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OZET

Kanser Hiicrelerinde Serin-Glisin Amino Asit Kisitlamasinin Molekiiler
Incelenmesi ve LC-MS/MS Yontemi ile Metabolit Analizi
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Tez Danismani: Prof. Dr. Mustafa Baki Cekmen
Es Tez Danismani: Dog. Dr. Burcu Yiticel

Haziran, 2024

Kanser hiicrelerinde metabolik yolaklar enerji tiretimini artiracak sekilde
yeniden diuizenlenir. Kanser hiicrelerinin metabolizmalarinda rol alan
biyokimyasal yolaklarin aydinlanmasima karsin farkl fizyolojik durumlarda bu
yolaklarda meydana gelen degisimlerin nasil diizenlendigi halen bir arastirma
konusudur. On sonuglarimizda serin ve serin/glisin icermeyen besiyerilerinde
cogalamayan hiicrelerde y-glutamil-hidrolaz (GGH) ekspresyonunun olmayisi
bize GGH ekspresyonunun serin metabolizmasinda da rolii olabilecegini
disundiirmistiir. Bu calismada GGH ekspresyonun serin besin kisitlamasindaki
roliinti ve terapotik anti-folatlara verilen yaniti in vitro kosullarda arastirilmasi
amaclanda.

GGH knock-out (KO) ve overeksprese (OE) izojenik hiicre hatlar1 elde
ederek, serin, glisin ve serin/glisin igermeyen ortamda hiicre ¢cogalmalarindaki
farkliliklar hiicre canlilik deneyi ile arastirildi. GGH icin izojenik hiicre hatlarinin 4
farkli besiyerinde metotreaksat duyarliliklar: incelendi. PHGDH inhibitorii CBR-
5884 ile serin endojen sentez inhibisyon deneyleri ile ekzojen ve endojen serin
olmayisinun hiicre canliligina etkisi degerlendirildi. Serin-glisin metabolizmasi ile
ilgili baz1 genlerin ekspresyonlarina bakildi ve LC-MS/MS ile GGH KO hticre
hatlarinda 4 farkli besiyerinde metabolit analizi yapild:.

Hiicre canlilik seviyeleri serin bagimli kontrol hiicrelerine gore GGH KO
hiicre hatlarinda serin icermeyen besiyerinde istatiksel olarak anlamli bir sekilde
fazla idi. Serin bagimhi K562 GGH KO hiicre hatlarinda hiicre canliligim
destekleyecek sekilde kontrol grubuna gore PHGDH gen ekspresyonu anlamli
olarak yiiksek bulundu. CBR-5884 inhibitérti GGH KO olan hiicrelerde hiticre
canliligi anlamli olarak daha da azaltti. Metabolit analizlerinde GGH KO
hticrelerde kontrole gore metabolitlerin anlamli olarak daha az oldugu bulundu.

Bulgularimiz sonucunda; serin bagimli hiicrelerde GGH'mn serin-glisin
metabolizmasinda rolii oldugunu gosterdik. Bu hticrelerde GGH geninin silinmesi
serin de novo sentezini arttirmistir. Folatin hiicre disina gonderilememesi ve hiicre
proliferasyonunun artmasi onkojenik bir etki yaratmistir.

Anahtar Sozciikler: Kanser, GGH, Serin-Glisin, Metotreaksat, Metabolit



ABSTRACT

Molecular Investigation of Serine-Glycine Amino Acid Restriction and
Metabolite Analysis by LC-MS/MS in Cancer Cells

Ada Kog, Saniye
Ph. D. Thesis in Department of Medical Biochemistry, School of Medicine
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa Baki Cekmen
Second Supervisor: Dog.Dr. Burcu Yiicel
June, 2024

In cancer cells, metabolic pathways are reorganised to increase energy
(ATP) production. Although the biochemical pathways involved in the
metabolism of cancer cells have been elucidated, how these pathways are
regulated in different physiological conditions is still a subject of research. In our
preliminary results, the absence of GGH expression in cells that did not proliferate
in serine and serine/glycine-free media suggested that GGH expression may also
play a role in serine metabolism. In this study, we aimed to investigate the role of
GGH expression in serine nutrient restriction and the response to therapeutic anti-
folates in vitro.

GGH knock-out (KO) and overexpressed (OE) isogenic cell lines were
obtained and the differences in cell proliferation in serine, glycine and
serine/ glycine-free medium were investigated by cell viability assay.
Methotrexate sensitivity of isogenic cell lines for GGH was analysed in 4 different
media. The effect of the absence of exogenous and endogenous serine on cell
viability was evaluated by serine endogenous synthesis inhibition experiments
with the PHGDH inhibitor CBR-5884. The expression of some genes related to
serine-glycine metabolism was examined and metabolite analysis was performed
by LC-MS/MS in GGH KO cell lines in 4 different media.

Cell viability levels were statistically significantly higher in serine-free
medium in GGH KO cell lines compared to serine-dependent control cells.
PHGDH gene expression was significantly higher in serine-dependent K562 GGH
KO cell lines compared to the control group, supporting cell viability. CBR-5884
inhibitor significantly further reduced cell viability in GGH KO cells. Metabolite
analyses showed that metabolites were significantly lower in GGH KO cells
compared to control.

As a result of our findings; we showed that GGH has a role in serine-
glycine metabolism in serine-dependent cells. Deletion of the GGH gene in these
cells increased serine de novo synthesis. The inability to send folate out of the cell
and increased cell proliferation created an oncogenic effect.

Keywords: Cancer, GGH, Serine-Glycine, Methotrexate, Metabolite
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SIMGELER VE KISALTMALAR

NEAA Non-esansiyel amino asitler

ETS Elektron transport sistemi

NOX NADPH oksidaz

FPGS Folat poliglutamat sentetaz

GGH y-glutamil-hidrolaz

CRISPR Diizenli araliklarla kiimelenmis kisa palindromik tekrarlar
crRNA CRISPR RNA

tracrRNA Trans-aktive edici crRNA
sgRNA Tek rehber RNA

PAM Protospacer bitisik motif

DSB Baglanip cift iplik kirig

NHE] Homolog olmayan ug birlestirme
HDR Homolojiye yonelik onarim

CRC Kolorektal kanserini

OxPhos Oksidatif fosforilasyonu
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PTEN Fosfataz ve tensin homologu

PHDGH Fosfogliserat dehidrojenaz

PSAT1 Fosfoserin aminotransferaz 1
PSPH Fosfoserin fosfataz

SHMT Serin metiltrasferazlar

PCFT Protona bagh folat transportur
RFC Indirgenmis folat tastyicisi
DHFR Dihidrofolat rediiktaz

THF Tetrahidrofolat

me-THF 5, 10-metilentetrahidrofolat
MTHFD Metilentetrahidrofolat dehidrojenaz
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Gaz kromatografisine
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1.GIRIS

Kanser, normal btiytime ve farklilasmay1 saglayan mekanizmalardaki
bozunum sonucu degisime ugramis bir hiicrenin kontrolstiz cogalmasiyla gelisen
bir hastaliktir (1). Kanserli hiicreler sahip olduklar1 genetik mutasyonlar nedeniyle
hiicre dongiisti  kontrol mekanizmalarma yakalanmazlar ve apoptozdan
kurtularak kontrolstiz bigimde cogalirlar (2). Bu nedenle kanser, hiicrelerin

genetik bir hastalig1 olarak da tanimlanur.

Pek cok kanser hiicresinin esansiyel olmayan (non-esansiyel) amino asitleri
(NEAA) farkli metabolik vyollarla de mnovo sentezleyebilmelerine ragmen
cogalabilmeleri icin bazt NEAA’larin disaridan eksojen alimina bagimli olduklar:
gosterilmistir (3). Bu bagimhiliklarm altinda farkli nedenler yatmaktadir. ilki de
novo sentez ile uretilen amino asit miktarmin g¢ogalan hiicre igin yetersiz
gelmesidir. Tkinci bir neden bazi kanser tiirlerinde sentez basamaklarinda goérevli
anahtar enzimlerin farkli mutasyonlar sonucu islev gérememesidir. Boylece sentez
gerceklesemez (4). Bazi durumlarda ise artmis de novo amino asit sentezi olmasi
kanser hiticrelerini eksojen alima daha az bagimli yapmasina karsin bu kez hiicre
icerisinde meydan gelen bu endojen degisiklige bagiml hale gelirler. NEAA’lar
protein sentezine katkilarmin yami sira enerji tiretimi, diger amino asitlerin,
lipitlerin ve niikleik asitlerin sentezi i¢in karbon ve nitrojen kaynagidir.
Antioksidan savunma mekanizmasma da katki saglamaktadir (5). Kanser
hiicrelerinin ¢ogalmak icin neden bazi NEAA’lara bagmml olduklarmin
arastirllmas: yeni ilag hedeflerinin gelistirilebilmesi icin son yillarda ©nem

kazanmustir.

Son yillarda yapilan calismalar ile farkli kanser hiicre tiirlerinin ¢ogalmak
icin eksojen serin amino asit alimma bagimli oldugu bilinmektedir. Serin
deplesyonu yapilan ortamda kanser hiicre ¢ogalmasmin in vitro ve in vivo
kosullarda azaldig1 gosterilmistir (6). Bir NEAA olan serin hiicre icerisine farkh
sayida transport proteinler ile alinabildigi gibi de mnovo olarak da
sentezlenmektedir. De novo sentezin serin miktarina énemli katki yaptig1 in vivo

calismalarla gosterilmistir (3). Hiicre kiilttirtinde kanser hiicrelerinin artmus



eksojen serin tiiketimleri tespit edilmis ve serin icermeyen besiyerinde
cogaltildiklarinda hiicre icerisindeki serin miktarmnda ¢nemli bir oranda azalis
belirlenmistir. Bu kosullarda hiicrelerin proliferasyonunun yavasladigi ve
metabolizmalarini adapte edebilmek i¢in de novo serin sentezini artirdiklari

gorulmistiir (7).

Serin pek ¢ok molekiiliin biyosentezinin merkezinde yer alir. Non-esansiyel
amino asitler glisin ve sistein prekiirsoriidiir. Boylece dolayli olarak glutatyon
tiretimine de katki saglar. Membran fosfolipidleri sfingolipid, fosfotidilserin,
fosfotidiletanolamin ve fosfotidilkolin tretiminde gorev alir. Tek karbon
metabolizmas1 aracilifi ile serin, folat dongtisti icin en 6nemli tek karbon
kaynagidir. Diger kaynaklar ise glisin, kolin, betain, sarkozin, histidin ve triptofan
katabolizmasi ile tiretilen formattir (4,5). Folat dongtisi NADPH ve NADH gibi
kofaktorler ile ATP tiretimine katkida bulunur. Folat metabolizmasi hem sitozol
hem de mitokondride birbirine oldukg¢a yakin ancak farkli enzimler tarafindan
yurttultir. Farkli hiicre hatlar1 ve maya hiicrelerinde yapilan calismalarda
sitozolik  tek  karbon  gruplarinin  ¢ogunlukla  mitokondriyal serin
katabolizmasindan geldigi gosterilmistir. Mitokondriyal folat dongtistinde NADH
ve NADPH seviyesinin sabit tutulmasi saglanir ve bdylece elektron transport
sistemi (ETS) ile ATP tiretimine katki saglanir. Sitozolik NADPH {iretimi ile
ozellikle kanser hiicrelerinde redoks regiilasyonu, lipit sentezi, NADPH oksidaz
(NOX) sinyal sistemine katki saglanarak hiicre proliferasyonu desteklenir. Folat
metabolizmas1 ayrica piirin biyosentezi, mitokondriyal protein translasyonu ve
methionin rejenerasyonunda gorev alir. Metabolik yolaklarin ttim bilesenleri
tanimlanmis olmasina karsin metabolik akisin ne sekilde hangi mekanizmalar ile
diizenlendigi halen arastirma konusudur. Bununla birlikte folat metabolizmasimin

halen baz: bilesenleri ve fonksiyonlar1 tanimlanamamastir (3,8).

Folat hiicre icerisine plazma membraninda yer alan SLC19A1 ve SLC46A1
transmembran tasiyicilar ve FOLR1-1 reseptortii ile alinir. Folat hiicre igerisine folat
monoglutamat alinir ve dolasimda bu sekilde bulunur. Ancak hiicre igerisinde

folatin tutulup folat bagimli enzimlerin calisabilmesi i¢in polyglutamat eklenmesi



gerekir. Bu islem sitozolde folat polyglutamat sentetaz (FPGS) tarafindan
gerceklestirilir. Folat polyglutamat hiicre disina ¢ikarilamaz. Hiicre dismna folat
verilebilmesi icin yeniden monoglutamat haline getirilmesi gerekir (8). Folatin
monoglutamath haline gelmesinde (folat deglutamasyonu) gorevli bilinen tek
enzim y-glutamil-hidrolaz (GGH) dir. GGH hiicre icerisinde lizozomda lokalizedir
ve bazi durumlarda ekstraseliiler ortama salindig1 da gosterilmistir (9). GGH'1n
folat deglutamasyonundaki roltiyle uyumlu olarak hepatoseliiler kanser hiicre
hatlarinda GGH ekspresyonunun artmasiyla hiicre ici folat dagiliminin degistigi,

daha kisa folat polyglutamat zincirlerinin varhig: gosterilmistir (10).

GGH geni 8. kromozomun uzun kolunda lokalizedir. Farkli dokulardan
elde edilen cDNA analizlerinde tek bir transkripti oldugu bildirilmistir. Hemen
hemen her dokuda farkli miktarlarda eksprese olmaktadir. Artmis GGH
ekspresyonu meme kanseri (11) ve prostat kanserinde (12) kotii prognoz ile
iliskilendirilmistir. TCGA veri tabaninda yapilan analizlerde ise endometrium ve

akciger kanserlerinde de kotii prognoz ile iliskili bulunmustur.

On deneylerimizde serin ve serin/glisin icermeyen besiyerinde
¢ogalamayan hiicrelerde GGH ekspresyonunun az olmas: ya da olmayisi bize
GGH ekspresyonunun serin metabolizmasinda da rolii olabilecegini
disundiirmiistiir. Bu diistinceden yola ¢ikarak GGH ekspresyonunun serin besin
kisitlamasindaki roliinii ve terapotik anti-folatlara verilen yaniti in vitro kosullarda
arastirmay1r planladik. Sunulan bu tez c¢alismasindaki amacimiz kanser
hticrelerinde GGH ekspresyonunun serin-glisin besin kisitlamasina bagli hiicre
icindeki degisimleri izlemektir. Bu dogrultuda GGH knockout ve overeksprese
izojenik hiicre hatlar1 elde edip serin, glisin ve serin/glisin icermeyen ortamlarda
hiicre ¢ogalmalarini inceledi ve GGH ekspresyonunun serin olmayan ortamdaki
hticresel roliinti daha detayl1 anlamak i¢in metabolit analizi yapildi. Metabolitlerin

miktari likit kromotografi ile entegre kiitle spektrometresi ile belirlendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, diinya ¢apinda 6nemli bir halk saglig1 sorunudur. Kanserden 6ltiim
oranlar1 1991'den bu yana stirekli olarak azalma gostermis; genel olarak
glintimtize dek %33'ltik bir duistisle yaklasik 3,8 milyon kanser 6liimii onlenmistir.
Bu sigara kullanimindaki azalmadan, meme, kolorektal ve prostat kanserleri icin
taramalar yapilmasindan, kolon ve meme kanserleri icin adjuvan kemoterapiler
gibi tedavideki gelismelerden kaynaklanmaktadir. Son zamanlarda hedefe yonelik
tedavilerdeki ve immiinterapilerdeki ilerlemeler, akciger kanseri ve diger
insidansi artan veya sabit olan kanserler (l16semi, melanom ve bobrek kanseri) igin

mortalite oranlarinda azalmalar olarak yansimstir (13).

Kanser karmasik ve cok yonlii bir hastaliktir. Kanserin ayirt edici 6zellikleri
yeni eklenenlerle birlikte Sekil 1'de gosterilmektedir (14). Temelde normal gen
ekspresyonunu koordine eden epigenomun disregiilasyonu kadar DNA'da
onkogenleri aktive eden ve timor baskilayicilar1 da inaktive eden mutasyonlarin
baslattig1 bir genom hastaligidir. Ayni zamanda, konak¢inin savunma sistemlerini
atlatan, hiicre yapisi, hareketliligini ve biiytime ile ilgili metabolik degisikliklerden
beslenen bir hiicre hastaligidir. Genomik degisikliklerin, hiicresel adaptasyonlarin,
mikro cevredeki degisikliklerin nasil gerceklestigini anlamak, bireysel kanserlerin
baslangicini, ilerlemesini ve terapotik yanitlarin olusumunu ortaya koymak, daha
etkili tedavi seceneklerini gelistirmek icin ¢ok 6nemlidir (15). Memeli hticrelerine
adaptasyonundan sonra CRISPR (diizenli araliklarla kiimelenmis kisa
palindromik tekrarlar) gen diizenleme yontemi, hiicre fonksiyonunun tim
yonlerini arastirmak icin giiclii ve esnek bir ara¢ olmustur. Kanser biyolojisinin
anlasilmasi {izerinde biiytik etki yaratmis ve CRISPR teknolojileri yakin gelecekte
genetik hastaliklarin tistesinden gelinmesinde insanlar icin 6nemli tedaviler haline

gelebilir (16).

-CRISPR; CRISPR ve CRISPR ile iligkili (Cas) proteinler bir bakteriyel

adaptif immiin sistem temel bilesenleridir (17). Kiimelenmis diizenli aralikli kisa



palindromik tekrarlar (CRISPR) - CRISPR ile iligkili protein 9 (Cas9) sistemi,
dogada faj enfeksiyonuna ve plazmid transferine karsi bakteriyel bir savunma
mekanizmasidir (Sekil 2). CRISPR/ Cas adaptif bagisiklik sistemi iki ana asamadan
olusur: asilama ve bagisiklik. Asilama asamasinda Cas proteinleri yabanci viral

DNA'y1 parcalayan bir kompleks olusturur.
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Sekil 1: Yeni eklemeler ile kanserin ayirt edici 6zellikleri (14). “Kanserin Ayirt Edici Ozelliklerine”

kanonik ve olas1 yeni eklemeler tasvir edilmistir.

Bu yabanct DNA parcacig1 daha sonra bakteriyel CRISPR lokuslarina dahil
edilir (18). Ikinci immiinite asamasinda, yeniden ayni viriis ile enfeksiyonun
ardindan CRISPR lokuslarina entegre olan DNA birimi, CRISPR RNA (crRNA)
onctllerini olusturmak icin transkribe olur (19). Cas9 endoniikleaz1 daha sonra

trans-aktive edici crRNA'lar (tracrRNA) tarafindan crRNA prekiirsorlerine
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baglanmak {tizere yonlendirilir. (Sekil 2) (20). RNAse III tarafindan boéltinmenin
ardindan olgun bir crRNA-Cas-tracrRNA kompleksi olusur (21). Olgun crRNA,
ayni virtistin tekrar enfeksiyonu {izerine viral DNA ile esleserek Cas enziminin

tetiklenmesi ve viral DNA'min boltinmesi icin kiiciik bir kilavuz RNA olarak

hizmet eder (22).
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Sekil 2: Bakterilerde CRISPR aracili bagisiklik mekanizmasi (20).

CRISPR/Cas9'un hedefinin degistirilmesi yalnizca kilavuz RNA dizisinin
degistirilmesini gerektirir; bu da CRISPR/Cas9 genom diizenleme sisteminin
cesitli hiicre tiplerinde ve organizmalarda genom diizenleme, transkripsiyonel
pertiirbasyon, epigenetik modiilasyon ve genom goriintiileme gibi genetik
materyali degistirmek icin gticli bir RNA kilavuzlu DNA hedefleme araci olarak
uyarlanmasina yol acmistir (23). CRISPR/ Cas sistemi ti¢ ana tipi (tip I, II ve III) ve
12 alt tipi kapsar. Tip I ve III ile karsilastirildiginda, tip II sistem belirli bir DNA

dizisini kesin olarak hedeflemede tek bir Cas proteinine ihtiya¢ duyar ve bu



nedenle en yaygin kullanilan genom dtizenleme aract haline gelmistir.
Streptococcus pyogenes kaynakli tip II CRISPR-Cas9 sisteminin bilim insanlar1
tarafindan memeli hiicrelerinde basarili bir sekilde uygulanmasi ©nceki
yontemlerin kisitlamalarini eleyerek genom miihendisliginde buytik bir adim
olmustur. Bu ¢ok yonlu sistem, iki biyolojik bilesenden olusur: RNA kilavuzlu
DNA endontikleaz Cas9 ve kimerik tek rehber RNA (sgRNA). SgRNA molekiilii,
hem bir CRISPR RNA (crRNA) bileseni hem de Cas9'a baglanan ve onu hedef
dizide baz eslesmesi yapmak icin ilgili genomik diziye yonlendiren bir trans-
aktive edici crRNA (tracrRNA) bileseni de igerir (24). Ilgili bolgenin taminmasinda
tek kriter, hedef dizinin S. pyogenes kaynakli Cas9 igin bir NGG veya NAG
trintikleotitden olusan protospacer bitisik motif (PAM) dizisine bitisik olmasidir.
PAM olmadan Cas9, sgRNA hedef dizi ile tamamen eslenik olsa bile ilgili diziyi
parcalayamaz. Tek rehber RNA'l1 Cas9, genomda ilgili diziye baglanip cift iplik
kirigina (DSB) sebep olur (25). Her iki DNA zincirinin kirilmasi genom stabilitesi
icin tehdit olustur. Okaryotik hiicrelerde bu 6liimciil hasarin onarimu igin iki ana
yol vardir: homolog olmayan ug birlestirme (NHE]) ve homolojiye yonelik onarim
(HDR). NHE], kirik uglar1 birbirine baglayan, genellikle rastgele ekleme veya
silme ile sonuglanan, hataya acik bir onarim mekanizmasidir. Bu, gergeve kaymasi
mutasyonlarina ve dolayisiyla gen fonksiyon kaybina yol agabilir (26). NHE] ile
karsilastirildiginda HDR, kiritk DNA'y1 yeniden yapilandirmak i¢in homolog DNA
sablonlar1 kullanir (27). Boylece, genomdaki belirli bolgelerde {iretilen DSB’lere
kars1 hedef hiicreye bir donor sablonu eklenerek ilgili genom dizisinin dogru bir
sekilde modifiye edilmesi teorik olarak olasidir (28). Bu prensibe dayanarak, tip II
CRISPR/Cas sistemi insan hiicrelerindeki endojen genomik bolgeleri dogru bir
sekilde yikabilir (29). Birden fazla rehber RNA'nin eszamanli olarak tanitilmasi,
okaryotik genom diizenleme de bir ara¢ olarak CRISPR/Cas9'un fizibilitesini

kanitlayarak hedef lokusun ¢oklu diizenlemesini saglayabilir (30).

