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ONSOZ

Prostat kanseri, erkeklerde en sik goriilen kanser olup, yine erkeklerde akciger kanserinden
sonra en sik Olime neden olan kanserdir. Bircok olgunun tedavisi cerrahi miidahale,
radyoterapi, hormon tedavisi ya da kemoterapinin bir kombinasyonunu igerebilir. Ancak bu
tedaviler, hastalarin yagam kalitesini diisiirecek ciddi yan etkilere veya direngli prostat kanseri
vakalarinin olusumuna neden olmaktadir. Bu durum prostat kanseri tedavisinde yeni ve daha
etkil tedavi metodlarinin arastirilmasi ile ilgili ¢aligmalart 6nemli kilmaktadir. Son yillarda
prostat kanseri insidansi artarken, Oliim orani azalmaktadir. Bunun nedeni de, erken tami
olanaklarinin artmasinin yanisira yeni bulunan tedavi ajanlar ile sagkalimin uzamasidir. Bu
bilgiler dogrultusunda, tasarlanan ¢aligmada antidiyabetik ila¢ metforminin yeni anlasilan
antikanserojen etkisi géz onlinde bulundurularak, siklikla kullanilan cisplatin kemoterapotik
ilacinin kombine tedavisinin kanser hiicrelerinin proliferasyonu ve temel enerji kaynagi
glikoliz yolagini diizenleyen hiz kesici enzim olan Hekzokinaz II enziminin protein
expresyonu iizerine etkileri arastirilmistir. Yiizyilimizin korkutucu hastaligi olan kanserin
tedavisinde, diyabet temelli ilaglarin, kemoterapotik ilaglar ile kombine kullanimi ilag
toksisitesini indirgemek ve kemoterapdtik tedavinin maliyetini diisiirmek agisinda faydal
olacagim diisiindiirmektedir . Bu ¢alisma Orta Dogu Teknik Universitesi BAP Koordinasyon
Birimi tarafindan, GAP-108-2018-2754 no’lu proje kapsaminda desteklenmistir. Bu
calismaya desteklerinden dolayr Orta Dogu Teknik Universitesi BAP Koordinasyon Birimi’ne
tesekkiirlerimizi iletiriz.
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OZET

Prostat kanseri, gelismis ve gelismekte olan iilkelerde en sik goriilen kanser tiirlerinden biri
olup giiniimiizde prostat kanseri tedavisindeki yaklasimlar metastaz gelisimine, ila¢ direnci
olugmasina ve saglikli dokularda toksik etkilere sebep olabilmektedir. Bu nedenle tedavide
daha etkili ancak daha az yan etkiye sahip kanser onleyici molekiilleri tespit etmek kanser
arastirmalarinin 6nemli bir kismin1 olusturmaktadir.

Cisplatin prostat kanseri tedavisinde siklikla kullanilan antineoplastik bir ajandir. Ancak,
cisplatinin yiiksek etki derecesine karsin yan etkileri ilacin kullanimini kisitlamaktadir. Bu yan
etkilerini azaltmak amaciyla baska ajanlar ile kombine terapiler son yillarda bilim insanlarinin
ilgi odagi olmustur. Antidiyabetik ilag metforminin anti-proliferatif etkisi géz Oniinde
bulunduruldugunda, antineoplastik ajan cisplatin ile tamamlayicit bir tedavi sunabilecegi
aciktir. Bilinindigi iizere, kanser hiicreleri, hiicre igerisine bol miktarda glikoz almalar1 ve
kullanmalar1 sayesinde niikleozidlerin ve aminoasitlerin iiretimine katkida bulunmakta ve
enerji tretimi ve hiicre boliinmesi igin ¢ok hizli bir yol olusturmaktadirlar. Bu dogrultuda,
kanser tedavisi sirasinda hiicresel glikoz metabolizmasini hedefleyen tedavilerin kullanilmasi
kanser hiicrelerinin gelistirdikleri bu mekanizmayi alt ederek hiicre biiyiimesini azaltabilecek
niteliktedir.

Yukarida belirtilen bilgiler gz Oniine alindiginda, tasarlanan calisma kanser tedavisinde
kullanilan cisplatin ilacina kombine olarak antidiyabetik bir ila¢ olan metforminin
kullaniminin prostat iicre hatlarinin proliferasyonu iizerine etkilerinin incelenerek, bu etkilerin
glikoliz metabolizmasinin en 6nemli regiilatorii olarak bilinen Hekzokinaz Il enziminin hiicre
i¢i total protein ekspresyonunun degisimi ile iliskilendirildigi bir ¢alismadir.

