosterilmistir.
Simvastatin ve NSAII'lerin kombinasyonunun prostat kanseri tedavisi i¢in etkili bir strateji
olabilecegini 6nermislerdir (Sekine vd., 2017). Literatiirde FTO’nun MA ile baskilanmasiyla

hiicre proteomundaki degisikleri inceleyen herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

1.15. Prostat Kanseri ile ilgili yapilan proteomik ¢caliymalar

Organizmalardaki doku veya hiicrelerde bulunan proteinlerin tamamina “proteom” denir
(Peng ve ark.,2001). Bir organizma igerisindeki tiim proteinlerin, ¢esitli teknolojiler
kullanilarak analiz edilmesine ise “proteomik™ denir ve proteinlerle ilgili biiylik 6lgekli
caligmalar1 ifade etmektedir (Anderson, Anderson, 1998). Proteomik teknolojisini ele
alirsak, proteinlerin yapisi, yerlesim sekilleri, islevleri ayrica farkli proteinlerle olan
iliskilerini inceleyen bir alandir (Marko-Varga ve Fehniger, 2004). Proteom analizi,
hicrenin yapisal ve fonksiyonel bilgilerinin yaninda bir de hiicrenin gesitli stres tiirlerine ve
ilaglara kars1 yanit mekanizmasinin tek veya ¢oklu proteomik teknikler kullanilarak tasvirini
saglamaktadir (Aslam, Basit, Nisar, Khurshid, & Rasool, 2017) (Sekil 1.8). Proteomik, bir
genin islevini anlayabilmek agisindan da oldukca Onemli bir teknolojidir ve genomik
calismalara gore daha karmasiktir (Lander ve ark., 2001). Proteomik, Insan Genom Projesi
de dahil olmak iizere ¢esitli genom projelerinin genetik bilgilerinden biiyiik Olciide
yararlanmaktadir (Hood ve Rowen, 2013). Genom arastirmalari, genetik bilgilerin

organizmalarda nasil kullanildigini agiklamada tek basina yetersiz kalmaktadir.

Ancak proteomik teknolojisi bir gen firlinii olan proteinlerin yap1 ve islevlerini de
inceleyerek bu eksiklikleri tamamlamada gucli bir éneme sahiptir. (Akpinar, Kasap &
Canturk, 2011).
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Sekil 1.7. Protein analizlerinin sematik olarak gosterimi (Aslam ve ark.,2017).

Cesitli kanser tiirlerinde hem biyobeliteglerin hem de tedaviye yonelik terapotik hedeflerin
belirlenmesinde proteomik ¢alismalar 6nemli bir aragtir. Prostat kanserinde asir1 tedaviyi
azaltmak i¢in hastalig1 6nceden tespit edebilen ve agresif olani yavas kanserlerden ayirabilen
hassas biyobelirteclerin tanimlanmasina hala ihtiya¢ vardir. Proteomik arastirmalari, timor
olusumunun, kanser hucrelerinin gbécu ve istila potansiyelinin ve kastrasyon direncinin
altinda yatan mekanizmalar hakkinda daha iyi bir anlayis gelistirmistir. Bu caligmalarda
farkli biyolojik drnekler kullanilmistir, yani prostat dokusu, prostat hiicre hatlari, kan (serum
ve plazma), idrar, seminal plazma ve eksozom &rnekleri ile hedefe yonelik proteomik

calismalar yapilmstir.

Bu calismalarda kanser teshisi ve saldirganlik karakterizasyonu i¢in en Onemli
biyobelirtegler vurgulanmistir. Genel olarak sonuglar, hucre dongust kontrolli, DNA
onarimi, proteazomal bozunma ve metabolik aktivitede degisiklikler oldugunu
gostermektedir. Ancak bu calismalar kanserin kendisinin heterojenliginden ve protein
tanimlama/miktar tayini icin kullanilan tekniklerden dolay1 diisiik tekrarlanabilirlige
sahiptir. Bu sonuglarin dogrulanmasi i¢in daha ayrintili caligmalara ihtiyag vardir (Intasqui,
Bertolla & Sadi, 2018). Prostat kanserinde ise tan1 konmasinda kullanilan prostat spesifik

antijeni (PSA) ile birlikte kanser hucrelerinden karsinoembriyojenik antijenler (CEA),
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osteopontin, matrix metalloproteinaz 2 (MMP-2) belirteglerinde bulunan ve viicut sivilarina
gecen proteinler, proteomik temelli yaklagimlar ile tanimlanabilen biyobelirteclerdir
(Ludwig, Weinstein, 2005). Yapilmis olan proteomik tabanli bir ¢alismada, erken evreli
LNCaP hicreleri sodyum selenit ile muamele edilmis ve bu hiicrelerin besiyerine salinmis
olan proteinleri 2-DE (iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi) ile profillendirilmistir.
Besiyerinde ekspresyonlarinda degisiklik goriilmiis olup, triosephosphate isomerase, chain
A thioredoxin peroksidase, keratin 17, keratin 19, kalretikulin, siklofilin A, enolase 1,
enolase (varyant), heat shock 60 (Hsp60) olmak Uizere 9 protein tanimlanmistir ve galismanin
sonucunda, buradaki proteinlerin biyobelirteg olarak kullanilabilecegi ve selenyum kullanan
hastalarin, prostat kanseri progresyonu ile iliskilendirilebilecegi diisiiniilmistiir (Kadas,
2017). LNCaP hicrelerinde, DHT (dihidrotestosteron) ve forskolin tedavisi uygulanan bir
baska ¢aligmada sinyal verme kosullariyla iligkili proteom farkliliklar1 incelenmis olup,
protein ekspresyonunda gozlenen farkliliklarin AR mekanizmalarindan etkilenip
etkilenmedigi arastirilmig ve LNCaP hicrelerinde alfa-enolaz ekspresyonunda azalma ve
EF-Tu ekspresyonunda ise artisla sonuglanmistir. AR mekanizmasi ile bu calismada

tamimlanan proteinlerin arasindaki iliskiler heniliz tam olarak anlasilamamistir (Cha ve

ark.,2017).
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2. AMAC

Dematilaz akitivitesine sahip olan FTO’nun kanser ile olan iligskisine dikkatler son bes yildir
yogunlagmaya baslamis ve sinirli sayida ¢alisma literatiire kazandirilmistir. Transkriptom
diizeyinde elde edilen bulgularin proteom diizeyindeki bulgularla uyusma yiizdesinin
beklenilenden daha diisiik olmasi1 (Gry vd., 2019; Ghazalpour vd., 2011), transkriptom
caligmalarinin proteom ¢alismalarinin yerini alamayacagini gostermektedir. Baska bir ifade
ile calismadan elde edecegimiz veriler var olan verilere katki mahiyetinde olmayip yeni
veriler olacaktir. Mevcut ¢alismalarin hemen hepsinin transkriptomik diizeyde olmasi ve
transkriptom diizeyinde elde edilen bulgularin proteoma yansima oraninin diisiik olmasi, bizi
FTO’nun prostat kanseri ile iligkisini proteom diizeyinde arastirmaya itmistir. FTO’ nun
farmakolojik inhibitor ile baskilanmasi ve bu baskilanmanin hiicresel ve molekiiler diizeyde
etkilerinin ortaya ¢ikarilmast FTO-Prostat kanseri iligkisini anlagilmasina olanak
saglayacaktir. Bu baglamda yapilan bu tez ¢alismasinin ana hedefi, FTO’nun prostat
kanserindeki molekiiler mekanizmasina ve hiicre proteomu {iizerindeki etkilerine dair
bulgular elde etmektir. Hiicre proteomu diizeyinde yapilacak bu ¢alismalar ile FTO’nun
hangi protein diizeylerini degistirdigi ve hangi metabolik yolaklar iizerinde etki gosterdigi
belirlenecektir. FTO’nun regililasyonunu degistirdigi proteinlerin, kanser ile olasi

iligkilerinin ac¢iga ¢ikarilmasi hedeflenmistir.
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3. YONTEM

Calismada kullanilacak metot ve yaklasimlarin genel hatlar1 asagidaki akis semasinda (Sekil
3.1) gosterilmistir. Hicre kaltirtinde 6ncelikle meklofeanomik asit (MA) ile ilgili olarak doz
belirleme deneyleri, MA’nin hiicrelerdeki m®A miktarina etkisi ve son olarak da proteom
deneyleri gergeklestirilmistir. Her bir deney 1li¢ tekrarli olacak sekilde yapilmistir.
Deneylerimizde kullanilan ekipmanlar ve kitler Tablo 3.1°de, kullanilan kimyasallar ve
hazirlanma sekilleri ise tablo 3.2’de verilmistir. LNCaP kanser hiicresi hatti, insan lenf
diigiimii metastatik lezyonundan, PC-3 hatt1 kemik metastazi ve DU-145 ise beyin metastatik
lezyonundan olusturulmustur (Ford, O. H. ve ark.,2003). Bu tez ¢aligmasinda kullanilmis
olan LNCaP hiicre hatt1, 1977'de J. Horoszewicz tarafindan, dogrulanmis metastatik prostat
karsinomu, androjen reseptorii pozitif olan bir hastanin sol supraklavikiiler lenf diigiimiiniin
igne aspirasyon biyopsisinden izole edilmigtir. LNCaP hiicre hatti, DU-145 ve PC-3 hiicre
hatlarindan daha diisiik bir metastatik potansiyele sahiptir (Tome-Garcia, Li & Ghazaryan,
2014).

[ Gerekli hilcreler igin optimum hiicre kiltiiri sartiarinin olusturuimasi ve ]

igin yeterli
Prostat kanseri Normal prostat dokusundan
hiicre hatti l elde edilen hiicre hatti
. L]
Farkl zaman araliklarinda
LNCaP artan dozlarda MA PNTIA
uygulanmasi ve hiicre
canhilik deneyleri

l Hucre proliferasyon analizi
FTOWMNDIGAIMATIE | . | | ooy bastianmanin
inhibisyon M
dogrulanmasi

. . MALDVTOF- Tanimlanan

2DEile
|_. o - o dal . mi?;::ﬂ'" - TOFile —» | Pproteinierin
Proteom analizi hazirlanmasi proteinierin WB ile

dogr

!

Sonuglann
Biyoinformatik
Yazilimlar
Kullanilarak
Degerlendirilmesi

analizi

Sekil 3.1. Calismada kullanilan yontemler ve is-akis semasi
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Tablo 3.1. Kullanilan Ekipmanlar/Kitler

Lamin air kabin (clean air)

CO2’li inkiibator (thermo steri-cycle)

Bullet blander

Tetra cell jel yurtutme sistemi (Bio-rad)

Protean plus dodeca cell jel yiritme sistemi (Bio-rad)

Power pac gii¢ kaynaklar1 (Bio-rad)

Transblot turbo transfer sistemi (Bio-rad)

Protean 1ef cell izoelektrik fokuslama cihazi (Bio-rad)

Versadoc goruntileme sistemi (Bio-rad)

Exquest spot cutter (Bio-rad)

MALDI-TOF/TOF 5800 (Absciex)

Elisa okuyucu (Thermo multiscan fc)

Vorteks karistirict (agilent, palo alto, u.s.a.)

Roller (dlab, mx-t6-pro)

Eppendorf concentrator plus (22331,hamburg,germany)

WRrocking platform vertikal karistiric

Santrifuj masa tsti (isolab)

Santrifuj (eppendorf 5415 r centrifuge)

Sogutmali santrifiij (sigma 3-18Kk)

Sogutmali santrifiij (beckam coluter, allegra 64r centrifuge)

Trans-blot turbo sogutmali santrifiij (sigma 3-18Kk)

UV transiluminator (dathan scientific)

Spektrofotometre  (nanodrop  nd-1000; nanodrop  technologies,

wilmington, de)

Thermal cycler (techne tc-3000x, california, usa)

Isitic1 blok (vwr digital heatblock)

RNasy mini kit cat no:74104 (giagen, hilden, almanya)

Agaroz jel ylrutme sistemi (bio-rad)
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M®8a quantifikasyon Kiti (epigentek,)

Mikroskop (olympus ckx-41)

Mikropipet seti (eppendorf ve gilson)

0.2 mI’lik per tiipti

0.5 mI’lik eppendorf tiipleri

1.5 mI’lik eppendorf tiipleri

1.5 mI’lik safe lock tiipler

Pipet uglar1 (10-20-100-200-1000 pl)

Steril filtreli pipet uglar1 (10-20-100-200-1000 pl)

Kiiltiir kaplar1 (petri kaplari, 50-100mm, 24-well, 6-well kiiltiir kaplar1)

Kiiltiir kaplar (flasklar, t-25, t75, t175)

9na)

Amsterdam biosciences hypercassette (buckinghamshire,england, hp7

-20°c dondurucu (bosch)

-80°c derin dondurucu (sanyo)

+4°c buzdolab1 (arcelik)

Siv1 azot tanki (thermoscientific)

Tablo 3.2. Calismada kullanilan kimyasallar ve hazirlanmasi.

Madde Adx

Hazirlama

%10 Amonyum Perstilfat (APS)

1 g APS tartilip 10 ml distile suda ¢oziildii.
Filtre edildi ve +4°C’de saklanda.

%10 SDS

1 g SDS tartilip 10 ml distile suda ¢oziildii
ve oda sicakliginda saklandi.

1,5M Tris.HCI pH 8.8

18,15 g Tris tartilarak 80ml distile suda
¢oziildii. HCl ile pH 8.8’e ayarlandi ve
100ml’ye tamamlandi.

0,5 M Tris.HCI pH 6.8

6 g Tris tartilarak 80 ml distile suda
¢ozildi. HCl ile pH 6.8’e ayarland1 ve 100
ml’ye tamamlandi.

6X Yiikleme boyas1 (6X Loading
Dye)

1 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6.8, 2 ml Glycerol
(%99,7), 1,6 ml %10 SDS, 0,4 ml B-
Mercaptoethanol, 0,4 ml %0,5 (w/v)
Bromphenol blue 2,6 ml distile su ilave
edildi
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%30 Akrilamid/Bisakrilamid

29,2 g Akrilamid, 0,8 g Bisakrilamid
tartilip 100 ml distile suda ¢oziildii. Filtre
edildi ve +4 °C’de saklandu.

SDS-PAGE Sabitlestirici Soliisyon
(Fiksatif)

40 ml Metanol ve 10 ml Asetik Asit
karistirilarak distile su ile 100 ml’ye
tamamlandi.

SDS-PAGE Boyama Solusyonu
(COMASSIE BRILLANTT BLUE)

1,2 gr Comassie Brillant Blue-G250
tartilarak 450 ml milliQ su ile ¢oziildi. Bu
karistma 100 gr Amonyum Siilfat
eklenerek karisimin tamami MilliQ su ile
700 ml’ye tamamland.

100 ml Western Blot Transfer
Tamponu

0,58 gr Tris, 0,29 gr Glisin, 0,025 gr SDS
(0,375 ml %10 SDS’den) tartilarak 100 ml
distile suda ¢ozulda.

TBS-T pH 7.6

2,42 gr Tris, 8 gr NaCl, 1 ml Tween20 900
ml distile suda ¢oziildii. pH 7.6’ya
ayarlandiktan sonra 1 L’ye tamamlandi.
Iml Tween20 eklendi.

Bloklama Tamponu (Western Blot)

5 g sut tozu (Blotting Grade Blocker
NonFat Dry Milk, 10 mL TBST icinde
¢ozalda.

Developer Soltsyonu (KONIX
automatic concentrated X-Ray bath
solution)

Uretici tavsiyesi tizerine, 140 ml dH20 ve
stras1 ile 50 ml D1 soliisyonu, 5 ml D2
solusyonu ve 5 ml D3 soliisyonu
karistirilip, filtre kagidi ile stiziilerek
hazirlanmstir.

Fiksleme Solisyonu (Carestream RP
X-OMAT LO)

Uretici tavsiyesi tizerine, 140 ml dH20 ve
sirasiyla 50 ml soliisyon A, 10 ml soliisyon
B ile karistirilip, filtre kagidi ile siiziilerek
hazirlanmstir.

2DE-Rehidrasyon Ornek Tamponu

24 gr Ure, 1 gr CHAPS, 0.385 gr DTT,
250 pl Amfolit (%40) ve 0,5 mg
Bromofenol mavisi kariGtirilip distile su
ile 50 ml“ye tamamlandi.