-CRISPR-Cas9  sisteminin = kanser  biyolojisindeki  potansiyel
uygulamalari; Geleneksel kanser tedavi yontemleri (6r. cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi) niiksti geciktirebilir ve kanser hastalarinin sag kalimini uzatabilir,

ancak timoriin niiksetmesi veya ilag direnci genellikle kotii prognoza yol acar.
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Ayrica kemoterapi ve radyoterapinin 6zgilliigtiniin olmamasi zararli yan etkilere
ve hatta baz1 durumlarda 6ltime yol acabilmektedir. Bununla birlikte, yeni kanser
tedavilerine hala ihtiya¢ duyulmaktadir ve CRISPR / Cas9 teknolojisi, kanser
tedavisinde potansiyel devrim niteliginde degisiklikler icermektedir. CRISPR-Cas9
sisteminin esnekligi ve modiilerligi, cogu hiticre kultiirti sistemlerinde basariyla
gerceklestirilen pek ¢cok genom miihendisligi uygulamasinin gelistirilmesine yol
a¢mustir. Bunlarin bir¢ogu in vivo kullanim igin de uyarlanabilir (31). Bu teknoloji,
tumor baskilayic1 genlerde, onkogenlerde ve hiicresel transformasyon diger
modiilatorlerinde veya ila¢ yaniti incelemesinde hem fonksiyon kaybi hem de
fonksiyon kazanimi mutasyonlarmin hizli ve hassas bir sekilde tasarlanmas: igin
kullamlir. Ornegin, Sato ve meslektaslar1 insan kolorektal kanserini (CRC)
modellemek icin transforme olmamis insan bagirsak organoidlerinde hem
fonksiyon kayb1 hem de fonksiyon kazanimi mutasyonlarim sistematik olarak
tasarlamak icin CRISPR-Cas9 sisteminin kullanimini gosterdiler. Dikkat cekici bir
sekilde, siklikla insan CRC'si ile iligkili bes bagimsiz mutasyonun (ti¢ fonksiyon
kayb1 mutasyonu ve iki fonksiyon kazanim mutasyonu) seri olarak tamtilmasi,
insan hastaliginin tiimorijenik ve metastatik 6zelliklerini tam olarak 6zetlememis,
bu da tam malignite igin ek ikincil genetik ve/veya epigenetik olaylarin gerekli
oldugunu distindiirmistiir (32). Ilave olarak, CRISPR-Cas9 sisteminin c¢oklu
kullanim olanagi, kanser hiicrelerindeki kombinatoryal giivenlik agiklarimi
arastirmak ve epistatik iliskileri ve sentetik oliimctil etkilesimleri sistematik olarak
test etmek icin firsat sunar. Ayn1 zamanda bolgeye 6zgii rekombinazlar, endojen
alellerin etiketlenmesi ve kodlamayan DNA elementlerinin sorgulanmasina
dayanan endojen kosullu alellerin tiretilmesine de izin verir (33, 34). CRISPR-Cas9
sistemi, ayn1 veya farkli kromozomlarda iki uzak cift iplikli kirilmay1 (DSB)
tetiklemek igin de kullanilabilir, bu da hedef dizilerin translokasyonu,
delesyonuna veya inversiyonuna yol acar ki bu uygulama hiicrelerde ve in vivo

olarak etkin bir sekilde gosterilmistir (Sekil 3) (35,36).
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Sekil 3: CRISPR/Cas9 teknolojisi ile kanser modellemesine genel bakis (37).

2.1.1. Kanser Metabolizmasi

Kanser tedavisinde bugiine kadar kaydedilen ilerlemeye ragmen, hastalig:
tamamen yenmekten hala cok uzagiz. Normal hiicrelerin kanser hiicrelerine
dontismesinden sonraki en dnemli degisiklik, metabolizmalarindaki degisikliktir.
Kanser hiicrelerinin metabolizmas1 biyokiitle {iretimi ve ¢ogalmaya yoOneliktir.
Yerel doku icindeki metabolik kaynaklar sinirli oldugundan, bu durum besin
maddelerinin tiikenmesine ve metabolik atiklarin birikmesine yol acabilir. Bu
kosullarda buytimeyi stirdiirmek igin kanser hiicreleri, cesitli metabolik
adaptasyonlar kullanir (38). Ayrica, belirli metabolitler sadece enerji ve biyokiitle
tiretimi igin substrat olarak hizmet etmekle kalmaz, ayn1 zamanda gen ve protein
ekspresyonunu diizenleyebilir ve tiimor cevresindeki transformasyona
ugramamis hiicrelerin davranisini etkileyebilir. Ttimorler biiytidiikce ve metastaz

yaptikca viicuttaki besin dagilimini da etkileyebilir ve bundan etkilenebilir (39).

Glikoz alimi ve glikolizin upregiilasyonu (Warburg etkisi) gibi aerobik

kosullar altindaki metabolik degisiklikler, kanser metabolizmasimin belirgin



ozellikleri olan glutamin bagimliligini ve reaktif oksijen ttirlerini (ROS) artirir (40).
Otto Warburg, kanser hiicrelerinin hasarli mitokondri nedeniyle mitokondriyal
oksidatif fosforilasyonu (OxPhos) kullanmadigin1 ve aerobik glikolize (oksijenin
bol oldugu ortamlarda bile glikozun laktata dontismesi) oldukca bagimh
olduklarini ileri stirmiistiir. Ancak sonraki ¢alismalar, kanser hiicrelerinin cesitli
tumor mikro-ortamlarina bagli olarak glikoliz ve solunum iki enerji
metabolizmasinin yonetimini tersine cevrilebildigini veya eszamanli olarak
kullanarak metabolik esneklik gosterebildigine dair kanitlar sunmustur (41). Cogu
timorde mitokondriyal islev bozuklugu olmaksizin glikolizin arttigina dair net
gostergeler vardir. Bu kanserlerde OxPhos, aymi oksijen kismi basinci altinda
normal dokulardaki OxPhos kadar ATP {iretir ve fonksiyonunu yerine getirir (42).
Chance ve galisma arkadaslari, mitokondriyal islev bozukluguna kars1 timor
hiicrelerinin sitokromlarimin saglam ve islevsel oldugunu gostermislerdir (43-47).
Proliferasyonu desteklemek icin glikoz oksidasyonunu aktif olarak bastirmak
yerine, kanser hiicrelerindeki glikozun oksitlenebilecegi glikoliz oranmin
maksimum orani astig1 ileri stiriilmektedir. Dolayisiyla, piruvat ve NADH
sitozolde mitokondriye tasinabileceklerinden ve mitokondri tarafindan
kullanilabileceklerinden daha hizli tiretilir. Kanser hiticrelerinin fermentasyona
yonelmesi tercih edilen bir metabolik fenotip degildir, bunun yerine
mitokondriyal doygunlugun ikincil bir sonucudur. Laktat tiretimi de NAD+
seviyelerinin yenilenmesini saglayan bir kanal olarak kullanilir (48).Cogu tiimorde
Warburg etkisi, (normoksik/hipoksik) hipoksi ile indiiklenebilir faktor-1 (HIF-
1)Y'in asir1 ekspresyonu, onkogen aktivasyonu (cMyc, Ras), timor baskilayicilarin
islev kayb1 (mutant p53, mutant fosfataz ve tensin homologu (PTEN), aktive
edilmis (PI3K-Akt-mTORC1, Ras-Raf-MEK-ERK-cMyc, Jak-Stat3) veya deaktive
edilmis (LKB1-AMPK) sinyal yolaklari, timor mikrogevresinin bilesenleri ve HIF-
1'in epigenetik mekanizmalarla is birligi arasindaki etkilesimden kaynaklanan

'bencil' metabolik yeniden programlamanin bir parcasidir (49).
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2.1.1.2. Kanserde Serin-Glisin ve Tek Karbon Metabolizmasi

Tek karbonlu birimler biiytik 6l¢tide esansiyel olmayan amino asitler olan
serin ve glisinden elde edilir. Hem serin hem de glisin disaridan hiicre icine
almabildigi gibi hiticre icinde diger karbon kaynaklarindan sentezlenebilir. Serin,
glukozdan bir seri enzim [fosfogliserat dehidrojenaz (PHDGH), fosfoserin
aminotransferaz 1 (PSAT1) ve fosfoserin fosfataz (PSPH)] araciligiyla glikozdan de
novo olarak olusturulur (Sekil 4) (50). Memelilerde, kuslarda ve baliklarda glisin
amino asidi serin disinda treonin, kolin ve hidroksiprolinden de

sentezlenmektedir (Sekil 5) (51).
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4 1
i : SHMT1
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3P-glycerate B aP-pyruvate =)  3P-serine == Serine f— Glycine - _
4
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. ! 1
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Sekil 4: Serin-glisin biyosentez yolu (52).

Serin, metiltrasferazlar SHMT1 (sitoplazmik) ve SHMT2 (mitokondriyal)
tarafindan glisine dontstiirtilir. Bu reaksiyon sirasinda serinden ayrilan tek

karbon birimi tetrahidrofolata (THF) aktarilarak metilen-THF {iretilir (53).

Tek karbon metabolizmasi, folat dongiisti ile metiyonin dongtistintin ve
trans-stilfiirasyon yolaginin birlesmesiyle olusan bisiklik bir yolaktir (54). Folat,
piirin ve pirimidin niikleotidlerinin sentezinin yani sira serin ve homosistein gibi
amino asitlerin metabolizmas: igin gereklidir. Diyetle alan folat, proksimal ince
bagirsakta gamma-glutamil hidrolaz (GGH) enzimiyle poliglutamat formunda
monoglutamata forma hidrolize edilir. Bu hali ile folat, proksimal ince bagirsakta
protona bagh folat transportur (PCFT) ile ve alt bagirsakta indirgenmis folat

tastyicisiyla (RFC) apikal fircams: kenardan enterosite geger (55).
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Sekil 5: Hayvanlarda serin, kolin, treonin ve 4-hidroksiprolin'den glisinin sentezi (51).

Hiuicreye gelen folat, folipoliglutamat sentetaz (FPGS) enzimi ile
monoglutamattan poliglutamat forma dontistiirtiltir. Folat dongiistinde folik asit
dihidrofolat rediiktaz (DHFR) tarafindan iki kez indirgenir ve son olarak
tetrahidrofolat (THF) olur. THF, serinin glisine doniisimiinden agiga cikan bir
karbon birimini 5, 10-metilentetrahidrofolat (me-THF) olusturmak igin alir ve me-
THF da daha sonra ya metilentetrahidrofolat dehidrojenaz (MTHFD 1/2/1L)
tarafindan ~ 10-formiltetrahidrofolata (FTHF) dontsturulur  ya da
metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) tarafindan 5-metiltetrahidrofolata
(mTHF) katalizlenir. mTHF daha sonra tekrar demetile edilebilir ve tekrar THF'ye
olusturalabilir. mTHFnin demetilasyonu folat dongtistinti tamamlar ve ardindan
metiyonin dongiistinii  baslatr.  mTHF karbon birimlerini homosisteine
aktarmasiyla metiyonin adenozin transferaz (MAT) tarafindan metiyonine
olusturulur. Metiyonin, S-adenozilmetiyonin (SAM) tiretmek icin kullanilir. SAM,
metilasyon reaksiyonunun bir substratidir ve demetile edildiginde S-adenosil
homosistein (SAH) olusturur. Daha sonra SAH hidrolaz (SAHH) tarafindan SAH
homosisteine dontistiiriiliir, boylece tiim metiyonin dongtisti tamamlanir (Sekil 6)

(53,54).
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Sekil 6: Serin ve glisin sentezi ve bir karbon metabolizmasi ¢iktilar1 (56).
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Tek karbon metabolizmasi, hizla boliinen kanser hiicrelerinde DNA ve
RNA sentezi igin temel olan piirin ve pirimidin niikleotidlerinin sentezi yoluyla
hiicre btiytimesine katkida bulunur. Pirimidin niikleotidi deoksitimidin
monofosfatin (ATMP) sentezinde metil donorii olarak 5,10-metilen tetrahidrofolat
(MTHF) kullanilirken, ptirin 6nctisti inozin monofosfatin (IMP) olusumu iki tek
karbonlu birim ve bir molekiil glisinin dahil edilmesini icerir. Ayrica IMP,
guanozin monofosfat (GMP) veya adenozin monofosfata (AMP) dontisttiriilebilir

(57).

Tek karbon metabolizmasinin ¢iktilar1 arasinda proteinler, lipidler,
niikleotidler ve metilasyon reaksiyonlarinin substratlarmnin yam sira ATP,
NADPH tiretimi ve enerji dengesinin diizenlenmesi gibi biyomakromolekiillerin
sentezi de yer alir. Folat dongtistintin bir turunda, me-THF'nin MTHEFR tarafindan
indirgenmesi sirasinda bir molekiil NADP+ tretilir. NADP+ /NADPH oraninin
sabit tutulmasi redoks durumunun stirdiiriilmesine yardimei olur. Ayrica, sistein,
glisin ve glutamik asit iceren bir tripeptit olan GSH, NADP+ /NADPH oraninin
korunmasina katkida bulunur ve redoks dengesine katkida bulunur. Bu nedenle,
kanser hiicreleri bu metabolik yollardaki degisikliklerden hayatta kalma ve

cogalma avantajlar1 elde eder (58).

Serin ve glisin sentezinin diizenlenmesi; Serin ve glisin sentez
genlerindeki dogrudan genetik degisikliklerin yani sira, geleneksel onkogenler ve
tumor baskilayici genlerdeki cesitli mutasyonlar serin ve glisin sentezi boyunca
akis1 zorlar. Serin ve glisin sentezindeki akis, transkripsiyonel, epigenetik,
translasyonel ve post-translasyonel mekanizmalar tarafindan siki bir sekilde
kontrol edilir. Transkripsiyon faktorleri ATF4, NRF2, MYC ve HIFla, serin ve
glisin sentez genleri olan PHGDH, PSAT1, PSPH, SHMT1 ve/veya SHMT2 nin
transkripsiyonlarini ya bu genlerin diizenleyici bolgelerine dogrudan baglanarak
ya da bu genlerini diizenleyen c¢ok proteinli transkripsiyon faktorii
komplekslerinin bir pargas: olarak kontrol ederler. mTORC1 kompleksi ve
fosforlanmis okaryotik baslangic faktorti 2a (elF2a) biiyiime sinyallerine yanit

olarak veya serin yoksunlugu kosullarinda ATF4 translasyonunu uyarirlar (56).
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2.2. GGH Enzimi
Gama-glutamil hidrolaz (GGH, y-Glu-X Karboksipeptidaz, E.C. 3.4.19.9),

turler arasinda ytiksek oranda korunmus folatlarin ve anti-folat molekiillerin
metabolizmasinda rol oynayan bir lizozomal homodimer enzimdir. Bir memeli
hiicresine giren folatlara ve anti-folatlara bagli gama-poliglutamat zincirlerini
parcalamak icin bir endo- ve/veya ekzo-peptidaz gorevi gortir. GGH, 8.
kromozomda yer alip (q12.23-13.1), 9 ekzon ve 36 kDa, 23,748bp (957 bp cDNA)

318 amino asittir (59).

GGH ¢ogu dokuda ifade edilmesine ragmen karaciger, bobrek ve serumda
cok daha fazla miktarlarda bulundugunu tespit edilmistir (60, 61). Lizozomal bir
enzim olmasina ek olarak in vitro olarak hem normal hem de timor hiicelerinden
hiicre disina da sekrete edildigi gosterilmistir (62, 63).Daha sonraki calismalarla
cDNA’sinda glikolizasyon icin endoplazmik retikuluma yonlendirilen bir sinyal

dizisi tespit edilmistir (64, 65).

GGH aktivite icin indirgenmis tiyollere ihtiya¢ duyar ayrica bu aktivite,
iyodoasetik asit ve p-hidroksimerkiiribenzoat gibi sistein modifikasyon reaktifleri
ile de inhibe edilebilir. Aktif bolgesinde 4 tane sistein amino asiti vardir,

bunlardan sadece bir tanesi enzimin aktivitesi icin yeterlidir (66).

GGH, folatin hiicresel homeostazisinde 6nemli bir rol oynar. Ayrica,
yiiksek GGH seviyeleri anti-folatlara, o6zellikle metotreksata karsi hiicresel
direngle iliskilendirilmistir (Sekil 7). Hiicrelerin MTX ve diger monoglutamil
antifolatlara duyarlilig: hiicre ici serbest ilag seviyesine kritik dl¢tide baglhidir. Bir
folat antagonisti olan metotreksat (MTX), akut lenfoblastik losemi (ALL),
osteosarkom ve non-Hodgkin lenfoma gibi hem cocukluk ¢ag1 hem de yetiskin
kanserlerinin  tedavisinin ©nemli bir kemoterapotiktir. MTX  dogal,
monoglutamath formunda dihidrofolat rediiktaza (DHFR) baglanip onu inhibe
edebilse de poliglutamilasyon MTX'i timidilat sentaz ve pitirin biyosentez
enzimleri Glisinamid Riboniikleotid Formiltransferaz ve Aminoimidazol
Karboksamid Ribontikleotid Formiltransferaz gibi diger enzimler igin de inhibitor

yapar. MTX'in aksine, Tomudex (ZD1694) ve 5,10-dideazatetrahidrofolat
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(DDATHEF) gibi diger anti-folatlar, aktiviteleri icin poliglutamilasyona bagimlidir.
Sonug olarak, FPGS tarafindan katalizlenen reaksiyon ile GGH tarafindan
katalizlenen  hidrolitik  reaksiyonun toplami olan bu anti-folatlarin
poliglutamilasyon derecesi, serbest ila¢ birikiminde onemli bir faktor haline gelir

ve FPGS ve GGH'nin goreceli aktivitelerinden etkilenir (67).

Sekil 7: Folik asit (iistte) ve metotreksatin (altta) yapilar1 ( Dikey oklarla gosterilen kesim
bolgeleri, (H) insan) (67).

MTX hiicre i¢ine indirgenmis folat tasiyic1 1 (RFC1/SLC19A1) ve proton-
bagli folat tasiyic1 (PCFT/SLC49A1) tarafindan tasinir. SLCO1B1 karacigerde
onemli bir MTX tasiyicisidir. Hiicre iginde MTX, FPGS tarafindan
poliglutamasyona ugratilir (MTX-PG), bu da MTX'in hiticresel tutulmasin ve
farmakolojik  aktivitesini ~artiir ve daha sonra GGH tarafindan
depoliglutamasyona ugratilir ve daha sonra ABCC1-5, ABCB1 ve ABCG2 (ATP
Binding Cassette C1-5, Bl, G2) tarafindan hiicre disina tasimir. MTX(-PG),
Dihidrofolat Rediiktaz (DHFR) ve Timidilat Sentaz:1 (TS) inhibe eder. Tek karbon
ve folat metabolizmasinda siklikla calisilan ve  baglantihi  genler;
Metilenetetrahidrofolat Redtiktaz (MTHEFR), Metilenetetrahidrofolat
Dehidrogenaz 1 (MTHFD1) ve Metiyonin Sentaz/Rediiktazdir (MS/MTRR) (Sekil
8) (68).
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ABC transporters:
ABCC1-5, ABCB1, ABCG2

MTX-PG1-3

% Methylation

Sekil 8: MTX ve folat metabolizmasinda 6nemli tasiyicilar ve enzimler (68).

2.3. Metabolomik Analizi

Metabolomik,  biyolojik ~ orneklerdeki =~ metabolitlerin  kapsamli
degerlendirilmesiyle ilgilenen omik teknolojilerinden biridir. “Omik" (genomik,
transkriptomik, proteomik ve metabolomik) analizlerinden elde edilen detayh
bilgi; hastaliklarin mekanizmasini anlamak, onlarin erken teshisini kolaylastirici,
bireysel tedavi stratejilerinin secilmesi ve bunlarin etkinligini degerlendirmek icin
biiytik bir potansiyele sahiptir. Omik, belirli bir biyomolekiil tiirtintin tamaminin
veya bir organizma icindeki molekiiler bir stirecin biittintintin arastirilmasiyla
tanimlanan cesitli biyolojik ¢alisma alanlarindan herhangi biridir. (69). Biyolojik
stireclerin son noktasi olan metabolitler, genlerin ekspresyonunu, proteinlerin
fonksiyonunu, cevresel etkileri ve genetik yapilarin karsilikli iliskilerinin anhk
goruntiisinii  sunar. Metabolomik; belirli bir zaman diliminde dokularda,
hiicrelerde ve fizyolojik sivilarda kiiciik molekillii metabolitlerin (molekiiler

agirhigt <1000 Da) tamimlamasi ve miktarinin belirlenmesidir. Metabolomik
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analizler bir doku veya viicut sivilarindaki binlerce metabolitin ayni anda
degerlendirilebilmesi ile hastaliklarda etkili olan metabolik yolaklarin taninmasi
ve spesifik metabolitlerin derisimlerinin belirlenmesine ve bdylece klinik vakalar
arasindaki molekiiler farkliliklarin saptanmasi sonucunda erken teshis ve

tedavinin bireysellestirilmesine olanak saglamaktadirlar (70).

Metabolomik analiz birka¢ temel adimi igerir: (1) numune hazirlama ve
ekstraksiyon; (2) bir kolon tizerinde metabolit ayristirma (kromatografi), 6rnegin
gaz kromatografisine (GC), likit kromatografisine (LC) gibi; (3) bir iyon kaynag:
kullanilarak metabolitlerin iyonlastirilmasi; (4) iyonlar ucarken veya salinirken bir

kiitle analizoru ile kiitle-ytik (m/z) orani temelinde ayrisma; ve (5) deteksiyon

(Sekil 9) (71).

Numune Hazirlanmasi
alisma Tasarnmi
Galis : Ekstraksiyon
LC-MS/MS Analizi
s Ham Verinin Elde
i‘:; Edilmesi ve Veri
= Isleme Sireci

Created in BioRender.com bio

Sekil 9 : LC-MS/MS Tabanli Metabolomik Is Akis1 ( Gérsel BioRender.com tizerinden
olusturuldu).

Metabolomik alaninda, hem niikleer manyetik rezonans spektroskopisi
(NMR) ve hem de kiitle spektrometresi (MS) yontemleri teknikleri en popiiler
olanlaridir. Hem dogrudan enjeksiyon 6zelligi hem de kromatografik tekniklere

baghh MS yontemleri, biyolojik sistemlerdeki diistik molekiil agirlikli bilesiklerin
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analizindeki basarisi nedeniyle metabolomik igin gticlu bir teknolojiye
dontsmiistiir. Kromatografik tekniklerle ilgili olarak, ilk metabolomik ¢alismalar
genellikle GC dayanmiyordu, ¢ilinkii bu oldukga verimli, hassas ve tekrarlanabilir
bir teknikti. Ancak GC, yalmizca ugucu bilesiklerin veya ugucu hale gelen
bilesiklerin analiz edilebilmesi ve kapsamli numune hazirliginin gerekli olmasi
gibi bir dezavantaja sahiptir. Buna karsihik, yiiksek performansh sivi
kromatografisi (HPLC) ve ultra yiiksek performansli sivi kromatografisi (UHPLC),
tiirevlendirme gerekmeksizin daha genis bir metabolit yelpazesinin analizine izin

verdigi icin GC'den daha kapsamli olarak kabul edilmektedir (72).

Metabolomik stratejileri, her biri kendi avantajlar1 ve smirlamalari olan
hedeflenmemis ve hedeflenmis yaklasimlar olarak ikiye ayrilabilir.
Hedeflenmemis metabolomik, bilinmeyen kimyasal da dahil olmak tizere bir
numunedeki tespit edilebilir tim metabolitlerin analizine odaklanir. Buna karsilik,

hedeflenen metabolomik tanimlanmis metabolit gruplarinin 6l¢timiidir.

Hedefli metabolomik, tipik olarak bir veya daha fazla ilgili yolaga
odaklanarak belirli bir sayida (ortalama 20 gibi) bilinen metabolitleri aramay1
amagclar. Hipotezi dogrulama, spesifik 6zellikleri arastirma amacl kantitatif sonug
veren bir analizdir. Bu sonucu verebilmek icin ticari standart kimyasallara ihtiyag

vardir. Ekstraksiyonu ise aranan molekiillere spesifiktir (73).