Yapilan calismada, insan prostat kanseri hiicre hatti kullanlmistir. ilaglarin hiicreler
tizerindeki sitotoksik etkileri "alamar blue" analizi ile 6lgiilmiis olup, ilag kombinasyonunun
Hekzokinaz enziminin protein ekspresyonu iizerine etkisi Western-blot teknigi ile tespit
edilmistir. Yapilan deneyler sonucunda, cisplatin-metformin ila¢ kombinasyonunun kullanilan
metformin dozuna bagl olarak prostat hiicre hatlarinin proliferasyonunu anlamli bir sekilde
diistirdigii ve bu durumla paralel olarak Hekzokinaz II enziminin protein ekspresyonunu
diisiirdiigii saptanmistir. Tasarlanan caligmanin sonuclar1 proje baslangicinda kurdugumuz
hipotezi dogrular niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Metformin, cisplatin, Hekzokinaz I, prostat kanseri



ABSTRACT

Prostate cancer is the most commonly seen cancer type both in developed and developing
countries. Current therapeutic approaches for prostate cancer generally have variable side
effects. Hence, the searching for more effective strategies remains one of the important issues
In cancer research.

Cisplatin, an antineoplastic agent, is widely used in the treatment of prostate cancer. Despite
the high efficiency of cisplatin on prostate cancer treatment side effects restricts the use of
cisplatin. In order to reduce the side effects of cisplatin, combination therapy with other agents
has been the focus of scientists in recent years. Considering the inducer effect of antidiabetic
drug metformin with antineoplastic agent cisplatin can provide a complementary treatment.
According to usual knowledge, cancer cells uptake and utilize high amount of glucose. By this
manner, cancer cells quickly synthesize energy, vital nucleotides and aminoacids. This
situation gives them a good survival mechanism, therefore enhance their rapid growth. By this
manner, using agents that directly targets glycolysis metabolism of cancer cells can be a good
drug candidates which alters this mechanism and reduce proliferation of cancer cells.

According to informations mentioned above, this study investigates the adjuvant role of
antidiabetic drug metformin in combination with antitumor drug cisplatin on prostate cancer
cell proliferation and comparison of these antiproliferating effect with protein expressions of
major regulatory enzyme of glycolysis, Hexokinase Il. For this study, human prostate cancer
cell line was used. Dose response and cytotoxic effect of combination treatment were
measured by Alamar Blue assay. Also, effects of drugs on Hexokinase Il protein expressions
were investigated by using Western-Blot technique. As a rsult of this study, Cisplatin-
metformin drug combinations shows significant decline on prostate cancer cell proliferation in
a dose dependent manner. In parallel with this finding, Hexokinase Il protein expressions were
significantly downregulated. According to these results, it can be suggestd that, this projects
resuts directly fit with our prediction at the begginng of this study.

Keywords: Metformin, cisplatin, Hexokinase Il, prostate cancer
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1. Giris ve Genel Bilgiler

Prostat kanseri erkekler arasinda en sik goriilen kotli huylu tiimor olup gelismis iilkelerde
Olimle sonuclanan hastaliklar arasinda 3. sirada yer almaktadir (Waltering ve ark., 2009).
Normal bir prostat dokusunda sinyal yolagi androjen tarafindan diizenlenmekte olup salgi
bezindeki hiicrelerde biiyiime ve apoptoz arasinda bir denge bulunmaktadir (Heinlein ve Chang,
2004). Kanserli dokuda ise bu denge kaybolmus olup androjen ekspresyonundaki artistan dolay1
salgi bezlerindeki hiicrelerde hizli bir artis meydana gelmekte ve prostatta biiyiime meydana
gelerek sonugta prostat kanserine neden olmaktadir (Rittmaster, 2008). Prostat kanserinin ilk
donemlerinde tedavi amaciyla uygulanan androjen ¢ikartma iglemleri androjen bagimli kanser
tiirlerinde etkili olmakla beraber hastalarda infertilte gibi hayat standardini diisiiren birtakim
komplikasyonlara neden olmaktadir. Bu yilizden hastalik seyrini degistiricek az yan etkiye sahip
ila¢ analoglarinin bulunmas1 gerekmektedir. Bu sebepler dogrultusunda tasarlanan ¢alismada

prostat hiicre hatlarindan androjen reseptoriine bagimli olan PC-3 hiicre hatt1 kullanilacaktir.

Erkeklerde abdominal obezite ve bel/kal¢a orani artisinin prostat kanseri igin bir risk faktorii
oldugu bildirilmektedir. Ozellikle yayilmaya (metastaz) meyilli prostat tiimdrlerinde obezite
daha da risk tagimaktadir. Obezite; viicutta depolanan yag miktarinin artmasina, uzun siireli
enerji dengesizligine (alinan enerjinin harcanan enerjiden fazla olmasi) ve kanda dolasan serbest
yag asidi miktarinin artmasina neden olmaktadir. Bu da insiilin rezistansinin gelismesine neden
olur. Insiilin resistansi ise diyabet, kalp hastaliklar1 ve gesitli kanser tiirleri ile yakindan
iliskilidir. Kandaki insulin seviyesinin ¢esitli kanser tiirleri ile bir baglantisinin oldugu
bilinmektedir (Schernhammer, E.S., ve ark, 2005). Bu ¢alismalar, anti-diabetik ilaglarin kanser

tedavilerinde kullanilabilmesini mimkiin kilmaktadir.