RPMI-1640

SIGMA, Katalog No:R8758

Penisilin/Streptomisin

Biochrome, Katalog No: A2212

L-Glutamin

Biochrome, Katalog No: K0282
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Capricorn Scientific,
FBS
Katalog No: FBS-11B
GIBCO, Invitrogen,

Tripsin/ EDTA
Katalog No: 25200-072

Fosfat Tamponlu Salin (PBS) Biochorome, Katalog No: L1825
Dimetil Sulfoksit (DMSO) Applichem, Katalog No: A1584
Meklofenamic Asit Sigma-Aldrich, Katalog No: M4531

GIBCO, Invitrogen,
Tripan Mavisi

Katalog No: 15250061

3.1. LNCaP ve PNT1A Hucrelerinin Kilttre Edilmesi

Bu calismada meklofenamik asitin prostat kanseri hiicre proteomuna etkisini aragtirmak i¢in
androjen bagimli ve lenf diigiimii lezyonundan fiiretilmis bir hiicre hatti1 olan LNCaP hiicre
hatt1 kullamlmistir. /n vitro ortamda FTO ekspresyonu ve baskilanmasinin LNCaP hiicre
viabilitesine etkisini karsilagtirmak amaciyla saglikli prostat PNT1A hiicreleri kullanilmistir.
Hiicre kiilttirii deneylerimizde kullanilan kimyasal maddeler ve ticari kitler Tablo 3.3’de

verilmistir.

3.1.1. Hucrelerin Coézulmesi

LNCaP hiicreleri laboratuvarimizda, stoklar halinde s1v1 azot tanklarimizda bulunmaktadir.
Kiiltiirlerini baslatmak iizere sivi azot tanklarindan alinan hiicreler, 37°C’de su banyosu
igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra 15 ml’lik bir falkon tiipte bulunan FBS’ce zengin (%10)
besi ortamu iizerine eklendi. Hiicreden koruyucu ajan olan DMSO’yu uzaklastirmak ve daha
yogun hiicre siispansiyonu elde etmek i¢in, hiicre siispansiyonu 1500 X rpm’de santrifuj

edilerek cokturuldu.
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CoOken hucrelerin lzerine taze besi yeri ilave edilerek (RPMI-1640, FBS, 1X
Penisilin/Streptomisin, 2 mM L-Glutamin) hiicreler stispanse edilip, T-25 hiicre kalturu
kaplarina aktarildi. 37°C ve %5’lik CO2’li ortamda cogalmaya birakilan hiicrelerin 2 giin
igerisinde kendilerini toparlamalar1 ve pasajlanmaya hazir hale gelmeleri beklenildi.
Hicreler RPMI-1640 medium (sigma-aldrich Katolog No R8758-500ML), %10 FBS, 0.1
png/ul Penisilin/Streptomisin  (multicell, Katalog No 450201EL Kanada), 2.8 mM L-
Glutamin (Multicell, Katalog No 609065EL, Kanada) karisimi igeren besiyerinde 37°C’de
%5 CO: ortaminda biiyiitiildii. Hiicrelerin yogunluklar1 %80’e ulastiginda hiicreler

pasajlandi.

3.1.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Deneylerde kullanilacak olan hiicrelerin yogunlugu ~ %80’e ulastiginda, kiiltiir kabindan
kaldirilip yine hucrelerin durumu g6z 6niinde bulundurularak daha biylk ya da daha fazla
sayida kiiltiir kaplarina ekilmistir. Steril PBS ile yikanan hiicreler yapistiklar yiizeyden
%0.25 Tripsin/EDTA muamelesi ile kaldirildi ve PBS varliginda santrifiij edildi. Santrifii
sonrasinda olusan hiicre c¢okeltisi biiyiliyecekleri besiyerinde coziilerek uygun kiiltiir

kaplarina aktarildi1 ve pasaj numarasi etiketlendi.
3.1.3. Hucrelerin Saklanmasi

Bu asamada hiicreler azot tankinda saklamaya alinmadan 6nce kademeli olarak sogutularak,
donduruldu. Hiicrelerin dondurulmasi i¢in hazirlanan besiyeri, %70 RPMI medium, %20
FBS ve %10 DMSO oranlan1 dikkate alinarak hazirlandi. Dondurma islemi oncesi flask
ylzeyini kaplayan hiicreler iizerindeki besiyeri uzaklastirilarak ve PBS soliisyonu ile
yikandi. PBS uzaklastirildiktan sonra kiiltiir kabi igerisine 1 ml %0.25 Tripsin / EDTA
(Multicell, katolog No:325043EL) soliisyonu eklendi ve 2 dakika 37°C’de inkiibatorde
bekletildi. Inkiibasyon sonrast kiiltiir kabi igerisindeki hiicreler 10 ml PBS ile topland: ve 10
dakika 1500 rpm’de + 4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrast iistte kalan PBS uzaklagtirilip
hiicrelerin bulundugu ¢okelti dondurma besiyeri (%70 MEM, %20 FBS ve %10 DMSO) ile
yavasca karistirildi.

Hiicrelerin kaldirilacagi cryovial tiiplere hiicre adi, pasaj numarasit ve tarih yazilarak

dondurma tupleri (cryovial) icerisine her tiipte toplam hacim 1 ml olacak sekilde hiicreler
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bolindl. Tapler -80°C’de kryofreezer saklama kabinda bir gece bekletildikten sonra sivi
azot tankina (-196 °C) yerlestirildi.

3.1.4. MA’nin hazirlanmasi

Denyelerde kullanilacak ilag olan meklofenamik asit (MA), DMSO igerisinde ¢oziilmiistiir.
DMSO igerisinde ¢oziilen MA ileriki ¢alismalarda kullanilmak {izere porsiyonlanarak -
20°C’deki dondurucuda saklandi. 1000 pl DMSO’da 100 mg miktarda ¢6ziilmiis ve RPMI
1640 igerisinde 100 kat seyreltilerek hazirlanan MA kullanildi.

3.2. LNCaP Hicrelerinin Meklofenamik Asit ile Mumale Sonrasi1 Global m6A
Seviyelerinin Belirlenmesi

3.2.1. LNCaP hucrelerinin MA ile muemele edilmesi

FTO proteininin aktivitesini inhibe etmek i¢in MA kullanilmistir.Yakin zamanda MA’nin
insan hiicreleri mRNA’sinda m®A seviyesini artiran selektif bir FTO inhibitérii oldugu
gosterilmistir (Huang vd., 2015). Hiicre hatlarina MA uygulamasimi gergeklestirmek igin
once LNCaP hiicreleri 24 kuyucuklu plaklara esit sayida ekilip gece boyu inkiibe edilmistir.
Daha sonra Cui ve arkadaslarinin (2017) uyguladiklar sekilde hiicreler artan dozlarda MA
ile muamele edilerek, belirlenen sirelerde kiiltiire edilmistirm®A seviyesi ve hiicre
viabilitesi ag¢isindan toksik olmayan uygun doz belirlenerek, ileri ¢aligmalar bu doz
konsantrasyonu ile yapilmistir. MA, DMSO igerisinde ¢oziildiigii i¢in kor grup olarak
LNCaP + DMSO grubu hiicreleri kullanilmis ve m®A seviyesine bakilmustir.

3.2.2. Meklofenamik asitin Hiicre Canlili@ina Etkisinin Belirlenmesi

MA’nin optimum konsantrasyonlarinin (popiilasyonun %50’sini 6ldiiren) bulunmasi
gerekmektedir. Bunun icin belirli saatler icin ila¢ uygulanan hicrelerin Tripan Mavisi Testi
ile canliliklar1 degerlendirildi. Tripan mavisi, canli hiicrelerin zarlar1 bozulmamis
oldugundan, canli hiicreleri boyayamaz, 6lii hiicrelerin zar yapilari1 bozuldugundan boyay1

emerler ve mikroskopta, 6l hiicreler mavi, canli olan hiicreler parlak olarak goriiniirler.

Hiicre canliliginin belirlenmesi igin Oncelikler hiicreler 24 kuyucuklu plaklara eKilir,
belirlenen dozlar ve siirelerde ilag uygulamasi yapilir ve siire sonunda da Tripan Mavisi ile
boyanan hiicrelerin canliliklar1 belirlenir. Oncelikle hiicreler T-75 flaskta cogalttildi ve

deney &ncesinde elimizde ne kadar hiicre oldugu belirlendi. On deneylerimizde ekilecek
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hiicre miktarlar1 belirlendi. Hiicre miktarlar1 hesaplandiktan sonra deney gruplar
belirlenerek her bir kuyucaga 30.000 hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu plakalara hiicre
ekimi yapildi ve 37°C’deki nemlendirilmis %5 CO2’li etiivde inkiibasyona alind1. Ertesi giin
ilag uygulamasi yapildi. Ilag uygulamas: siiresinin sonunda Oncelikle kuyucuklardaki

hiicrelerin tizerindeki besiyerleri mikrosanrifiij tiipiine alind1.

Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra %0.25 Tripsin/ EDTA ile muamele edildi. Kalkan
hiicreler daha 6nce ependorf tiiplere aldigimiz besiyerleri ile ait olduklar tiiplere toplandi ve
1500xg’de 10 dakika 4°C’de santrifiij edildi. Ardindan pellet miktarina gore besiyeri ile
¢oziildii. Steril 500 pl’lik mikrosantrifiij tiiplere 50 pul hiicre konularak, kabin disinda karisim
Uzerine 200 pl Trypan mavisi boya (%0,4 Tripan blue, Sigma, ABD) eklenerek, dilisyon
faktorii 5 yapildi ve iyice karistirildi. Hiicreler Thoma laminda sayildi. Thoma lamu, alkol ile
temizlenerek diiz bir yizeye konuldu ve lamel ise sayim alani ¢er¢evesinin iizerini ortecek
sekilde yerlestirildi. Thoma laminin her iki yaninda bulunan kanallarin ortasinda kalan sayim
alaninda lamelin lam ile birlestigi noktanin tam orta noktasindan boyali hiicre soliisyonu (10
pl) pipetle verildi. Binokiiler 151tk mikroskobuna Thoma lami yerlestirildikten sonra
mikroskobun 10x objektifinde canli hiicreler sayildi. Sirasiyla, Thoma laminin dort dis
karesinde olan hiicreler sayildi. Seyreltilmis olan numunedeki toplam canli hiicre/ml sayisin

elde etmek igin:

Toplam canl hiicre sayisi/ml = 4 karede sayilan canlh hiicre sayillarinin ortalamasi x
dilsyon faktori x 10.000 seklinde hesaplanarak ml igindeki hiicre miktar1 belirlenmis

oldu.

MA’nin kanser hiicre hatti LNCaP ve saglikli hiicre hatti PNT1A canliligina etkilerini
belirlemek igin, literatiirde benzer galismalardaki konsantrasyonlara dayanarak benzer ve
artan konsantrasyonlarda ve artan zaman dilimlerinde hiicrelere uygulandi. On galismalar ile
optimum konsantrasyonlar belirlendi. Hiicrelere MA uygulamasi sirasinda oncelikle besiyeri
hazirlandi. 15 mL’lik falkon tiipler dozlara gore ayri ayr1 10-20-40-60 ve 80 uM seklinde
etiketlendi. Belirlenen MA hacmi kadar besiyerinden ¢ekip, atilarak yerine MA eklenip,
karistirildi.

Bir giin dncesinde ekilmis olan hiicrelerin besiyeri ¢ekilip, hazirlanan ilaglar tekrar alt iist
edildikten sonra kuyucugun kenarindan yavasca verildi. Kontrol i¢in ise sadece besiyeri

degisimi yapildi. Bu dozlarin tiimii hiicrelere 24 saat (1 giin), 48 saat (2 giin), 72 saat (3 giin),

32



120 saat (5 gln), 168 saat (7 giin) siireler ile uygulandi. Uygulama sonunda hiicreler

sayilarak hiicre canlilik oranlar tespit edildi.

3.2.3. MA uygulamasinin m6A Miktarina Etkisinin Belirlenmesi

MA, DMSO igerisinde ¢oziildiigii i¢in kor grup olarak LNCaP + DMSO grubu hiicreleri
kullanilmis ve baskilanmanin dogrulanmasi i¢in m6A seviyesine bakilmistir. Uygulanacak
ilag konsantrasyonlar1 stok ila¢ konsantrasyonuna gore asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmistir.

Ci.Vi=C.V.

C1=Stok ilag konsantrasyonu,
Vi=alinacak hacim,
Co=elde edilmek istenen konsantrasyon

V> = son hacim

3.2.4. LNCaP Hiicrelerinden RNA izolasyonu

LNCaP hiicre hatlarinin 24, 48, 72, 120 ve 168 saatlik siirelerde inkiibasyonlari sirasinda
belirlenmis olan dozlarda mA verilmistir. Bu siirecin ardindan RNeasy Mini Kit (74104),
(Qiagen, ABD) kullanilarak alinan ornekler ile total RNA izolasyonu yapildi. RNA
izolatlarinin kalitesi %1 formaldehit agaroz jel dokiilerek 28S ve 18S bantlart ile elde edilen
RNA’larin kalitesi kontrol edilmistir.Sonrasinda izole edilmis olan RNA larin

konsantrasyonlar1 dlgiilerek, dl¢iim sonrasinda mPA kantifikasyonu yapild.

3.2.5. mbA seviyesinin belirlenmesi

Hicre kultirine eklenen FTO inhibitérinun aktivitesini kontrol etmek igin Liu ve
arkadaslarinin (2018) yaptig1 sekilde m®A seviyelerine bakilmistirmA RNA metilasyon
kantifikasyon Kiti (Epigentek, P-9005-48) ile total RNA’lardaki m®A seviyesi belirlenmistir.
Bunun i¢in 200 ng RNA her bir kuyuya eklenerek ve iiretici firmanin 6nerdigi sekilde tutucu
antikor solusyonu ve bulucu antikor soliisyonu eklenmistir. Daha sonrasinda m6A seviyesi
her bir kuyunun absorbans degeri 450 nm’de kalorimetrik bir sekilde ©olgiilerek

degerlendirmesi yapilmistir. meA miktarmin belirlenmesinde asagida gosterilen formiilden
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yararlanilmistir. Pozitif kontrol ile standart bir egri olusturularak m®A reaksiyonunun miktari

belirlenmistir.

mb6A miktart (n
M6A %= - [U _g} X 100 %
S(RNA 6rnegi)

Ornek O.D—Negatif control 0.D

mo6A (ng)= Fgim

3.3. Meklofenamik Asitin LNCaP Hiicre Proteomu Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

3.3.1 Hiicrelerden protein izolasyonu ve érnek havuzlarinin olusturulmasi

Prostat hiicre hattt olan LNCaP hiicrelerine MA uygulanmasmim hicre proteomunda
meydana getirecegi degisiklikleri inceleyebilmek i¢in oncelikle hiicreler biyolojik tekrari
saglamak adina ti¢ ayr1 T175 kiiltiir kabinda biiyiitildi. Biiyiitilen ve MA uygulamasi
yapilan hiicrelerden protein Oziitleri hazirlandi. Protein izolasyonu sonrasi konsantrasyonu
olculen ornekler, dondurma-¢ozme islemleri sirasinda zarar gormemesi igin posiyonlanarak

-80°C dondurucuda saklanda.
3.3.2. Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi

Kiiltiir kaplarindaki besiyerleri atilarak, tabana yapisik halde olan hiicreler, dncelikle yikama
tamponu (10mM Tris, 250 mM siikroz) ile yikand1 ve scraper ile kazima yapilarak toplandi
(Sekil 3.2). Toplanan hiicreler, 6nce 10 dk +4°C’de 15000xg’de santriftj edildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Kiiltiir igeriginin ¢oktiiriilmesiyle elde edilen hiicre pelletleri

Siipernatant kisim atilarak, hiicre pelleti tizerine 100 ul 2-DE tamponu eklenmistir. Ardindan
bu karisima protein yikimini engellemek i¢in proteaz inhibitdrl eklendi. Isleme baslamadan
oncesinde, drnekler tizerine 0.2 mm ve 0.5 mm celik boncuklar eklenip, +4°C’de bekletilen
blut blander homojenizator cihazi 4 dk, 7x hizda, 3 kez galistirilip, hlicrelerin fiziksel olarak
parcalanmas saglandi.Homojenize edilmis olan hiicrelere +4°C'de 20.000xg’de 30 dakika
santrifiigasyon islemi yapildi ve supernatant kisim temiz tiiplere kii¢lik hacimlerle alindi ve

protein konsantrasyonlari belirlendi. Saklama i¢in sivi azotta hizli dondurma yapilarak, -

80°C’ye kaldirildi.
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3.3.3 Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Bu tez ¢alismasinda protein konsantrasyonunun oOlculmesi icin Bradford assay yontemi
kullanilmistir. Olgiilecek olan protein dziitiinden 1 pl alinarak 19 pl standart tamponu olan
2D-Rehydration buffer ile karistirildi. Karisima 1ml 1X Bradford Reagent (Bio-Rad, ABD)
eklenerek vortekslendi ve karanlikta 5 dakika bekletilmesinin ardindan 6rneklerin élgtimai
Nanodrop (Thermo Scientific, ABD) cihazi ile 595 nm’de yapildi. Her bir 6rnek icin 3 kez
Ol¢tim yapilmig olup, bu tekrarlarin ortalamasi alinmistir. Buradan elde edilen sonuglar

dilusyon faktoriine gore hesaplanarak, proteinlerin konsantrasyonunu verir.