Hedeflenmemis analizler, hem yeni hipotezlerin olustrulmasina hem de
yeni hedeflerin kesfi igin firsat sunmaktadir. Onceden belirlenmis bir
bilesik /metabolit sinifin1 taramak yerine, hedeflenmemis metabolomik, son yirmi
yilda cesitli hastaliklarda global metabolit kesfi (belirli bir fenotipin kimyasal
mediyatorleri) icin anahtar olmustur. 1000’den fazla metabolit taramasi yapar ve
kimyasal standartlara gerek yoktur. Kolon olarak genel olarak hidrofobik
bilesikleri taramak icin C18, hidrofilik bilesikler i¢cin HILIC kolon tercih edilir. Cok

tazla veri elde edildigi i¢cin analiz kisminda filtreleme yapilmas: gerekebilir (74).
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Gerecgler

3.1.1. Kimyasallar
Tablo 1: Calismada kullanilan Kimyasallar

Uriin
Metotreaksat Hydrate, 13960
CBR-5884
U-13C6 Glukoz, 33874
D-Glukoz Soliisyonu 200g/L
Etidyum bromiir
Agaroz LE
Izopropanol (CsHsO)
Metanol
Tris Baz
Tris-HCI
Tween 20
Triton X-100
2-Merkaptoetanol
CAPS
Amido Black 10B
Glisin
Bovine Serum Albumin
Sodyum Klortir (NaCl)
Siit tozu
Sodyum Hidroksit (NaOH)
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
Amonyum perstilfat (APS)
TEMED
Resolving Gel Buffer
Stacking Gel Buffer
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Marka
Cayman
MedChemExpress
Cambrige Isotope
Gibco
Sigma
Genaxxon
Merck
Merck
Roche
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Fisher
Sigma
Merck
Merck
Enka
Merck
Fisher
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

Invitrogen



Glasiyel asetik asit

Paraformaldehit

Ponceau S

Nonyl phenoksipoliethoksiletanol (NP40)
HEPES

Antikor HMGCR (ab214018), rabbit
cOmplete Tablets, mini, EDTA-free, EASYpack
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)

DMSO

Tryptone

Yeast Extract

Agar

DAPI

40% (w/v) Akrilamid

IGEPAL CA-630

Antikor Beta Aktin (8H10D10) mouse
Anti-GGH antibody ( NBP3-03614)
Recombinant Anti-GGH antibody [EPR8014]
Antikor Beta Tubulin, rabbit

Antikor Anti-Rabbit

Antikor Anti-Mouse

BCA

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
RPMI1640

MEM (21090)

Dialize FBS (FBS-DIA-12A)

MEM Vitamin Solution (11120)

Sodyum Piruvat

L-Prolin

L-Aspartik Asit

21

Merck

Sigma

Fisher

Sigma

Abcam

Roche

Fisher

Fisher

Sigma

Sigma

Sigma
Invitrogen
Invitrogen
Sigma

Cell Signaling
Novus

Abcam

Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Thermo Scientific
Gibco

Gibco

Gibco
Capricorn Scientific
Gibco
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



L-Glutamik Asit

L-Alanin

L-Asparajin

L-Serin

L-Glisin

0.25% Tripsin-EDTA

Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS)
w/o Mg*2 Ca*?

Fetal Bovin Serum (FBS)
Penisilin/Streptomisin

L-glutamin

PowerUp SYBR® Green PCR Master Mix
Etanol (C2Hs0)

FuGENE transfeksiyon ajani
XtremeGene 9 transfeksiyon ajan
Polybrene

DAB

Puromisin Dichloride

GeneRuler 1kbp DNA Ladder

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
Gel Loading Dye Purple (6x)
Formaldehit %37

Ksilen

Gliserol

ECL soliisyonu

Metanol LC-MS Grade

Asetonitril LC-MS Grade

Su LC-MS Grade

Formik Asit LC-MS Grade

Amonyum Karbanot LC-MS Grade
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Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Serva
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Gibco
Gibco

Gibco
Gibco
Gibco
Applied Biosystems
Merck
Promega
Sigma
Sigma
Bishop
Thermo
Thermo
Biolabs
ISOLAB
Merck
Tekkim
ThermoScientific
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck



3.1.2. Kitler
Tablo 2: Calismada Kullanilan Kitler

Uriin

>

YV, V| V V V|  V V

CellTiter-Glo® Liiminesans

canlilik kiti

Nucleospin Gel-PCR cleanup
DNA izolasyon Kiti
Nucleospin Plasmid

RNaesy

High-Capacity RNA-to-Cdna Kit (50)
Pierce BCA Protein miktar tayini kiti

Platinum SupeFi DNA Polimeraz

Enzim Kiti

3.1.3. Cihazlar
Tablo 3: Calismada kullanilan Cihazlar

Cihaz

>

ViV, V V, V V V¥V V| V V VY

Distile Su cihaz1

Cytation 5 Multimode reader
Real-Time PCR cihaz1
Nanodrop

MultiSkanGo Plate Reader
Kar-Buz makinesi

Laminer Flow Kabin Class II
CO; Inkiibator HeraCell150i
COz Inkiibator C 150

Etiv

Santriftij Allegra X-15R
Santriftij MicroCL21R

hiicre
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Marka

>

YV, V| V V| V|  V VY

Promega

Macherey-Nagel
Qiagen
Macherey-Nagel
Qiagen

Applied Biosystems
Thermo Scientific

Invitrogen

Marka

ViV, V| VvV, VvV V¥V VYV V V V|V

Millipore Elix
Biotek

Qiagen Rotor Gene Q
Denovix DS-11
Thermo Scientific
Brema

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Binder

Memmert
Beckman Coulter

Thermo Scientific



YV V V VvV, V V ¥V V¥V V V V V V V V¥V V|V V V V V VYV V|V

Invert Mikroskop

Derin dondurucu -86°

No frost Buzdolabi (+4, -20)
Frost-free Buzdolabi (+4, -20)
UV Transilluminator

Vortex

Otoklav

Su banyosu

Calkalayic1 inkiibator
Sogutmali calkalayici inkiibator
Mikroplate calkalayici

Su banyosu

Hot plate

Orbital calkalayict
Calkalayici

Mini calkalayici

Manyetik karistirici

pH metre

Microcentrifuge MiniStar
PipetAid

Thermal Cycler

Giig¢ kaynag1 PowerPac Universal
Gii¢ kaynag1 PowerPac 300
LC-MS/MS Cihaz1

SpeedVac
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vV VvV, V| VvV VvV V|V VvV V¥V VvV V V¥V V V V VvV V V V V VYV V VYV V

Zeiss

Thermo Scientific
Arcelik

Regal

uvp

WiseMix

VWR

VWR

LABWIT
LabART

Thermo Scientific
Nive

Thermo Scientific
IKA

VWR

VWR

IKA

Thermo Scientific
VWR

Eppendorf
BioRad

BioRad

BioRad

Thermo Scientific

Orbitrap Exploris 240

Thermo Scientific
SPD140DDA



3.1.4. Sarf Malzemeler
Tablo 4: Calismada kullanilan Sarf Malzemeler

Malzeme Marka

Serolojik Pipetler (5, 10, 25 ml) SPL Life sciences
Falkon Ttipleri (15, 50 ml) SPL Life sciences
Hiicre Kultuir Flasklar (T25) SPL Life sciences
Petri Kaplar: (100mm) Firatmed

Cell culture dishes (100mm) Corning

Well Plate (6,12,96) SPL Life sciences
Mikropipet Uclar (10, 200, 1000p1) Axygen

Mikro Santrifiij Ttipleri (1,5 ml) Axygen
Pudrasiz Eldiven (S, M, L) Dolphin
Soliisyon Rezervuari (50 ml) Isolab
Kriyojenik ttip (2ml) Corning

8-stripli Pcr Ttipleri Thermo Scientific
Whatmann Kagitlari BioRad

N9 Insert Hplc Vial ve Kapaklar1 Chromtek

3.1.5. Soliisyonlar

3.1.5.1. Western Blotlama Soliisyonlar1
Tablo 5: 5x Protein ytikleme boyasi (22.5 ml, pH 6,8)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon
%20 SDS 11,25 ml %10
2-Merkaptoetanol 5,625 ml %25

Tris-HCl 084g 240 mM

%100 Gliserol 5,625 ml %25

Bromofenol mavisi 12,5 mg 830 uM

%20 SDS icin 2,25 g SDS dH-0 igerisinde ¢oziildi ve son hacim dH>O ile 11,5 ml’e

tamamlandi. Hazirlanan SDS soltisyonu igerisine tablo 5'te belirtilen miktarlarda
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2-merkaptoetanol, gliserol, Tris-HCI eklendi ve pH 6.8’e ayarlandi. Hazirlanan
karisima en son 12,5 mg bromofenol mavisi eklendi ve nihai karisim laminar air-
flow kabininde 0,20 pM por capina sahip filtreden gecirilerek steril edildi.
Sterilizasyonu takiben, soliisyon, 2 ml mikro santrifiij tiiplere alikotlanarak -20

°C’de saklanda.

Tablo 6: %10 IGEPAL CA-630 (100 ml)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon

IGEPAL CA-630 10 ml %10

10 ml IGEPAL CA-630 80 ml dH:O igerisinde, 42 °C su banyosunda ¢oziildii ve
son hacim 100 ml’e dH>O ile tamamland: (Tablo 6). Soliisyon oda sicakliginda
sakland1.

Tablo 7: 0,5 M EDTA (100 ml, pH 8,0)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon

EDTA.2Na.2H>O 18,612 g 05M

Disodyum EDTA 70 ml dH>O’da 4 saat calkalanarak ¢oziildii. Soltisyonun pH'1
8,0’a ayarland1 ve son hacim distile su ile 100 ml’e tamamlandz (Tablo 7).
Tablo 8: 0,5 M HEPES (500 ml, pH 7,4)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon

HEPES 59,575 g 05M

400 ml dH2O igerisine tablo 8 de belirtilen miktarda HEPES eklendi ve pH 7,4’e
ayarlandi. Son hacim dH2O ile 500 ml’e tamamlandi. Soliisyon oda sicakliginda

saklanda.
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Tablo 9: RIPA protein izolasyonu lizis soliisyonu (250 ml)

Kimyasal

HEPES (0.5 M)

NaCl (2 M)

%10 IGEPAL CA-630
%10 SDS

EDTA (0.5 M)

Miktar
25 ml
37,5 ml
25 ml
2,5 ml
1ml

Final Konsantrasyon
50 mM

150 mM

%1

%0,1

2mM

RIPA lizis soliisyonu igin tablo 9'de belirtilen kimyasallar 159 ml dH:O icerisinde

cozuldi. Solusyon +4 °C’'de sakland:.

Tablo 10: 10X SDS jel ytuirtitme soltisyonu (1 L)

Kimyasal
Tris baz
Glisin
SDS

Miktar
30g
144 ¢
10g

Final Konsantrasyon
250 mM

1.9M

35 mM

SDS-PAGE stok yiirtitme soltisyonu igin tablo 10’da belirtilen kimyasallar 750 ml

dH>O icerisinde ¢oziildii ve son hacim 1 L'ye dH2O ile tamamlandi. Soliisyon oda

sicakliginda saklandu.

Tablo 11. 10X TBS-T yikama soliisyonu (1 L, pH 7,6)

Kimyasal
NaCl

Tris baz
Tris-HCl

Tween-20

Miktar
80,063 g
4954 ¢
25,06 g
10 ml

27

Final Konsantrasyon
1,37 M

40 mM

159 mM
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10X TBS-T soliisyonu hazirlamak igin tablo 11°da belirtilen kimyasallar 700 ml
dH>O igerisinde ¢oziildu ve pH 7,6'ya ayarlandi. Son hacim dH>O ile 1 L'ye

tamamland. Soliisyon oda sicakliginda saklandi.

Tablo 12: Transfer tampon soliisyonu (1,5 L)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon
NaOH 114 g 19 mM

CAPS 3,32 10 mM

Etanol 150 ml %10

Yaklasik 5 tablet NaOH ve tablo 12'de belirtilen miktarda CAPS ile etanol 1,2 L
dH2O igerisinde, manyetik karistiricida ¢oziildii. Son hacim distile su ile 1,5 L'ye

tamamlandi. Soltisyon oda sicakliginda saklandi.

Tablo 13. Bloklama & antikor diltisyon soliisyonu (100 ml)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon

Siit tozu 5g %5

Bloklama ve calismada kullamilan antikorlarin diltisyonu icin tablo 13te
belirtildigi gibi 5 g stit tozu 100 ml 1X TBS-T igerisinde ¢oziildii. Soliisyon +4 °C’'de

saklanda.

Tablo 14: Membran yeniden kazanim soliisyonu (Stripping Buffer) (50 ml)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon
2-Merkaptoetanol 350 %0.7

%20 SDS 5ml %2

1M Tris pH 6,8 3,125 ml 62,5 mM

Stripping soltisyonu hazirlamak icin 2-merkaptoetanol, %20 SDS ve 1 M Tris pH
6,8 50 ml distile suda ¢oziildii. Soliisyon oda sicakliginda saklandi (Tablo 14).
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii
Calismada kullanmilan K562, U-937 hiicre hatlari igin, %10 FBS (Gibco), %1

penisilin/streptomisin (Gibco), 2mM L-glutamin iceren RPMI 1640 besiyeri
kullanilmistir.  HGC27, HEK293-T hiicre hatt1 icin %10 FBS (Gibco), %1
penisilin/streptomisin (Gibco), 2mM L-glutamin iceren yiiksek glukoz DMEM
(Gibco) besiyeri kullanilmistir. Kato III hiicre hatti igin %10 FBS (Gibco), %1
penisilin/streptomisin (Gibco), 2mM L-glutamin iceren IMDM (Gibco) besiyeri

kullanilmastir. Hiicreler 37°C’de %5 CO» 'li ortamda kiiltiire edilmistir.

Calismada kulllanilan hiicre hatlari listesi tablo 15’de verilmistir.

Tablo 15: Calismada Kullanilan Hiicre Hatlar:

Hiicre Hatt1 Hiicre Tipi

K562 Kronik Miyeloid Losemi
U937 Histiyositik Lenfoma
HGC27 Mide Adenokarsinomu
Kato III Mide Karsinomi
HEK293-T [nsan Embriyonik Bobrek

3.2.1.1. Deneylerde Kullanilan Serin, Glisin, Serin+Glisin I¢eren ve Igermeyen
Besiyerlerinin Hazirlanis1

Serin-glisin deplesyon deneylerinde MEM (Gibco, 21090) besiyerine %10
diyalize FBS ( Capricon,FBS-DIA-12A), %1 penisilin-streptomisin, D-glukoz (10
mM), sodyum piruvat (65 pM), 1X MEM vitamin ¢ozeltisi (Gibco, 11120), L-
Glutamin (2 mM), L-Prolin (0,15 mM), L-Alanin (0,15 mM), L-Aspartik asit (0,15
mM), L-Glutamik asit (0,15 mM) ve L-Asparajin (0,34 mM) eklendi. Bu hazirlanan
besiyerinde serin ve glisin amino asitleri yoktur. Deneylerde kullanilmak tizere bu
besiyerinden asagidaki tabloda gosterildigi tizere icerik olarak 4 farkli besiyeri

hazirlanda.
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Tablo 16: Deneylerde Kullanilan Besiyerleri (Yukarida hazirlanan MEM besiyerinin tizerine eklenenler)

Besiyerleri Serin +, Glisin + Serin +, Glisin - Serin -, Glisin + | Serin -, Glisin -
igerikleri: 0,4 mM Serin 0,4 mM Serin 0,4 mM Glisin Her iki amino asitte
0,4 mM Glisin yoktur.

Tablo 17: Deneyde Kullanilan Hiicre Hatlar1 ve Besiyerleri. (OE: Overekspresyon KO: Knock-Out)

Hiicre Hatlar
K562 GGH KO sg 1
K562 GGH KO sg 2

K562 sgCTRL

K562

HGC27 GGH KO sg 1
HGC27 GGH KO sg 2
HGC27 sgCTRL
HGC27

KATO III
KATO III GGH OE

U-937
U-937 GGH OE

Deney Gruplari
Serin +, Glisin +
Serin +, Glisin +

Serin +, Glisin +

Serin +, Glisin +
Serin +, Glisin +
Serin +, Glisin +
Serin +, Glisin +
Serin +, Glisin +

Serin +, Glisin +

Serin +, Glisin +

Serin +, Glisin +

Serin +, Glisin +

Serin +, Glisin -
Serin +, Glisin -

Serin +, Glisin -

Serin +, Glisin -
Serin +, Glisin -
Serin +, Glisin -
Serin +, Glisin -
Serin +, Glisin -
Serin +, Glisin -

Serin +, Glisin -

Serin +, Glisin -

Serin +, Glisin -
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Serin -, Glisin +
Serin -, Glisin +

Serin -, Glisin +

Serin -, Glisin +
Serin -, Glisin +
Serin -, Glisin +
Serin -, Glisin +
Serin -, Glisin +
Serin -, Glisin +

Serin -, Glisin +

Serin -, Glisin +

Serin -, Glisin +

Serin -, Glisin -
Serin -, Glisin -
Serin -, Glisin -
Serin -, Glisin -
Serin -, Glisin -
Serin -, Glisin -
Serin -, Glisin -
Serin -, Glisin -
Serin -, Glisin -
Serin -, Glisin -

Serin -, Glisin -

Serin -, Glisin -



3.2.2. Hiicre Sayim

Calismada kullanilan tim hiicreler, hiicre canlilik deneyinde, MTX
duyarliligin arastirlmasinda, RNA, DNA izolasyonlar1 i¢in hiicre ekimlersi,
PHDHG Inhibitorii CBR-5884 deneylerinde Thoma lamu ile sayildi. Sayim icin
hticreler toplandi, 1250 rpm’de 5 dk. santirifiij edilip tizerindeki stipernatant atilds,
pelet 1ml taze besiyeri ile sulandirildiktan sonra igcinden homojen olacak sekilde
50 pl bir ependorf tiipe alindi. Sayim icin Thoma laminin iki sayim bolgesine ayr1
ayrt 10 pL+10 pL hacimlerde hiicre eklendi. Yogunlugu fazla olan hiicrelere
diltisyon yapildi. Thoma laminin her iki tarafindaki hiicrelerin ortalamasi almip

asagidaki formiilde yerine yazilip hiicre sayilar1 hesaplandi.

Hiicre say1s1 (ml)= Sayilan partikiil sayis1 x 104 x (diltisyon kat say1s1)

3.2.3. Hiicre Canliliginin ATP Seviyesinin Olgiilmesi ile Belirlenmesi

Hiicrelerin yukarida belirtilen 4 farkli besiyerinde hiicre canliliklar
CellTiter GLO Luminescent Reagent (Promega) kiti kullanilarak 6l¢tildii. Bunun
icin ml’sinde 25.000 hiicre hazirlanip, bundan her bir kuyuya 200 pL olacak
sekilde 96 kuyucuklu plate’e, dortlti tekrarlar halinde ekildi. 96 saatlik
inkiibasyonun sonunda plate inkiibatorden almip 30 dakika oda sicakligina
gelmesi beklendi. Her bir kuyucuga oda sicakligina getirilmis 40 pL Cell TiterGLO
soltisyonu eklendikten sonra plate 5 dakika, 800 rpm’de mikroplaka calkalayicida
calkalandi. Plate 10 dakika oda sicakhiginda inkiibasyon sonrasi ltiminesans
miktar1  multimod mikroplaka okuyucuda belirlendi. Kontrol hiicrelerin
serin+glisin amino asitlerinin her ikisinin de oldugu tam besiyeri icinde biiytiyen
hiicreler referans alinarak, diger deney kosullarindaki hiicre canlilig rolatif olarak
Microsoft Office Excel programinda hesaplandi. Grafikler GraphPad Prism 9
(GraphPAD software inc, ABD) programinda olusturuldu.

3.2.4. RNA izolasyonu
Tablo 17’de belirtilen deney gruplarina ml’de 300 bin hiicre olacak sekilde

6’11 well plate’e ekim yapildi, 96 saat inkiibasyondan sonra hticreler toplandi, 1250

rpm’de 5 dk. santrifiij edilip stipernatant atild1 ve hiicre peletleri 2 ml soguk PBS
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ile restispanse edilip, tekrar ayn1 devir ve siirede santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi

PBS tamamen uzaklastirildi. Hemen calisiimayacaksa hiicre peletleri -80°C’ye

kaldirildi. Hiicre hatlarindan elde edilen hiicre peletlerinden RNA izolasyonu

RNeasy Plus Mini Kit'in (Qiagen) protokoliine uygun yapildu.

v

3.2.5.

Hiicre peletlerinin tizerine 350 pl RLT lizis buffer ve 350 pl %70 Etanol
eklendi. Yavasca birkac defa pipetaj yapilarak pellet ¢oziildii.

Stispansiyon, kit ile verilen altinda toplama ttipleri bulunan kolonlara
transfer edildi. 9000 g’de 15 sn. santrifiij edild.i.

Kolonlar yeni toplama tiiplerine transfer edildikten sonra tizerlerine 700 pl
RWT1 yikama soltisyon eklendi. 9000 g’de 15 sn. santrifiij edildi.

Toplama ttiplerindeki siv1 atik uzaklastirildi. Kolonlar tekrar aymi toplama
tuplerine yerlestirildi ve tizerine 500 pl RPE buffer eklendi. 9000 g’de 15 sn.
santriftj edildi.

Toplama tiiplerindeki siv1 atik uzaklastirildi. Kolonlar tekrar aymi toplama
ttuplerine yerlestirildi ve tizerine ikinci kez 500 pl RPE buffer eklendi. 9000
g’de 2 dk. santrifiij edildi.

Toplama ttiplerindeki sivi atik uzaklastirildi. Kolonlar yeni toplama ttiptine
yerlestirilerek membranin kurumasi i¢in 14000 g’de 1 dk. santriftij edildi.
Kolonlar RNAse-free mikrosantrifiij tiiplere transfer edilerek tizerine 30 pl
RNAse-free su konuldu ve 9000 g’de 1 dk. santrifiij edildi.

Santriftijden sonra igerisinde RNA bulunan ependorflar buz tizerine alind1
ve konsantrasyonlar1 nanodropla olciildii. Elde edilen RNA’lar daha sonra

cDNA sentezinde kullanilmak tizere -80°C’ ye kaldirildi.

cDNA Sentezi
Elde edilen RNA’lardan cDNA eldesi High-Capacity RNA-to-cDNA Kit

(Applied Biosystems) kullanilarak protokole uygun yapildi (Tablo 18). Biittin

islemler buz tizerinde gerceklestirildi. Tabloda gosterilen karisim, son hacim

enjeksiyonluk steril su ile 20 pl'ye tamamlanarak Thermal Cycler’ da énce 37°C’

de 60 dakika, sonra 95°C 5 dakika inkiibe edildi. 1nki'1basyon tamamlaninca
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cDNA’lar 1:8 oraninda niikleaz icermeyen su ile diltie edilerek qRT-PCR igin
kullanilmak tizere -20°C” ye kaldirildi.

Tablo 18. cDNA sentezi igin kullanilan kitin protokolii.

Karisim Bilesenleri 1X (Hacim)
RNA (1 pg/pl olacak sekilde hesaplama yapilarak 1 pg (-pl?)
Ornek hacmi alindz.)

2x RT buffer mix 10 pl
20x RT enzim mix 1pl
Niikleaz icermeyen su (Steril enjeksiyonluk su -pul
kullanild)

Total 20 pl

3.2.6. Kantitatif Real Time PCR (qRT-PCR)

Serin-glisin amino asit metabolizmasinda gorevli enzimlerden PHGDH,
SHMT1, SHMT2, GGH ile house-keeping gen olarak RPLP0 igin primerler Primer3
programi ile tasarlandi. PowerUp SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystem) protokolii uygulanarak (Tablo 19) Qiagen Rotor Gene Q cihazinda
tablo 19'da belirtilen kosullar ayarlanarak gen ekspresyonlar: tespit edildi.

Calismada kullanilan primerler tablo 20’de verilmistir.