Cisplatin hiicresel boliinmeyi ve gelismeyi engelleyen (antineoplastik) bir ilagtir. Cisplatin
gibi kemoterapotik ajanlar kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina engel olarak, viicuttaki
gelisimlerini  ve yayilimlarin1  yavaslatarak ¢esitli  kanser tiplerinin  tedavisinde
kullanilmaktadir. Bunlarin toksisiteleri ve tasidiklari mindr riskler tedavide gosterdikleri
potansiyel yararlilik diistintildiigiinde siklikla g6z ardi edilir (Esra A. ve ark., 1999). Cisplatin
testis, over, mesane karsinomalar1 gibi karsinomalarin tedavilerinde kullanilan bir
kemoterapoétiktir. Yiiksek seviyede antitiimorik 6zelligine karsin nefrotoksisite, ndrotoksisite

ve gastrointestinal irritabilite gibi etkilerinin yaninda cisplatin tedavisi alan lireme ¢agindaki



erkeklerde oligospermi, azospermi ve infertilite gelismesi 6nemli bir yan etkidir (Pogach L.M.
ve ark., 1989). Cisplatinin yan etkileri géz 6niinde bulunduruldugunda hastanin sosyolojik ve
psikolojik olarak tedaviden minimum seviyede zarar gormesini saglayacak yeni yontemlerin
kesfedilmesi onemli bir arastirma alani olusturmaktadir. Bu proje kapsaminda yapilmasi
tasarlanan c¢alismada Tip2 diyabet ilact olan metformin ve kanser tedavilerinde siklikla
kullanilan cisplatin ilacinin kombine tedavisinin, hiicre proliferasyonunu azaltmasi

planlanmaktadir.

Tasarlanan ¢alismada bu iki ilacin kombine kullaniminin glikoliz yolaginin en 6nemli
modiilatorlerinden biri olan hekzokinaz II enzimi {izerine etkileri incelenecektir. Bu
dogrultuda androjen reseptorii bagimli prostat kanseri hiicre hatt1 kullanilacak olup, metformin
ve cisplatin ilaglarinin kanser hiicre proliferasyonu iizerine etkileri Alamar Blue teknigi ile
incelenecektir. Hiicre hattindan elde edilecek total hiicre lizatlar ile ilaglarin hekzokinaz II

protein expresyonu iizerine etkileri tayin edilecektir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1 Hiicre Kiiltiirii Calismalar
2.1.1 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi
Proje kapsaminda ¢alismalarin ilk boliimiinii hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 olusturacaktir. Prostat

kanser hiicrelerinden androjen reseptoriine bagimli PC3 hiicre hattt ATCC (American Type
Culture Collection, Rockville, MD) firmasindan satin alinacaktir. PC-3 hiicre hatt1 10% FBS
(fetal sigir serumu) ve 1% glutamin iceren Ham's F-32 biiylime ortaminda 37 °C ve 5 % CO2
blyltiilecektir. Biiyiime ortamlar1 ayni zamanda bu ilaglarin seyreltilmesinde de
kullanilacaktir. T-75 biiylime kaplarinda cogalan hiicreler 10 mM fosfat tamponu ile
yikandiktan sonra hiicreler tripsin-EDTA soliisyonu kullanilarak biiylime kaplarindan
ayrilacak ve ilag muamelesi i¢in 6 veya 24 kuyucuklu biiyiime plakalarina aktarilacaktir.

2.1.2 ila¢ Uygulamalari

Hiicre hatlar1 uygun biiyiime ortamlari igersinde biiyiitiildiikten sonra hiicre proliferasyonunu
gozlemlemek amaci ile tripsin-EDTA sollisyonu yardimiyla T-75 biiylime kaplarindan
almarak 24 kuyucuklu biiyiime plaklarma her kuyucukta 3 x 10% hiicre olacak sekilde
aktarilacak ve 24 saatlik bir inkiibasyondan sonra hiicrelerin bulundugu kuyucuklara farkl
konsantrasyonlarda cisplatin eklenecek ve bu ilacin hiicre biiylimesi iizerine olan etkisi
saplanarak % 50 hiicre biiyiimesini engelleyen ilag konsantrasyonu (ICsg) hesaplanacaktir.
Cisplatin’in 1Csp degerleri belirlendikten sonra hiicrelere farkli konsantrasyonlarda metformin
uygulamasi yapilacaktir. Boylece ilaglarin birlikte ve ayri ayri hiicreler tizerine etkisi
saptanmis olacaktir. Ilaclarin hiicreler iizerine genotoksik etkisi Alamar blue kiti kullanarak
saptanacaktir.