3.3.4. Ornek havuzlarinin olusturulmasi

LNCaP hiicreleri ti¢ ayr kiiltiir kabinda biiylitiilmiis ve protein izolasyonlar1 ayri ayri
yapilarak protein konsantrasyonlar1 6l¢iilmiistii. Her bir 6rnekten 2000 pg alinarak 6 mg’lik
protein havuzlar olusturuldu. flag uygulanan grup i¢in “MA” ve uygulanmayan grup icin
“Kontrol” seklinde hazilanan protein havuzlart adlandirildi. Protein konsantrasyonundan
emin olunmasi i¢in tekrar Bradford yontemi ile konsantrasyonlari 6l¢iildiikten sonra ileriki
caligmalarda kullanilmak {izere kiiciik porsiyonlar halinde mikrosantrifiij tiiplerine

bolinerek sivi azotta hizli dondurulduktan sonra -80°C"’deki dondurucuda muhafaza edildi.

3.3.5 Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Elde edilmis hiicre lizatlarindaki konsantrasyonlar1 belirlenen proteinlerin profilini gérmek
ve proteinleri molekiiler agirliklarina gore ayirmak adina %12’lik protein jeli kullanilmisgtir.
Yiikleme ve ayirma jeli olmak tizere iki kisimdan olusan bu jel sistemi, Tablo 3.4.’de verilen
igerik ve miktarlarina gore hazirlanmistir. Jel karisimi hazirlandiktan sonra camlar arasina
dokuildu ve polimerizasyonu igin bir sure bekletildi. Polimerizasyon sonrasinda yukleme jeli
hazirlanarak polimerize olmus ayirma jelinin iizerine verildi ve jel kuyularini olusturmak

icin cam plakalara 1 mm genigliginde tarak yerlestirildi.

Yiikleme jelinde de polimerizasyon saglandiktan sonra plakalar 1X SDS-PAGE yduritme
tamponu olan tanklara yerlestirildi. Protein 6ziitlerinin tizerlerine 3’er pl 6X yiikleme boyast
ve protein konsantrasyonlart sonucu belirlenen yiikleme miktarlarina gére dH>O eklenerek

tiipler, su i¢inde 5 dakika kaynatilarak proteinler denatiire edildi.
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Tablo 3.4. SDS-PAGE igerigi

Kullanilan Soliisyonlar Ayirma jeli (9%12) | Yukleme jeli (%4)

ddH20 3300 pl 3000 pl

1.5 M Tris HCI pH 8.8 2500 pl -

0.5M Tris HCI pH 6.8 - 1250 pl
%30 Akrilamid- Bis 0,004 pl 670 ul
%10 SDS 200 pl 50 ul
%10 APS 200 ul 50 pl
TEMED 10 ul 5ul
Toplam hacim 5mL 5mL

5 dakika sonunda buza alinan 6rnekler kisa bir santrifiij sonras1 mikropipet yardimiyla jel
kuyucuklarma yiiklendi. Jel, 6nce 120 V gerilimde 10 dk, sonrasinda 180 V’da 60 dakika
boyunca ylriitiildii. Yiiriitme islemi sona erdiginde jel, cam plakalar arasindan ¢ikarilarak
%40 metanol + %10 asetik asit ile fiksatif edilip ardindan colloidal Comassie Brilliant Blue

(G250 boyast ile boyamasi yapildi.

3.3.6. iki Boyutlu Jel Elektroforezi (2DE) (PROTEAN Plus Dodeca cell)

Proteinlerin iki boyutta ayrim i¢in birinci boyutta izoelektrik noktalarina gore ayrildilar.
Daha sonrasinda, ikinci boyutta ayrim SDS-PAGE yapilarak molekiiler agirliklarina gore
yapildi.
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3.3.7. Izoelektrik fokuslama ve Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi

Bu c¢alisma i¢in keratinsiz olarak, Tablo 3.4’de gosterildigi gibi poliakrilamid jeller
hazirlandi. Kontrol ve deney grubu 6rneklerimizde 3 deneysel tekrar olmasi igin 3’er adet
jel yiritdld. Striplere toplamda 1500 pg protein yiiklendi.Orneklerin yiiklenmesi igin 17
cm’lik pH 3-10 linear olmayan (NL) IPG stripler kullanildi. Toplam hacmi 280 pl olacak
sekilde orneklerin tlizerlerine 2DE rehidrasyon drnek tamponu eklendi ve bu karisima %1
TBP (Tribatilfosfin), striplerin pH araligina uygun olan amfolit %1 oraninda eklenerek

karistirild1 ve striplere yiiklemesi yapildi (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Proteinlerin IPG striplere emdirilmesi. A) Strip kuyularina hazirlanmis olan
ornek karigiminin verilmesi B) 17 cm’lik IPG striplerin 6rnek karigimi iizerine

yerlestirilmesi.

Striplerin rehidrasyonu i¢cin PROTEAN IEF (Biorad, ABD) cihazina yerlestirilerek 20°C
1stda 30 dakika kadar yiiklenmis olan protein Orneklerinin stribe emilmesi beklendi,
sonrasinda striplerin kurumamasi ve O0rnegin buharlagsmasini engellemek i¢in, striplerin

lizerine mineral yag eklendi ve gece boyu pasif rehidrasyona birakildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Striplerin rehidrasyonu igin PROTEAN IEF (Biorad, ABD) cihazina

yerlestirilmesi.

Rehidrasyon isleminin bitmesiyle, IPG stripler iizerlerinde kalan mineral yag
uzaklastirilarak stripler, dikkatlice fokuslama traylerine alindi. Striplerin istii tekrar mineral
yag ile kapatilarak izoelektrik fokuslama asamasina gegildi. PROTEAN IEF (BioRad, ABD)
fokuslama cihazinda IPG stripler, 20°C’de odaklamaya tabi tutuldu. Fokuslama, 20°C’de
adim adim akimi yiikselen {i¢ asamal1 bir program ile gerceklestirildi. Buna gore, stripler
once 250V’de 20 dakika hizli rampada, 4000V’de 2 saat yavas rampada, son olarak
40000V/saate ulasana kadar 4000V hizli rampada izoelektrik noktalarina gore fokuslandilar.
Fokuslama sonrasinda stripler 2DE strip yikama tamponu I (6 M tire, 0.375 M Tris.HCI pH
8.8, %50 2 SDS, %20 Gliserol, %2 (w/v) DTT) ile 30 dk yikamasi yapildi hemen ardindan
karanlik ortamda 2DE strip yikama tamponu II (6 M fire, 0.375 M Tris.HCI pH 8.8, % 2
SDS, % 20 Gliserol, % 2.5 (w/v) iyodaasetamid)’da 30 dk siireyle yikandi. Bu islem sonunda
protein orneklerinin izoelektrik noktasina gore birinci boyutta ayrimlart yapilmis oldu.
Orneklerin ikinci boyuttaki ayrimlar1 igin %12’lik hazirlanan keratinsiz poliakrilamid jellere
yerlestirilerek Protean Plus Dodeca Cell jel yiritme sisteminde (BioRad, ABD)
elektroforezi yapilmistir (Sekil 3.6).

Bu islemde proteinlerin, molekiiler biiyiikliiklerine (MW) gore ikinci boyutta ayrimlar
yapilmis oldu.
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Sekil 3.6. Protein drnelerinin Dodeca cihazinda ikinci boyutta ayrimi

7 saat siiren elektroforez sonrasinda jeller %40 metanol, %10 asetik asit igerikli fiksatif
solisyonunda 2 giin bekletildi. Sonrasinda kollaidal Comassie Brilliant Blue G-250 boyasi

hazirlanarak jeller gece boyu boyanmaya birakildiertesi giin destain edilerek boya
uzaklagtirildi.

B 2
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Sekil 3.7. Jellerin Comassie Blue G-250 ile boyanmasi. A) Kolloidal Comassie boyasinin

calkalayici tizerindeki jel tizerine dokiilmesi, B) Boyanmis olan jelin gorintusd.
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3.3.8. 2DE Jellerin Gorintu Analizi

Jellerin boyanmasi sorasinda goriintiilenmesi i¢cin VersaDoc MP4000 sistemi (BioRad,
ABD) QuantityOne programi (Versiyon 4.6.7, Bio-Rad, USA) kullanildi. Goériintiileme
sonrasinda jel goriintiileri analiz bilgisayarina aktarilarak burada analizlerin yapilmasi i¢in
PDQuest Advance (BioRad, ABD) programi kullanilmistir. Kontrol grubu ile MA verilen
grup arasinda ekspresyon seviyelerinde farklilik goriilen protein spotlar1 yazilim yardimiyla
belirlendi. Analiz edilecek bdlgeler standardize edilerek eslestirildi. Istatiksel olarak énemli
olan spotlar Student’s t-test ile degerlendirildi (p<0.05 igin). Ekspresyion seviyesinde 2
kattan fazla degisiklik goriilen protein spotlarinin kesimi i¢in EX-Quest Spot-cutter cihazi
(BioRad, ABD) kullanild1 ve kesilen spotlar 96 kuyucuklu plakalara alindu.

3.4. Kiitle Spektrometresi (MS/MS) I¢in Ornek Hazirlama ve Analizleri

3.4.1 Jel icindeki Proteinlerin Tripsin ile Kesimi (In-Gel Tryptic Digestion) ve Peptit
Orneklerinin MALDI TOF/TOF Analizi i¢cin Hazirlanmasi

Spot-cutter cihazinda 96 kuyucuklu tabaklardan alinan protein spotlar1 0.6 ml’lik tiiplere
alind1 ve In-gel Tryptic Digestion Kit (Thermo Scientfic, ABD) kullanilarak iireticinin
tavsiye ettigi sekilde gerceklestirildi. Kesim islemi basamaklari, protein spotlari 150 pl %40
asetonitril ve %60 amonyum bikarbonat (50mM ph 8.0) ¢ozeltisi (yikama tamponu) ile 15
dakikalik periyotlarla renksiz hale gelene kadar yikandi. Boya uzaklasinca spotlar tizerine
50mM’lik TCEP ¢ozeltisi eklendi ve disiilfit baglarinin kirilmasi i¢in 60°C’de 10 dakika
inklbe edildi. Cozelti pipet ile ¢ekilip atildi ve 25°C’de, karanlikta 10 mM iyodoasetamid
(IAA) soliisyonu ile karanlikta bir saat siire boyunca alkillendikten sonra yaklasik 10 dakika
yikama soliisyonu ile yikandi ve yikama tamponu uzaklastirilarak ve spotlarin {izerine
asetonitril eklenerek 15 dakika boyunca dehidrasyon saglandi. Dehidrasyonun sonunda
asetonitril uzaklastirild1 ve spotlar iizerine 10ng/ul Tripsin eklenerek 37°C’de geceboyu
kesim yapildi. Kesim igleminden sonra, st kisimlar temiz tiiplere aktarildi ve spotlarin
tizerine %10’luk TFA c¢ozeltisi eklenerek vortekte karistirildi. Sonrasinda tiipteki sivinin
tamami ilk kesim reaksiyonunun alindigi tiiplerle birlestirildi. Peptitlerin bulundugu kesim
reaksiyonu vakumlu konsantrator cihazi ile 45 dakika 60°C’de 2500 xg hizda gevrilerek

kurutuldu.
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3.4.2. MALDI TOF/TOF Analizi

Konsantrator cihazindan alinan peptit 6rnegi %0,1°lik 10 pul TFA soliisyonu ile ¢oziildii.
Peptit pargalari tireticinin tavsiye ettigi sekilde ZipTip kolonuna (Millipore, Burlington, MA,
ABD) baglandi. Protokole gore ilerlenilen galismada oncelikle ZipTip kolonu 10 pl
asetonitril ile 3 kez yikanarak 1slatildi. Sonrasinda hemen 10ul %0.1 TFA soliisyonundan 3
kez gecirilerek peptitler baglanmadan kolon dengelenmis oldu ve peptitlerin kolona
baglanmasi i¢in 6rnekler ZipTip kolonundan yavasca 20 kez gecirildi. Baglanan peptitler 1.4
ul Matriks (o-Cyano-4hydroxycinnamic) sollsyonuyla indirilerek, MALDI Plate’e
spotlandi.

Orneklerin analizi AbSciex 5800 MALDI-TOFTOF (MS/MS) kitle spektrometresi
cihazinda yapildi. Cihazdaki iyonize olmus olan peptitler ayristirildiginda, kutle/yiik (m/z)
oranlar1 belirlenmistir. MALDI cihazindan elde edilen sonuglar, MASCOT data bankasi,
tanimlanan proteinler STRING ve PANTHER programlari kulanilarak analiz edildi.

3.4.3. Western Blotlama

FTO proteini ekspresyon seviyesi en yiiksek olan prostat kanser hiicre hattin1 belirlemek i¢in
kiiltiire ederek g¢ogalttigimiz ve protein Orneklerini hazirladigimiz 6rnekler SDS-PAGE
jellerde ydrdtildikten sonra anti-FTO antikoru ile western blot analizi yapildi. Protein
ornekleri SDS-PAGE ile molekiiler agirliklarina goére ayrildiktan sonra, nitroseliiloz
membrana trans-blot transfer cihazi (BIO-RAD Turbo V1.02, ABD) ile transferi yapilmak
uzere, SDS-PAGE jeli transfer tamponu igerisine alinarak yaklagik 10 dakika bekletildi.
Bekleme esnasinda nitroseliiloz membran ve blot filtre kagitlar1 ayni sekilde transfer
tamponunda bekletildi. Jel, transfer cihazina alttan liste dogru 2 kat blot filtre kagidi,
nitroseltiloz membran, jel, 2 kat blot filtre kagid1 sirasiyla yerlestirildi. Katlar arasinda hava
kabarcig1 olmamasina dikkat edilerek 25 V’luk gerilimde 30 dakika transferi yapilmistir.
Sure sonunda transfer kalitesini gérmek i¢in membrandaki proteinleri boyayan Ponceau S
boyast ile boyandi. Boyayr uzaklastirmak i¢in membran saf su ile yikandi. Ardindan
membran, 10 ml TBS-T soliisyonuna 0,5 gr siit tozu ile hazirlanan %5°lik bloklama tamponu
iginde oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi bloklama tamponu

uzaklastirilip, TBS-T ile 15, 5, 5 dakika olacak sekilde 3 kez yikamasi yapildi.
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Kullanilan birincil antikorun tavsiye edilen oranda TBS-T soliisyonuyla 1:1000 oraninda
seyreltilerek +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Ertesi giin ayn1 sekilde, TBS-T ile 15, 5, 5
dakika yikamalar yapildi ve tavsiye edilen sekilde ikincil antikor TBS-T icerisinde 1:10000
oraninda seyreltildi, membran bu tampon igerisinde 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi
(Tablo 3.5). 1 saatin sonunda ayni yikama islemleri tekrarlanarak baglanmayan antikorlar
uzaklastirllmig oldu. Western blot goriintiilleme asamasinda yiiksek duyarlilikta sinyal
Uretebilen Immun-Star HRP Peroxide ¢06zeltisi (Biorad, ABD) ve Immun-Star HRP
Luminol/Enhancer ¢6zeltisi (Biorad, ABD) 1:1 oraninda karistirtlarak membran ylizeyinin
bu karisim ile temas etmesi saglandi. Stre¢ film arasina alinan membran, Hypercasette
(Amersham, Biosciences) icerisine sabitlendi. Karanlik odada membran iizerinde olusan
15181 algilayabilecek bir X-Ray filmi yerlestirildi. Sinyal ile yanan film, membran Gzerinden
aliarak HyperFilm developer soliisyonunda yikanarak olusan bantlar izlendi. Ardindan su
ile yikand1 ve HyperFilm fiksasyon soliisyonunda bekletilerek goriintii sabitlendi. Fiksasyon

sonrasi film saf su ile yikanarak gozlenen bantlar analiz edildi.