Tablo 19. qRT-PCR igin kullanilan kitin protokolii

Karisim Bilesenleri 1X (Hacim)
PowerUp SYBR® Green PCR Master Mix 10 pl
Primer Forward (10 pm) 0,5pul
Primer Reverse (10 pm) 0,5pl
cDNA 2pl

dH20O 7ul

Total 20 pl
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Tablo 20. qRT-PCR Kosullar1

qPCR Kosullar:

UDG aktivasyonu 50 °C 2dk
Baslangic denatiirasyonu 95 °C 2dk
Denatiirasyon 95 °C 15 sn
Baglanma 60 °C 15sn
Sentez 72°C 60 sn
Bekleme 4°C 0

Tablo 21. qRT-PCR primer listesi (Primerler kullanilmadan 6nce 1:10 dilue edildi.)

Gen Primer Yonii (5’ 3’) Primer dizisi

RPLPO Forward AGCATCTACAACCCTGAAGTG
Reverse AGCAAGTGGGAAGGTGTAATC

GGH Forward ACCTCTGACTGCCAATTTCC
Reverse ACTCATAAGGTGCTTTCTCTGG

PHGDH Forward AGGAAGGGCATCTTGGTTATG
Reverse ATTCCCAGGGTCTTTCCATTC

SHMT1 Forward CGAGCTGGCATGATCTTCTAC
Reverse GTCAGAACCACCTGTGACTATIT

SHMT2 Forward GATATCAGCCACGTCCATCTTC
Reverse GTAGTCAATGAGGCGAGCATAG

3.2.7. Protein Izolasyonu
Hiicreler ml’de 300 bin hiicre olacak sekilde 6’1 well plate’e ekildi, 96 saat

inktibasyondan sonra hiicreler toplandi, 1250 rpm’de 5 dk. santriftij edilip
stipernatant atild1 ve hiticre peletleri soguk 500 pL PBS ile restispanse edilip
mikrosantrifiij ttiplere alindi, 3000 rpm’de 2 dakika + 4 °C’de santrifiij edildi. PBS
peleti bozmadan ortamdan uzaklastirildi. Peletin tizerine 200 pL proteaz

inhibitorti eklenmis RIPA lizis soltisyonu eklenip birkag kez pipetlendi. 10 dakika
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buzda lizis icin bekletildi. Ttipler 12000 rpm’de 4 dakika +4 °C’de santriftij edildi.
Ustteki siipernatant ayr1 bir mikrosantrifiij tiipiine alind1. Icinden 20 pL alinarak
protein konsantrasyonlar1 Bicinchoninic Acid (BCA) Assay kit (Pierce BCA kit,
ThermoScientific, USA) kullanilarak tiretici firmanin o©nerdigi protokol
uygulanarak 6lgiildii. Orneklerdeki protein miktarlar lizis soliisyonu kullanilarak
esitlendi ve tizerine ytikleme boyasi eklenerek 95 °C, 5 dk. isitip -20 °C'ye
kaldirild1.

3.2.7.1.Protein Konsantrasyonlarinin Olgiilmesi

Protein konsantrasyonlar1 Bicinchoninic Acid (BCA) Assay kit (Pierce BCA
kit,ThermoScientific) kullanlarak {iiretici firmanin 6nerdigi protokol uygulanarak
olculdii. BCA soltisyonu ¢rnek sayismna gore gereken miktarda Reagent A ile
Reagent B'nin 50:1 oraninda karistirilmas ile elde edildi (2 ml igin; 2 ml Reagent
A, 40 pL Reagent B). Kit ile gelen 2 mg/ml albtiminden sirastyla 1500, 1000, 750,
500, 250, 125, 25 ve 0 (blank) pg/ml diltisyonlar hazirlandi. 96 kuyucuklu platelere
konsantrasyonu belirlenecek lizatlardan ve albtimin diliisyonlarindan 20 pL
dagitildi. Uzerlerine 200 uL BCA soliisyonu konuldu. Plate 37 °C'de 30 dk
karanlikta calkalayicida inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi plate-reader'da 562
nm’de absorbanslar 6lgiildii. Albtimin seri diltisyonlarinin sonuglari ile standart
egrisi cizildi. Egriden elde edilen denklem kullanilarak o6rneklerin protein

konsantrasyonlar1 ug/ml olarak hesaplandi.

3.2.8. Western Blotlama

Western Blotlama icin protein drneklerinin konsantrasyonlar: 1 mg/ml’ye
son hacim 120 pL olacak sekilde ayarlandi. Uzerlerine 5X protein yiikleme
tamponundan 30 pL eklendi. Orneklerden 20 pL %4-12lik Tris-Glisin jellere
yiiklenerek SDS-PAGE jel elektroforezi yapildi. Elektroforez sonras: jeller 1slak
transfer yontemi ile 0,45 um por ¢apmna sahip PVDF membrana transfer edildi.
Transfer sonrast membran 1 saat 1X'lik TBS-T soliisyonu ile hazirlanmis %5 yagsiz
stit tozu igerisinde calkalayici tizerinde bloklandi. Bloklanan membranlar 1:2000
konsantrasyonda birincil antikor ile bir gece +4 °C’de birakildi. Ertesi giin 15 dk. 1

olmak tizere 3 kere 1X TBS-T ile yikanip, 1:5000 konsantrasyonda ikincil antikor ile
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oda 1sinda 1 saat inkiibe edildi. Sonrasinda membran ayn sekilde tekrar 3 kez
yikandi. Proteinlerin kemiltiminesans goriintiilenebilmesi icin membran 3 dakika,
ECL soliisyonu (Pierce ECL, ThermoScientific, USA) ile muamele edildi.
Gortinttiler Azure C300 cihazinda alindi. Housekeeping proteinlerin tespiti icin
membranlara yeniden kazanim (stripping) yapildi. Membranlar 5 ml stripping
soltisyonunda 30 dakika 60 °C su banyosunda inkiibe edildi. Ardindan 3 kez 5er
dk. calkalayicida su ile yikandi. Bloklama, antikor muameleri, yikama ve diger

asamalar tekrar edilerek goriintii elde edildi.

3.2.9. GGH Susturulmus(Knock-Out) Hiicre Hatlarinin Eldesi

3.2.9.1. GGH KO i¢in CRISPR/Cas9 Plazmitlerinin Hazirlanmasi

GGH geni icin 5 farkli guideRNA (gRNA) UCSC genome browser ve
crispr.mit.edu web sayfalar1 kullanilarak belirlendi (Tablo 21). sgRNA’lar
LentiCRISPR V2 vektoriine (Sekil 10) klonland: (Zhang lab LentiCRISPR library
protokolti kullanildi) (73). Calismada kullanilan tim primerler ve sekanslama
hizmetleri Macrogen Firmasindan alindi. Klonlama icin 6ncelikle LentiCRISPR V2
vektort Bbsl restriksiyon endontikleaz: ile 30 dakika 37 °C’de kesildi (Tablo 22).
Ayni zamanda tablo 21'deki sgRNA’lar T4 PNK (NEB) enzimi ile fosforillendi ve
baglandi (Tablo 23). Baglanma thermal cycler cihazinda gerceklestirilmistir ve
kosullar tablo 24’te belirtilmistir. Baglanmis sgRNA’lar 1:200 oraninda
enjeksiyonluk su ile sulandirildi. Klonlama igin sulandirilmis sgRNA’lar ile
kesilmis vektor T4 DNA ligaz (NEB) enzimi kullanilarak 37 °C’de 30 dakika
inkiibasyon kosullarinda baglandi (Tablo 25). Kesilmis vektoriin kendi tizerine
baglanip baglanmadigini kontrol etmek icin sgRNA icermeyen sadece vektor ve
enzim iceren negatif kontrollti olarak ligasyon islemi yapildi ve sonrasi

transformasyon islemine gegildi.

Transformasyon;

v' Ligasyon trtinlerinden 5 pl alindi ve 50 pl Escherichia coli STBL3 susu

icerisine aktarildi.
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Mikrosantriftij ttiptindeki bakteri ve plazmit karistmi 10 dakika buz
icerisinde inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi 30 saniye 42 °C su banyosunda bekletilerek, bakteri 1s1
sokuna ugratildi. Ardindan tiip 2 dakika buzda inkiibe edildi.

Karisim 300 pl zenginlestirilmis SOC besiyerine aktarildi ve 45 dakika
calkalayicida 37 °C 250 rpm de inkiibe edildi.

Kultiir, 3000 rpm’de 3 dakika santriftij yapildi. Supernatant atild: ve bakteri
pelleti 50 pl SOC besiyerinde restispanse edilerek 100 pg/mL oraninda
ampisilinli petriye ekildi.

Petri 30 °C’de 20 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi petriden tek koloni
secildi ve 5 ml ampisilinli LB igerisine aktarilarak gece boyu 37 °C’'de
kilturlendi.

Kilttirden MN plazmid izolasyonu kitinin protokoliine uygun olarak DNA
izole edildi. Elde edilen plazmitlerin icinde sgRNA’larin diizgiin bir sekilde

yerlestigini kontrol etmek icin Sanger dizilemeye gonderildi.

Tablo 22. sgRNA’ler icin siparis verilen oligoniikleotid dizileri

GGH sgRNA_1F caccGGGCCTGCTACTCTGCGGGG

GGH sgRNA_1R
GGH sgRNA_2F
GGH sgRNA_2R
GGH sgRNA_3F
GGH sgRNA_3R
GGH sgRNA_4F
GGH sgRNA_4R
GGH sgRNA_5F
GGH sgRNA_5R
control sgRNA_2F
control sgRNA_2R

aaacCCCCGCAGAGTAGCAGGCCC
caccGCTTCTTGGCGGTGTCGCCG
aaacCGGCGACACCGCCAAGAAGC
caccGCACAGCAGGCAGCCCGGAC
aaacGTCCGGGCTGCCTGCTGTGC
caccGCAGGCCCAGCACGCACAGC
aaacGCTGTGCGTGCTGGGCCTGC
caccGATGCCGCTGAACTTCACTGG
aacccCCAGTGAAGTTCAGCGGCAT
aacccCCAGTGAAGTTCAGCGGCAT
aaacCAGCTGTGAAGAGGTATAATC
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Sekil 10: CRISPR/Cas9 icin kullanilan lentiCRISPR v2 plazmitinin Haritas1
(Addgene.com’dan almmustir) (75).

Tablo 23. Bbsl restriksiyon endoniikleaz: ile kesim protokolii

Karisim Bilesenleri Miktar
LentiCRISPR V2 plazmid 5pg

FastDigest BsmBI enzim 3ul
FastAP alkalin fosfataz 3pl
10X FastDigest buffer 6 pl
dHx0O - pl

Total 60 pl
Tablo 24. sgRNA’larin baglanmasi (annealing)

Karisim Bilesenleri Miktar
sgRNA Forward primer 1pl
(100uM)

sgRNA Reverse primer 1pl
(100uM)

10X T4 ligasyon buffer 1l

T4 PNK 0,5pl
dH>O 6,5 pl
Total 10 pl
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Tablo 25. sgRNA’larin baglanma kosullar1

Derece Dakika
37 °C 30
95°C ] 5

5°C kademeli diistiis 1

25°C 0

*95 °C’den dk. 5 °C olacak sekilde diiserek 14 dongiide 25 °C’ye diiser

Tablo 26. sgRNA’lar ile vektoriin ligasyon protokolii

Karisim Bilesenleri Miktar

Baglanmis sgRNA 1pul

Kesilmis LentiCRISPR V2 plazmid 2 pl (50 ng)

10X T4 ligasyon buffer 1pl
dH>O 6pl
T4 DNA ligaz 1pl
Total 11 pl

3.2.9.2. Viriis Uretimi ve Transfeksiyon

Virtis tiretimi XtremeGene 9 (Roche) transfeksiyon ajan1 protokoliine uygun
olarak gerceklestirildi. Protokole gore ilk once 6 well plate’in 6 kuyusuna 5x10°
sayida Hek293T hiicresi %5 FBS iceren DMEM besiyeri igerisine ekildi ve plate 37
°C %5 COz etiivde gece boyu, hiicrelerin kuyularin %80-%90'1m1 kaplamasi igin
inktiibe edildi. Transfeksiyon karisimi icin sgRNA’lar1 igeren rekombinant vektor
ile paketleme ve kilif DNA’lar1 (pVSV-G, pLP1 ve pLP2) ve transfeksiyon ajamn
tablo 27’da belirtilen miktarlarda 100 pl serum ve antibiyotik icermeyen DMEM
besiyeri igerisine eklendi. Karisim oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.
Ardmndan 1 giin 6nce ekilen Hek293T hticrelerine damla damla damlatildi. Plate
24 saat 37 °C %5 CO; etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast hiicrelerin besiyeri
%10 FBS %1 pen/strep %1 L-glutamin iceren 3 ml DMEM besiyeri ile degistirildi.
Plate 24 saat 37 °C %5 CO; etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast viriis iceren
besiyerleri 15 ml’lik falkon ttiplere topland1 ve 0,45 pm por capma sahip filtreden
gecirildi. Elde edilen virtisler -80 °C’ye kaldirildi.
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Transfeksivon;

v

3x10° HGC27 ve K562 hiicreleri 6 well plate’in 6 kuyusuna 2 ml %10 FBS
%1 L-glutamin iceren DMEM ve RPMI besiyerleri icerisine ekildi, 37 °C %5
CO; ettivde inkiibe edild.i.

Hiicreler %50-60 yogunluga ulastiginda, virtisler -80 °C dolabimndan
cikarildi ve 37 °C su banyosunda ¢oziild.

Hiicrelere 8 ng/ml olacak sekilde polybrene ve 1’er ml viriis damla damla
eklendi. Plate elle hafifce calkaland1 ve 1 saat 2200 rpm 30 °C’de santrifdij
edildi. Santriftijden sonra plate 37 °C %5 CO: etiivde inkiibasyona
birakildi.

24 saat inkiibasyonu takiben hiicrelerin besiyeri %10 FBS %1 pen/strep %1
L-glutamin iceren 3 ml DMEM ve RPMI ile besiyerleri degistirildi ve
hticreler 24 saat 37 °C %5 CO; ettivde inkiibasyona birakildi.

Transfeksiyon sonrasi 48. saatte hiicrelere final konsantrasyonu 2 pg/ml
seklinde puromisin eklendi ve plate 3 giin 37 °C %5 CO: etiivde
inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra hiicreler mikroskopta kontrol edildi ve kontrol
hiicrelerinin tamamen 6ldigli gozlenirken deney gruplarindaki hiicrelerde
yiiksek hiicre popiilasyonu saptandi.Olmeyen kontrol hiicreleri varsa

ikinci doz antibiyotik uyglanda.

Tablo 27. 6 well plate icin XtremeGene 9 transfeksiyon karisimi

Karisim Bilesenleri Miktar
sgRNA igeren LentiCRISPR V2 plazmid 1,5 pg
pVSVG 1,5 pg
pLP1 1,5 png
pLP2 1,5 png
XtremeGene 9 transfeksiyon ajani 18 pul
Serumsuz ve antibiyotiksiz DMEM 100 pl
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3.2.9.3. Tek Hiicreden Klonlama Yontemiyle GGH KO Hiicrelerin Elde Edilmesi

v

Tek hiicre klonlama yontemi icin adezif hiicreler tripsin ile kaldirilds,
stuspanse hticreler direk toplandi ve 15 ml falkonlara alinip 1250 rpm’de 5
dakika santrifiijlendi. Hticre pelleti 1 ml %10 FBS %1 pen/strep %1 L-
glutamin iceren DMEM veya RPMI besiyeri ile restispanse edildi ve hiicre
sayimi yapildi.

96'lik well plate’in Al olan ilk kuyusu hari¢ diger tiim kuyularina 100 pl
besiyeri konuldu.

Her bir hiicre grubu icin 96 seffaf well plate’lere ml’sinde 20.000 bin olarak
hazirlanan hiticrelerden 200 pl alinarak yaklasik 4000 hiicre olacak sekilde
A1l olan ilk kuyuya ekildi.

[lk siitunun 1. kuyusu hari¢ diger kuyulara ayni besiyerinden 100’er pl
eklendi. Tk kuyudan 100 pl hiicre, pipetleme yapilarak, alind1 ve 1. siitunun
2. kuyusuna eklendi. Ardindan 2. kuyudan 100 pl hiicre alinarak 3. kuyuya
eklendi. Bu islem ilk stitunun son kuyusuna kadar devam etti (Dikey
diltisyon).

Son kuyuya da 100 pl hiicre eklenince ilk stitunun diger kuyularma 100 pl
besiyeri eklendi ve ilk stitunun biitiin kuyularda son hacim 200 ul oldu.
Rezervuara 20 ml besiyeri dokiildii ve 8-kanallt mikropipetor ile 100 pl
almarak 1. stitun harig¢ diger tiim stitunlardaki kuyulara 100 pl eklendi.
Ardindan 1. stitundaki hiicrelerden, pipetleme yapilarak, 100 pl alinarak 2.
stituna aktarildi. Sonra 2. siitundaki hiicrelerden 100 pl alinarak 3. siituna
aktarildi. Bu islem son siituna kadar devam etti.Yatay yonde seri diltisyon
yapilmis oldu.

Son stitun da tamamlaninca, son siitun hari¢ diger tiim kuyulara 100 pl
besiyeri eklenerek son hacim tiim kuyularda 200 pl'ye tamamlandi (Sekil
11).

Plate 37 °C %5 CO; etiivde inkiibasyona birakildi. 1 hafta inkiibasyon
sonrasi hiicreler mikroskopta kontrol edildi ve tek hiicre kolonileri saptand:

ve isaretlendi.
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v Gozlenen koloniler kuyuyu kapladiginda kaldirild: ve 24 well plate ekildi
Hicreler bulundugu kab: doldurdugunda 6 well plate’lere alindi. Yeteri
kadar biiytittilen protein izolasyonu yapilarak GGH protein band1 Western
Blotlama ile kontrol edildi. GGH ekspresyonu gozlenmeyen hiicreler
etiketlendi sonraki deneylere bu hiicreler ile devam edildi. Ayni zamanda
KO hiicrelerin validasyonu icin Western Blot yaninda ilgili genin sgRNA
tarafindan kesilen ekzonu i¢in PCR yapilip, Sanger dizilemede yapilda.

1T 2 3 45 6 7 8 9101112

IO mMTmgOw>

Sekil 11: Tek hiicre secimi i¢in dikey ve yatay diltisyonu gosteren plate diizeni.

3.2.9.4. Plazmit izolasyonu (Miniprep)
v" Petri kabindaki tek koloniler, 10 mikrolitrelik pipet uglariyla alinarak, 100

pg/mL oraninda ampisilin iceren 15 ml falkon tiiplerdeki 5 ml LB
besiyerine aktarildi. Bu kultiir 250 rpm'de 37 °C'de bir gece boyunca
calkalanda.

v" Falkon tiipteki kiltiirler 4000 xg'de 10 dk santrifiij yapildi. Nucleospin
miniprep kit (MachereyNagel™, MN) protokoliine uygun olarak
stipernatant uzaklastirildi ve bakteri pelletleri 250 pl Al soltsyonu ile
vortex ve pipetleme yardimiyla restispanse edildi.

v' Stiispansiyonlar 1.5 ml mikrosantrifijj tiiplerine alind: ve tizerine 250 pl A2
soltisyonu ilave edildi. Tupler 8 kez yavasca ters ytiiz edilerek karistirild: ve

5 dakika oda sicakliginda bekletild.i.
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v Ardindan tizerine 300 pl A3 soliisyonu eklendi ve tiipler tekrar 8 kez
yavasca ters yiiz edildi. Stispansiyon 11000 xg’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant, kitin iceriginde bulunan kolona aktarild: ve kolon 11000 xg’de
1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiiptindeki siv1 atild1 ve

v" Kolona 500 pl 50 °C'de 1sitilmig AW yikama soliisyonu eklendi. Kolon 11000
xg'de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama ttiptindeki atik uzaklastirildl ve
600 ul A4 yikama soliisyonu eklendi ve kolon 11000 xg’de 1 dakika santrifiij
edildi.

v Kolon yeni bir toplama tiipiine takild1 ve etanoliin uzaklastirilmas: igin
11000 xg’de 2 dakika santriftij edildi.

v" Kolon 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi ve kolona yapisan DNA'y1
coktiirmek icin 50 pl AE eliisyon soltisyonu eklendi. Kolon 3 dakika oda
sicakliginda bekletildi ve ardindan 11000 xg’de 1 dakika santrifij edildi.
Kolon atildi ve mikrosantriftij ttiptine coktiiriilen plazmid DNA’simin

konsantrasyonu nanodrop’ta 6lgiildi.

3.2.9.5. DNA Izolasyonu
Hiicrelerden GGH KO validasyonu icin DNA, Qiagen DNA mini Kit ile

tiretici firma protokoliine uygun olarak izole edildi. Toplanan ve PBS ile
yikanan hiicre peletlerinin tizerine proteinaz K ve ALT tampon soliisyon
eklendi. 15 sn. vorteks sonrasi 56°C’de 10 dk. inkiibe edildi. 200 pl ethanol (96-
100%) eklendi ve 15 sn. vorteks sonrasi kolona aktarildi. Santrifiij- yikama

dongtilerinden sonra 50 pl’de eltisyon yapildi ve konsantrasyonu olgtildi.

3.2.9.6. GGH Geninin Ekzon 1 Bolgesinin Cogaltilmasi
Hiicrelerden elde edilen genomik DNA’dan GGH geninin ekzon 1 bolgesi

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile Platinum™ SuperFi™ DNA Polymerase
enzim kiti kullanilarak cogaltildi. Tablo 27'deki GGH ekzon 1 primer dizileri
gosterilmektedir. PCR karismmi Tablo 28'de, PCR kosullar1 Tablo 29'da yer

almaktadir.
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Tablo 28: GGH Genine ait Ekzon 1 Bolgesi igin tasarlanmis primer dizileri.

Gen Primer Yonii (5’ 3’) Primer dizisi
GGH Ekzon 1 Forward GACTGCATTTCCCATAGGCC
Reverse GGTTCCTCCTTGCACCAAAAG

Tablo 29: GGH Ekzon 1 Bolgesi i¢in PCR karisimi.

Karisim Bilesenleri Miktar

5X Buffer 5ul

10 mM dANTP 0,5pul

10 pM Forward Primer 1pl

10 pM Reverse Primer 1nl

DNA (genomik) 2 ul (50 ng)
5X GC Enhancer 5ul

Super Fi DNA Polimeraz 0,25 pl
dH-O 10,25
Total 25 pul

Tablo 30: GGH Ekzon 1 Bolgesi icin PCR Kosullar:

PCR Kosullar1

Baslangic denatiirasyonu 98 °C 30 sn.
Denatiirasyon 98 °C 7 sn.
Baglanma 58 °C 10 sn
Sentez 72°C 30 sn.
Bekleme 4°C

3.2.10. GGH Eksprese Eden (Overekspresyon) Hiicre Hatlarinin Eldesi

Total cDNA’lardan Platinum SuperFi DNA Polimeraz enzimi kullanarak
GGH cDNA’s1 PCR ile cogaltildi, PCR igerigi ve kosullar1 Tablo 30'da yer
almaktadir. Bu islem sirasinda overhang enzim kesim bolgeleri eklendi, GGH icin

primer listesi tablo 31’de gosterilmistir. Elde edilen cDNA uygun restriksiyon
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enzimleri ile kesilip linearize edilmis retroviral pMXS-blast ve lentiviral pLent_-
EFla-GFP-2A-Puro vektorlerine (vektor haritalar1 sekil 12'de gozterilmistir)
klonland1. Klonlama sonrasi elde edilen plazmitlerin viral paketlemesi HEK293T
hiicrelerinde pMXS-blast vektoru icin pHCMV-Ampho kilif plazmidi ile pLent_-
EFla-GFP-2A-Puro vektori igin paketleme vektorii olarak psPAX2 zarf vektori
olarak pMD2.G vektorleri ile yapilacaktir. Elde edilen virtislerin titresi
belirlendikten sonra MOI:1 olacak sekilde U937 ve Kato III hiicreleri transfekte
edildi. Transfeksiyonun 24. Saatinde besiyeri degisecek, 48. Saatte blastisidin ve
puromisin seleksiyonu basladi. Hiicreler 72 saat 10 ug/ml final konsantrasyonda

blastisidin antibiyotigi ile muamele edilmis oldu. Secilim sonrast GGH

ekspresyonu western blotlama ve Sanger Dizileme ile kontrol edildi.