2.1.3 Hiicrelerden Protein Ekstraksiyonu

Hiicre hatlar1, 100 x 20 mm'lik doku kiiltiirii petri kaplarina, petri kab1 basia 2.000.000 hiicre
kaplama yogunlugunda ekilecek, hiicreler %80 yogunluga ulasinca biiyiime ortamlar1 aspire
edilecek ve cisplatin ve metforminin belirlenen kolsantrasyonlarinda muamele edilecektir. 2
giin sonunda hiicreler soguk fosfat tamponu ile 3 defa yikanacaktir. Daha sonra hiicreleri
plakalardan kaldirmak i¢in 2ml fosfat tamponu eklenecek ve petriler buz iizerinde 5dk inkiibe
edilecektir. Kaziyic1 yardimi ile kalkan hiicreler toplanarak eppendorf tiiplere aktarilacaktir.
Hiicreler 14000 x g'de 10 dakika siireyle santrifiije tabi tutulacak ve pelletlerle devam
edilecektir. Piyasada bulunan 10X RIPA tamponunun (Cell Signaling Technology) su yardimi1
ile 1x RIPA tamponu olusturacak sekilde diliie edilecektir ve 1 mM fenilmetansiilfonil fluoriir
(PMSF) proteaz etkinliginin dnlenmesi i¢in ilave ediecektir. Her bir gruba 400 uL seyreltilmis
RIPA tamponu ilave edilecek ve hiicrelerin lizizi i¢in pipetle 1yice karistirilacaktir. Elde edilen
hiicre lizatlar1, 5 dakika buz iizerinde inkiibe edilecek ve 4 dakika siireyle sonike edilecektir.
Sonikasyona ugramis hiicre lizatlar1 14000 x g'de 10 dakika siireyle soguk bir mikrofiijde
tekrar santrifiije tabi tutulacak, siipernatanlar yeni eppendorf tiiplere aktarilacak ve -80°C
dondurucuda saklanacaktir.

Hiicre kiiltiirii lizatlarinin protein konsantrasyonlari, standart olarak kristalize sigir serum
albliminini kullanarak BCA (Bicinchoninic Acid) yontemi ile belirlenecektir (P.K. Smith,



1985). Bu yontem alkalik kosullar altinda peptid baglariyla Cu?* iyonlarinin indirgenmesine
ve her iki Cu * iyonu ile iki molekiillii bikinchoninik asitin selasyonuna bagli olarak olusan
mor rengin 562 nm'lik bir dalga boyunda verdigi absorbansin Olgiilmesi esasina
dayanmaktadir. BCA soliisyonu asagida verilen direktifler dogrultusunda hazirlanacaktir.

Soliisyon A:

0.4 g CuS0O4.5H,0, 10 mL dH.0 iginde ¢oziilecektir.

Soliisyon B:

8 g Na2C03.H20 ve 1.6 g NaKC4H1O0s, dH20 ile ¢6ziinecek ve pH 11.25 olan NaHCOs ile titre
edilecektir. Toplam hacim dH2O ile 100 mL'ye tamamlanacaktir. Cozeltinin pH degeri
sonunda kontrol edilecek.

Soliisyon C:

4g Bicinchoninic Acid 100ml suda ¢6ziinecektir.

BCA Soliisyonunun hazirlanmas:

Solisyon A, B ve C 1:25:25 oraninda verilen sira ile kanstirilacaktir. Protein
konsantrasyonunun tayini i¢in standart egri olusturulacaktir. Bu amacla bovine albumin serum
(BSA) kullanilarak, 0.02, 0.05, 0.075, 0.1, 0.15, 0.2 mg/mL olacak sekilde seyreltilmis
standartlar hazirlanacaktir.

Protein lizatlar1 40 kat diliie edilecektir. Daha sonra sirasiyla, standartlar ve protein
kolsantrasyonunu dlgmek istedigimiz Ornekler 96 kuyucuklu biiylime kaplarma 100ul
hacimlerde ekleneceklerdir. Hazirlanan orneklerin tlizerine 100 pl hazirlanan BCA karigimi
ilace edilecek ve 60°C’de 15dk inkiibe edilecektir. Orneklerin abzorbansi 562nm’de
Multiskan™ GO  Microplate  Spectrophotometer  kullanilarak  Glgtilecektir.  Protein
kolsantrasyonu asagidaki denklem kullanilarak hesaplanacaktir.

Protein Konsantrasyonu (mg/ml) = [ [OD560nm] / standartlarin egimi] x seyreltme faktorii

2.2 Hekzokinaz II protein ekspresyonunun Western Blot teknigi ile incelenmesi

Hiicre hatlarindan elde edilen proteinlerin Hexokinaz II ekspresyonlar1 Laemmli (1970)
tarafindan belirlenen metoda gore dikey elektroforez teknigi uygulanarak SDS-Poliakrilamit
Jel Elektroforez (SDS-PAJE) yontemi ile ayristirilacak ve protein profilleri elde edilecektir.
Hekzokinaz II protein ekspresyonun tayini i¢in Hekzokinaz II monoklonal primer antikor ve
anti-mouse sekonder antikor kullanilarak Western Blot teknigi ile protein diizeyleri
immunolojik olarak tayin edilecektir.

Poliakrilamit jel elektroforezi (PAJE) iyonik deterjan sodyum dodesil stilfat (SDS), varliginda
Laemmli (1970) tarafindan tanimlanmis olan kesintili bir tampon sisteminde %8,5 ayirma ve
%4 sikistirma jellerinde yapilacaktir. Ayristirict ve sikistirict jel soliisyonlar: Tablo 2.1°de
belirtildigi gibi verilen miktarlarin karigtiritlmasi ile verilen sirayla kullanimdan hemen &nce
hazirlanacaktir.