Tablo 3.5.Western Blot analizinde kullanilan birincil ve ikincil antikorlarin listesi

1° Antikor 2° Antikor
% B-Actin Mouse
(Santa Cruz,ABD) + Goat Anti-Mouse HRP

Conjugate,(BioRad, ABD)
% FTO (Fatso),Mouse
(Santa Cruz Biotechnology, ABD)

3.4.4. Analizlerde Kullamlan Biyoinformatik Yazilhhmlar

Anti-FTO ve anti-Beta aktin anitkorlar1 ile yapilan western blotlama (WB) sonucu elde
edilen band yogunluklar1 ImageJ programinda (http://imagej.nih.gov/ij) analiz edildi. WB
band yogunluklari, hiicre canlilik testleri ile m6A seviyesi verilerinin biyoistatistiksel analizi
GraphPad Prism 9 (La Jolla, CA, ABD) programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki
istatistiksel farklar, drnek dagilimi g6z 6niinde bulundurularak, one-way analysis of variance
(ANOVA) ya da two-way ANOVA kullanilarak analiz edildi. 2D jeller {izerindeki
proteinlerin analizleri PD Quest Advanced Programi (Bio-Rad, ABD) kullanilarak
yapilmistir.
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Kullandigimiz bu program ile ayrica proteinlerin jeller {izerindeki yerleri tespit edilerek,
protein spotlari otomatik olarak kesilmistir. MALDI-TOF/TOF analizinde ProteinPilot
yazilimi (4.0.8085 revizyonu 148085, AB Sciex, Framingham, ABD) kullanilarak
MASCOT veritabaninda (Matrix Science, Boston, MA, ABD) analiz edildi. Analizde
p<0.05 olarak tanimlanan degerler kabul edildi. Regiilasyon oranlar1 ikiden biiyiik olan
proteinler icin UniProt erisim numaralari kullanilarak STRING (https://string-db.org) analizi
yapildi. Regiilasyon oranlar1 degisen proteinlerin PANTHER analizi (Protein Analysis
THrough  Evolutionary  Relationships, http://PANTHERdb.org/) kullanilarak
gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1 Prostat Kanser Hiicre Hatlarinda FTO Ekspresyon Seviyelerinin WB Yodntemiyle
Belirlenmesi

LNCaP, PC-3, DU-145 hatlar1 en yaygin kullanilmis olan prostat kanseri hiicre hatlaridir.
Laboratuvar envanterimizde bulunan farkli prostat kanser hiicre hatlar1 olan PC-3, DU-145
ve LNCaP ve saglikli prostat hiicre hatti olan PNT1A hiicrelerinde FTO ekspresyon
seviyesini belirlemek istedik. WB ile elde edilen bant yogunluklari Image] yazilimi
kullanilarak densitometrik analiz ile 6l¢iildii ve B-aktine gore normalize edildi. Western blot
kargilagtirmali analizi, en yiiksek FTO ekspresyonunun LNCaP hiicre hattinda oldugunu
gosterdi  (Sekil 4.1). Bundan sonraki arastirmalarimizi,LNCaP hiicre hattinda

gerceklestirdik.

10
%k k

%k %k

*k |

PNT1A
PC-3
FTO/Beta-actin

58 kDa FTO

DU-145
LNCaP
Ralatif ekspresyon seviyesi

0 T T T
PNT1A PC3 DU145 LNCaP

Sekil 4.1. Prostat hicre dizilerinde FTO ekspresyon seviyelerinin western blot analizi ve
bant yogunluklarinin grafiksel gosterimi. Beta-aktin ile normalize edilmis FTO ekspresyon
seviyeleri prostat kanseri hiicre dizilerinde kullanilmistir. (Primer antikorlar anti-FTO Ab 1:
1.000; anti-Actin Ab 1: 1.000; Sekonder antikor anti fare HRP 1: 20.000). (** p<0,005 ***
p<0,001).

4.2. Meklofenamik asitin LNCaP Hiicre Canlihgina Etkilerinin Belirlenmesi

Anti-enflamatuar bir ilag olan meklofenamik asitten 200 mg tartilarak 1000 ul DMSO
icerisinde ¢ozlldii -20°C’de saklama alind1. Oncesinde -20°C de saklanan bu ilaglar literatr
arastirmalar1 sonucunda, belirlenen konsantrasyonlarla 6n ¢alismalar yapilarak uygun dozlar

ve siireler belirlendi sonrasinda da bu dozlar taze besiyeri ortamina eklenerek, hiicrelerin

45



ekimi gerceklestirildi. Meklofenamik asitin saglikli ve kanserli prostat hucrelerindeki
canliligina etkilerini aragtimak i¢in dncelikle farkl bir prostat kanseri hiicre hatlar1 oan PC-
3 ve DU-145 hatlarinda denedigimiz dozlar (15-30-60-90-120-150 uM) 24 saat ve 48 saat
zaman araliklar i¢in tiim hiicrelerde denendi. Bu doz araliklarinda kanser hiicreleri igin
yiizde 50 hiicre canliligi veren uygun dozlar, fazla toksik etki gostermistir. Bununla birlikte
kullandigimiz bu dozlar saglikli prostat hiicre hatti (PNT1A) Uzerinde toksik etki
gostermemistir. Yizde 50 hiicre canlilik dozlarini belirleyebilmek icin sadece kanser
hiicreleri i¢in deneyler farkli konsanstrasyonlarda artan MA uygulamasi olacak sekilde
tekrarlanmigtir. Calismamizda 24 saat ve 48 saat icin LNCaP hcrelerine 0-50-60-70-80-90-
100-110 uM konsantrasyonlarda MA uygulanmaistir.

Hicre canlilik deneyleri sonucunda hiicre canliligina %50 etki eden dozlarin, 1. ve 2.
ginlerde LNCaP hiicreleri icin 80uM ve 60uM oldugu belirlendi (Sahindz, Kanli, 2021).

Bu c¢alismanin sonuglarina dayanilarak LNCaP hiicreleri i¢in 10-20-40-60-80 pM MA
dozlarinin 1 giin, 2 giin, 3 giin, 5 glin ve 7 gilin olmak {izere bes farkli zaman diliminde
yapilmast uygun oldu ve deneyler bu sekilde gergeklestirildi. Hiicre canlilik deneyleri
sonucunda hticre canliligina %50 etki eden dozlarin, 1.gun, 2.gln, 3.gun, 5.giin ve 7.glinler
icin sirasiyla 80 uM, 60 UM, 40 uM, 20 uM ve 10 uM oldugu bulundu (Sekil 4.2). MA’nin
LNCaP hiicreleri iizerine etkisi, ayrica, mikroskobik olarak da incelenmistir. MA
uygulanmayan ve 24, 72,120 saat sureyle 80 uM MA uygulanan hiicrelerin gorunttleri Sekil
4.3’te verilmistir. Ayn1 dozun zamana bagl olarak, hiicre canlilik seviyesinde dnemli bir

azalmaya neden oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.2. MA’nin LNCaP hiicre canliligi iizerine etkisi (* p<0,05 ** p<0,005, ***

p<0,001)
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Sekil 4.3. 80 uM MA verilen LNCaP hiicrelerinin inverted mikroskopi goriintuleri A)
Kontrol, B) 24 saat- C) 72 saat-, D) 120 saat (40x).

MA’nin kanser hiicre canliliina etkisi belirlendikten sonra daha 6nce uyguladigimiz 15-30-
60-90-120-150 uM MA konsantrasyonlarinin saglikli prostat PNT1A hiicreleri tizerindeki
etkileri aragtirildi. PNT1A hiicreleri ile yapilan tripan mavisi testi sonucunda 120 ve 150 uM
hari¢ tiim diger MA konsantrasyonlarinda hiicre canliliginin %90’ {izerinde oldugu ve
istatistiksel olarak énemli bir fark olmadigi belirlendi (Sekil 4.4). Sadece 48 ve 72 saatlik
zaman dilimlerinde 120 pM ve 150 uM MA uygulanan hiicrelerin canliliginda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma oldugu gériildi (p<0,05). Bu sonuglar, MA’nin 120 uM altindaki
konsantrasyonlarda saglikli hiicrelere toksik etki gostermezken kanser hicrelerinin

canliliginda 6nemli bir azalmaya neden oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.4. MA’nin PNT1A hiicre canliligi tizerine etkisi (* p<0,05 ** p<0,005)

4.3. LNCaP Hucrelerinin Meklofenamik Asit ile Muamale Sonrasi Global m6A
Seviyelerinin Belirlenmesi

Hiicre canlilig: testleri sonuglarina gore belirlenen giin ve dozlarda MA uygulamasi tablo
4.1°de gosterildigi gibi yapilarak bu ilacin LNCaP hiicrelerinde m6A seviyesine etkisi analiz
edildi (Tablo 4.1). Belirlenen konsantrasyonda ilag uygulamasi sonrasinda uygulama siiresi
bitiminde hiicrelerden 6nce RNA izolasyonu yapildi, daha sonra da ticari olarak satin alinmig

olan m6A RNA Metilasyon Kantifikasyon Kiti kullanilarak %m6A oranlar belirlendi.

Tablo 4.1. LNCaP hiicre hattindaki canlilik testi sonuglarina gore belirlenmis olan giinler ve
uygulanan dozlar.

MA uygulama suresi MA konsantrasyonu
1 gln 80 uM
2 gun 60 uM
3gln 40 uM
5gln 20 uM
7 gln 10 M
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Kantifikasyon oncesinde RNA konsantrasyonlart nanodrop ile Ol¢iildiikten sonra izole
edilen RNA’larin kalitesi %1°lik formaldehit agaroz jel ile kontrol edildi (Sekil 4.5).
Formaldehit agaroz jel lzerindeki 18S ve 28S rRNA bantlarinin goériilmiis olmasi RNA

kalitesinin bu ¢alisma i¢in uygun oldugunu gosterdi.

285
185

Sekil 4.5. RNAnin %1'lik formaldehitli RNA agaroz jel elektroforezi ile analizi.

RNA 6rneklerinin konsantrasyonu belirlendikten sonra iiretici firmanin 6nerdigi protokol
takip edilerek %m°®A degerleri hesaplandi. Kisaca, her bir kuyucuga 200 ng toplam RNA
eklendi ve yakalama antikor ¢ozeltisi ve saptama antikor ¢ozeltisi, treticinin protokoliine
gore eklendi. 450 nm dalga boyunda her kuyucugun absorbansi 6l¢iilerek optik yogunluklar
belirlendi ve %m°®A degerleri hesaplandi (Sekil 4.6). Yapilan analizlerin sonuglarina gére
MA verilen hicrelerde 1. giin sonunda m6A oraninda ¢ok belirgin bir degisiklik olmamakla
birlikte yaklasik 2 kat artirdigi, 2. ve 3. giin sonunda bir etki gostermedigi, 5. ve 7. giinlerde
ise mPA oranimi azalttig1 goriildii. Amacimiz FTO nun baskilanmasi sonucu m®A miktarmin
artmast ve bunun hiicre proteomu tiizerindeki etkilerini arastirmak oldugu ve aldigimiz
sonuglarm 1 giinlik siirede ve 80 pM’lik dozda muamele sonrasinda mPA’nm arttig1
sonucunu aldigimiz i¢in, proteom calismalarimizi 1 gunlik stre ve 80uM olacak sekilde
gerceklestirildi. MA uygulanmamis ve MA uygulanmis hiicreleri gilinlere gore kendi
iclerinde karsilagtirdigimzda da beklenildigi gibi MA verilmeyen grupta giinler arasinda
mPA oraninda bir degisiklik yokken MA verilen grupta zamana bagl olarak m®A oraninda

diisiis goriilmiistiir.
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Sekil 4.6. LNCaP hiicrelerinde m°A seviyesine MA’nin etkisi (* p<0,05)

4.4. Meklofenamik Asitin LNCaP hiicre Proteomu Uzerine Etkileri

Sadece 1 gin MA uygulanan hiicrelerde m®A oraninda diger giinlere gore artis
goriildiigiinden, bu ilacin hiicre proteomu iizerindeki etkilerini ¢alismak {izere bu zaman
dilimi ve MA konsantarsyonu secilmistir. Oncelikle daha biiyiik ¢apli bir ¢alisma igin ¢ok
sayida hiicreye ihtiya¢ oldugu i¢in hiicreler ¢ogaltildi. Her kiiltiir kabina 4.000.000 hiicre
olacak sekilde kontrol grubu ve MA-uygulanan deney grubu igin tcer adet T-175 flaska
LNCaP hicre ekimi yapildi. Ertesi gun deney grubunun besiyeri igeriginde 80 uM
konsantrasyonda MA olacak sekilde besiyeri degisimi yapildi. Kontrol grubunun besiyeri
taze besiyeri ile degistirildi ve 24 saatlik bir inkiibasyon sonucunda hiicreler toplanarak bu
hucrelerden protein drnekleri hazirlandi. Hazirlanan protein 6rneklerinin konsantrasyonlari
belirlendikten sonra protein kaliteleri ve miktarlarinin dogrulugu bir boyutlu SDS-PAGE
calismasi yapilarak kontrol edilmistir (Sekil 4.7). SDS-PAGE jeli Uzerindeki temiz bantlar
sayesinde protein orneklerinin WB, 2-DE ve MALDI TOF/TOF calismalarinda

kullanilabilecegi goriilmiistiir.
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A) B) Kontrol MA
K1 K2 K3 MA1 MA2 MA3 -

Sekil 4.7. Kontrol ve MA grubuna ait proteinlerin SDS-PAGE analizi. A) Kontrol ve MA
gruplarinin tiger deneysel tekrarlarina ait protein 6rnekleri B) Kontrol ve MA grubu protein
havuzlarina ait protein 6rnekleri (K1-K3: MA uygulanmamis hiicreler, MA1-MA3: MA

uygulanmis hiicreler)

Meklofenamik asit verilen hiicrelerin proteomunda meydana gelen degisiklikler 2-DE
yapilarak gbzlemlendi. Hiicre kiiltiirlerinden elde edilen protein 6rnekleri 2 grubun 3’er
tekrari olacak sekilde, 17 cm’lik jeller kullanilarak izoelektrik noktalarina gore fokuslamaya
tabi tutuldu. Fokuslama islemi sonrasinda, ikinci boyutta ayristirilan proteinler kolloidal
Comassie Brilliant Blue-G250 boyasi ile boyanarak goriintiilemeleri yapilmistir (Sekil 4.8).
Gruplar arasinda regiilasyon kati ikiden fazla olan spotlar belirlenerek 24 adet protein spotu
kesildi. Bu spotlar jel ici triptik kesim yontemi ile kesildikten sonra MALDI-TOF/TOF
analizi ile tanimlandi (Tablo 4.2). Bu proteinlerden 21 tanesi tanimlanabilirken skorlar1 gok
diistik olan 3 protein tanimlanamamistir. Tanimlanamayan protein spotlar1 Sekil 4.8’de SSP
numaralarinin yanina yildiz (*) konularak gosterilmistir. Tablo 4.2°de verilen protein
skorlar1 incelendiginde buradaki spotlardan 19’unun beklenilen skorlar1 (expectation score)
yuksek olup, Q9BQ04 (RBM4B_HUMAN) ve Q61BSO0 (RBM4_HUMAN) proteinlerinin
MALDI skorlar1 daha diisiiktiir ancak iyon skorlar1 yiiksek oldugu i¢in degerlendirmeye

alimmistir. Tanimlanan proteinlerin regiilasyon oranlari1 Tablo 4.4’te verilmistir.