Tablo 31: GGH Genine ait PCR icerigi ve kosullar1.*cDNA olarak MCEF7 hiicre hattina ait

cDNA kullanilmustir.
PCR Kosullar:
Baslangic denattirasyonu 98 °C 30 sn.
Denatiirasyon 98 °C 7 sn.
Baglanma 58 °C 10 sn
Sentez 72°C 30 sn.
Bekleme 4°C
Karisim Bilesenleri Miktar
5X Buffer 10 pl
10 mM dNTP 1pul
10 pM Forward Primer 2,5ul
10 pM Reverse Primer 2,5pul
Template DNA* 1pl
5X GC Enhancer 10 pl
Super Fi DNA Polimeraz 0,5ul
dHxO 22,50 pl
Total 50 pl
Gen Primer Yonii (5’ 3’) Primer dizisi
GGH Forward ATGGATCCGCCACCATGGCCAGT
BamHI/HindII Reverse CCGGGCTGC
pMXS-blast ATAAGCTTTCAATCAAATATGTA
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vektori igin ACATTGCTG

GGH Forward ATGTCGACTCAATCAAATATGTA
Sall/BamHI Reverse ACATTGCTG

pLent_-EFla- ATGGATCCTCAATCAAATATGTA
GFP-2A-Puro ACATTGCTG

vektori igin

Tablo 32: GGH Geninin Klonlanmasinda Kullanilan Primerlerin Listesi.

AipF 5' LTR
(MMLV)

pMXs-IRES-

Blasticidin
5.6 kb

3’ LTR

(MMLV) MCS

Blasticidin IRES

Nhel Scal SnaBl Bstx!

5'-- GCT AGC..AGT ACT TAC GTA GGT ACC CCA GTG
Shfl EcoRl Spel

TGG TGG CCT GCA GGT GAA TTC ACT AGT ACC GGT

Sall EcoRV Notl
AGG CCT GTC GAC GAT ATC GGG CCC GCG GCC GCT
BamHI Xbal
GGA TCC TCT AGA --3’

EF1a prom.
& plLenti-EF1a-GFP-2A-Puro
X 9517bp

3LTR

Sekil 12: GGH Ekspresyonu i¢in Kullanilan Ekspresyon Vektorlerinin Haritalar:.

‘woud OPAS

Puro” 2A GFP,

PCR firtinleri % 1'lik agaroz jelde 100 voltta ytrtitiildi. PCR bantlar1 UV
transilliminator altinda gortintiilenerek kesildi ve ependorf tiiplere transfer
edildi. PCR tirtinlerinin jelden temizlenmesi MN Nucleospin Gel-PCR cleanup kiti

kullanilarak ticari firma protokoliine uygun olarak yapildz.
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v' Kesilen jel pargasi tartilarak agirligini iki kati tizerine pL NTI Buffer
eklendi.

v 50 °C’de 1sttict blok tizerinde 10 dk inkiibe edildi. Ara ara tiip hafifce
calkalanarak jelin tamamen homojen olarak ¢oziinmesi saglanda.

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

v" Kolon 11000 g’de 30 sn santrifiij edildi. Toplama ttiptinde biriken siv1 atik
uzaklastirildi.

v" Kolona 700 pL yikamak i¢in NT3 Buffer konuldu. Kolon 11000 g'de 30 sn
santriftj edildi.

v" Yikama bufferinda bulunan etanolii tamamen uzaklastirmak icin kolon
temiz bir ttipe alinarak 11000 g’'de 1 dk. bos santrifiij edildi.

v' Kolon 1,5 mL’lik ependorf tiipe alindi. PCR iriiniiniin eliisyonu igin

tizerine 16 pL EB buffer koyuldu. 2 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi.

v/ 11000 g'de 1 dk. santriftij edildi. Ependorfta biriken PCR riiniintin

konsantrasyonu nanodrop cihazinda 6l¢tildii.

Restriksiyon Karistmi ~ Miktar

DNA (plazmid ya da PCR 1pg

tirtinii)

Enzim 1 1pL

Enzim 2 1pL

10X Buffer 5pL

dH>O 50 pL” ye
tamamlanur.

Ekspresyon vektorleri olarak retroviral pMXs-IRES-blasticidin ve lentiviral
pLent_-EFla-GFP-2A-Puro plazmidleri kullamildi. Kullanilan kesim enzimleri ve
bufferlar tablo 32."de verildi.

Karisim 1 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Kesilen tirtinler ligasyondan once

MN Nucleospin Gel-PCR cleanup kiti ile temizlendi.

Tablo 33: Klonlama ¢alismalarinda kullanilan vektor ve kesim enzimlerinin listesi.
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Insert Vektor Restriksiyon Buffer (NEB)
Enzimi (NEB)

GGH pMXS-blast BamHI/HindII Buffer 3.1
pLent_-EFla- Sall/BamHI 10 X rCutSmart
GFP-2A-Puro

Restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonra temizlenen vektor ve
klonlanacak cDNA ligasyon reaksiyonuna alindi. Self-ligayonun kontroli igin bos

vektor DNA insert olmadan ligasyon reaksiyonuna alindi ve transformasyonda

kullanilda.

Ligasyon Karisimi

Bos Vektor Vektor+ Insert
Vektor 1 birim (¥) 1 birim (¥)
Insert — 3 birim (*)
Buffer 1pL 1pL
T4 quick ligase 0,5pL 0,5 pL
dH:0 10 pL ye tamamlandi 10 pL ye tamamlandi

(*):insert  vektore gore daha kiicik yapida oldugundan son
konsantrasyonlarinin birbirine es olmasi igin insertten 3 kat fazla miktarda
konularak 3:1 (insert: vektor) orami kullamildi. Bu oran insert vektor

biiytikliklerine bagh olarak degisebilir.

Ligasyon reaksiyonlari oda 1sisinda 15 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda reaksiyonlar hemen buza kaldirildi. Ligasyon tirtinleri kimyasal olarak
kompetan hale getirilmis DH5a susuna transforme edildi ve pMXS vektorii
ampicilinli petriye, plenti vektorii kanamisinli petriye ekildi. Ertesi giin petriler
kontrol edildi. Icerisinde insert olan vektor ile bos vektdriin olusturdugu koloniler
kontrol edildi. Bos vektor ekilen plate de hi¢ koloni olmadig: ya da insert& vektor

ligasyonu ekilen plate gore en az 10 kat az koloni oldugu durumlarda klonlama
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basarili sayildi. En az ti¢ koloni secilerek miniprep kit kullanarak plazmit
izolasyonu yapildi. Klonlamanin dogrulugu icin plazmit trtinti DNA dizi
analizine gonderildi. 3.2.9.2. Viriis Uretimi ve Transfeksiyon’daki protokole gore
onaylanan plazmitler virtis yapilarak U-937 ve KATO III hiicreleri transfekte
edildi. Western Blot ile validasyonu yapild1.

3.2.11. Hiicrelerin Serin, Glisin ve Serin/Glisin Icermeyen Ortamda MTX ile
Muamele Edilmesi

Metotreaksat (Cayman 13960) 4,54 mg tartilip 5mL DMSO icinde ¢oziildu
ve 0,22 um’lik filtreden gecirilerek 2mM stok soltisyonu hazirlandi. Hiicreler
50.000 hiicre/ml olacak sekilde 4 farkli besiyerinde hazirland: ve beyaz renkli 96
well plate’e 100 pL hacimde ekildi. Uzerine 2X konsantrasyonda hazirlanan, final
konsantrasyonu ise 0, 5, 10, 25, 50,100 nM MTX olacak sekilde ilagli besiyerinden
de 100 pL ilave edildi. Hiicreler 72 saat 37°C’de ¢ogaltildi. Deney sonucunda hiicre
canliligt ATP bazli cell TiterGLO ile belirlendi. Kontrol hiicreleri referans alinarak
hiicre canlilig1 rolatif olarak Microsoft Office Excel programinda hesaplanda.
Grafikler GraphPad Prism 9 (GraphPAD software inc, ABD) programinda

olusturuldu.

3.2.12. Hiicrelerin Serin, Glisin ve Serin/Glisin Icermeyen Ortamda CBR-5884-
PHDHG Enzim Inhibitérii ile Muamele Edilmesi

CBR-5884, aktif, segici bir fosfogliserat dehidrojenaz (PHGDH)
inhibitortidir. CBR-5884 kanser hiicrelerinde de novo serin sentezini inhibe eder
ve yiiksek serin biyosentetik aktivitesine sahip kanser hiicre hatlar1 igin segici
olarak toksiktir. CBR-5884 (MCE,40700)'den 5 mg tartip, 5 ml DMSO ¢oziildi,
0,22 pm’lik filtreden gegirilerek 3 mM stok soltisyonu hazirlandi. K562 hiicre
hatlar1 i¢in ICsp 13 uM olarak belirlendi. Hiicreler 50.000 hiicre/ mL olacak sekilde
4 farkh besiyerinde hazirlandi (final konsatrasyonda 25.000 hticre/ mL)ve beyaz
renkli 96 well plate’e 100 pL hacimde ekildi. Uzerine 2X konsantrasyonda
hazirlanan, final konsantrasyonu ise 13 uM olacak sekilde CBR-5884'li
besiyerinden de 100 pL ilave edildi. Hiicreler 72 saat 37°C’de ¢ogaltildi. Deney

sonucunda hiicre canliligt ATP bazl cell TiterGLO ile belirlendi. Kontrol hticreleri
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referans alinarak hiicre canlilig: rolatif olarak Microsoft Office Excel programinda
hesaplandi. Grafikler GraphPad Prism 9 (GraphPAD software inc, ABD)

programinda olusturuldu.

3.2.13. LC-MS/MS Metabolit Analizi

Metabolomik profilleme icin optimizasyon calismasi yapildi. Bu calismada
HILIC kolon Merck SeQuant ZIC-HILIC (5 pm 150x4.6 mm) kullanild:.
Optimizasyon c¢alismasinda hem ¢oziici etkisi hemde wucurma etkisi
degerlendirildi. LC-MS cihaz1 olarak Thermo Scientific Orbitrap Exploris 240
kullanilda.

Optimizasyon Calismasi

Hiicreler (K562 sg2-2, sg3-2 ve sgctrl ) 6 ‘1 well plate ml’de 300 bin olacak
sekilde 3’1t olarak 4 farkl (serin+ glisin+, serin + glisin -, serin - glisin +, serin -
glisin -) besiyerinde ekildi. 4 giin inkiibasyon sonrasi hiicreler toplandi ve PBS ile
yikandiktan sonra 200 pl soguk ekstraksiyon bufferiyla (Metanol: Asetonitril: Su:
Su: Su 50:30:20) stispanse edildi. Daha sonra hiicreler, kisa bir vorteks sonrasi 4°C,
10 dk. da calkalayicida lizis edildi ve sonra 15 dakika 16,000 g de santriftij edildi.
Iki set hiicrenin siipernatanti direk LC-MS/MS'de okumaya verilirken bir set
hiicre evaporatorde ¢oziictiler ugurulduktan sonra 200 pl su ile ¢oziilerek LC-

MS/MS’e enjekte edildi.

2 farkli yontem kullanildi. ik yontem optimizasyon icin denendi. izotop izleme

icin asil 2. yontem kullanilda.
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Yontem Kolon Hareketli faz Akis Kolon Gradient Analiz

Hiz: sicaklig profili siiresi
1 Merck % 0.1 formik (1 25°C 1.0 >80  45dk
SeQuant asit mL/dk 30.0 — 20
ZIC-HILIC iceren su ve 301 -5
(5 pm % 0.1 T
150x4.6 formik asit 35.0—5
mm) iceren 35.1 — 80
asetonitril 45.0 — 80
2 Merck A:Amonyum 0.2 25°C 1.0 - 80 45 dk.
SeQuant Karbonat 20 mL/dk 30.0 — 20
Z1C- mM iceren su
(21 B:Asetonitril 350—8
mmX150 35.1 — 80
mm, 5 pm) 45.0 — 80
Ekstraksiyvon

v' Siispanse hiicreler homojen olacak sekilde pipetaj yapilir ve icinden hiicre
sayimu i¢in hiticre alind1.

v Hiicreler PBS ile yikanip 1250 rpm, 5 dk. da santifiij edildi ve PBS
uzaklastirildi.

v' Soguk lizis ¢oziicti (Metanol 50%, Asetonitril 30%, Su 20%) 200 ul eklendi.
(methanol ve asetonitril bir giin 6nceden 50 ml falkonda -20 derecede
muhafaza edilir, su ise +4 de, ekstraksiyon giinti sabahtan ne kadar
kullanilacaksa o oranda yukardaki oranlarda karistirilip -20 de tutulur).

v' Hiicreler, kisa bir vorteks sonrasi 4°C for 10 dk. calkalayicida birakild: ve
15 dk. 16,000 santrifiij edildi ve stipernatant LC-MS/MS’de analiz edildi.
HPLC
Kolon: Merck seQuent ZIC-Philic column ( 2.1 mmX150 mm, 5 pm)

Mobil Faz A: Amonyum Karbonat 20 mM (pH 9 4)
Mobil Faz: B:Asetonitril

Enjeksiyon hacmi: 5 ul

Total ytirtitme zamani: 45 dk.

Akis Oranlar:
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Mobil Faz: A Mobil Faz: B Siire

%20 %80 0-30 min
%92 %8 31-37 min
%20 %80 37-46
%20 %80 42 min

MS analizleri:

Stispanse hale getirilmis 6rneklerden 5 pL SeQuant ZIC-pHILIC 2.1 mm x 150 mm
(b pm partikiil boyutu) kolona ytiklendi.. Kolon Sequant ZIC-pHILIC koruyucu
kolon (2.1 x 20 mm, 5 pm) ile birlikte kullanildi. Akis hiz1 200 pL/dk. Sicakliklar
kolon igin 25°C, ornek tepsisi igin 4°C kullanildi. Mobil faz A 20 mM amonyum
karbonat, %0.1 amonyum hidroksit Mobil faz B ise %100 asetonitril olacaktir. MS
tam tarama, polarity- switching modunda calistirilacaktir. Spray voltaji 3.0 kV,
kapiller sicaklig1 275°C ve HESII probe sicakligi 350°C oldu. Sheath gaz 40 units,
auxiliary gaz 15 units and the sweep gaz 5 unit ayarlandi.MS data toplanmas: 70-
1000 m/z araliginda, 70.000 rezoliisyonda, AGC hedefi 1x10%, maksimum
enjeksiyon zamani 20 msn. olarak yapildi. Data analizleri Compound Discover 3.3
(Thermo Fisher Scientific) programinda yapildi. Pik ytizeyleri hiicre sayilarina
gore normalize edilecektir. Metabolit ekstraksiyonu ve LC-MS enjeksiyon hacmi
icin dahili bir standart olarak U-13C6-Glukoz tam isaretli molekiillerin metabolit

seviyelerini normalize etmek igin kullanild1

3.2.14. Istatistik Analizler
Hiicre deneyleri ve qRT-PCR deneyleri iki bagimsiz deneyle tekrarlandi.

Geri kalan tiim deneyler {i¢ kez tekrar edildi. Hiicre canlilik deneylerinde her bir
grup en az triplikat olarak calisildi. Analizler ve grafikler GraphPad PrismV9
programinda yapildi. 1ki grup arasinda anlamli fark olup olmadigini

degerlendirmek icin Student's t-test yontemi kullanilda.
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4. BULGULAR

4.1.Calismada Kullanilan Hiicre Hatlarinda Serin-Glisin ve Folat Metabolizmasi
ile iliskili Olan Genlerin in silico Analizi

Calismada kullanilan K562, U937, HGC27 ve KATO III olmak tizere 4 farkl
hiicre hatt1 vardir. Bu hiicre hatlarinda serin-glisin ve folat metabolizmas: ilgili
onemli enzimlerin ekspresyonlar1 ‘The Human Protein Atlas” veri tabanindan
nTPM (transcripts per million) degerleri alinarak karsilastirmali olarak incelendi.
Sekil 14 ‘de folat molekiiltin hiicre icinde girdiginde poliglutamat kuyrugu
ekleyen FPGS enzimi ile polyglutamat kuyrugunun hidroliz edip folatin hiicre
disma cikisini saglayan GGH enzimini ve folatin indirgenmesinde gorevli DHFR
ve DHFR2 enzimleri 4 farkli hiicre hattinda ekspresyon miktarlar:
gosterilmektedir. A grafiginde GGH enziminin U937 ve KATO III hiicre hatlarinda
eksprese etmedigini goriiyoruz ki bizde qRT-PCR ile de kendimiz Sekil 13" de
gosterildigi gibi GGH enzimini eksprese etmediklerini dogruladik.

0.10
S Bl U937
‘0
.08 KATOIl
3 008 = Sekil 13: Farkl: hiicre hatlariyla birlikte Kato III ve
o
& 0.064 B K562 U937 hiicre hattinda GGH mRNA ekspresyonunun
< 3 HL-60 dogrulanmasi.
Z 004 B vCF7
o
=
S 0.024
@
o
0.00-
A XSS AN
DO 7 DK
9’ <0 (2° ° O
0{-\?{\ 9

B grafiginde 4 hiicre hattinda FPGS enziminin ekspresyonunun farkh
oldugu gortilmektedir. Hiicrelerde FPGS/GGH orami MTX gibi kemoterapi

ajanlarinin etkinlik gosterebilmesi igin 6nemlidir.

53



A. B.
GGH FPGS
80 80—
60 60—
= S
& 40— A
o 40 B 40
= e
20 20
0- I T 0-
& § & & HFP
€ & & O & & o
LIRS ¥ S
Hiicre Hatlar1 Hiicre Hatlar1
C. DHFR D. DHFR2
150 - 81
6_
100
= S
R B 4
= =
s o
50—
2_
0- 0-
¢ @ & S ¢ & B &
& & o & & o
Qy *_?’ ‘2’ ‘&_yv

Hiicre Hatlar1

Hiicre Hatlar1

Sekil 14: Calismalarda kullanilan hiicre hatlarinda folat metabolizmasinda gorevli enzimlerin The

Human Protein Atlas veri tabanindan yararlanilarak gizilen gen ekspresyon profilleri.
(https:/ /www.proteinatlas.org/) (76). A., B., C., D. GGH, FPGS, DHFR, DHFR2 genlerinin hiicre
hatlarindaki ifadelerinin karsilastirma grafikleri (nNTPM: transkriptse per million).

C ve D grafiklerinde biri

sitoplazmada biri mitokondride folat

molekiiliintin indirgenmesinde gorevli DHFR ve DHFR2 enzimleri vardir. Bu


https://www.proteinatlas.org/

genleri hticre hatlarinin her biri farkli miktarlarda eksprese etmektedirler. K562,
HGC27 ve U-937 hiicre hatlar1 DHFR genini DHFR2’ye gore daha fazla ifade
ederken, KATO III hiicre hatt1 ise tam tersi DHFR2 genini DHFR’ye gore daha
fazla eksprese etmektedir. Hiicre hatlarmi kendi icinde bu enzimler acisindan
degerlendirdigimizde enzimlerden sitoplazmada eksprese eden yiiksek ise

mitokondride gorevli olanin daha diistik ifade ettigi goriilmektedir.

Sekil 15'te SLC19A1, SLC46A1, SLC25A32 folat tasiyici proteinlerinin
hiicreler arasindaki gen ifadelerinin in silico incelenmesi gosterilmektedir. A
grafiginde SLCI9A1 genine ait ekpresyon seviyeleri goriilmektedir. Bu gen
tarafindan kodlanan membran proteini bir folat tasiyicisidir ve hiicre ici folat
konsantrasyonlarinin dtizenlenmesinde rol oynar. U-937 ve HGC27 ‘de KATO III
ve K562" gore daha fazla ifade edilmektedir. B grafiginde hiicre hatlarinda
SLC46A1 geninin 4 farkli hiicre hattinda ekspresyonu goriilmektedir. Bu gen
asidik pH ortamlarinda folat ve antifolat substratlarimin hiticre zarlar1 boyunca
hareketini kolaylastiran bir transmembran proton-bagh folat tasiyici proteini
kodlar. En fazla K562’de en az Kato III'de eksprese etmektedir. C grafiginde hiicre
hatlarinda SLC25A32 geninin 4 farkli hiicre hattinda ekspresyonu gorilmektedir.
Bu genin kodladig1 protein folat1 i¢ mitokondriyal membran boyunca tasir. Bu
genin hticre hatlar1 arasinda en ¢ok KATO III'de en az HGC27'de eksprese ettigi
goriilmektedir. D grafiginde hiicre hatlarinda FOLRI geninin 4 farkhi hiicre
hattinda ekspresyonu gorilmektedir. Bu gen tarafindan kodlanan protein folat
reseptor ailesinin bir {iyesidir. Bu gen ailesinin {iyeleri folik asit ve indirgenmis
tirevlerini baglar ve 5-metiltetrahidrofolat: hiicrelere tasir. Bu gen trtini, bir
glikozil-fosfatidilinositol baglantis1 yoluyla membranlara baglanan veya ¢oziiniir
bir formda bulunan salgilanmis bir proteindir. HGC27 ve KATO III hiicre hatlar
yiiksek, K562 ¢ok az ifade ederken, U-937 ise hic eksprese etmemektedir.
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Sekil 15: 4 Farkli hiicre hattinda folat tastyicisi proteinlerin SLC19A1, SLC46A1, SLC25A32 ve
FOLRI1 reseptoriiniin gen ekspresyon profilleri.

Bir sonraki sayfada gosterilen Sekil 16A’da serin amino asidinin de nova

sentezinde gorevli enzimler ile Sekil 16B’de serinden glisin tiretimde rol oynayan
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enzimlerin gen ifadeleri yer almaktadir. A figtirtinde yer alan grafiklerde PHGDH,
PSAT1 ve PSPH genlerinin ekspresyonlar1 gortilmektedir. PHGDH ve PSATI gen
ekspresyon seviyelerinde KATO III hiticre hattinda ilging olarak de nova serin
sentezi i¢in gerekli enzimlerin olmadig gortilmektedir. KATO III hiicre hatt1 hem
GGH hem de PHGDH, PSAT1 enzimlerini sentezlememektedir. HGC27, K562 ve
U-937 hiicre hatlaria gore PSAT1 genini daha fazla ifade etmektedir. B figtirtinde
SHMT1 sitoplazmada SHMT2 mitokondride olmak {izere serinden glisin
sentezinde gorevli iki enzimdir. HGC27 her ikisinde yiiksek eksprese ederken,
K562 ve U-937 hticre hatlar1 sitoplazmik forma gore mitokondriyal formda daha
yiiksek ifade etmektedir. KATO III ise sitoplazmik form SHMT1'de SHMT2 ye

gore cok daha fazla eksprese etmektedir.

Deneyler oncesi hticre hatlarinin daha yakindan incelenmesi deney
kosullarma kars1 hiticreler tarafindan verilen cevaplarin degerlendirilmesinde

yardimci olmaktadir.