Tablo. 2.1 SDS-PAJE ayristirict ve sikistirici jellerin formiilasyonlari.

Stok Cozeltiler Aynistiriar Jel (%8,5) Sikistiricr Jel (Yo4)

Jel Cozeltisi(ml) 8.5 1.5

Distile Su (ml) 13.55 5.88
Ayristirict Jel  Tamponu 7.5 -
Sikistiric1  Jel  Tamponu - 2.5

%10 SDS (ml) 0.4 0.16

%10 APS (ml) 0.15 0.065
TEMED (ml) 0.015 0.012

Poliakrilamit slab jelleri, jel sandviginin hazirlanmasi ile Mini-PROTEAN tetra cell mini trans
blot module (Bio-Rad, Richmond, CA) elektroforez sistemi kullanilarak gerceklestirilecektir.
Elektroforetik ayristirma sistemi gii¢ kaynagina baglanacak (sikistirici jelde 20mA’ lik akim,
ayristirict jelde 30 mA’lik akim uygulanir) ve yol gosterici boya tabana ulagsacagi zaman gii¢
kaynag kapatilacaktir. Elektroforez tamamlandiktan sonra, jel blogu aparattan alinir ve jel
sandvicten ¢ikarilarak oda sicakliginda transfer tamponu (25 mM Tris, 192 mM glisin ve %
10 metanol) icerisinde 10 dakika siireyle sabit hizli bir calkalayicida inkiibasyona
birakilacaktir. Elektroforetik transfer BioRad Mini-PROTEAN® Tetra System ile transfer
yontemi uygulanarak yapilacaktir. Bu asamada, PVDF membran, whatman filtre kagitlari, jel
ve fiber pedler sekil 2.1°de belirtildigi gibi transfer sandvigine yerlestirileceklerdir. PVDF
membran jelin lizerine konulmadan once 45 saniye methanolde inkiibasyona birakilacaktir.
Hava kabarciklarinin tamamen uzaklastirilmasimi saglamak i¢in  membrant kendi
pozisyonunda sabit tutarken bir deney tiipii nazikge {lizerinde yuvarlanacaktir. Sandvig
hazirlandiktan sonra aparat dikkatlice kapatilacaktir. Bu aparat transfer tamponu ile birlikte
transfer sistemine yerlestirilecektir. Elektroforetik transfer sistemi BioRad PowerPac Basic
giic kaynagina baglanacak ve 90 volt sabit voltajda 90 dakika siiresince proteinler
elektroforetik olarak transfer edilecektir. Siire sonunda gii¢ kaynagi kapatilacak ve transfer
aparat1 acilacaktir. Sonug olarak {izerinde transfer edilmis proteinleri barindiran membran,
‘Blot’, elde edilecektir.
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Sekil 2.1: Western blot transfer sandvigi.



Transfer tamamlandiktan sonra transferin ne derecede gerceklestiginden ve her bir kuyucuga
esit miktarda ylikleme yapildigindan emin olmak i¢in membran (blot) 5 dakika siireyle
Ponceau S boyasi ile plastik bir kapta calkalayicida inkiibasyona birakilacak ve membran
goriintiilenecektir. Inkiibasyondan sonra, 0.IM NaOH ile 1 dakika siireyle yikanarak boya
membrandan uzaklagtirilacaktir. Daha sonra, blot 1 saat siireyle bloke ¢6zeltisi ile [TBST (20
mM Tris-HC1 pH 7.4, 500 mM NaCl, 0.05% Tween 20) iginde yagsiz % 5’lik siit tozu]
calkalayicida inkiibe edilecektir. Siire sonunda blot Tween icermeyen bloke c¢ozeltisi iginde
hazirlanan primer antikor ile +4 °C de bir gece siireyle inkiibasyona birakilacaktir. Ertesi giin,
blot Tween igermeyen bloke ¢6zeltisi i¢inde hazirlanan HRP-sekonder antikor ile oda
sicakliginda 1 saat silireyle inkiibasyona birakilacaktir. Primer ve sekonder antikor
inkiibasyonlar1 arasinda ve sonrasinda blot TBST soliisyonunda her biri 5 dakika olmak iizere
3 defa yikanacaktir. Son olarak membran, antikor baglanan proteinlerin tespiti icin ECL
soliisyonu ile karanlikta inkiibe edilecektir. Protein ekspresyon seviyelerini normalize etmek,
jelden jele olusabilecek farklilart minimum diizeye indirebilmek igin B-Actin kontrol olarak
kullanilacaktir.