52



Kontrol grubu ile karsilastirdigimizda MA uygulanan grupta Splicing factor, arginine/serine-
rich 1 (SFRS1), Chloride intracellular channel protein 1 (CLIC1), Ubiquitin carboxyl-
terminal hydrolase isozyme L1 (UCHL1), Actin-related protein 3 (ARP3), Splicing factor,
arginine/serine-rich 3 (SFRS3), RNA-binding protein 4 (BM4), RNA-binding protein 4B
(RBM4B), Adenosylhomocysteinase (SAHH), Cleavage stimulation factor subunit 1
(CSTF1), WD repeat-containing protein 1 (WDR1), Succinate dehydrogenase [ubiquinone]
flavoprotein subunit, mitochondrial (DHSA), Elongation factor 2 (EF2), Cofilin-1 (COF1),
Proteasome subunit beta type-1 (PSB1), Pyruvate kinase isozymes M1/M2 (KPYM) ve
Fructose-bisphosphate aldolase A (ALDOA) proteinlerin ifade diizeyinde azalma varken
sadece Heat shock cognate 71 kDa protein (HSP7C)’nin ifade diizeylerinde artis goriildii.
Tropomyosin  alpha-3 chain  (TPM3), Inorganic  pyrophosphatase  (IPYR),
Adenosylhomocysteinase (SAHH), Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like
1 (GBLP) ve L-lactate dehydrogenase A chain (LDHA) proteinlerin ifade duzeylerinde
azalma olmakla birlikte 2-kat regiilasyon kriterinin altinda kaldigr igin
degerlendirilmemistir. MALDI-TOF/TOF ile tanimlanan proteinlerin ortaya ¢ikan
regiilasyon oranlarinin gorsel olarak gosterilebilmesi adina spotlarin jeller iizerinde yakin
¢ekim goriintiileri alindi ve yakin ¢ekimlerin degerlendirilmesi QuantityOne (Bio-Rad,

ABD) yazilimu ile yapild1 (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).
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Kontrol

Sekil 4.8. LNCaP hiicre hattinda meydana gelen proteom diizeyindeki degisikliklere ait 2-DE
gorintasd. (* Tanimlanamayan proteinler.)
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Tablo 4.2. Tanimlanan proteinlerin isimleri ve 2-DE deneyi sonucunda tespit edilen spotlara ait MALDI skorlart.

l?lip prS(;,: IZ\S(:C. Best Prot. Acc. E/Ie:;SProt. Eﬁ?’é a4 Matches Calc:ll ated 2?)?/.. Best Prot. Description
No. Score gLore (%)

0101 Po6753  TPM3_HUMAN 35799 294 8,10E-26 16 4.68 32 Tropomyosin alpha-3 chain

2204 Q07955 SFRS1_HUMAN 27728 372 1,30E-33 20 10.37 47 Splicing factor, arginine/serine-rich 1

2302 000299 CLIC1_HUMAN 26906 591 1,60E-55 18 5.09 55 Chloride intracellular channel protein 1

3302 Q15181 IPYR_HUMAN 32639 486 5,10E-45 22 5.54 67 Inorganic pyrophosphatase

3907 P11142 HSP7C_HUMAN 70854 166 5.1e-013 14 5,37 22 Heat shock cognate 71 kDa protein

4103 P09936 UCHL1_HUMAN 24808 456 5.1e-042 17 5,53 59 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme

5405 P61158 ARP3_HUMAN 47341 673 1,00E-63 33 5,61 51 I,;j:tin-related protein 3

6006 P84103 SFRS3_HUMAN 19318 88 3.2e-005 14 11,64 46 Splicing factor, arginine/serine-rich 3

6207 Q9BQ04 RBM4B_HUMAN 40124 58 0.032 13 6,28 25 RNA-binding protein 4B

6308 P23526 SAHH_HUMAN 47685 581 1.6e-054 33 5,92 41 Adenosylhomocysteinase

6717 Q05048 CSTF1_HUMAN 48327 372 1.3e-033 22 6,12 46 Cleavage stimulation factor subunit 1

7203  Q6IBSO RBM4_HUMAN 40289 70 0.0018 14 6,37 35 RNA-binding protein 4

7609 075083 WDR1_HUMAN 66152 207 4,00E-17 25 6,17 28 WD repeat-containing protein 1

7610 P31040 DHSA_HUMAN 72645 301 1.6e-026 31 6,17 28 Succinate dehydrogenase [ubiquinone]
flavoprotein subunit, mitochondrial

7801 P13639 EF2_HUMAN 95277 302 1.3e-026 40 6,41 33 Elongation factor 2
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Tablo 4.3.Tanimlanan proteinlerin isimleri ve 2-DE deneyi sonucunda tespit edilen spotlara ait MALDI skorlar1 (devamn).

Swiss-
ilip NEF:':;]:n Protein Ad1 E:Ottlzls? SPkr(;):Sin gil(::enen Eslesme pl Degeri Protein Tanimi

umaras

1

8007 P23528 COF1_HUMAN 18491 428 3.2e-039 14 8,22 33 Cofilin-1
8122 P63244 GBLP_HUMAN 35055 669 2.6e-063 25 7,6 60 Guaning nucleotide-binding protein subunit
8132 P20618 PSB1_HUMAN 26472 468 3.2e-043 19 8,27 51 B?(t)i;-slc;l;:eelsubunit beta type-1
8218 P14618 KPYM_HUMAN 57900 732 1.3e-069 33 7,96 52 Pyruvate kinase isozymes M1/M2
8333 P04075 ALDOA HUMAN 39395 599 2.6e-056 24 8,3 48 Fructose-bisphosphate aldolase A
8504 P00338 LDHA_HUMAN 36665 370 2e-033 28 8,44 48 L-lactate dehydrogenase A chain
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Tablo 4.4. MALDI-TOF/TOF ile tanimlanan proteinlerin hesaplanmis regiilasyon oranlari.
Kont/MA: Kontrol grubuna gére MA grubundaki regiilasyon, |:Azalma, 1: Artis |: 2<x<5,
P1i5<x<10, []]: 10<x<50, |]]l]:50<x, 711:5>x>10, NR: Regulasyon yok.

NT/MA NT/MA

Protein Tanimi Regilasyon Regulasyon

orani yonu
Tropomyosin alpha-3 chain NR -
Splicing factor, arginine/serine-rich 1 23 L
Chloride intracellular channel protein 1 2 !
Inorganic pyrophosphatase NR -
Heat shock cognate 71 kDa protein 8 ™"
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 2 l
Actin-related protein 3 5 !
Splicing factor, arginine/serine-rich 3 76 LI
RNA-binding protein 4B 5 !
Adenosyl homocysteinase NR -
Cleavage stimulation factor subunit 1 31 i
RNA-binding protein 4 2 !
WD repeat-containing protein 1 4 !
Succir)ate thydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 5 !
subunit, mit.
Elongation factor 2 6 i
Cofilin-1 2 !
Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like 1 NR -
Proteasome subunit beta type-1 3 !
Pyruvate kinase isozymes M1/M2 3 !
Fructose-bisphosphate aldolase A 5 1
L-lactate dehydrogenase A chain NR -
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TPM3

SFRS1

CLICA1

HSP7C

UCHL1

ARP3

SFRS3

RBM4B

Sekil 4.9.MALDI-TOF/TOF ile tanimlanan protein spotlarinin jeller {izerinde yakin ¢ekim
gorantdleri (TPM3, SFRS1, CLICL, IPYR, HSP7C,UCHL1, ARP3, SFRS3, RBM4B).
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NT1 NT2 NT3 MA1 MA2 MA3

SAHH

WDR1
DHSA
CSTF1

RBM4

EF2

COF1

KPYM

GBLP

PSB1

LDHA

Sekil 4.10. MALDI-TOF/TOF ile tanimlanan protein spotlarinin jeller iizerinde yakin
cekim gortntuleri (SAHH, WDR1, DHSA, CSTF1, RBM4, EF2, COF1, KPYM, GBLP,
PSB1, ALDOA, LDHA)
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2-DE deneylerinde tanimlanan ve farkli sekilde regiile oldugu tespit edilen proteinler
STRING analizine tabi tutuldu. 1. ve 2. kabuklar i¢in maksimum etkilesim sayis1 dikkate
alinmadan gergeklestirilen STRING analizi, 16 diigiimli tek metabolik ag olusturmustur
(Sekil 4.11). Tanimladigimiz proteinler arasinda neredeyse tamaminin birbirleri ile iliskili
oldugu ve ilintili yolaklarda gorev aldiklar1 goriildii. Regiilasyonlarinda farkliliklart gOriilen
bu proteinlerin karbon ve RNA metabolizmasinin yani sira hiicre iskeleti yapisinin
sekillenmesinde rol oynadigi1 goriilmiistiir. Bu proteinlerden ALDOA, PKM ve SDH karbon
metabolizmasi ile iliskili olan proteinler olup bunlardan ikisi (ALDOA ve PKM) glikoliz ve
glukoneogenezin yani sira amino asit biyosentezinde ve niikleotid katabolik sireglerde de
rol oynamaktadir. Tanimlanan proteinlerden besi (CSTF1 SRSF1, SRSF3, RBM4, RBM4B)
MRNA islenmesi (MRNA splaysing, MRNA 3’-ug proseslenmesi) ile iligkili olup bunlardan
ikisinin (SRSF1 ve SRSF3) mRNA transportunda yer aldig1 goriilmektedir. ARP3, COF1 ve
WDR1 proteinleri de hucre iskeletinin organizasyonu, 06zellikle aktin filament
organizasyonu ile iliskilendirilmistir. Tanimlanan proteinlerden PSB, UCHL1 ve HSPAS8
(HSC71) proteinlerinin metabolizmasiyla, EF2’nin ise translasyon ile iligkili oldugu
bulundu. Bu proteinlerin fonksiyonel analizlerini yapabilmek icin proteinler ile ilgili bilgiler
PANTHER veri bankasindan da arastirildi. Tanimlanan proteinlerin ¢ogunlugunu baglanma
ve katalitik aktivite gosteren proteinler olustururken az bir kismmi da translasyonu
diizenleyici ve transport aktivitesi olan proteinlerin olusturdugu belirlendi (Sekil 4.12 ve
Tablo 4.6). Bu proteinlerin hangi metabolik yolaklarda yer aldigina baktigimizda ¢ogunlukla
Parkinson hastaligi, enerji metabolizmasi (glikoliz, piruvat metabolizmasi, fruktoz-galaktoz
metabolizmasi) olmakla birlikte hicre iskeletinin organizasyonunda yer aldiklan
goriilmektedir. Ayn1 proteinler gorev aldiklari biyolojik gorevlere gore siniflandirildiginda
agirlikli olarak hiicresel islemler, metabolik yolaklar ve biyolojik regiilasyon olmak (i temel
gorevle karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlarin yani sira stimulusa cevap, hiicre i¢i hareket ve
lokalizasyon ile iligkili proteinler de dikkati ¢ekmektedir (Sekil 4.12 ve Tablo 4.6). Bu
proteinleri protein siniflarina gore degerlendirdigimizde ise proteinlerin ¢cogunu niikleik asit
metabolizmasi ile iligkili proteinler, metabolik enzimler ve hiicre iskeleti proteinleri oldugu
goriilmiistiir. Bunlarin yani sira protein modifiye edici enzimler, translasyonel ve transporter

proteinler de yer alir (Sekil 4.12 ve Tablo 4.6).
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Sekil 4.11 Regiilasyonlarinda farklilik goriilen proteinlerin STRING analizi
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Sekil 4.12 Regiilasyonlarinda farklilik goriilen proteinlerin PANTHER analizi
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Tablo 4.5. PANTHER Analizine gore proteinlerin molekuler fonksiyon,yolak,biyolojik

islemler ve protein siiflarin1 gosteren tablo.

Molekuler Fonksiyon Or | Proteinle
an |r
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5. TARTISMA

Kanser, viicuttaki bazi hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiidiigii ve viicudun diger

bolgelerine yayilan bir hastaliktir (Assanpour,Dehghani,2017). Erkeklerde gorilen kanser

tiirlerinin sik goriilenleri sirasiyla prostat, akciger, brons, kolon, rektum ve mesanededir.

Kadinlarda kanser prevalansi sirasiyla meme, akciger ve brons, kolon, rektum, uterus

korpusu ve tiroiddedir. Bu veriler, prostat ve meme kanserinin sirasiyla erkeklerde ve

kadinlarda kanserin en biiyiik dilimini olusturdugunu gosterir (Siegel, Miller & Jemal,

2016). Bilim insanlari, kanser patogenezinde birka¢ gen mutasyonunun rol oynadigini

gosteren farkli kanser evrelerini tanimlamislardir. Bu gen mutasyonlari, anormal hiicre

cogalmasina yol agarak kansere sebebiyet verir (Assanpour,Dehghani,2017).

70



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2311300617300125#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2311300617300125#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2311300617300125#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2311300617300125#!

Prostat kanseri erkeklerde sik goriilen bir kanser tiiriidiir ve istatistiksel olarak her alti
erkekten birinin yasamlari boyunca prostat kanseri gelistirebilecegi disiiniilmektedir
(Saraon, Drabovich &Jarvi, 2014). Hastaligin durumu ve seyri tedavi yonteminin
belirlenmesinde onemlidir. Bu yaklasimlar arasinda cerrahi ve cerrahi olmayan (kemoterapi,
radyoterapi, hormonal tedavi gibi) tedavi secenekleri degerlendirilir (Ozkok, 2011;
Livermore, Munkley & Elliott, 2016). Steroid olmayan bir anti-enflamatuar ilaglarin da
cesitli kanser tiirleri i¢in potansiyel terapotikler oldugu gosterilmistir (Delgada vd., 2015).
Meklofenamik asit eklem, kas agrisi, artrit ve dismenore i¢in kullanilan steroid olmayan
antiinflamatuvar ilaglarin (NSAIl'ler) antranilik asit tiirevleri (veya fenamat) siifinin iiyesi
olan bir ilagtir ve prostaglandin olusumunu engelleyen bir siklooksijenaz (COX)

inhibitoridir (National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases; 2012).

Literatiirde MA nin prostat kanseri iizerindeki antineoplastik etkilerinin ¢alisildig1 az sayida
calisma vardir (Soriano-Hernandez, Galvan-Salazar &Montes-Galindo,2012; Sekine,
Nakayama & Miyazawa,2018; Delgado-Enciso, Soriano-Herndndez & Rodriguez-
Hernandez,2015). 1lk olarak Soriano-Hernandez ve arkadaslari (2012), MA’nin in
vitro ve in vivo antineoplastik etkilerini ¢alismislar ve bu ilacin tiimor biiylimesini azaltarak
sag kalimi artirdigin1 gdstermislerdir (Soriano-Hernandez, 2012). Delgado-Enciso ve
arkadaglar1 da (2018) MA’nin androjen bagimsiz prostat kanseri PC3 hiicrelerinde histolojik
degisiklikleri analiz etmisler ve MA’nm hiicre bilylimesini yavaslatic1 etkisi oldugunu
gozlemlemiglerdir (Delgado-Enciso ve ark.2015). Yakin zamanda yapilan baska bir
calismada ise androjen bagimsiz PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde MA’ ’nin simvastatinin tek
basina olan hiicre proliferasyonunu ve gogiinii azaltma etkisini artirdigi, IGF1 ile indiiklenen
Akt aktivasyonunu inhibe ettigi ve Ozellikle kastrasyona direncli prostat kanserinin
tedavisinde etkili olabilecegi bildirilmistir (Sekine ve ark 2018). Meklofenamik asit, COX
inhibitorii olmasinin yan1 sira dematilaz aktivite gosteren bir protein olan FTO proteininin
de spesifik bir inhibitoradur (Yue, Jingli & Qi, 2015) ve MA ile muamele edilen
glioblastoma hiicrelerinde ~ mSA  seviyesinde  artis  oldugu  gdzlenmistir
(Qi, Hailing& Peng,2017). Bir mPA demetilazi olan FTO'nun kanser hiicrelerinin
biiylimesini, kendi kendini yenilemesini ve metastazini1 destekledigi son yillarda yapilan
siirli sayidaki ¢alisma ile gosterilmistir (Chen ve Du, 2019). Genetik ve / veya epigenetik
bozukluklarin prostat kanserini tetikledigi bilinmektedir (Attard vd., 2016). RNA metilasyon
durumundaki anormal degisikliklerin de kanserlesme ile iliskilendirilmis olmasi (Zhao vd.,

2017; Deng vd., 2018) bilim insanlarint RNA metilasyon durumunu etkileyen metilaz ve
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dematilazlarin farkli kanser tiplerinde etkilerini arastirmaya yoneltmistir. 1-metiladenozin
(m1A) iceren DNA ve RNA demetilasyonuna aracilik eden ALKBH3’{in prostat kanserinde
yuksek seviyede eksprese olarak kotii prognoz ile iliskili oldugu gosterilmistir (Yamato vd.,
2012). Yuan ve ark 2020 yilinda yaptiklar1 bir calismada RNA spesifik bir metilaz
olan METTL3’{in onkojenik etki gostererek MY C’in artis gosteren regulasyonunun, prostat
kanserinin proliferasyonu ve progresyonuna katkida bulundugu gésterilmistir. Ancak m®A

“silicileri” nin prostat kanserindeki rolii hala belirsizdir.

mPA “silicileri’nden biri olan FTO’nun MA aracili inhibe edilmesi sonucu olasi etkilerinin
aragtirtlmas1 prostat kanserinin molekiiler mekanizmasimin aydmlatilmasma katki
saglayabilir. Literatiirde MA’nin prostat kanseri iizerindeki etkilerini proteomik diizeyde
arastiran bir ¢alisma yoktur. Proteom odakli olan bu g¢alismada, FTO inhibitori olan
meklofenamik asit araciligiyla FTO inhibisyonunun hiicresel diizeyde prostat kanseri hiicre

proteomu iizerine etkisinin arastirilmast amaglanmustir.