57



PHGDH PSAT1 PSPH

400 500 50
A
300- 400 40+
300- 30-
E 200 E §
[ = 200 = 20
1 =
00 100 10
0- 0- 0-
¢ & 4 & & & A & N AN
& & o & F o & & O
& & &
Hiicre Hatlar1 Hiicre Hatlar1 Hiicre Hatlar1
SHMT1 SHMT2
B. 800~
2
=
=
¢ & 5 O ¢ & & S
€ Oo’% OO &Ox N 00’% O@' &Ox
S & T w
¢ $
Hiicre Hatlar1 Hiicre Hatlar1

Sekil 16: Deneysel calismalarda kullanilan hiicre hatlarinda serin-glisin amino asit metabolizmasi ile ilgili 5nemli enzimlerin in silico gen ifadelerinin
gosterimi.
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4.2. izojenik Hiicre Hatlarinin Hazirlanmasi ve Valide Edilmesi

4.2.1.GGH KO Hiicre Hatlarinin Validayonu
A.

!:L 1-lenti_ggh_sgrna_1_41121_plenti_sequence_F.ab1 (1295 bases)
File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help
Selected: 47 .. 70 = 24 bases

o X

1295 bases

TCTTGTGGA AGGACGAAACACCG GG CC TGC TACTC TG CG GGG

GTTTTAGAGC TAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGT TATCAAC(

30 e 40 50 60 80 90 100 110 121,0x
< >
% | Find DNA sequence: v |caccossccTocTACTETOCGEGG | 1 match Previous |
5 Standard  Autoscaled  Raw [Chromatogram Data! [ show quality values l 1,0x
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B.

E 2-lenti_ggh_sgrma_2_41121_plenti_sequence_F.ab1 (1327 bases)
File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

Selected: 48 .. 71 = 24 bases

GCGGGA TT T CG6A TT C TTG6G GCTTTATATAT CTT GT 6 6GA AGG AC GAA AL

& X
1327 bases

16 TTTTAGAGCTAGAAATAGCA
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C.

. 3-lenti_ggh_sgma_3_41121_plenti_sequence_F.ab1 (1630 bases) & X
File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help
Selected: 51 .. 70 = 20 bases 1630 bases

GC6 TARA: T T C:6 AT TTCT T 6 GCTT TATATAT CT T 6T 6 GAAGCOACEAAACKCTE GTTTTAGAGCTAG AAATAGC A

- .GCACAGCAGGCAGCCCGGAC m
.  Standard  Autoscaled  Raw  |Chromatogram Data [ show quality values
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D.

E 4-lenti_ggh_sgrna_4_41121_plenti_sequence_F.ab1 (1363 bases) - X
File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help
Selected: 49 .. 72 = 24 bases [*=] 1363 bases

GC6GTEE TTTCG ATTTCTT G6GCTTTATATAT CTT 6T 6 GA AGG ACG AA AC, 6 TTTTAGAGCTAG AAATAGC

)UULﬂ / h_we,mé S |

50 60 70 80

IOx

Sekil 17. LentiCRISPR V2-sgRNA dizi analizi sonuglar1. a) 1F, b)2F, c)3F, d)4F.
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Sekil 17’de A., B.,C., D. sirasi ile LentiCRISPR V2 vektoriine aktarilan
sgRNA 1, 2,3 ve 4'tin Sanger Dizileme sonugclar1 Snapgene Programi kullanilarak
goruntiilendi ve sgRNA’larin Forward dizilerinin bulundugu kisimlar mavi ile
isaretlendi. Bu sayede ligasyon isleminin basarili oldugu ve sgRNA’larin plazmide
entegre oldugu dogrulandi. Dogruladigimiz plazmitleri Hek293T hticre hattinda
virtis yapildiktan sonra K562 ve HGC27 hiicrelerine transfekte edildi. Transfekte
hiticreler tek hiicre secilimi ve koloni olusturma ydntemi ile tek hiicreden gogaltild
ve kolonilere GGH protein varligmmn olup olmadigim gosteren Western Blot

validasyonu yapildi. GGH band1 gostermeyen koloniler segildi.

K562

— GGH, 36 kDa, 2 dk.

Beta-Aktin, 45 kDa 2 dk.

GGH, 36 kDa, 2 dk.

Beta-Aktin, 45 kDa 2 dk.

Beta-Aktin, 45 kDa 2 dk.
| ———————————y —_—

Sekil 18: CRISPR/Cas9 ile GGH susturulmus hiicre hatlarinin validasyonu. K562 ve HGC27 hiicre
hatlarinda viral transfeksiyon sonrasi secilen kolonilerin tamamen knockout (KO) olup olmadiklar:
Western Blot ile dogrulanmast. Iki basamakl ifadelerde ilk rakam sgRNA numarast, ikinci rakam
secilen klon numarasidir. [k K562 hiicre hatti Western Blotinda protein esitlemesi olmamasindan
klonlar segilirken total proteini yiiksek olanlar dikkate alinmistir. Segilen hticreler kalinlastirilarak
belirtilmistir.

GGH protein band1 olmayan klon hiicre hatlar1 secildi, GGH protein band1
olan hiticreler atildi. Bu hticrelerden K562 sg2-2, sg3-2 ve Hgc27'den sg1-2 ve sg3-6
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secildi (Sekil 18). Bu hiicre hatlarindaki sgRNA’lar GGH Genini Ekzon 1
bolgesinden kesmektedirler. O sebeple bu secilen hiicrelerden genomik DNA izole
edilip, GGH Ekzon 1 bolgesinin PCR"1 yapilarak ¢ogaltild1 ve Macrogen firmasina

Sanger Dizilemeye gonderildi. Ekzon 1 Bolgesinde degisiklik olup olmadig:
kontrol edildi.

Sekans Sonuclari:

Altta yer alan GGH Ekzon 1 bolgesi, promoter ile birlikte genome
browser’dan almmustir. Yesil renkle isaretli olanlar primer bolgeleridir. Biiytiik

harfle gosterilen kissm kodlama yapan ekzon bolgesidir.

tcgecegteecgtcttcacttectacagatgecgegaccecccaaatagcaagtgtggacattcacattcaggggeacaggetgtecgtaca
gcgaacgttgtcaccattcccggagatagggecccgaccttcaagggggeggtgeggttggegegeagttctcaggegecttctagaatec
cctgecagectecccgetgectggttaccaaacteggecggggacacccaaccteccctctcgaggacctgggt  tggecageccagetttgt
acgggtgactgaagtccacatcgacgtaacagttgaaagggaaggacgeggagaccacceggtacccgecccaggegtttccagagtct
ccgcttaggeggececgtgggggtcggggtegeggtcgeggtegeggaccggggacagagcaatggggegggrgegeagegeeggetge
actcccagagcctcccaccgecgecccacggecgcectagegegegeegg gactgcatttcccataggec cacgetgeggagceaccgecca
cccgagtctcacgcgagtgegetgecgegaggtgteectgecgecageccccgeccgcccGCAGAGCTTTTGAAAGGCGGCGG
GAGGCGGCGAGCGCCATGGCCAGTCCGGGCTGCCTGCTGTGCGTGCTGGGCCTGCTACTCTGCGGGGC
GGCGAGCCTCGAGCTGTCTAGACCCCACGGCGACACCGCCAAGAAGCCCATCATCGgtaaggaggctgtgegg
ggccgcagcagacggggaggagcetgggtgttggegetgggegectcccgecgecgegcetccagetggegegteccgecgggaaaaacce
ccagatgtgcttcg cttttggtgcaaggaggaacce cgggcetgggcaccatttaggtcgtactgaaatgtacctggttgaggtacctcgttca
ttcctttagactcatatgactcttaaaggtgggagggaggagggtgcaccatgaagaatectgeggattttcttttttt gtacacagctagga
atttctactaaaataaaacatttccttttcgcacatagttgggaagttttactcatttacat
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A, K562 s¢2-2 Forward

(3 K-2-25.07.609ab1 (736 bases) - o X
File Edit Wiew Enzymes Featwes Pimers Actions Tools Window Help

Selected: 95 .. 95 = 1 base Bd | 736 bases
GCEKG E‘-.GE TCACCCG 76 TCTOACG CG AG TGCBCTGLCGCG AGG TG TCCC TG CCGCAGCCCCCGCCCGCCCGLAGAGC TTTTRAAAGGLGGE th A GAA CCCAT CE'CE[GK"-.-‘-E GAGH

r||||

.- ! L L W" i

& Sundand  Autescled  Raw  Cheomatogram Data

a cgttgt caccattcccggagatagggccccgaccticaagggggeggtgeggtiggegegeagtictgaggegecttctagaateeccctgeca gcg
;ctccccgctgcctggttaccaaactcggccggggacacccaa cctecectetegaggacctgggttg cagcccagctttgtacgggtgactgaaé
fgtccacatcgacgtaacagttgaaagggaaggacgcggagaccacccggtacccgccccaggcg ccagagtctccgcettaggeggeecegtyg
:gg getcggegetegeggtegeggtegeggaccggggacagageaatggggcgggcgcgcagegccggetgeacteccagagecteccaccg ccgé
:cc ccacggecgectagegegegecgggactgeatttecccataggeccacgetgeggagcaccgec®accegagtctcacgegagtgegetgeeg

LgaggtgtccctgecgeageccccgececgeecG CAGAGCTTTTGAAAGGCGGCGGGAGGCGGCGAGCGCCATGGCCAG'E
CCGGG CTGCCTGCTGTGCGTGCTGGGCCTGCTACTCTGCGGGGCGGCGAGCCTCGAGCTGTCTAGACCCCAC |
ﬁGCGACAC CGCCAAGAAGCCCATCATCGgtaaggaggctgtgeggggecgeageagacggggaggagetgggtgttggcgetgg
fgc gectececgecgecgegeteccagetggegegteeccgecgggaaaaacccecagatgtgeticgettttggtgcaaggaggaaccegggetgg gcé
;a ccatttaggtcgtactgaaatgtacctggttgaggtacctcgttcattcctttagactcatatgactcttaaaggtgggagggagga gggtgcaccg
iatgaagaatcctgcggattttctttttttgtacacagctaggaatttctactaaaataaaacatttccttttcgcacatagttgggaagttttactcatté
tacat i

*Kirmizi ile isaretli dizinin arasinda kalan kalin siyah dizi S ile isaretli bolgeden itibaren yoktur.
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B. K562 sg3-2 Forward

(A 3-2-F_06_F09.ab1* (704 bases) - m] X
File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

Selected: 101 .. 101 = 1 base [«+=] 704 bases
AGCTTTTGAAAGGCGGCKIGG A GY|GSYRIATCTCCATGGCCTGYITGYGTCY|[TGT TGC CCAGACTCTCTG CGG[SIGSIGGA(

~

80 50 100 110 120 B 13 1 Ox
>
%  Find DNA sequence: v |cagceccocogeecgee v | Previous Next

[ show quality values I 1.0

& Standard Autoscaled Raw  Chromatogram Data

Tegecgtecegtettcacttcctacagatgecgegacceeccaaatageaagtgtggacattcacattcaggggcacaggcetgtecgtacagega
acgttgtcaccattcccggagatagggecccgaccticaagggggeggtgeggtiggegegeagtictcaggegectictagaatecectgecage
ctccecgetgectggttaccaaacteggecggggacacccaaccteccctetecgaggacctgggttggecageccagetttgtacgggtgactgaa
gtccacatcgacgtaacagtigaaagggaaggacgeggagaccagecggtaccegecccaggegtttccagagtctecgettaggeggeeegtyg
geegetegggetcgeggtecgeggtegeggaccggggacagageaatggggegggegegeagegecggetgeacteccagagecteccaccgeceg
ccccacggeegectagegegegeegggactgeatttcccataggeccackegagtetcacgegagtgegetgeegegaggtgteectgeegeage
ccccgeecgcccGCAGAGCTTTTGAAAGGCGGCGGGAGGCGGCGAGCGCCATGGCCAGTCCGGGCTGCCTGCT
GTGCGTGCTGGGCCTGCTACTCTGCGGGGCGGCGAGCCTCGAGCTGTCTAGACCCCACGGCGACACCGCCAA
GAAGCCCATCATCGgtaaggaggctgtgeggggecgeageagacggggaggagetggetgttggegetgggegectecegecgeegeg
ctccagetggegegtecegeegggaaaaaccceccagatgtgettegettttggtgecaaggaggaaceegggetgggcaccatttaggtegtact
gaaatgtacctggttgaggtacctegtteattectttagactcatatgactettaaaggtgggagggaggagggtgcacecatgaagaatectge
geattttetttitttgtacacagetaggaatttctactaaaataaaacatttectittcgecacatagtigggaagttttactcatttacat

*Kirmz ile isaretli olan diziden sonra siyah kalin ile yazilan dizi yok S ile isaretli kissmdan sonra sekans dizisi bozuluyor.
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C. K562 sg ctrl Forward

(& 1-4-F_05_E09.ab1 (379 bases) = O b
File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help
Selected: 349 .. 361 = 13 bases [«=] 379 bases

AAACCCCCAGATGTGCTTCGCTTTTGGTGCAAGGAGGAACCAAAAGCGAAGCACATCTG

\
1

% Find DNA sequence: v lgatgtgcttcgcttttggtg v} 1 match Previous Next

ek Standard Autoscaled Raw Chromatogram Data E] Show quality values .

Tcgeegteecgtcttcacttcctacagatgecgegaccccccaaatageaagtgtggacattcacattcaggggcacaggcetgtecgtacagega
acgttgtcaccattcccggagatagggecccgaccttcaagggggeggtgeggtiggegegeagtictcaggegectictagaateccctgecage
ctccecegetgectggttaccaaactcggeecggggacacccaacctecectectegaggacctgggttggecageccagetttgtacgggtgactgaa
gtccacatcgacgtaacagtigaaagggaaggacgeggagaccacccggtacccgeeccaggegtttccagagtctecgettaggeggeecgtg
geggeteggeggtegeggtegeggtegeggaccggggacagageaatggggegggcgegeagegeeggcetgeacteccagagectecccaccgecg
ccccacggecgectagegegegecgggactgcatttecccataggeccacccgagtctcacgegagtgegetgecgegaggtgteectgecgeage
cceccgeecgcccGCAGAGCTTTITGAAAGGCGGCGGGAGGCGGCGAGCGLCCATGGCCAGTCCGGGCTGLCTGLTG
TGCGTGCTGGGCCTGCTACTCTGCGGGGCGGCGAGCCTCGAGCTGTCTAGACCCCACGGCGACACCGLCAAG
AAGCCCATCATCGgtaaggaggctgtgeggggccgeageagacggggaggagetgggtgttggegetgggegectecegeecgeegegcte
cagctggcegegtcccgecgggaaaaacccccagatgtgettegettttggtgecaaggaggaaccegggetgggcaccatttaggtcgtactgaaa
tgtacctggttgaggtacctegttcattcctttagactcatatgactettaaaggtgggagggaggagggtgcaccatgaagaatectgeggatttt
ctttttttgtacacagctaggaatttctactaaaataaaacatttccttttcgcacatagtigggaagttttactcatttacat

*Ekzon 1 bolgesi kontrol sekans dizisi ile eslesiyor
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D. Hgc27 sg1-2 Forward

(& 1-2-F_04.D09.ab1 (367 bases) - O X

File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

Selected: 151 .. 158 = 8 bases [+ 367 bases
PATGGCCAGTCCGGGCTIBCCTGCTGTGCGTGCTGGGCCTGETACTCTGCKSSRIAGTCTCTAGCCTCC TRS|TCSICC)

< >
* | Find DNA sequence: ~ |GCCTGCTGTGC / v | 1 match Previous Next
&  Standard  Autoscaled  Raw | Chromatogram Data / [ show quality values I

Tcgeegtecegtettcacttcctacagatgecgegaccodccaaatageaagtgtggacattcacattcaggggcacaggcetgtecgtacagega
acgttgtcaccattcccggagatagggecccgacciicaagggggeggtgeggtiggegegeagtictcaggegecttctagaatececectgecage
acacccaacctcccctctcgaggacctgggttggecageccagetttgtacgggtgactgaa
gtccacatcgacgtaacagtigaaagggadggacgeggagaccacccggtaccegecccaggegtticcagagtctecgettaggeggeeegtg
gegetcgggetecgeggtecgeggtegcggaccggggacagagcaatggggegggcgegcagegecggctgcactecccagagecteccaccgeceg
ccccacggeegectagegegegeegggactgeatttececcataggeecaccegagtctcacgegagtgegetgecgegaggtgteectgecgeage
cccegecegeccGCAGA TTTGAAAGGCGGCGGGAGGCGGCGAGCGCCATGGCCAGTCCGGGCTGCCTGLTG
TGCGTGCTGGGCCTGCTACTCTGCGGGGCGGCGAGCCTCGAGCTGTCTAGACCCCACGGCGACACCGCCAAG
AAGCCCATCATCGgtaaggaggctgtgcggggecgeageagacggggaggagetggetgttggegetgggegecteeccgecgeegeget
ccagctggegegtceccgecgggaaaaacceccagatgtgettegettttggtgcaaggaggaaccegggetgggcaccatttaggtegtactga
aatgtacctggtigaggtacctcgttcattcctttagactcatatgactcttaaaggtgggagggaggagggtgcaccatgaagaatectgegga
ttttctttttttgtacacagctaggaattictactaaaataaaacatttcctttticgcacatagtigggaagttttactcatttacat

ctcececgetgectggttaccaaacteggec

*Mavi ile isaretli bolgeden sonra GC den sonra dizi sekans1 bozuluyor. Siyah kalin ile yazilan kisim yoktur.
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E. Hegc27 se 3-6 Forward

(& 3-6-F_03.C09.ab1 (708 bases) - O X

File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

Selected: 107 .. 117 = 11 bases =4 [« 708 bases
"“AAGGCGGCGGGAGGCGGCGAGCGCCATGGCCTGCTGTGCGTGC TGGGLCCTGC TAC

W Mmal\m MWMMNMM_MMMM

% Find DNA sequence: v |GCGCCATGGC v | 2gatches

Previous

2l Standard Autoscaled Raw Chromatogram Data [ Show quaity values

cgaggtgtccctgecgeageccecgeccgcccGCAGAGCTTTTGAAAGGCGGCGGGAGGCGGCGAGCGCCATGGCCAGT
CCGGGCTGCCTGCTGTGCGTGCTGGGCCTGCTACTCTGCGGGGCGGCGAGCCTCGAGCTGTCTAGACCCCACG
GCGACACCGCCAAGAAGCCCATCATCGgtaaggaggctgtgeggggccgcageagacggegaggagetgggtettggegctgggce
gccteecgecgecgegeteccagetggegegteccgeegggaaaaacccccagatgtgettegettttggtgecaaggaggaaccegggetgggcac
catttaggtcgtactgaaatgtacctggtigaggtacctegttcattcctttagactcatatgactcttaaaggtgggagggaggagggtgcaccat
gaagaatcctgeggattttctttttttgtacacagctaggaatitctactaaaataaaacatttccttticgcacatagtigggaagttttactcattta
cat

*Mavili bolgeden sonraki siyah kalin ile yazilan dizi sekans dizisi yoktur.
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F. Hgc27 sq ctrl Forward

(@ C-F02_B09.ab1 (378 bases) - o X
File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help
Selected: 289 .. 315 = 27 bases [«+=] 378 bases
iIGTGTTGGCGCTGGGCGCCTCCCGCCGECLCGLCGLCTCCAGCTGGLCGLCGTLCLCCGELGIGG AAAAACCCCCAGATGTGCTTCGCT
,‘
A !
i “ ' ’ 1 "
Al L W A I H
AANNATAWS l I\ A l l
* Find DNA sequence: \icrgrcgvc:ccraigrctrgigcrgrcigrlj:ccgctr:g ~ | 1 match Previous Next
g Standard Autoscaled Raw Chromatogram Data [C] show quality values .

}cgccgtcccgtcttcacttcctacagatgccgcgaccccccaaatag?:aagtgtggacattca cattcaggggcacaggctgtccgtacagcga.g_
;acgttgt caccattcccggagatagggececgaccttcaagggggeggtgeggttggegegeagttctcaggegecttctagaatcecctgeca gc§
ictccccgctgcctggttacca aactcggeeggggacacccaacctececctectegaggacctgggtiggecageccagetttgta cgggtgactgaaé
fgtccacatcgacgtaa cagtigaaagggaaggacgcggagaccacccggtacccgecccaggegtitccagagtcteccgettaggeggeecgtg
ggggtcggggtcgc getcgeggtegeggaccggggacagageaatggggegggegegeagegecggetgeactcccagagectcececaccg ccgé
tcccacggccgcctagcgcgcgccgggactgcatttcccataggcccacgctgcggagcaccgcccacccgagtctcacgcgagtgcgctgccg i
cgaggtgtccctgccgca geecceegeccgeccGCAGAGCTTTTGAAAGGCGGCGGGAGGCGGLCGAG CGCCATGGCCAGT?
iCGGGCTGCCTGCTGTGCGTGCTGGGCC'I'GCTACTC‘I’GCGGGGCGGCGAGCC‘I’CGAGCTGTCTAGACCCCACG
GCG ACACCGCCAAGAAGCCCATCATCGgtaaggaggctgtgeggggccgcagecagacggggagega gctgggtgttggcgctgggc
gcctcccgccgccgcgctccagctggcgcgtcccgccgggaa aaacccccagatgtgettcgettttggtgcaaggagega acccgggctgggcacé
;catttaggtcgtactgaaatgtacctggttgaggtacctcgttcattcctttagactcatatgactcttaaaggtgggagggaggagggtgcaccat

gaagaatcctgceggattttctttttttgtacacagctaggaatttctactaaaataaaacattteccttttcgcacatagttgggaagttttactcatttal

cat 5

*Ekzon 1 bolgesinin tamamu dizi sekanslama ile eslesmektedir.

Sekil 19: A) K562 sg 2-2 GGH Ekzon 1 Sekans1. B) K562 sg 3-2 GGH Ekzon 1 Sekansi. C) K562 sg ctrl GGH Ekzon 1 Sekansi. D) Hgc27 sg1-2 GGH Ekzon 1
Sekansi. E) Hgc27 sg3-6 GGH Ekzon 1 Sekansi. F) Hgc27 sg ctrl GGH Ekson 1 Sekansi. Sar1 arka plani olan kisim PCR ile ¢ogalttigimiz bolgedir. Siyah kalin
isaretli kistm delesyonun oldugu kisimdir. Kirmizi ile isaretli olanlar ise Ekzon 1 de eslesen dizilerdir.
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Hiicreler sekanslama ile dogrulandiktan sonra (Sekil 19) bu hiicreleri

deneylerde kullanmadan 6nce tekrar bir Western Blot yapild: (Sekil 20).

K562 Hgc27
A R~ & vy
" & ™ [ |9 N N
X g0 o S0 ~z~°° 40 0
e @  GGH

— — —

— — m— e Beta-Aktin

Sekil 20: Deneylerde Kullanilacak Hiicre hatlarinin Western Blot Validasyonu. K562 ve Hgc27
hiicre hatlarinda GGH birincil antikoru 1:2000, ikincil antikoru anti-rabbit 1:5000 oranlarinda
kullanilda.

Hem sekanslama hem Western Blot ile KO hiicre hatlar1 validasyonunu

yaptiktan sonra in vitro deneylere gecildi.

4.2.2 GGH OE Hiicre Hatlarinin Validasyonu

GGH PCR"1

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

bp ng/0.549 %

10000 30
8000 30
6000

Sy

957 bp, GGH

@
o
| mmm:mc}o’—tc’m

n
(3,
o o on

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/em, 45 min

Sekil 21: GGH kodlayan bolgenin PCR ile ¢ogaltilmasi.
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Kesilmemis Kesilmis
Vektor Vektorler
GGH

Sekil 22: pMXS-blast-GGH vektoriiniin klonlamanin dogrulanmasi i¢in yapilan diagnostik
restriksiyon sonucu agaroz jel gériintiisii. BamHI, HindIIl enzim kesimleri yapildi. Ornekler
sirastyla; ladder, kesilmemis pMXS-GGH vektort, kesilmis pMXS-GGH koloni-1, koloni-2
vektorleri.