2.3 istatistiksel Analizler

Western Blot teknigi ile elde edilen spesifik bant goriintiileri jel goriintiileme cihazi (BioRad
ChemiDoc®MP sistemi) araciligiyla fotograflanacak ve Image J yazilim programi kullanilarak
elde edilen protein bantlarinin densitometrik tarama metodu ile dl¢timii yapilacaktir. Deneysel
caligmalar sonucu elde edilen biitiin Olglimlerde grup ortalamalarinin + standart hatalari
hesaplanacaktir. Verilerin istatistik degerlendirmeleri Graph Pad istatistik paket programi
kullanilarak yapilacaktir.

3. Bulgular ve Tartisma/Sonug

Ciplatin-metformin ila¢ kombinasyonunun prostat hiicrelerinin proliferasyonunu glikoliz
yolagint regiile ettigi bilinen hekzokinaz II enziminin protein expresyonunu diisiirerek
engelledigi diisiiniilmektedir. ODTU BAP Koordinatérliigii tarafindan desteklenmekte olan bu
projenin ilk basamagi olan ila¢ kombinasyonunun hiicrenin sag kalimi {izerine etkileri, proje
ara raporunda belirtilmisti. Bilinindigi iizere, kanser hiicreleri, hiicre icerisine bol miktarda
glikoz almalar1 ve kullanmalar1 sayesinde niikleozidlerin ve aminoasitlerin {liretimine katkida
bulunmakta ve enerji tiretimi ve hiicre boliinmesi i¢in ¢ok hizli bir yol olusturmaktadirlar.
Tasarlanan caligmanin ikinci basamaginda, antidiabetik ilag metformin ve antineoplastik ajan
cisplatin kullaniminin, glikoliz yolaginin en 6nemli modiilatorii olarak bilinen Hekzokinaz II

enziminin protein expresyonu iizerine etkisi incelenmistir.



3.1 Cisplatin-Metformin ila¢c kombinasyonunun prostat hiicrelerinin proliferasyonu

iizerine etkilerinin incelenmesi:

Projenin ara rapor kisminda da belirtildigi gibi, Cisplatin-Metformin kombinasyonunun
prostat kanseri hiicre hatlariin proliferasyonu {izerine etkilerinin incelenebilmesi ig¢in
oncelikle Cisplatin ilacinin PC3 hiicre hatlarinda IC50 degerleri Alamar Blue Blue
indirgenme yiizdesi ve hiicrelerin sag kalim ylizde degerleri kullanilarak hasaplanmistir
(Tablo 3.1). Sonug olarak, bu degerler kullanilmis ve hiicrelerin sag kalim /6liim grafikleri
olusturulmus ve Cisplatin ilacinin IC50 degeri PC3 hiicre hatt1 icin 30 pM olarak
hesaplanmistir (Sekil 3.1).

Tablo 3.1. PC3 hiicre hattinda hesaplanan Alamar Blue indirgenme yiizdesi ve

hiicrelerin sag kalim yilizde degerleri.

Cisplatin % Indirgenme % Sag Kalim
Konsantrasyonu

(uM)

0 69,20491 100

10 68,94814 99,62897

20 62,76469 90,69398

30 37,72169 54,50725

40 14,0595 20,31575
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Sekil 3.1. Cisplatin ile muamele edilen PC3 hiicre hatlarinin proliferasyon grafigi.
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Sekil 3.2. Cisplatin ile muamele edilen PC3 hiicre hatlarinin sag kalim grafigi.

Daha sonra, bu ilacin metformin ile kombinasyonunun prostat hiicre hatlarinin proliferasyonu
tizerine etkilerini saptamak amaciyla hiicreler Cisplatin IC50 degerlerinin yanisira
konsantrasyonlar1 1mM ile 10mM arasinda degisen metformin ilact ile muamele edilerek
hiicre sag kalim/ oliim grafikleri c¢izilmis (Sekil 3.2) ve cisplatin ilacinin metforminle
kombinasyonu durumunda hiicre proliferasyonu {izerine olasi sag kalim ylizdeleri Tablo

3.2°de hesaplanmustir.



Tablo 3.2. PC3 hiicre hattinda hesaplanan Alamar Blue indirgenme ylizdesi ve hiicrelerin sag

kalim ytlizde degerleri.

Cisplatin Conc. (uM) indirgenme sag kalim
Metformin Conc. (mM) yiizdesi yiizdesi
Kontrol 48,47224 100
Cisplatin (30 pM) 25,29033 52,17487
1mM Metformin 47,39134 97,77007
5mM Metformin 34,8476 71,89186
10mM Metformin 22,88033 47,20295
Cisplatin (30uM) + 1mM | 23,286 48,03986
Metformin

Cisplatin (30uM) + SmM | 18,17242 37,49036
Metformin

Cisplatin (30uM) + 10mM | 2,116424 4,366259
Metformin)

Tablo 3.2 de belirtilen degerler dogrultusunda, hiicrelerin sag kalim grafigi ¢izilmis ve sonug
olarak cisplatin metformin ilag kombinasyonunun prostat hiicre proliferasyonunu yanliz

cisplatin veya yanliz metformin kullanilan gruplara kiyasla daha fazla diistirdiigii saptanmistir

(Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Cisplatin metformin kombinasyonunun PC3 hiicre hatt1 proliferasyonu iizerine

etkisi.