Bunun i¢in oncelikle farkli prostat kanseri dizilerindeki (DU145, PC3, LNCaP) ve saglikli
prostat huicre dizisindeki (PNT1A) FTO protein seviyeleri western blot yontemi ile
belirlendi. Saglikli hiicreye gore en yiiksek FTO proteini seviyesi olan LNCaP hiicreleri
farkli zaman dilimlerinde ve farkli konsantrasyonlarda MA ile muamele
edildi. Calismamizda 24 saatlik siireyle MA uygulanan LNCaP hiicrelerinde m®A iceriginin
yaklasik olarak 2 kat oraninda arttigi gézlemlendi. Bu, FTO demetilasyon aktivitesinin
belirledigimiz doz ve siirelerde inaktive edildigini gostermektedir. MA nin uygulandig: diger
zaman dilimlerinde m®A seviyelerinde ¢ok belirgin olmamakla birlikte bir azalma oldugu
dikkatimizi cekmistir. m®A seviyesindeki bu azalig, FTO proteininin MA ile daha uzun siireli
baskilanmasma bir tepki olarak, hiicrede alternatif mekanizmalarin devreye girmis
olabilecegini diisiindiirmektedir. Belki de daha uzun sureli ilag uygulamasia hticresel bir
savunma olarak FTO gibi bir demetilaz olan AIkB homolog 5 (ALKBH5) (Zheng, Dahl &

Niu, 2013) proteini seviyesinde artis m®A seviyesindeki bu degisimin nedeni olabilir.

Bu calismada FTO proteini baskilanmasinin bir gdstergesi olan m®A seviyesinde artisin
goriildiigii 24 saatlik MA uygulamasinin hiicre proteomu iizerindeki etkileri arastirilmistir.
Temel olarak karbon metabolizmasi, hiicre iskeleti organizasyonu, protein metabolizmasi ve
MRNA proseslenmesi olmak T{izere dort gruba ait proteinlerin regiilasyonlarinda

degisiklikler goriildii. Bu proteinler asagida sirayla tartigiimistir.
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Metabolik Proteinler

Kanser hiicrelerinde glukoz metabolizmasi baglica iki ana biyokimyasal olay ile karakterize
edilir. Bunlardan biri artan glukoz alimi, digeri aerobik glikoliz (glukozun piruvata doniistim
siireci sonunda laktat iiretimiyle sonuglanir, fermentasyon). Aerobik glikoliz (yani oksijen
varliginda glikoliz) ile timor olusumu arasinda “Warburg etkisi” olarak bilinen bir
baglantinin varligi bilinmektedir (Warburg,1956). Bu metabolik fenotip, oksijenden
bagimsiz bir sekilde enerji iiretimi i¢in glikolize (glukozun piruvata donistiiriilmesi ve
ardindan laktat tiretimi siireci) tercihli bagimlilik ile karakterize edilir. Glikoliz, oksidatif
fosforilasyondan daha az verimli olmasina ragmen, adenozin trifosfatin (ATP) net veriminde
kanser hiicreleri, artan glikoz alimi ile bu dezavantaja uyum saglar. Boylece glikoliz yoluyla
olusan ATP kanser hiicrelerinin biiytimesi icin yeterlidir. Glikolizden kaynaklanan artan
ATP firetim hizinin kanser hiicrelerine secici bir biiylime avantaji saglamast muhtemeldir
(Gatenby, Gillies,2004).

Fructose-Bisphosphate Aldolase A (ALDOA), fruktoz-1,6-bifosfatin gliseraldehit 3-fosfata
(G3P) ve dihidroksiaseton fosfata (DHAP) tersine c¢evrilebilir doniisiimiinii katalize eden bir
glikolitik enzimdir. Glikolizde anahtar role sahip olan ALDOA, cizgili kaslarda kasilma,
aktin filamentlerde organizasyon ve hiicre hareketliliginin diizenlenmesi gibi islemlere katki
saglamaktadir (Arnold, Pette, 1968; Kusakabe, Motoki, hori,1997; Tochio ve ark., 2010).
Ozellikle, ALDOA'nin insan akciger skuamdz (Shinohara,1994; Wilson,2003), renal hiicre
(Mathupala,Ko &Pedersen,2006), kolorektal (Kawai ve ark.,2017; Ye ve ark.,2018) ve
hepatoseluler karsinomlar (Patra ve ark.,2013) dahil olmak tizere gesitli malign kanserlerde
ylksek oranda eksprese edildigi bulunmustur. Sha ve arkadaslarinin ¢calismasinda da (2014),
ALDOA nin akciger sukuamoz hiicreli karsinomda yiiksek oranda eksprese edildigi ve kotii
prognoz ile iligkili oldugu bildirilmistir. ALDOA nin diisiik regiilasyonlar1 hiicre dongiisiinii
baskilamakta ve boylelikle hiicre yayilimina engel olmaktadir, yiiksek regiilasyonu
durumunda ise hiicre istila durumu artig gostermektedir (Huang ve ark, 2018).

Buradaki calismanin verileri, ALDOA’nin bir timoér promotdrii islevinde olabilecegini
gostermektedir. Kuang ve arkadaslar1 da (2021) prostat kanseri DU145 ve PC3 hiicrelerinde
ALDOA’nin agir1 ekspresyonunun tiimor biiyilimesini 6nemli 6l¢iide destekleyebildigini ve
ALDOA inhibitori ile baskilanmasinin (knockdown) ise PK hicrelerinin biyimesini doza
bagli olarak bastirdigini in vivo ve in vitro deneylerle gosterdiler. Bu sonuglar, genel olarak

insan tiimor patogenezinde ALDOA'nin yaygin destekleyici rolii oldugunu gostermektedir.
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Glikolizin son basamaginda yer alan Pirlvat Kinaz PKM (KPYM, PKM2) bir fosfat
grubunun fosfoenolpiruvattan (PEP) adenozin difosfata (ADP) transferini katalize ederek bir
molekiil piruvat ve bir ATP molekiilii tiretilmesini saglayan glikolitik bir enzimdir (Gupta,
Bamezai, 2010). Kanser hiicrelerinde PKM2 ekspresyonunun, acrobik glikolizi uyardigi
bilinmektedir (Tamada, Suematsu & Saya, 2015). Troid kanserinde, hepatomal dokularda
piriivat kinazin spesifik aktivitesinin arttig1 gosterilmistir. Bunlarin yaninda piriivat kinazin,
kotii huylu meme kanserinde yiiksek seviyede eksprese oldugu, saglikli meme dokusunda
diisiik seviyede oldugu gosterilmistir (Ibsen, Orlando & Nungaray,1982). Pirriivat kinazin
artan ekspresyonlarinin da 16semide kotii prognoz ile iligkilendirildigi gdsterilmistir (Yiicel,
2019).

Suksinat Dehidrojenaz (DHSA, SDH), 6karyotlarin i¢ mitokondriyal zarinda bulunan bir
enzim kompleksidir (Mitokondriyal Kompleks 1) ve ubikinonun ubikuinole
indirgenmesiyle siiksinatin fumarata oksidasyonunu katalize eder. Ayni zamanda siiksinati
fumarata okside ettigi sitrik asit dongiisiine katilir. (Oyedotun, Lemire, 2004). Mitokondriyal
elektron tagima zincirinin kompleks II’sinde yer alan ve sukkinattan ubikinona (koenim Q)
elektronlarin aktarilmasindan sorumlu olan siiksinat dehidrojenazin (SDH) flavoprotein (FP)
alt birimi tiimor baskilayici gorevi gorebilir. Mitokondriyal solunum kompleksleri iginde en
az calisilmig olan bu kompleks, insan hastaliklarindaki roliiniin kesfedilmesi nedeniyle
yeniden ilgi gormiistiir (Renkema ve ark.,2015). Sewha ve arkadaglarinin bir arastirmasi
sonucunda meme kanserinin yaklagik olarak %3’{inde oksidasyon i¢in baglanma saglayan
SDHA ve demir ile siilfat1 baglayicit SDHB ekspresyonlarinda kayiplar bulunmustur (Sewha
ve ark.,2013). SDH'nin, tiimor hiicrelerinin sitozoliinde ve hastalarin hiicre dis1 sivilarinda
anormal bir suksinat birikimine katkida bulundugu gosterilmistir. Bazi timorlerin
olusumundaki roliinii dogrulayan bu goézlemlerin ardindan, SDH bir tiimor baskilayict ve
siiksinat ise bir onkometabolit olarak tanimlanmistir (Dalla ve ark.,2019). Bu tez
caligmasinda, LNCaP hucrelerinde MA uygulama sonrasinda glikolitik proteinler ALDOA,
PKMY ve DHSA’nin ifade seviyelerinde sirasiyla 5-, 3- ve 5-kat bir azalma goruldi. Bonnet
ve arkadaslar1 (2007), kanser hucrelerinde aerobik glikolitik fenotipi oksidatif fosforilasyona

(OXPHOS) gevirmenin hicre 6liimiinii tetikledigini gosterdiler (Bonnet ve ark.,2007).

Kanser hiicrelerinin oksijen varliginda bile mitokondriyal solunum yerine glikoliz yapmay1
tercih ettigi aerobik glikoliz, yeni tedavilerin gelistirilmesi i¢in umut verici bir hedef olarak
tamimlanmistir (Cruys ve ark.,2016; Pusapati ve ark.,2016). Bu nedenle, timor glikolizini

kesmek veya bozmak, enerji tiilkenmesi ve ayrica terapétiklere duyarlilasma yoluyla tiimor
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biiyiimesini etkileyebilecegi ifade edilmistir (Hsu,2008; Dang ve ark.,2011; Birsoy ve
ark.,2012). Bu baglamda MA’nin etkisiyle glikolitik proteinlerin ifade seviyelerindeki
diisiis, kanser hiicrelerinin avantajina olan bu enerjetik yolagin tersine gevrildiginin bir

gostergesi olabilir.
Hiicre iskeleti ile iligkili proteinler

Hicre iskeleti elemanlarindan aktin filamanlarin dinamigi, hiicre sekli diizenlemesi ve
hareketliligi i¢in kritik olup, ¢esitli aktin baglayici proteinler tarafindan diizenlenir (Polard,
Cooper, 2009). Kofilin 1 (COF1), ADF/kofilin ailesinin bir par¢asidir ve hem monomerik
hem de ipliksi aktini baglayabilen ¢ok kiigiik bir proteindir (Yeoh., Pope &Mannherz,2002).
COF1’in fazla ekspresyonu bazi kanser tiirlerinde agresiflik ile iligkilendirilmistir (Kiirten,
Uhlén& Syrén,2015). Lu ve arkadaglarinin (2015) yapmis oldugu bir ¢alismada PK’nin
%70,3’tinde cofilinl ekspresyonunda artis oldugu tespit edilmistir. Ayrica yine ayni
calismada cofilinl’in, PK gelisimini Ongodrebilecegi bir protein oldugu ve asir

ekspresyonunun lenf nodu metastaz gelisimiyle ilgili olabilecegi gdsterilmistir.

Aktine baglanan proteinlerden olan WD repeat-containing protein 1 (WDR1), kofilin aracili
aktin filamaninin sokiilmesine yardimci olan bir proteindir (ADF/kofilin kofaktorudir) ve
hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesinde rol oynar (Lee ve ark.,2016).WDR1’in asir1
eksprese olmasi kanserin invazyon kapasitesinin yiiksek olmasi ile iligkilendirilmistir (Kang
ve ark., 2010). WDR1’in gogiis kanseri (Xiang ve ark., 2017), yumurtalik kanseri (Haslena
ve ark.,2013), glioblastoma (Xu ve ark.,2016) gibi baz1 kanser tiirlerinde asir1 ekspresyonuna
rastlanmistir. WDR1’1n asir1 ekspresyonunun kiigiik hiicreli disi akciger kanseri hiicrelerinde
ADF/kofilin aracili aktin dinamigi yoluyla hlcre biyumesi gociinii tesvik ederek malign
fenotipe katki sagladigi gosterilmistir. Bu hiicrelerde WDR1 yikimi hiicre gd¢iinii ve
istilasini, tiimor hiicre biiylimesini in vitro ve in vivo olarak inhibe etmistir (Yuan ve ark.,
2018).

Aktine baglanan bir diger proteinlerden ARP2/3 kompleksi, hiicre hareketliligi ve hiicre
morfolojisinin korunmasi i¢in gerekli olan aktin filamentlerinin polimerizasyonunu baglatir
(Vartiainen, Machesky,2004). Actin-related protein 3 (ARP3, aktin ile iliskili protein
3),hepatoselltler kanserli hastalarda ve hiicre hatlarinda da yiiksek seviyede eksprese
olmaktadir ve bu proteinin hepatoselliiler kanserli hastalar i¢in potansiyel bir prognostik

gosterge ve terapotik hedef olabilecegi onerilmistir (Jiale ve ark.,2018).
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Bizim ¢alisgmamizda 24 saat MA uygulanan LNCaP hticrelerinde COF1, WDR1 ve ARP3
proteinlerinin sirasiyla 2-, 4- ve 5-kat daha az ifade edildigi gorildi. Gulgli aktin
dinamiklerini igeren hiicre gogii ve istilasi kanser hiicrelerinin iyi bilinen bir 6zelligidir
(Blanchoin ve ark.,2014). MA uygulamasi sonrasi aktinle iliskili bu proteinlerin
seviyelerindeki diisiis, ilacin etkisiyle LNCaP hiicrelerinde aktin dinamiginde bir azalma
oldugunun ve dolayisiyla kanserin hiicre go¢ ve istila 6zelliginin azaldiginin bir gdstergesi
olabilir. Nitekim onceki iki ¢alismada MA’nin prostat kanserinde hem tek basina hem de
simvastatin ile kombine sekilde verilmesinin hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu azalttigi
gosterilmistir (Delgado vd., 2015; Sekine vd., 2017). Proteomik diizeyde elde ettigimiz bu
bulgular MA’nin bu etkisini destekler niteliktedir. Bu sonuclara dayanarak hiicre iskeleti
proteinleri, MA’nin etkisiyle WDR 1/Kofilin-Aktin/Arp2 ekseninde prostat kanserinde umut

verici bir terapdtik hedef olabilecegi sdylenebilir.