Overekspresyon icin kullanilan plazmitlerin elde edildikten sonra GGH gen
bolgesinin diizgiin bir sekilde vektore entegre olup olmadig1 kontrol etmek icin
diagnostik kesime (Sekil 22) ek olarak plazmitler Sanger Dizileme yapilip hem
Snapgene Programinda gorintiilendi, hem de NCBI Blast ile gen dizisi

eslestirmesi dogrulandi ( Sekil 23, 24, 25).

[ DL pMXS GGH230.03 22 pmcs_sequence.abl (509basey . — @ x|
File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

Selected: 447 .. 476 = 30 bases [#=] 1509 bases ;
TAGTTAATTAAGBGGATCCOGCCACCATGOECCAGTCCOOBOCTOBCICTEGCTEGTGEGCE6TGEGCTGGGCCT ‘

Find DNA sequence: v |accatesdcasTecsoscToc v | 1 match Previous

B standard  Autoscaled  Raw cnma\xunoata [ Show quality values I

GGH primer Forward: ATGGATCCGCCACCATGGCCAGTCCGGGCTGC

Sekil 23: pMXS-GGH Vektoriin GGH Forward Primerinin Snapgene’de Gosterimi. Mavi ile
isaretlenmis bolge GGH geninin baslangicini gostermektedir.
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Blast Sonucu:

Vektoriin sekans datasin1 NCBI Blast a koydugumuzda %96,6 eslesmektedir.

bul Medeniyet Oniversitesi % | [ Postd,- saniye.ads@medeniyete % | M [Macrogen Europe] Result - ECOC % 2 N2 BlastMuclectide Sequence X + v =

€ @ blastocbinkmnihgov/Blastc G ek
b B G o TIOW 0 TE3U IS TEPONY Wl DLAS T M8 VIDEDS  _JO3CK 10 1T20I0nNa0 Hesuns rage
Job Title Nucleotide‘\Sequence Filter Results
RID ZCPUBHDBOXG Search expires on 02-24 01:13am Download All v
i 20 wil appaar (]

Program BLASTN @ i) A L |_I[BEces

Ty Y |
Database nt See details ype common name, binomial, taxid or group name

+ Add organism
Query ID lel|Query_8583
Description Mone Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  dna

to to ]
Query Length 1509 - - -

Other reports  Distance tree of results MSAwiewer @ m

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignme Download ¥ Selectcolumns *  Show 7]

8 selectall 100 ssquances seiocted GenBank Graphics Dislance tree of resulls ~ MSA Viewer
Max Totel Query E Per  Acc

Deavee e ’ff M Soore Seore Cover value  Ment  Len  Aeoession

y v v w v v

Home sapsens gamma:-ohlamy) hydimiase (GGH), transeint vanant 1, mBNA Homosspiens 134 134 4% 00 9666% 1248 MM 0038783

Homo sapins gamma-okitanyd hydrodase (GGH). transcopl vanant 2. mBMA Homosapiens 1134 1134 4% 00 9666% 967 MM DO14108961

Home sapsens gamma-ohiand hydolase (conivoase. foliolvoammeolutamy] wrolass), MRNAGDNA G Homo sagiens 1134 134 4% 00 96.66% 1306 BOO2S(RS1

Homo sapiens humean gamms-ghizeyl hydrolase (hGH) mBNA,_compiste ods Homosapiens 1134 1134 44% 00 9666% 1280 USSH061

Human ORF eame Gatiway entry vector pENTR223-GGH_comglete Sequence Humean ORF 133 133 44% 00 9665% 3744 LTT380001

Sekil 24: pMXS-GGH plazmit sekansi. NCBI-Blast ytiklendiginde sekans dizisi GGH
transkripti ile %96.6 oranin eslendigi gosterilmistir.

v e rmsivsume e g

RID H5N7EBMHO016 Search expires on 09-27 20:56 pm Download All v -

Program BLASTN @ Citation v Organism only top 20 will appear [ ] exclude

Database nt  See details v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘
= + Add organism

Query ID Icl|Query_113513

Description None Percent Identity E value Query Coverage

Molecule type dna ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘

Query Length 1075

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download Select columns ~  Show | 10! (2]
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Max  Total Query E Per. Acc.
D i S tific N
escription CemeMaME  oore Score Cover value  Ident | Len =~ Accession
v v v |- - -
Homo sapiens gamma-glutamyl hydrolase (GGH), transcript variant 1, mRNA Homo sapiens 1674 1674 86% 00  99.04% 1248 NM_0038783
Homo sapiens gamma-glutamyl hydrolase ( folylpol yiLh  MRNA(CDNAGL... Homo sapiens 1674 1674 86% 00  99.04% 1306 BCO25025.1
Homo sapiens human ¢ Lut | (hGH) mRNA, complete cds Homo sapiens 1674 1674 B86% 00 99.04% 1280 U5S5206.1
Human ORFeome Gateway entry vector pENTR223-GGH, complete Human ORFeo.. 1672 1672 86% 0.0 99.04% 3744 LT1738200.1
‘Synthetic construct Homo sapiens clone cesbBroadEn_02029 GGH gene, encades complete protein synthetic construct 1672 1672 86% 0.0  99.04% 1086 KJA92635.1
Synthetic construct Homo sapiens clone IMAGE: 100073880 gamma-glutamyl_hydrolase (conjugase, folylpol... synthetic construct 1672 1672 86% 00  99.04% 1056 JF432643.1

Sekil 25: pLENTI-eflalpha-GGH plazmit sekansi. NCBI-BIAST yiiklendiginde sekans dizisi GGH
transkripti ile %99.4 oranin eslendigi gosterilmistir.
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Sekil 26: Kato III ve U-937 hiicre hatti GGH Overekspresyon Validasyonu A. Kato III hiicre
hattinda pLENTI-eflalpha-GGH vektoriiniin antibiyotik 6ncesi 48. Saatte 10X’de GFP sinyali.
B.Kato3 ve U-937 GGH Overekspersyonu Western Blot Validasyonu.

U-937 hiticre hatti pMXS vektori ile transfekte edilmisken, Kato III GFP
sinyali olan pLENTI-eflalpha vektorii ile transfekte edilmistir. Sekil 26A’da
pLENTI-eflalpha-GGH vektoriiniin antibiyotik ©oncesi 48. Saatte 10X’de GFP
sinyali gosteren fotograf varken B ve C’'de Western Blot ile GGH overekspresyon

validasyonu gorseli yer almaktadir (Sekil 26).

4.3. Hiicrelerin serin, glisin ve serin/glisin icermeyen ortamda ¢ogalmalarinin
belirlenmesi

K562 hiicre hatlar1 K562, sg2-2, sg 3-2 ve sg ctrl olmak tizere 4 farkli hiicre
hattinda serin ve glisin igeren tam besiyeri, sadece serin iceren glisin icermeyen,
sadece glisin igerip serin icermeyen ve her iki amino asiti icermeyen 4 farklh
besiyerinde hiicre sayimi sonuglar1 sekil 27" de goriilmektedir. Kontrol grubuna
gore sadece serin icermeyen besiyerinde hiicre sayisinda ileri derecede anlamli bir

artis gortilmektedir.
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Sekil 27: K562, K562 GGH KO sg 2-2, sg3-2 ve K562 sgctrl hatlarinin serin-glisin, serin,
glisin ve serin-glisin olmayan besiyerlerindeki rolatif hiicre sayimi grafigi. Kontrol grubunda
sadece serin amino asiti icermeyen besiyeri ile karsilastirildiginda, ** p<0.001, *** p<0.0001. Data

mean*SD olarak sunuldu.

Hem 15.5 mM hem de 5.5 mM glukoz konsantrasyonunda K562 GGH KO
hiicre hatlarinin 4 farkli besiyerinde hiicre proliferasyonu altaki sekil 28" de
goriilmektedir. Her iki glukoz konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore serin -,
glisin + besiyerinde sg2-2 ve sg3-2 hiicre hatlarinda 4 guniin sonunda hiicre
sayisinin istatiksel olarak anlaml olarak daha fazla arttigim1 gozlemlendi. Sekil
28A.’da 15.5 mM glukoz konsantrasyonunda serin ve glisin igermeyen besiyerinde
hticre canlilginda kontrol grubuna gore ileri derecede anlamli olarak daha fazla
iken, B. 5.5 mM glukoz konsantrasyonun kontrol grubunun hiicre canliligini sg2-2
ve sg3-2 GGH KO hiicre hatlarma gore hiicre sayisinda anlaml bir sekilde artma

gozlenmedi.
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Sekil 28: K562 GGH KO hiicre hatlarmin rolatif hiicre canlilik grafikleri. A. 15.5 mM Glukoz
konsantrasyonunda K562 GGH KO hiicre hatlarinin hiicre canliligi. B. 5.5 mM Glukoz
konsantrasyonunda K562 GGH KO hiicre hatlarinin hiicre canlilifi. Data mean+SD olarak sunuldu.
** p<0.001, *** p<0.0001, **** p<0.00001 kontrol grubu serin -, glisin + besiyeri ile
karsilastirildiginda, *p<0.05, ++p<0.01, ****p<0.00001 serin ve glisin icermeyen besiyeri ile
karsilastirildiginda).
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Sekil 29: HGC27 GGH KO sg 1-2, sg3-6 ve kontrol hiicre hatlarinin serin-glisin, serin, glisin ve
serin-glisin olmayan besiyerlerindeki hiicre proliferasyon grafigi. A. 5.5 mM Glukoz
konsantrasyonunda HGC27 GGH KO hiicre hatlarinin hiicre canliligr. B. 15.5 mM Glukoz
konsantrasyonunda HGC27 GGH KO hticre hatlarinin hiicre canliligi Data mean+SD olarak
sunuldu. Kontrol grubu serin icermeyen besiyerine gore karsilastirma yapildiginda, anlaml bir
fark tespit edilmedi.

Hiicre canlilik deneyinde HGC27 GGH KO hticre hatlar1 arasinda kontrole
gore her iki glukoz konsantrasyonunda da istatiksel olarak anlamlilik tespit

edilmedi (Sekil 29).
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Sekil 30: A. Kato III ve Kato III GGH OE hiicre hatlarinin serin-glisin, serin, glisin ve serin-glisin
olmayan besiyerlerindeki hticre proliferasyon grafigi. B. U-937 ve U-937 GGH OE hiicre hatlarinin
serin-glisin, serin, glisin ve serin-glisin olmayan besiyerlerindeki hiicre proliferasyon grafigi. Data
mean+SD olarak sunuldu. Serin icermeyen besiyerine gore karsilastirma yapildiginda, ** p<0.001.

GGH eksprese etmeyen Kato III ve U-937 hiicre hatlarinda serin-, glisin+
besiyerleri tizerinden Kato III ve U-937 GGH OE hiicre hatlar ile karsilastirma
yapildiginda istatiksel olarak ileri derecede anlamli bir azalis gozlemlendi (Sekil
30). KO hiicre hatlarinda hiicre canlilig1 artisina nazaran GGH overekspresyon da

azalis tespit edilmesi deneyin kendi icinde uyumunu gostermektedir.
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4.4. GGH KO hiicre hatlarinin serin, glisin ve serin/glisin icermeyen ortamda
MTX duyarliliklarinin arastirilmasi

K562 hiicre hattina 0, 5, 10, 25, 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda MTX ilag
uygulamas1 yapildi ve 4 giin inkiibasyon sonrasi hiicre canlilig1 olgiildii. Hiicre
canlilik dlctimlerine bakildiginda 50 nM’dan sonra 100 nM’da hiicre canlilig1 tim

besiyerlerinde ileri derecede anlamli bir seklide azalma gostermektedir (Sekil 31).

Bl serine +,glisin +
Bl serin +glisin-
Bl serin- glisin+
K562 o

Bl serin - glisin -

- 150+
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=)

=]
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Sekil 31: K562 hiicre hattinda farkli dozlarda MTX ilag uygulamasi sonucu hiicre canlilik grafigi.
Data mean+SD olarak sunuldu. Kontrol grubunda her bir besiyerine gore karsilastirma
yapildiginda, **** p<0.00001.

K562 hiicre hatt1 50 nM MTX konsantrasyonuna kadar ciddi bir hiicre
azalmas1 gostermemektedir (grafik o sebeple 25 nM dan baslamaktadir 0 nM ile
ayni oldugunda) 50 nM’dan sonra 4 farkli besiyerinde de istatiksel olarak ileri

derecede anlaml1 bir hiicre canlilig1 azalis1 gozlemlendi (Sekil 32).
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Sekil 32: K562 hiicre hattinin 4 farkli besiyerindeki MTX ilag¢ yaniti. Data mean+SD olarak
sunuldu.100 nM MTX konsantrasyonuna gore karsilastirma yapildiginda, ** p<0.01**** p<0.00001.

U937 hiicre hattinda, 5 nM" a gore 10 nM MTX konsantrasyonunda hiicre
canliligr %90lardan %20’lere diistis gosterdi. 0-5 nM yogunlasma arasinda
istatiksel anlamh bir fark yoktur (Sekil33A). 10 nM’lardan sonra %5 ‘lere kadar
hticre canlilig1 azalmustir. U937 hiicre hatt1 4 farkli besiyerinde 5nM’a gore 10 nM
‘da ileri derecede anlamli bir hiicre canlilik azalis1 gosterdi (Sekil 33B). Serin
amino asiti icermeyen glisin amino asiti igeren besiyerinde 5nM’a gore 10 nM ‘da
%50 civarindaki hiticre canlilign %25 civarlarina dismiis yani yar1 yariya
azalmistir. GGH eksprese eden K562 hiicre hattindan 50 nM-100 nM MTX
konsantrasyon aras1 goriilen istatiksel olarak ileri derecede anlaml1 hiicre canlilik
azalisi, U937 hiicre hattinda 5 nM-10 nM MTX konsantrasyon arasi ileri derecede
anlamli bir azalis gortildi. Yani U937 de ¢ok daha diuisiik bir konsantrasyonda (10
kat1 kadar) hiicreler dldiiler (Sekil 33).

80



U937
- 150 . ..
%0 Bl serin +glisin +
—
'g Bl serin +glisin-
] 100 == Bl serin -, glisint+
)
Pl . o .
3] Il serin-, glisin -
R=} %k Xk % &
aw
H 50 -
=
Q
R _
=

0nM 5nM 10 nM 25 nM 50 nM 100 nM
MTX(nM)
B. U937

- 150 -

5D BN 5nM MTX
F: 3k 3% % %
E s . B 10nM MTX
O 1004 [] B 25nM MTX
9]

3] KXk Bl 50 nM MTX
i) * k% k

E 100 nM MTX
= 50

S

© -

R~ _

O\O

0 —
X . X /,
& e 5 o
“& & 4 N
% ‘Q? X \6} QIMQ} Q@"Qo
2 g S &
9"’0 %& & &
Besiyerleri

Sekil 33: A. U-937 hiicre hattinda farkli dozlarda MTX ilag uygulamasi sonucu hticre canlilik
grafigi B. U-937 hticre hattinin 4 farkl besiyerindeki MTX ilag¢ yanit1. Data mean+SD olarak
sunuldu. 10 nM MTX konsantrasyonuna gore karsilastirma yapildiginda **** p<0.00001.

GGH KO hiicre hatlarnda MTX uygulamasinda kontrole gore daha fazla
etkilenmislerdir. 4 farkli besiyerinde A, B, C ve D grafiklerinde 50 ve 100 nM MTX
konsantrasyonlarinda kontrole gore sg 2-2 ve sg 3-2 hiicre hatlarmin

proliferasyonu ileri derecede anlamli bir sekilde azalmstir (Sekil 34).
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Sekil 34: K562 GGH KO hiicre hatlarinin 4 farkli besiyerindeki MTX ilag yaniti. A, B., C., D. Serin +, glisin +, serin +, glisin -, serin -, glisin +, serin -, glisin
- besiyerlerinde 3 hiicre hattmin 6 farkli MTX konsantrasyonunda Rolatif hiicre canlilii grafigi. Data mean+SD olarak sunuldu. * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.0001, **** p<0.00001.
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4.5. GGH KO Hiicre Hatlarinin Serin, Glisin ve Serin/Glisin Icermeyen
Ortamda CBR-5884/PHGDH Inhibitor Etkisi

CBR-5884-PHGDH inhibitort icin literattirde 30 pM doz igin IC50 degeri
belirtilmisken bu degerde %5 civar1 bir canlilik azalis1 olmasindan dolay: farklh
dozlarda IC50 ‘yi bulmak igin denemeler sonrasi bu doz 13 pM olarak Sekil
35A’da gosterilmistir. B ve C grafiklerinde serin, glisin iceren ve sadece serin
iceren besiyerlerinde hiicre hatlar1 arasinda inhibitor etkisinde bir fark yokken, D
ve E garfiklerinde yani serin icermeyen glisin iceren ve her iki amino asiti
icermeyen besiyerlerinde kontrol grubuna gore hiicre canliliginda ileri derecede

anlamli olarak bir azalis vardi

A.
ICs,
150-

- 3uM
- - 6 uM
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Sekil 35: K562 GGH KO hiicre hatlarinin 4 farkli besiyerindeki CBR-5884 PHGDH inhibitoriine yaniti. A. K562 hiicre hattinda CBR-5884 inhibitoriintin
IC50 % inhibisyon grafigi B., C., D. E. Serin +, glisin +, serin +, glisin -, serin -, glisin +, serin -, glisin - besiyerlerinde 3 hiicre hattinin 13 uM

konsantrasyonunda Rolatif hiicre canlilig: grafigi. 13 pM’a gore karsilastirildiginda,Data mean+SD olarak sunuldu. p<0.01, **** p<0.00001.



4.6.Serin-Glisin Metabolizmasinda Gorevli PHGDH, SHMTI ve SHMT2
Genlerin Ekspresyonlarinin qRT-PCR ile Belirlenmesi

Sekil 36A grafiginde K562 GGH hiicre hatlarinda PHGDH gen ekspresyonu
kontrol grubuna gore 4 farkli besiyerinde de ileri derecede anlamli olarak artis
gostermistir. B ve C garfikalerinde SHMT1 ve SHMT2 genlerin ekspresyonlari
GGH KO hiicre hatlarinda serin ve serin-glisin icermeyen besiyerinde bir artis
gostermesine ragmen kontrol grubu kadar artiramamustir ve kontrole gore ileri

derecede anlaml1 bir azalis vardar.

A. PHGDH
100
Ml serin +, glisin +

E 80— fakalalel B serin +,glisin -
5 ;g B serin- glisin+
O o 60—
E e Bl serin -, glisin-
R
B 407
:0 b4
X o

E 20

0- —

K562 sg2-2 K562 sg3-2 K562 sgctrl 1-4

Hiicre Hatlar1

85



SHMT1
6-
HEl serin +, glisin +
g B serin +,glisin -
=R
= >§ HEl serin- glisin+
% E Bl serin -,glisin-
G
"E N4
F
a4
&
K562 sg2-2 K562 sg3-2 K562 sgctrl 1-4
Hiicre Hatlar1
C. SHMT2
8_
Emm serin +, glisin +
6 B serin +,glisin -
B serin-,glisin+
* Bl serin -, glisin-

Rolatif SHMT2
mRNA Kat.Degisimi
T

K562 sg2-2  K562sg3-2 K562 sgctrl 1-4

Hiicre Hatlar1

Sekil 36: K562 GGH KO hiicre hatlarinda 4 farkli besiyerinde A., B., C., PHGDH, SHMT1, SHMT2
genlerinin rolatif mRNA ekspresyon grafigi. Data meantSEM olarak sunuldu. A. Kontrol grubu
her bir besyeri ile karsilastirildiginda B.,C., Kontrol grubu serin amino asiti icermeyen besiyeri ile

karsilastirildiginda, *p<0.05, *** p<0.0001, **** p<0.00001.
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HGC27 GGH hiicre hatlarinda PHGDH gen ekspresyonu kontrol grubuna
gore serin ve serin-glisin icermeyen besiyerlerinde anlamli olarak azalis
gostermistir (Sekil 37A). SHMT1 ve SHMT?2 genlerinin ekspresyonlar: ise kontrol
grubuna gore serin icermeyen ve serin-glisin icermeyen besiyerlerinde GGH KO

hiicre hatlarinda ileri derecede anlamli bir azalis vardir (Sekil 37B/C).
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Sekil 37: HGC27 GGH KO hiicre hatlarinda 4 farkh besiyerinde A., B., C., PHGDH, SHMT]1,
SHMT?2 genlerinin rolatif mRNA ekspresyon grafigi. Data mean+SEM olarak sunuldu. Kontrol
grubu serin icermeyen besiyerlerinde karsilastirildiginda, *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.0001, ****
p<0.00001

4.7. K562 GGH KO Hiicre Hatlarinin Metabolit Analizi
LC-MS/MS Optimizasyonu

Metabolomik profilleme icin optimizasyon galismasi yapildi. Bu ¢alismada
HILIC kolon Merck SeQuant ZIC-HILIC (5 pm 150x4.6 mm) kullanild:.
Optimizasyon c¢alismasinda hem ¢oziicii etkisi hemde wugurma etkisi
degerlendirildi.