Projenin ilk raporunda onceden de belirtildigi gibi ilag kombinasyonunun hiicre
proliferasyonu iizerine olas1 etkileri incelenmistir. Daha sonra, bu ila¢ kombinasyonunun
Hekzokinaz II enziminin expresyonu iizerine etkilerinin incelenmesi projenin ikinci

basamagini olusturmaktadir.

3.2 Cisplatin-Metformin ila¢ kombinasyonunun Hekzokinaz II enzim ekspresyonu

iizerine etkilerinin incelenmesi:

Projenin bu basamaginda, ila¢ kombinasyonunun glikoliz yolaginin 6nemli bir regiilatorii
olarak bilinen Hekzokinaz Il enziminin protein expresyonu iizerine etkisinin arastirilmasi i¢in
ilk olarak hiicre kiiltiirii calismalar1 sirasinda hesaplanan degerler dogrultusunda hiicrelerden
protein izolasyonu yapilmis, daha sonra bu proteinler kullanilarak Hekzokinaz II protein

expresyonu Western blot teknigi kullanilarak incelenmistir.

3.2.1 Protein Ekstraksiyonu

PC3 hiicre hatlari, 100 x 20 mm'lik doku kiiltiirii petri kaplarina, petri kab1 basia 2.000.000

hiicre kaplama yogunlugunda ekilmis ve %80 yogunluga ulasinca biiyiime ortamlari aspire
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edilereck pojenin ilk kismu kapsaminda hesaplanan cisplatin ve metforminin
kolsantrasyonlarinda muamele edilmistir. 2 giin sonunda hiicreler soguk fosfat tamponu ile 3
defa yikanip, 2ml fosfat tamponu eklenerek petri kaplarindan kaziyici yardimu ile toplanarak
eppendorf tiiplere aktarilmistir. Hiicreler 14000 x g'de 10 dakika siireyle santrifiije tabi
tutularak pelletleri alinmistir. Piyasada bulunan 10X RIPA tamponunun (Cell Signaling
Technology) su yardimi ile 1x RIPA tamponu olusturacak sekilde diliie edilmis ve 1 mM
fenilmetansiilfonil fluoriir (PMSF) proteaz etkinliginin 6nlenmesi i¢in ilave edilmistir. Her bir
gruba 200 uL seyreltilmis RIPA tamponu ilave edilerek hiicrelerin lizizi saglanmistir. Elde
edilen hiicre lizatlar1, 5 dakika buz tizerinde inkiibe edilmis ve takiben 4 dakika siireyle sonike
edilmistir. Sonikasyona ugramis hiicre lizatlart 14000 x g'de 10 dakika siireyle soguk bir
mikrofiijde tekrar santrifiije tabi tutulmus, slipernatanlar yeni eppendorf tiiplere aktarilarak

-80°C dondurucuda sonraki deneyler i¢in saklanmustir.

3.2.2 Protein Miktar Tayini

Hiicrelerden elde edilen proteinlerin konsantrasyon tayini, BSA (sigir serum albiimin)
standart olarak kullanilarak Lowry ve ark. (1951)’nin metoduyla yapilmistir. 1:100 oraninda
seyreltilmis olan ornekler test tiiplerine 0,1 ml’den 0,5 ml’ye degisen hacimlerde alinip ve son
hacim deiyonize distile su ile 0,5 ml’ye tamamlanmistir. Sonra % 2’lik bakir siilfat, %2’lik
sodyum potasyum tartarat ve % 2’lik sodyum karbonat igeren 0,1 N NaOH’in karistirilmastyla
olusturulan alkali bakir reaktifi ile karistirilip ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda, deiyonize distile su ile 1:1 oraninda seyreltilmis olan Folin reaktifinden
her bir tiipe ilave edilip ve 50 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Olusan rengin siddeti her bir
tip icin 660 nm’de kore karsi Ol¢lilmiistiir. Protein miktarlar1 elde edilen egim degeri
kullanilarak hesaplanmistir. Tablo 3.3, PC3 hiicre hatlarindan elde edilen ortalama protein

konsantrasyonlarini gostermektedir.
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Tablo 3.3: PC3 hiicre halarindan elde edilen ortalama protein konsantrasyonlari.

PC3 Hiicre hattindan elde edilen
Protein Miktar1 (mg/mL)

Kontrol 6,9
Cisplatin* 1,99
1mM Metformin 6,74
5mM Metformin 4,05
10mM Metformin 1,2

Cisplatin* + 1mM 2,05
Metformin

Cisplatin* + 5mM 3,46
Metformin

Cisplatin* + 1,34
10mM Metformin
*Cisplatin degerleri hiicre kiiltiirii kisminda hesaplandigi gibi, PC3 hiicre hatt1 i¢in 30 uM

olarak kullanilmstir.
3.2.3 Hekzokinaz Il enziminin Protein Diizeyinde Ekspresyonlarimin Tayin Edilmesi

Proteinler metod kisminda da belirtildigi gibi dikey elektroforez teknigi uygulanarak SDS-
Poliakrilamit Jel Elektroforez (SDS-PAGE) yontemi ile ayristirilarak ve protein profilleri elde
edilmistir. Hekzokinaz Il enzimi igin spesifik antikorlar kullanilarak Western Blot teknigi ile

protein ekspresyonu taini ¢aligmalari yiiriitiilmiistiir.