Transport aktivite

Klortr hiicre i¢i kanal proteini 1 (CLIC1) insanlarda CLIC1 geni tarafindan kodlanan klor
kanal proteinlerinden biridir (Valenzuela ve ark.,1997).Klortr kanal proteinleri hem ¢oztnur
kiiresel proteinler hem de iyon kanali islevine sahip integral zar proteinleri olarak var olabilir
(Anderson,Cormier  &Scott,2019).Kloriir kanallari, hiicre membran potansiyelinin
stabilizasyonu, transepitelyal tasima, hiicre i¢i pH'm korunmasi, hiicre hacminin
diizenlenmesi, diizenlenmis sekresyon, hiicre adezyonu, hiicre dongiisii ve apoptoz dahil
olmak uzere temel hiicresel siirecleri diizenleyen gesitli bir protein grubudur. Bu protein esas
olarak hiicre ¢ekirdegine yerlesir ve hem niikleer hem de plazma zar1 kloriir iyon kanali
aktivitesi sergiler (Anderson,Cormier &Scott,2019).CLIC1’in kolorektal, pankreatik,
gastrik, hepatoselliiler ve safra kesesi tiimérlerinin cogunda yukari regiile oldugu gosterilmis
ve kotii prognazla iliskilendirilmistir. Gastrik kanserde CLIC1’in ROS aracili MAPK/AKT
sinyalini diizenleyerek kanserin ilerlemesini destekledigi bildirilmistir (Anderson,Cormier
&Scott,2019).Ummanni ve ark.(2008), CLIC1'in prostat kanserinde yukar1 regiile edildigini
ve prostat kanseri i¢in potansiyel bir biyobelirte¢ olabilecegini buldular (Ummanni,Junker,
Zimmermann,2008). Daha sonra, prostat kanseri PC3 ve DU145 hiicrelerinde CLIC1'in
RNAI aracili asagi regiilasyonunun, mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)/ERK
yolunu diizenleyerek prostat kanseri hiicre cogalmasimi ve goglinii negatif yonde
diizenleyebildigi gosterilmistir (Tian, Guan, Jia, Meng & Yang,2014). Bizim ¢alismamizda
da MA-muamelesi sonrasinda, ¢ok belirgin bir degisiklik olmamakla birlikte, CLIC1 protein
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seviyesinde yaklagik 2-kat bir diislis gozlemledik. CLIC1'in asir1 ekspresyonunun hiicre
hareketliligini 6nemli 6l¢iide arttirdigr ve CLIC1'in yikilmasinin hiicre gociinii ve istilasin
belirgin sekilde inhibe ettigi gosterigsmistir (Wang, Peng, Li ,2009).Dolayisiyla CLICI
ekspresyon seviyesindeki azalma, hiicre iskeletinin organizasyonu ile iligkili proteinlerde
gordiimiiz diisiis ile uyumlu olarak hiicre hareketliliginde bir azalma oldugunun gostergesi

olabilir.
Protein metabolizmasu ile iliskili proteinler

Ubiquitin (Ub)/proteazom yolu, hasarli proteinlerin ve biiylime ve stres tepkisinin
diizenleyicilerinin bozulmasini kolaylastiran bir yoldur. Proteazomlar, poli-ubikitinlenmis
hlcre ici proteinlerin bozunmasi igin bir yol saglayan, bdylece yanlis katlanmis veya
katlanmamis proteinlerin yani sira hiicre dongiisii ilerlemesi, DNA onarimi, apoptoz,
bagisiklik tepkisi, sinyal iletimi, transkripsiyon, metabolizma ve gelisim dahil olmak iizere
onemli hicresel sureclerin anahtar duzenleyicilerini ortadan kaldiran ¢ok enzimli
komplekslerdir (Voorhees ve ark.,20035; Yang,Chin & Lambert,2004).Dolaysiyla Ubiquitin
(Ub)/proteazom yolunun bozulmus aktivasyonlar1 hiicre fonksiyonunun neredeyse tiim
yonlerine dahil olmasi nedeniyle pleiotropik kusurlara neden olabilir.

Proteozom alt Unitesi beta tip-1 (PSB1) ¢ogu hiicre igi proteinin proteolitik yikiminda rol
oynayan 20S cekirdek proteazom kompleksinin katalitik bilesenlerinden biridir ve post-
glutamil peptit hidrolize edici (kaspaz benzeri) aktiviteye sahiptir (Adams,2004).

Ayrica PSMB1'in transkripsiyonel aktivator olarak potansiyel bir rolii oldugu bildirilmigtir
(Yamauchi ve ark.,2013). 20S c¢ekirdek proteazom kompleksi, farkli diizenleyici
parcaciklarla birleserek hiicre icinde cok sayida ©Onemli rollere sahiptir. Hiicresel
fonksiyonlar1 bozabilecek yanlis katlanmis veya hasar gérmiis proteinleri ortadan kaldirarak
protein homeostazinin korunmasinda énemli bir rol oynar (Rut, Drag,2016). Proteinlerin
ubikiitinasyonu ve ardindan proteazom tarafindan proteoliz ve yikim, hiicre dongiisii, hiicre
biliylimesi ve farklilasmasi, gen transkripsiyonu, sinyal transdiiksiyonu ve apoptozun
diizenlenmesinde 6nemli mekanizmalardir (Goldberg, Stein & Adams,1995). Literatirde
PSB1’in prostat kanseri ile iligkisine dair bir yayina rastlanmamistir ancak meme kanseri ile
ilgili yapilan bir proteomik calismada, PSB1 proteininin ylksek ekspresyonu tespit
edilmistir (Deng ve ark.,2007).

Ubikitin karboksil-terminal hidrolaz izozim L1 (UCHL1), hem ubikiitin 6ncdlerinin hem de

ubikitine proteinlerin islenmesinde rol oynar. UCHLI1, proteinlerden ubikiitin kalintilarim
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hidrolize eden bir enzimdir (Bilguvar ve ark.,2013). UCHL1 protein ekspresyonu, néronlara
ve testis/yumurtalik dokusuna 6zgii olmakla birlikte, baz1 akciger tiimorii hiicre hatlarinda
eksprese edildigi bulunmustur (Liu ve ark.,2003). UCHLL1'in anormal ekspresyonunun
kanserle iligkili oldugu gosterilmis ve bir onkojen olarak tanimlanmasina yol agmistir
(Hussein ve ark.,2010).

Uzamana Faktori- 2 (EF2), protein sentezinin onemli bir ve c¢esitli kanser tiirlerinin
ilerlemesinde rol oynar. EF2 geninin ¢esitli kanser tiirlerinin ¢ogunda asir1 ifade edildigini
ve kanser hiicresi biliyiimesinde onkojenik bir rol oynadigini gosteren calismalar vardir
(Kaneda ve ark.,1984). Prostat kanserinde de EF2'nin asir1 ekspresyonu ve hiperaktivitesi,
kanser hiicresi ilerlemesi ve erken tiimor niiksii ile iligkilendirilmistir ve EF2 proteininin PK

icin yararl bir biyobelirte¢ oldugu 6nerilmistir (Nakamura ve ark., 2009).

Is1 Soku Proteini (71 kDa) (HSP7C, HSPA8, HSC70), bir saperon proteini olarak, yeni
cevrilmis ve yanlis katlanmis proteinlerin diizgiin katlanmasini kolaylastirmanin yani sira,
mutant proteinleri stabilize veya degrade eder. Protein katlanmasindaki rolii ile HSC70
sinyal iletimi, apoptoz, otofaji, protein homeostazi ve hiicre biiylimesi ve farklilagmasi gibi
biyolojik siireglere katkida bulunur (Mayer, Bukau, 2005; Xilouri, Stefanis, 2016). HSC70
normal kosullar altinda saperon islevlerini yerine getirirken, ayn1 zamanda yapisal olarak
ifade edilir ve protein ubikiitinasyonu ve yikimi gibi hiicresel siireglerle ilgili islevleri yerine
getirir (Goldfarb ve ark.,2006; Soss ve ark., 2015). Hsc70'in sitoplazma ve lizozomda
lokalize oldugu ve burada saperon aracili otofajiye katildigi, substrat proteinlerinin zardan
lizozomal liimene agilmasina ve yer degistirmesine yardimet oldugu bilinmektedir (Majeski,
Dice,2004). Bu vyol araciligiyla, HSC70, normal kosullar altinda proapoptotik
BBC3/PUMA'nin bozulmasina da katkida bulunur, boylece sitoproteksiyon saglar (Xie ve
ark.,2015). Hsc70 ayrica hiicre dongiisii gegisi ve karsinojenezin pozitif diizenleyicisi olarak
hizmet eder. Ornegin, HSC70, G1'den S fazina hiicre dongiisii gecisinde kilit bir oyuncu olan
siklin D1'in nikleer birikimini diizenler (Diehl ve ark.,2003;Hatakeyama,2013).HSC70'in
diger bir islevi, zar bilesenlerinin hiicre i¢inde tasinmasi sirasinda klatrin kaplh vezikiillerin
parcalanmasinda bir ATPaz gorevi gormesidir (Goldfarb ve ark.,2006). Ayrica, saperon
aracili otofajinin 6nemli bir bilesenidir ve burada bu lizozomal yol tarafindan pargalanan
proteinlere se¢icilik kazandirir (Goldfarb ve ark.,2006).Bu rollerinin yanisira preproteinlerin
mitokondriyal girig reseptorii TOMM70’e ileterek proteinlerin mitokondriyal girisinde kritik
bir rol oynar (Young ve ark.,2003). Transkripsiyonel aktivasyonun bir baskilayicisi olarak

hareket ettigi de gosterilmistir. Smad aracili transkripsiyon iizerinde CITEDI1'in
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transkripsiyonel koaktivator aktivitesini inhibe eder. Splaysazomun ayrilmaz bir pargasini
olusturan PRP19-CDC5L kompleksinin bir komponentidir ve pre-mRNA 0ncesi eklemeyi
aktive etmek icin gereklidir. Cekirdek kompleksinin diger tiim bilesenleriyle temas
ettiginden, splaysazom diizeneginde bir iskele rolii oynayabilir (Yahata ve ark.,2000).
HSC70’in J alan1 i¢eren yardimer saperonlar ve E3 ligaz STUBI ile birlikte ER ile iligkili
bozulma (ERAD) kalite kontrol yolagina katildigi da gosterilmistir (Matsumura ve
ark.,2013). HSC70 ¢ok cesitli hiicresel olaylarda rol oynamaktadir ve gok sayida kanser,
norodejeneratif hastalik, hiicre yaslanmasi ve yaslanma ile iliskilendirilmistir (Mayer,

Bukau,2005; Wang ve ark.,2013).

Ubiquitin (Ub)/proteazom yolunun ¢esitli kanserlerde ve farkli malignitelerde aktivasyonu
tarif edilmistir. Agir1 aktif protein sentezi sergileyen malign hiicrelerde, proteazomlar ile
birlikte 1s1 soku proteinleri gibi saperonlarin da hiicresel homeostazda kritik bir rol oynadigi
bilinmektedir (Chen, Madura K., 2005). Koéti huylu kosullar siklikla diizenleyici
proteinlerin degismis bollugu ve stabilitesi ile iliskilidir. Bu nedenle, normalden anormal
biiylimeye gecisin altinda, benzersiz bir protein repertuarinin ifadesinin olmast muhtemeldir.
Dolayisiyla proteazom aktivitesi, hizla biiyiiyen dokularda bu proteolitik sistemin gerekliligi
ile tutarli olarak, insan kanserlerinde siklikla yiikselir (Wyke ve ark.2004).Bizim
calismamizda da bu yolla iliskili olan PSB1, UCHLI1 ve EF2 proteinlerin ifade seviyelerinde
sirasiyla 3-, 2- ve 6-kat azalma; HSC70 proteininin ifade seviyesinde ise yaklasik 8-kat bir
artis goOrilmiistiir. Ubiquitin (Ub)/proteazom yolundaki bu proteinlerin ifadelerindeki
degisimler LNCaP hiicrelerinde bozulmus olan hiicresel homeastazin MA muamelesi

sonras1 dengelenebilecegini diigiindlirmektedir.
RNA metabolizmasu ile iliskili proteinler

Biiytik 6lcekli genomik calismalar, mutasyonlarin gen ekspresyonunun transkripsiyonel ve
transkripsiyon sonrasi diizenlemesini bozarak kansere neden olduklarini ortaya ¢ikarmistir.
Bunlar, mRNA'min eklenmesi, taginmasi, diizenlenmesi ve bozulmasi dahil olmak tlizere
RNA islemenin her asamasini etkileyen degisiklikleri icermektedir. RNA ekleme ve
poliadenilasyonu etkileyen genetik degisikliklerin kanserde yaygin oldugu ve yeni terapotik
firsatlar yaratabilecegi konusunda artan bir farkindalik vardir. Bu tiir mutasyonlar, tek bir
gen icinde veya RNA isleme faktorlerinin kendisinde meydana gelebilir, boylece bir¢ok
asag1 akis hedef genin eklenmesini etkiler (Obeng, Stewart& Abdel-Wahab, 2019). RBP-

RNA aglan aktivitesindeki bozulmalar da nedensel olarak kanser gelisimi ile
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iligskilendirilmistir (Pereira, Billaud & Almeida, 2017). Boylelikle genetik degisikliklerin
yani sira epigenetik olarak bu proteinlerin ekspresyonlarindaki degisiklikler de kanser

gelisimine katki saglayabilir.

Bolinme stimilasyon faktort alt birimi 1 (CSTF1), insanlarda CSTF1 geni tarafindan
kodlanan bir proteindir (Takagaki, Manley,1992; Kleiman, Manley, 2001). Bu gen, bolinme
uyarma faktoriinii (CSTF) olusturmak i¢in birlesen ii¢ alt birimden birini kodlar ve CSTF,
poliadenilasyonda ve pre-mRNA'larin 3' u¢ kesiminde rol oynar (Takagaki,Manley,2000).
mRNA'nin 3'-UTR'si genellikle diizenleyici RNA baglayici proteinler ve mikroRNA'lar i¢in
bir¢cok baglanma bolgesi icerir ve bu nedenle 3’-UTR'nin uzunlugu, mRNA stabilitesinin
dizenlenmesi, lokalizasyonu ve protein translasyon verimliligi i¢in 6nemlidir (Yeh,
Yong,2016).

Farkli 3' uglu RNA molekiillerinin tek bir genin farkli poliadenilasyon bdlgelerinden
kaynaklandig1 bir fenomen olan alternatif poliadenilasyon (APA), genellikle ayn1 kodlama
dizisine sahip, ancak transkripsiyon sonrasi isleme asamasinin sonuncusu olan farkli
uzunluklarda 3'-UTR'ye sahip mRNA izoformlar1 ile sonuglanabilir. APA'nin gen
ekspresyonunu dizenleyen yeni bir mekanizma oldugu kesfedilmistir (Chen ve ark.,2017).
Ilgi ¢ekici olan, kanser hiicreleri veya erken evre embriyonik hiicreler gibi benzer sekilde
cogalan hiicreler, genellikle daha kisa 3'-UTR'lere sahip O6nemli miktarlarda mRNA
izoformlar1 eksprese eder (Mayr, Bartel,2009; Fu ve ark.,2011). 3'-UTR'lerin
kisaltilmasinin, akciger kanseri de dahil olmak tizere kanser hastalarinin kétii prognozu ile
korele oldugu bulunmustur (Lembo, Di Cunto & Provero,2012; Ichinose ve ark.,2014).
Zhang ve arkadaslar1 (2019), kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri orneklerinde diferansiyel
eksprese edilmis genleri ve bu genlerin tandem 3'-UTR uzunluklarimi ve ayrica 3'-UTR
uzunlugunda gozlemlenen degisikligi etkileyebilecek potansiyel protein faktorlerini
incelemiglerdir. H460 hiicrelerinde CSTF2 ekspresyonunun diisiiriilmesi, kanser
dokularinda kisalmis olan genlerde 3'UTR uzamasiyla sonuglanmistir. 3'UTR'lerin alternatif
poliadenilasyon (APA) yer degistirmesi kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinde yaygindir ve
CSTF2, bu kansere bagli genlerin 3'UTR uzunlugunu diizenleyen bir onkojen olarak hizmet
ediyor olabilir (Zhang ve ark.,2019). Literatiirde prostat kanserinde CSTF1’in asir1 ifadesi
ile iligkili bir yayina rastlanmamustir. Alternatif ekleme isleminin diizensizligi, kanserin
onemli bir dzelligi olarak kabul edilir. Okaryotlarda, uygun ekleme isleminin kontrolii, farkls
kiiciik niikleer riboniikleoproteinler (RNU1, RNU2, vb.) ve ¢ekirdek splaysazom ile iliskili
proteinlerden (PRPF8, PRPF40A, U2AF2, SF3B1, vb.) olusan karmasik bir hiicresel makine
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olan splaysazom tarafindan yonetilir. Splaysazom, islenecek intronlar1 ve ekzonlar1 tam
olarak tanimak ve pre-mRNA'larin birlestirme siirecini katalize etmek icin ek proteinlerle
(ekleme faktorleri; SF'ler) dinamik olarak etkilesime girer (Matera, Wang, 2014). Bu
hiicresel mekanizmanin uygun isleyisi, hiicresel, doku ve viicut homeostazini siirdiirmek i¢in
gereklidir ve bu nedenle, bu siirecin diizensizligi, endokrin-metabolik ve timaor patolojileri

dahil olmak tizere farkli hastaliklarla iliskilendirilmistir (Scotti, Swanson,2016).