Spesifik bant goriintiileri jel goriintileme cihazi (BioRad ChemiDoc®MP sistemi)
araciligiyla fotograflanmis ve Image J yazilim programi kullanilarak elde edilen protein
bantlarinin densitometrik tarama metodu ile Ol¢iimii yapilmistir (Sekil 3.4). Protein
ekspresyon seviyelerini normalize etmek, jelden jele olusabilecek farklilart minimum diizeye

indirebilmek i¢in kontrol olarak B-Actin kullanilmistir.
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Deneysel caligmalar sonucu elde edilen biitiin dlglimlerde grup ortalamalarinin + standart
sapmalar1 hesaplanmis olup, verilerin istatistik degerlendirmeleri GraphPad istatistik paket

programi kullanilarak yapilmistir (Sekil 3.5).

HXII

— —_— -

Cisplatin (30uM)  Cisplatin (30uM)

- Control Cisplatin (30puM) 1mM Metformin 5mM Metformin + +
B-Actin 4 Metformin ImM  Metformin Sm
_— — TS S——

Sekil 3.4: Kontrol ve ilag kombinasyonu kullanilmig PC3 hiicre hattinda Hekzokinaz II
protein expresyonunu gosteren immiinoreaktif protein bant fotograflart. Hekzokinaz II (110
kDa), B-Actin (42 kDa) protein biiyiikliigiinde gézlemlenmistir. Serit 1-3: Kontrol, Serit 4-6:
Cisplatin (30 uM), Serit 7-9: Metformin 1 mM, Serit 10-12: Metformin 5 mM, Serit 13-15:
Cisplatin+1mM Metformin, Serit 16-18: Cisplatin+5mM Metformin. Her kuyucuk i¢in 30 pg

protein yiiklenmistir.

xx wAx wx =x =« PC3 Hiicre Hatth

2.0+
= | 3 Kontrol
g S .5 E® Cisplatin (30uM)
A & LmM Metformin
E = - _ 0 SmM Metformin
5 E 1.0+ Cisplatin (30pM)+1mM Metformin
-E = Cisplatin (30pM)+5mM Metformin
S N 05 — %
A o
o -
0.0- T T T

Konsantrasyon (Cisplatin (uM), Metformin (mM))

Sekil 3.5: Kontrol ve ilag kombinasyonu kullanilmig PC3 hiicre hattinda Hekzokinaz II

protein expresyonununun istatistiki olarak incelenmesi.

Yapilan calismalar sonucunda, cisplatin antikanser ilacinin antidiyabetik bir ilag olan
metformin ile kombine kullaniminin, prostat hiicrelerinin proliferasyonunu istatistiki olarak
diisiirdiigii gbézlemlenmis olup, kanser hiicre biiylimesi iizerindeki bu durdurucu etkisini,
glikoliz yolaginda 6nemli rol oynayan hekzokinaz II enziminin hiicre igi total protein

expresyonunu diistirerek gosterdigi gozlenlenmistir.
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4. Proje Sonu¢larimin Degerlendirilmesi

ODTU BAP Koordinatérliigii tarafindan tasarlanan projenin desteklenmesi, son zamanlarda
bircok bilim insaninin ilgisini ¢eken bir konu olan kanser ilaglar1 ve diyabetik ilaglarin birlikte
kullantmimin kanser biiyiimesine etkilerinin incelenmesini i¢eren bu projenin yliriitiillmesini
miimkiin kilmistir. Proje kapsaminda tasarlanan ¢aligmalar 1 yillik siire¢ i¢inde higbir aksaklik
yasanmadan sonlandirilmistir. Proje sonucunda olusturulan ¢iktilar literatiire yeni bir bakis
acis1t sunma agisindan 6nem arz etmekte olup bu dogrultuda yapilmasi tasarlanan yeni
calismalar i¢in On sonuglar olusturmas: bakimindan proje ekibine yardim edebilecek
niteliktedir. Bu dogrultuda tasarlanan ¢alismanin sonuglart alaninda lider kisilerin katilimi ile
gerceklestirilen 43. FEBS kongresinde (43" Federation of European Biochemical Societies,
FEBS 2018 Congress, July 7-12, 2018, Prague, Czech Republic (P.11-014). FEBS Letters,
Vol. 592 (No: 12), pp. 352, John Wiley and Sons Ltd., June 2018. FEBS OPEN BIO, 8
(Suppl. 1), pp.352-352, P.11-014-T, (DOI: 10.1002/2211-5463.12453) sunulmus olmakla
birlikte yine ¢aligmanin sonuglarini igeren bir makalenin yayinlanmasi i¢in ¢alismalarimiz

devam etmektedir.
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