Serin/arginin agisindan zengin proteinler (SR proteinleri), tim metazoanlarda ve bitkilerde
bulunan filogenetik olarak korunmus RNA baglayici proteinlerin bir ailesine aittir ve bugiine
kadar on iki tip SR proteini tanimlanmistir (SRSF1-12) (Krainer, Conway & Kozak,1990).
SR proteinleri, kurucu ve alternatif pre-mRNA ekleme, mRNA aktarimi, genom
stabilizasyonu ve translasyonda o©nemlidir. RNA Polimeraz II, DNA'yi RNA'ya
kopyalarken, SR proteinleri, genom stabilizasyonunu artirmak i¢in pre-mRNA'nin kodlayict
DNA zincirine baglanmasini 6nlemek icin yeni yapilmis pre-mRNA'ya baglanir (Long,
Caceres, 2009).

Ekleme faktor, arginin/serinden zengin 1 (SRSF1, ASF, SF2), ekson atlamasinin
Oonlenmesinde, ekleme dogrulugunun saglanmasinda ve alternatif birlestirmenin
duzenlenmesinde rol oynayan yaklasik 33 kDa'lik bir proteindir (Kohtz ve ark.,1994;
(Bermingham ve ark.,1995). SRSF1 tiim ekleme reaksiyonlarinin meydana gelmesi igin
gereklidir ve ekleme yeri se¢imini konsantrasyona bagli bir sekilde etkileyerek alternatif
birlestirme ile sonuglanir (Zuo, Manley,1993). Daha 6nce SRSF1, ¢ok ¢esitli tiimorlerde
artan ekspresyonu olan bir proto-onkogen olarak tanimlanmistir ve buna ek olarak, alternatif
eklemede kanserle iligkili degisikliklerde de yer aldig1 gosterilmistir. SRSF1'in ekspresyonu,
tiimoriin olugumu, gelisimi ve tedavi yaniti ile ilgilidir ve SRSF1, tiimdr hiicrelerinde yiiksek
oranda eksprese edilir (Karni ve ark.,2007). Gogiis kanserinin ilerlemesinde SRSF1'in
aracilik ettigi alternatif ekleme olaylari, meme bezinde timdr olusumunu tesvik edebilir
(Anczukow ve ark.,2012). SRSF1’in, prostat dokusunun iyi huylu hiperplazisinde
adenokarsinom dokusunda yuksek oranda eksprese edildigi ve SRSF1'in Survivin
ekspresyonunu yukari-diizenleyebilecegini ve bdylece prostat kanserinin olusumunu ve
gelisimini destekleyebilecegi gosterilmistir (Bangming ve ark.,2016). SRSF1, hedef genlerin
alternatif eklenmesini diizenleyerek timor olusumunu etkileyebilir. Ornegin, SRSF1,

akciger kanseri gelisimini etkilemek icin PTPMT]1 alternatif eklemesini diizenler (Sheng ve

81



ark.,2018). SRSF1’in, PTPMT!'in onkojenik ek degistirme yoluyla meme kanseri
ilerlemesini destekledigi de bulunmustur (Du ve ark.,2021).

SRSF1, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinde timdr olusumunu etkilemek i¢in BIN1
alternatif eklemesini de duzenleyebilir (Wang ve ark.,2020). Yapilan son bir ¢aligmada da,
SRSF1'in hepatoseluler karsinom hucrelerinde transkripsiyonel koaktivator SRAL'in
alternatif eklenmesini diizenleyerek hiicre biiylimesini, istilasin1 ve gocilinii artirdigini

bulunmustur (Lei ve ark.,2021).

Diger bir SR faktort olan Ekleme faktord, arginin/serinden zengin 1 (SRSF3) de, ¢esitli
kanser tiirlerinde onkojenik bir isleve sahiptir. N6-metiladenozin (m®A) igeren RNA'lari
tantyan ve baglayan bir RNA baglayici protein olan YTHDC1’in, SRSF3'iin mRNA’ya
baglanmasin1 kolaylastirdigi ve alternatif ekleme sirasinda ekson dahil edilmesini
destekledigi gosterilmistir (Xiao ve ark.,2016). SRSF3 ¢ok islevli bir proteindir ve birkag
hiicresel siire¢ diizenlenmesine katilir. Hem kurucu hem de alternatif birlestirmedeki
kanonik roliiniin yan1 sira, SRSF3 ayrica alternatif poliadenilasyon, mRNA disa aktarma,
transkripsiyon sonlandirmasi ve miRNA biyojenezi gibi RNA metabolizmasinin ek
yonlerini de duzenler (More, Kumar,2020).SRSF3'ln hicre proliferasyonu ve tumér
indiiksiyonu ve devamliligi igin ¢gok 6nemli bir proto-onkogen olarak roli ilk olarak Jia ve
arkadasglar1 (2010) tarafindan Onerilmistir (Jia ve ark.,2010).SRSF3'Un anormal ifadesinin
kanser dahil, basta norolojik ve kardiyolojik bir¢ok insan hastaligi ile iligkili oldugu
gosterilmistir (More, Kumar,2020). Meme kanseri (Su ve ark.,2010; Sotiriou ve ark.,2006),
yumurtalik kanseri (Iborra ve ark.,2013;Lauren ve ark.,2017), retinoblastom (Kooi ve
ark.,2016;Villegas ve ark.,2014), bas ve boyun hiicreli skuaméz (Jia ve ark.,2016),
glioblastoma (GBM) (Song ve ark.,2019), mide kanseri (Park,Jeong, 2016), kolorektal
kanser (CRC) (Hargaus ve ark.,2006; Park,Jeong, 2016;Torres ve ark.,2018), rahim agzi
kanseri (Chen ve ark.,2019) ve hepatoseliiler karsinom (HCC) (Wang ve ark.,2019) dahil

olmak {izere bir¢ok insan kanseri tiirtinde SRSF3’lin ifadesinde artig goriilmektedir.

PK’nin gelisiminin ve 6zellikle ilerlemesinin ¢ogunlukla normal gen ekspresyon paterninin
degismesinden ve onkojenik splaysing varyantlarin anormal varligindan etkilenen tiimor
patolojilerinden biri oldugu ifade edilmistir (Paschalis ve ark.,2018). Bu anlamda, ekleme
isleminin kontroliinde yer alan hiicresel makinenin diizensizliginin, PK’de go6zlenen
onkojenik splaysing varyantlarin genis degisiminden sorumlu olacagini diisiinmek

mantiklidir. Bununla birlikte, bazi spesifik splaysing faktorler ve splaysazom komponentleri,
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PK gelisimi ve saldirganlig1 ile iligskilendirilmistir (Liu ve ark.,2014; Grupp ve ark.,2014;
Takayama ve ark.,2017; Yamamoto ve ark.,2018). Jiménez-Vacas ve arkadaslar1 da (2020)
splaysozom komponentlerinin ve splaysing faktorlerin genis bir spektrumunun
ekpresyonlarini ilk kez prostat kanserli vakalarda incelemisler ve ekleme (splicing) makinesi
bilesenlerinden SNRNP200, SRRM1 ve SRSF3'lin ekspresyon seviyelerinin 6nemli 6lgiide

artis oldugunu ve bunlarin PK patofizyolojisi ile yakindan iligkili oldugunu gdstermislerdir.

Bu proteinlerin PK’de yeni tanisal/prognostik biyobelirtecleri ve/veya terapotik hedefleri
temsil edebilecegi ifade edilmistir (Jiménez-Vacas ve ark.,2020).

RNA-binding protein 4B (RBM4), insan genlerinin alternatif eklemesini kontrol eden bir
grup intronik ekleme diizenleyici eleman i¢in bir baglayici faktordiir (Wang ve ark.,2012).
RBM4, sitoplazma ve ¢ekirdek arasinda gidip gelir ancak ¢ogunlukla, cogu ekleme olayinin
meydana geldigi niikleer beneklerde bulunur (Lai ve ark.,2003). Tutarl bir sekilde RBM4'{in
Tau ve a-tropomiyosinin AS'sini kontrol ettigi gosterilmistir (Lin,Tarn,2005;Kar ve
ark.,2006). Ayrica RBM4'iin ¢eviriyi (translasyonu) etkiledigi bulunmustur. Kas ve pankreas
hiicrelerinin farklilagmasina aracilik etme dahil olmak tizere RBM4 i¢in ¢oklu fizyolojik
islevler rapor edilmistir (Lin , Hsu & Tarn,2007; Hsieh ve ark.,2013). Ekleme aktivator,
RNA baglama motifi 4'iin (RBM4) diizensizliginin, son zamanlarda birka¢ kanserin
ilerlemesinde rol oynadigi bildirilmistir. Wang ve arkadaglari (2014), RBM4'iin pro- ve anti-
apoptotik yollar arasindaki dengeyi kontrol etmek i¢in Bcl-X'in eklenmesini degistirdigi ve
boylece kanser ilerlemesini baskiladigi bir modeli destekledigini onermislerdir. Bcl-x
eklemesini diizenlemeye ek olarak, RBM4’lin muhtemelen hiicre proliferasyonunu tesvik
ettigi ve apoptozu geciktirdigi bilinen SRSF1'i antagonize ederek tumor ilerlemesini de
inhibe ettigini de gostermislerdir. Birlikte ele alindiginda, iki ekleme faktorii, timor
baskilayict RBM4 ve proto-onkogen SRSF1 arasindaki antagonizma, kanser proliferasyonu
icin kritik olan coklu ekleme hedeflerini ve sinyal yollarin1 kontrol eden hassas bir
fonksiyonel denge sunar ve kanser hastalarinda RBM4 ekspresyonu onemli Olgiide
azalmaktadir (Wang ve ark.,2014).RBM4 proteininde eslik eden bir azalma ile birlikte
SRSF3'in yukar1 regiile edilmis ifadesi, kolorektal kanser dahil olmak tizere farkli kanser
tirlerinde diger karsinojenez ile iliskili ekleme olaylar1 i¢in diizenleyici bir mekanizma
olusturabilir (Lin ve ark.,2017).Mide kanseri hiicrelerinde RBM4 proteini ifadesinin azaldig1
goriilmiistiir. RBM4'iin yeniden ekspresyonu, apoptozu tesvik ederken mide kanseri
hiicrelerinin proliferasyonunu, gogiinii ve istilasini inhibe ettigi bulunmustur (Yong ve

ark.,2019). Akciger kanserinde de RBM4 seviyesinde diisiis bildirilmistir (Coomer ve
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ark.,2019). RBM4B ise sirkadiyen saate yanit olarak transkripsiyonel baskilayici olan PER1
mRNA'nin translasyonel aktivasyonu icin gerekli olan bir proteindir ve bunu PERI1
mRNA'nin 3'-UTR'sine dogrudan baglanarak yapar (Uniprot RBM4B,2021). Sirkadiyen
ritimlerdeki bozulmalar, kardiyovaskuler hastaliklar, kanser, metabolik sendromlar ve
yaslanmanin patolojisine katkida bulunur ve PER2’nin protein bozunmasini kontrol ettigi
gosterilmistir (UNIPROT PER,2021). Ailesel pankreatik kanserli olgularm &nciil
lezyonlarinda RBM4B’nin gen ifadesi seviyesinde artis bildirilmistir (Ming ve ark.,2020).

Literatirde RBM4B’iin baska kanserlerle iligkili bir bulguya rastlanmamistir ve ancak
kanser hiicrelerinde azalan bir ifade gosteren RBM4’lin aksine pankreatik kanserde
RMB4B’nin transkriptomik seviyedeki artisi onkogenik bir protein olabilecegini
gosterebilir. Diger kanser tiplerinde de bu protein seviyelerinin ¢alisiimasi bu yoruma agiklik

getirebilir.

Bizim calismamizda LNCaP hiicrelerinin MA muamelesi sonrasi ifade seviyelerindeki
major degisimler RNA ile iliskili olan proteinlerde olmustur. RBM4, RBM4B, CSTF1,
SRSF1 ve SRSF3 proteinlerinin ifadelerinde sirasiyla 5-, 2-, 31-, 76-, 23-kat bir azalma
goruldu. Onkojenik etkiye sahip bu proteinlerin seviyelerindeki diisiis, MA’nin ekleme
isleminin kontroliinde yer alan hiicresel makineye ait bu proteinlerin bozulmus olan
ifadelerini (asir1 ifadelerini) normale getirebildigini géstermektedir. Kanser hiicrelerinin
daha kisa 3'-UTR'lere sahip 6nemli miktarlarda mRNA izoformlar1 eksprese ettigi
diistiniilecek olursa LNCaP hiicrelerinde fazla miktarda ifade olan CSTF1’de MA
muamelesi sonrast diislis daha uzun 3’-UTR’lere sahip mRNA isoformlarinin iiretilmesine
sebep olabilir. Dolayistyla MA, PK’de alternatif poliadenliasyon ve splaysing makinesi
aracili gii¢lii bir terapétik etkiye sahip olabilir.

84


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=pubdate&term=Tan+M&cauthor_id=32783019

6.SONUCLAR VE ONERILER

Daha uzun siireli MA uygulamalarindaki proteomik degisikliklerin incelenmesi ve RNA
epigenetiginde fonksiyonu olan diger demetilaz (ALKBHS5) ve metilaz (METTL3,
METTL14 ve WTAP) proteinlerin ekspresyon seviyelerinin arastiritlmasi bu sorulara yanit

vermemizi saglayabilir.

Bu tez kapsaminda bir non-steroidal antiinflamatuar bir ila¢ ve ayn1 zamanda demetilaz
aktiviteye sahip FTO proteini inhibitori olan meklofenamik asitin prostat kanseri LNCaP
hlicre proteomu {izerine etkileri arastirlmistir. Karsilagtirmali proteom analizinde 24 saat
streyle 80 uM konsantrasyonda Meklofenamik asit verilen LNCaP huicrelerinde 16 proteinin
regiilasyonlarinda degisiklik tespit edilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirdigimizda MA
uygulanan grupta Splicing factor, arginine/serine-rich 1 (SFRS1), Chloride intracellular
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channel protein 1 (CLIC1), Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 (UCHL1),
Actin-related protein 3 (ARP3), Splicing factor, arginine/serine-rich 3 (SFRS3), RNA-
binding protein 4 (BM4), RNA-binding protein 4B (RBM4B), Adenosylhomocysteinase
(SAHH), Cleavage stimulation factor subunit 1 (CSTF1), WD repeat-containing protein 1
(WDR1), Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial
(DHSA), Elongation factor 2 (EF2), Cofilin-1 (COF1), Proteasome subunit beta type-1
(PSB1), Pyruvate kinase isozymes M1/M2 (KPYM) ve Fructose-bisphosphate aldolase A
(ALDOA) proteinlerinde asagi yonlii bir ragiilasyon varken sadece Heat shock cognate 71

kDa protein (HSP7C)’de yukar1 yonlii bir regililasyon goriildii.

Yaptigimiz biyoinformatik analizler sonucunda regiilasyonlarinda degisiklik goriilen bu
proteinlerin; glikoliz metabolizmasi, hiicre iskeletinin sekillenmesi, protein mteabolizmasi
(yikimi, translasyonu) ve mMRNA proseslenmesi ile iskili proteinler oldugu goriilmistiir.
Tanimladigimiz proteinler neredeyse tamamu birbirleri ile iliskilidir ve ilintili yolaklarda
gorev almaktadir. Ancak MA, en belirgin olarak mMRNA proseslenmesi (MRNA splaysing,
mRNA 3’-u¢ proseslenmesi) ile iliskili proteinler olan CSTF1, SRSF1, SRSF3 ve RBM4
proteinlerinin ifadelerinde azalmaya neden olmustur. Bu c¢alisma MA’nin LNCaP
hiicrelerinde etkilerinin proteomik diizeyde arastirildig: ilk ¢alismadir. Elde ettigimiz bu
veriler, FTO proteini inhibitori olan MA’nin prostat kanserinde diger hiicresel yolaklarin
yani sira daha belirin olarak alternatif poliadenliasyon ve splaysing makinesi aracili gucli

bir terap6tik etkiye sahip olabilir.

Ancak bu 6n goriilerin ileri ¢aligmalar (in vivo ve in vitro deneyler) ile desteklenmesi
gerekmektedir. Basit ama tekrarlanabilirligi yiiksek bu ¢aligmalar sonucunda elde edilecek

veriler PK icin kullanilabilecek yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine 6nayak olacaktir.
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