Tablo 34: LC-MS/MS'de ilk yontemde tespit edilen molekiillerden bazilar1.*

No | Metabolit Adx: MW m/z RT Area (Max.)
[min]

1 Malik asit 134,0213 | 133,0141 | 45,664 175216,4
) Glutamik asit 147,053 | 148,0603 7,154 7447955
3 Glutamin 146,069 | 147,0762 | 16,757 62112027
4 Laktik Asit 90,03166 | 89,02438 6,908 19290627
5 Histidin 155,0695 | 156,0768 | 39,677 54963,61
6 N-Asetil glisin 197,0796 | 196,0723 | 19,409 167788,8
7 Fumarik asit 284,1988 | 283,1915 | 24,646 309170,1
8 Azelaik asit 188,1058 | 187,0985 | 28,303 136684
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9 | 2-Aminoizobiitirik

asit 135,0173  136,0245 19,455 105191,1
10 siiksinat 116,0108 | 115,0035 3,744 198212
11 Sitozin 111,0432 | 110,0359 | 12,485 30038064
12 Treonin 119,0582 | 120,0654 | 13,561 36298876
13 Prolin 115,0632 | 116,0705 16,99 479623167,7
14 | 3-Hidroksibiitirik

asit 104,0472 | 103,0399 | 40,744 52754,94

15 Urasil 112,0272 111,02 8,041 2443872
16 Gliserik asit 106,0264 | 105,0192 | 26,525 42663,15
17 Tirozin 181,0738 | 180,0665 9,694 447088,7
18 Adenin 135,0543 | 136,0616 8,013 298398,9
19 Fosfokolin 183,0655 | 184,0728 | 34,711 21947039
20 Taurin 125,0146 | 124,0073 8,67 12022310
21 Ksantin 152,0335 | 133,0157 | 14,183 119258,1905
22 Valin 117,0789 | 118,0861 | 12,694 21241890,34
23 Serin 105,0425 | 106,0498 4,854 382372,9
24 Lizin 146,1055 | 145,0982 | 28,628 51865,66
25 Ornitin 132,0901 | 133,0973 | 37,048 194886,2
26 Fenilalanin 165,0788 | 166,0861 6,99 30065018
27 Asparajin 132,0532 | 133,0605 | 41,857 20852,85
28 Alanin 89,0476 | 90,05488 | 13,726 17357921
29 Aspartik Asit 133,0374 | 134,0447 | 12,811 10846151
30 karnozin 226,1066 | 225,0993 26,99 193969,4
31 sitrat 192,027 | 191,0197 | 22,681 71976,21
32 Kreatin 131,0693 | 132,0766 | 13,827 87426826
33 Kreatinin 113,0587 | 114,066 28,915 201085,5
34 OH-piruvat 103,0035 | 101,9962 | 37,786 37005,24
35 Urik Asit 168,0285 | 167,0212 | 30,736 120555,2
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*LC-MS/MS sisteminin optimum kromatografik kosullar;; Merck SeQuant ZIC-HILIC (5
pm 50x4.6 mm) kolon kullanilarak % 0.1 formik asit iceren su ve % 0.1 formik asit iceren
asetonitril karistmindan olusan hareketli fazin 0.1 mL/dakika akis hizinda, 25°C kolon
sicakliginda Tablo 33'de tespit edilen bircok maddeden bazilar1 gosterilmistir. Analiz
stiresi 45 dakikadir. Ana deneyde Metabolitlerin pik alanlar1 hiicre sayimina oranlanarak
degerlendirilecektir.(MW:Molekiiler Agirlig1 m:kiitle z:ytik, RT:Retantion time)

Tablo 35: Farkli besiyerlerindeki hiicre hatlarinda ¢oziicii ve ugurulma etkisini gosteren metabolit

sayilar1.
Farkli Besiyerleri ile Hiicre | Coziicii ile Direk Coziicii Ucurulduktan
Hatlar1 Enjekte Edilen Sonra Su ile
Ornek Metabolit Sulandirilan Ornek
Sayis1 Metabolit Sayis1
K562 sgctrl serin +, glisin + 11.358 20.896
K562 sgctrl serin +, glisin - 15.536 21.464
K562 sgctrl serin -, glisin + 8.419 19.687
K562 sgctrl serin -, glisin - 11.357 20.327
K562 sg2-2 serin +, glisin + 8.225 3 “lii 6rnekleri
degerlendirmek icin
direk okumaya verildi
K562 sg2-2 serin +, glisin - 8.164 8.164
K562 sg2-2 serin -, glisin + 11.365 10.964
K562 sg2-2 serin-, glisin - 20.744 11.271
K562 sg3-2 serin +, glisin + 17.660 19.532
K562 sg3-2 serin +, glisin - 19.843 11.120
K562 sg3-2 serin -, glisin + 19.791 11.158
K562 sg3-2 serin-, glisin - 11.825 8.040

Ham veriler Compound Discover 3.3 programina aktarilarak herhangi bir
filtreleme yapilmadan elde edilmis eslesen metabolit sayilar1 yukaridaki tabloda
gosterilmistir. Kontrol hiicrelerinde evaporatorli grupta daha cok metabolit sayisi
elde edilmisken, knock-out hiicre gruplarinda direkt okumada daha yiiksek
sayilar elde edilmis olsa da ¢zellikle ilgilendigimiz metabolitler acisindan ugurma

islemi uygulanarak hazirlanan oOrnekler ile ugurmadan hazirlanan ornekler
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arasinda geri kazanim degerleri acisindan belirgin bir fark gozlenmemistir. Bu

nedenle ugurma islemine gerek olmadig1 gézlemlenmistir.

Sekil 38’de LC-MS/MS analizi sonucu elde ettigimiz hiicre sayilarma gore
normalize edilmis hali pik alanlarmi gortlmektedir. K562 sg ctrl yani kontrol
grubuna gore GGH KO hiicre hatlarindaki glikolitik yolla baglantili bazi
molekiilerin degisimi izlenmektedir. Malik asit, laktik asit, pirtivik asit ve
fosfoenolpirtivik asit molekiilleri kontrol grubuna GGH KO hiicre hatlarinda
istatistiksel olarak anlaml: bir sekilde daha az miktarda bulunurken, gliseraldehit
3-fosfat ve gliserol 3- fostat ise istatiksel olarak ileri derecede anlaml bir sekilde

yiiksektir.

Sekil 38: K562 GGH KO hiicre hatti serilerinde glikolitik yolla baglantili bazi metabolitlerin
normalize pik alanlar1 Data mean+SD olarak sunuldu.Kontrol grubunda her bir besiyerine gtre
karsilastirma yapildiginda, *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.0001, **** p<0.00001 (Bir sonraki sayfadaki
sekil).
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Sekil 39: K562 GGH KO hticre hatt1 serilerinde bazi amino asitlerin normalize pik alanlari.
Data mean+SD olarak sunuldu. *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.0001, **** p<0.00001.

Sekil 39'da K562 GGH KO hiicre hatti serilerinde glutamik asit, glutamin,
alanin, metiyonin, serin, prolin gibi amino asitlerin seviyeleri karsilastirmali
olarak gortilmektedir. Kontrol grubuna gore GGH KO hiicre hatlarinda serin
icermeyen besiyerinde amino asitler istatiksel olarak anlamli olarak daha az

bulunmaktadar.
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Sekil 40: K562 GGH KO hiicre hatt1 serilerinde malik asit/glutamik asit normalize pik alan
oranlar1. Kontrol grubunun her bir besiyeri ile karsilastirildiginda. Data mean+SD olarak sunuldu.
*p<0.05, ** p<0.01.

Krebs indeksi olan malik asit/ glutamik asit orani kontrol grubuna goére GGH KO
hiicre hatlarinda istatiksel olarak anlamli bir sekilde ytiksek bulundu (Sekil 40).

Sekil 41’de K562 GGH KO hiicre hatt1 serilerinde adenin, timin, urasil,
hipoksantin ve guanin gibi niikleik asitlerin yapisina katilan bazlarin seviyeleri
karsilastirmali olarak gortilmektedir. Kontrol grubuna goére GGH KO hiicre
hatlarinda serin icermeyen besiyerinde amino asitler istatiksel olarak anlamli
olarak daha az bulunmaktadir.

Sekil 41: K562 GGH KO hiicre hatti serilerinde niikleotid bazlarinin normalize pik alanlar1. Data

mean+SD olarak sunuldu. Kontrol grubu serin igermeyen besiyeri ile karsilastirma yapildiginda,

*p<0.05, ** p<0.01. (Bir sonraki sayfadaki sekil).
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Sekil 42: K562 GGH KO hiicre hatt1 serilerinde enerji molekiillerinin normalize pik alanlar1. Data
meanzSD olarak sunuldu. Kontrol grubu serin icermeyen besiyeri ile karsilastirma yapildiginda
p<0.05, *** p<0.0001, **** p<0.00001.
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Sekil 42'da K562 GGH KO hiicre hatt1 serilerinde ATP, ADP ve AMP enerji
ile ilgili ntikleotidlerin karsilastirmali olarak seviyeleri goriilmektedir. Kontrol
grubuna gore GGH KO hiicre hatlarinda serin icermeyen besiyerinde amino

asitler istatiksel olarak anlamli olarak daha az bulunmaktadir
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Sekil 43: K562 GGH KO hiicre hatt: serilerinde malik asit/ glutamik asit normalize pik alan
oranlar1. Kontrol grubu her bir besiyerine gore karsilastirma yapildiginda, Data mean+SD olarak

sunuldu. Kontrol grubuna gore** p<0.01.

Metiyonin/SAM oram kontrol grubuna gore GGH KO hiicre hatlarinda

istatiksel olarak anlamli bir sekilde az seviyelerde bulundu (Sekil 43).

Sekil 44A’da redoks reaksiyonlarinda gorevli NADH koenzimi kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli olmasada daha az oldugu gortilmektedir. B
ve C grafiklerinde de SAM ve Glutatyon molekiillerinin kontrol grubuna gore
GGH KO hiicrelerde istatiksel olarak anlamli olmasada daha az seviyelerde

bulundugu gortilmektedir (Sekil 44).
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Sekil 44: K562 GGH KO hiicre hatti serilerinde A.,B., C., NADH, SAM, Glutatyon molekiillerinin
normalize pik alanlar1. Data mean+SD olarak sunuldu. Kontrol ile karsilastirildiginda istatiksel bir
anlamlilik tespit edilmedi.
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Sekil 45: K562 Kontrol grubuna ait bazi molekiillerin 4 farkl besiyerinde 3’1t tekrarlar: ile
birlikte karsilastirmali kromotogramlari(al0:serin-,glisin-, all:serin-,glisin+,

al2:serint,glisin-, a9:serin+,glisin+)
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5. TARTISMA

GGH, hiticre ¢ogalmasi, metilasyon, DNA sentezi ve onarimui i¢in hiicre igi
folat metabolizmasin1 dtizenleyen ve her yerde bulunan bir enzimdir. GGH,
folilpoli-/antifolilpoli-y-glutamatlarin y-poliglutamat kuyruklarinin ¢ikarilmasini
katalize ederek hiicre disina atilmalarini kolaylastirir, boylece folatlarin metabolik
homeostazini veya antifolatin farmakolojik etkinligini korur (77). Serin-glisin
metabolizmasinda GGH enziminin roliinii arastirmak olan amacimiz
dogrultusunda Crispr-Cas9 yonetemi ile K562 ve HGC27 hiicre hatlarinda GGH
genini KO ettik. GGH geninin genomdan silinmesinin proliferasyona etkisine
baktigimizda serin amino asit bagimli K562 hiicre hattinda proliferasyonu
arttirdigini, serin amino asiti bagimli olmayan HGC27 hiicre hattinda hiicre
canliiginda bir degisiklik izlenmedi. Yapilan bir arastirmada, 12.427 prostat
kanseri igeren bir doku mikro dizisi tizerinde immiinohistokimyasal olarak GGH
boyamas: yapilarak, kanserlerin %49,6'sinda diisiik yogunluklu, %38,6'sinda ise
yiiksek yogunluklu GGH eskpresyonu oldugunu gostermisler (78). GGH'n
kanserilerin gelisimi ve/veya ilerlemesinde ttimorle iliskili upregtilasyonu,
mesanenin iirotelyal karsinomu, meme, akciger, prostat kanseri veya kolorektal

kanseri olmak tizere gesitli insan kanserlerinde bildirilmistir (79, 80, 81, 82).

Serin, hiicre tarafindan alinabilen veya serin sentez yolu (SSP) araciligiyla
glikolitik ara trtinlerden de novo olarak sentezlenebilen esansiyel olmayan bir
amino asittir. Serin, niikleotid sentezini, metilasyon reaksiyonlarini, tek karbon
dongiist ve antioksidan savunmay: desteklemesi dahil olmak tizere bircok
biyosentetik yol icin kullamilir. Serin metabolizmas:t kanserlerde siklikla
disregiiledir; ancak bunun ttimorlere sagladigr fayda tartismalidir. Bircok
durumda, hiicre dis1 serin tek basina kanser hiticresi cogalmasini desteklemek icin
yeterli olurken, bazi kanser hiicreleri glikozdan serin sentezini artirir ve bol
miktarda hiicre dis1 serin varliginda bile de novo serin sentezine ihtiyac¢ duyar (5).
HCT116, RKO, HCT-15, DLD-1 gibi gesitli kanser hiicre hatlarinda yapilan serin
deplesyon deneylerinde hiicre canliligimin azaldig: gosterilmistir. Ayrica glisinin

serin yerine gecemeyecegini ve serinden yoksun hticrelerde glisinin arttirilmasinin
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hticrelerin glisini serine dontistiirtirken tek karbon havuzunu daha da tiikettigini
gosterildi (7, 83, 84, 85). Literattir ile uyumlu olarak hiicre sayim ve hiicre canlilik
deneylerimizde 4 farkl hiicre hattindan 3’tinde serin icermeyen fakat glisin iceren
besiyerinde hiicre canliliklarin anlamli bir sekilde azaldig: tespit edildi. HGC27
GGH KO hticre hattlarinda 4 farkli besiyerinde hticre canlilig1 agisinda bir fark
olusmazken, K562 GGH KO hiicre hatt1 serilerinde serin ve glisin icermeyen
besiyerinde sadece serin icermeyen besiyerine gore hiicre canliligy daha ytiiksek
tespit edildi. Bunun sebebinin hem literatiir arastirmalarinda hem de diger deney
sonuglarimiza gore serin amino asidinin de nova sentezinin artisina bagl oldugu
anlasild: (86). K562’e nazaran normalde GGH genini eksprese etmeyen U-937 ve
KATO I hiicre hatlarma goére GGH OE ettirilen hiicre hatlarinda sadece serin
icermeyen besiyerine gore daha fazla hiicre canliliginda bir azalis oldu. KATO III
hticre hattinda serin de nova sentezi olmadig: icin her iki amino asidi icermeyen
besiyerinde sadece serin icermeyene gore hiicre canlilig1 daha da azaldi. HGC27
disinda diger 3 hiicre hattinda hiicre proliferasyonu igin eksojen serin bagimlhilig
gortildi. K562 GGH KO hiicrelerinde ise sadece serin icermeyen besiyerinde
kontrol grubuna gore hiicre proliferasyonunun daha fazla oldugu gozlemlendi.
Ayrica HGC27'lerde K562'lerdeki gibi % 50 civari bir hiicre canlihg dustist
izlenmemesi, HGC27 mide kanser hiicre hatti oldugu icin farkli genetik arka
plana sahip olmasi serin ve serin/glisin deplesyonuna yamtin K562'den farkh
olmasina neden olmus olabilir. Her bir hiicre hattinin ayni deneysel kosullara
farkli yanitlar vermesi metabolik heterojeniteyi gostermektedir. Calismamizda
kullandigimiz hiicre hatlarinda serin-glisin ve folat metabolizmasi ilgili genlerin
ekspresyon bilgileri, The Human Protein Atlas veritabanindan alindi. Yapilan in
silico analizde de hiicre ici dinamiklerin birbirinden farkli oldugu gorulmektedir.
Calisma sonuglarini1 yorumlamada bu in silico gen analizleri ¢cok fayda saglamistir.
KATO III hticre hattinda GGH geninin disinda serin de nova sentezi igin gorevli
kilit iki enzim olan PHGDH ve PSAT1 mRNA eskpresyonlarininda olmadig:
gortilmektedir. U-937 hiicre hatti1 da GGH ve FOLR1 genlerinin ekspresyonlarinin
olmadig1 goriilmektedir. Diger baglantili genlerinin de her bir hiicre hattinda

tarklh miktarlarda ekspresyonlari vardir. KATO III hiicre hattt SLC46A1 geninin
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diger hiicre hatlarma gore ¢ok daha az eksprese ederken, U-937 hiicre hattinin
FOLRT1 reseptoriinii eksprese etmedigini, K562 hiticre hattinin ise ¢ok az eksprese
ettigi goriilmektedir. Bu gen ifadelerinin incelenmesi sonucu kanser hiicre
hatlarinda metabolik ifadelerinin birbirinden ¢ok farkli oldugu ve yapilan
deneylerde almman yamitlarin her hiicre hattinin kendi icindeki metabolik
programlamaya gore degerlendirilmesi hatta transkriptomik ve metabolomik
analizler ile bitiinctil yaklasimlar ile degerlendirilmesi gerektigi goriilmektedir.
Birbirinden farkl1 seviyelerde gen ekspresyonlarin olmas: hiicrelerin ayn1 deney
kosullarinda farkli cevap vermelerine neden olmaktadir. Kanser hiicreleri,
btiytime ve hayatta kalmay1 desteklemek icin metabolizmalarini adapte ederek
cesitli bagimliliklar ve hassasiyetler olustururlar. Bu metabolik degisiklikler,
tumordeki genetik varyasyonlar ve timor ortami veya kdken dokusu dahil olmak
tizere cok sayida faktor tarafindan belirlenir. Normal saglikli hiicrelerin aksine
kanser hiicrelerin ¢ok yonli, tekrar hizli bir sekilde programlanabilen bir

metabolik akislar1 vardir.

Serin amino asitinin yaninda kanser hiicreleri tarafindan en ok tiiketilen
besin maddesi glukozdur. Hiicre canlilik ve diger deneysel calismalarimiz igin
kullandigimiz besiyerimiz 15.5 mM konsantrasyonda glukoz icermektedir. Deney
kosullarina bir de hiicre canlilik acisindan diisiik glukoz konsantrasyonun etkisini
ekledik. Glikolizin%10 civar1 serin sentezine harcanmakta oldugundan diisiik
glukozun etkisi GGH KO hiicrelerin proliferasyonu nasil etkiler sorusu ile HGC27
ve K562 GGH KO hiicre hatti serilerinde hem 155 mM hem de 55 mM
konsantrasyonlarda hiicre canlilik deneyi yapildi. HGC27 hiicre hattinda da
normal glukoz konsantrasyonun da oldugu gibi duistik glukoz seviyesinde higbir
farklilik gostermedi. K562 GGH KO hiicre hatlarinda serin ve glisin icermeyen
besiyerinde 5.5 mM’'da GGH KO olan hiicre hatlar1 kontrole gore anlamli bir
sekilde hiicre canhiligimi artiramadi. Diger besiyerlerinde 15.5 mM ile benzer
sonuclar verdi. Serin ve glisin icermeyen ortamda GGH KO hiicreleri de nova
sentezi normal glukoz seviyesindeki gibi arttiramadi. Literatiir de diisiik glukoz
seviyeleri ile yapilan calismalar incelendiginde bazi hiicre hatlarin etkilenip

proliferasyonlarinin ileri derecede anlamli olarak dusttigtinti, baz1 hiicre
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hatlarininin ise etkilenmedigi goriilmektedir (87, 88, 89). GGH OE yapilan hiicre
hatlar1 KATO III ve U-937 “de sadece serin icermeyen besiyerinde GGH KO
hiicrelerin aksine hiicre canlilig1 yabanil tip hiicre hattina gore proliferasyon

anlaml1 bir sekilde azaldi.

PHGDH'ye bagimh hiicre hatlarinda PHGDH™nin knock-down olmasi
toksikken ve PHGDH'den bagimsiz hiicre hatlarinda ise bu durum minimum
dtizeyde toksik oldugu gosterilmistir (6, 90, 91). Pacold ve ark. yaptig1 calismada 3
PHGDH bagimsiz hiticre hattinin (MDA-MB-231, ZR-75-1 ve SK-MEL-2) ve bes
PHGDH bagimli hiicre hattinin (MDA-MB-468, BT-20, HCC70, HT1080 ve MT-3)
NCT-503 PHGDH inhibitorii ile yapilan doz-cevap calismasinda PHGDH'ye
bagimli hiicre hatlar i¢in kullanilan 8-16 uM ECso konsantrasyonun bagimsiz
hiicrelerden MDA-MB-231 hiicre hattinda 6 ila 10 kat daha yiiksek oldugu ve
diger PHGDH'den bagimsiz hiicre hatlarma kars: toksisite olusturmadigini
gostermislerdir (92). Eksojen olarak serin kisitlamasinin yaninda serin sentezinin
kilit enzimi olan PHGDH"1n da hiicre icinde inhibiyonunu da K562 GGH KO hiicre
setinde degerlendirdik. PHGDH1in aktif, secici inhibitorii olarak CBR-5884'1
kullandik. K562 GGH KO hiicre hatlarinda 13 uM konsantrasyonunda serin amino
asiti sentezinde kilit bir enzim olan PHGDH enzimin inhibe eden CBR-5884
inhibitoriintin etkisi incelendi. Inhibitér deneyinde GGH KO hiicre hatlarinda,
sadece serin icermeyen ve her iki amino asiti ( serin+glisin) icermeyen
besiyerlerinde kontrole gore hiicre canlilig1 ileri derecede anlamli olarak
azalmaktadir. Hem hiicre icinde sentezlenmediginde hem de disarda serin amino
asiti alinmadiginda yani tamamen serin amino asit etkisi ortadan kaldirildiginda
serin amino asitinin hiicre proliferasyonu icin ne kadar onemli oldugunu

gorilmektedir (93).

Serin-glisin metabolizmasinda goérevli PHGDH, SHMTI ve SHMT2
genlerinin ekspresyonlarini qRT-PCR ile K562 GGH KO ve HGC27 GGH KO hticre
setlerinde incelendi. K562 GGH KO hiicre hatlarinda kontrole gére PHGDH gen
ekspresyon seviyelerinin 4 besiyerinde de ileri derecede anlamli sekilde

arttirdigini tespit ettik. Hiuicre canliliginin K562 GGH KO hiicre hatlarinda
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kontrole gore daha fazla olmasinin nedeni PHGDH geninin ¢ok fazla eksprese
edilmesinden dolayr serin amino asiti artisina bagh oldugu goriinmektedir.
HGC27 GGH KO hiicre settinde kontrole gére PHGDH genini arttiramadig:
gortilmektedir ki bu hiicre hatt1 serisinde paralel olarak hiicre canliligi da
degismemisti. Yine eglenik olarak yamt aldigimiz diger bir deney de CBR-5884
inhibtor deneyinde PHGDH enzimini inhibe ettigimizde serin olmayan
besiyerlerinde kontrole gore daha fazla hiicre canlilig: etkilendi. Serin bagimli
GGH KO hticrelerde GGH ve PHGDH arasinda bir iliski oldugu gortilmektedir.
Yiiksek PHGDH aktivitesi tarafindan de novo serin sentez yolunun up-
regiilasyonu, karsinogenezde metabolik adaptasyonun bir 6zelligi olarak kabul
edilmistir. Zhu ve ark. yaptig1 calismada kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
olan 319 hastada PHGDH'nin klinik énemini arastirmislar ve tiimor dokularinda
PHGDH mRNA ve protein seviyelerinde eslesen komsu tiimor dis1 dokulara
kiyasla nemli 6lciide arttig1 tespit etmislerdir (94). Insan galismalarinin disinda
ratlarda yapilan calismalarda da kontrol gruplarina gore tiimorlii dokular da
PHGDH enziminin ¢ok daha fazla tiretildigi gosterilmistir (95, 96, 97). Baska bir
calismada, hem Ostrojen reseptorii pozitif hem de negatif meme kanseri
hiicrelerinde PHGDH ekspresyonunun RNAi aracili susturulmasi, NADPH
seviyelerinin azalmasina, mitokondriyal redoks homeostazinin bozulmasimna ve
apoptozun artmasina neden olarak hipoksik kosullar altinda meme kanseri kok
hiicrelerinin  zenginlesmesini  engellendigi gosterilmistir (98). Fan vd,
arastirmasinda ise PHGDH'nin 3-fosfogliseratin oksidasyonunu katalize etmenin
yant sira, a-ketoglutaratin NADH've bagli olarak onkometabolit d-2-
hidroksiglutarata (d-2HG) indirgenmesini de Kkatalize ettigini gostermisler.
PHGDH OE meme Kkanseri hiicre hatlarinda MDA-MB-468 ve BT-20'de
PHGDH'min knock-down edilmesi, hiicresel d-2HG'yi yaklasik %50 oraninda
azalttigy ve PHGDH'nin asir1 ekspresyonu, normalde ¢ok diisik PHGDH
ekspresyonu gosteren PHGDH ile cogaltilmamis MDA-MB-231 meme kanseri
hticrelerinde hticresel d-2HG'yi 2 kattan fazla arttirdigini ortaya koymuslar (100).

Serin amino asitinden glisin sentezini katalizleyen enzimler SHMT1 ve

SHMT2 hem K562 hem de HGC27 GGH KO hiicre hatt1 serilerinde kontrole gore
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ekspresyonunu anlamli bir derecede arttiramamislardir. GGH proteinin SHMT2
ve DHFR proteinleri ile deneysel olarak protein-protein etkilesimi gosterilmistir
(101, 102). GGH genine ait diger proteinler ile ilisiklerini gosteren etkilesim ag1
Sekil 46’de gosterilmistir (103). GGH KO hiicrelerde kontrole gore SHMT1/2
genlerinin anlamli derecede daha az eksprese edildiklerini goriildii. Yapilan bir
calismada, veritabanlarindan elde edilen datalar tizerinden 224 kolorektal kanser
ttimorlerinin %43,39'unda SHMT2 ekspresyonunun diisiik oldugu bulunmustur.
Bununla birlikte, SHMT2 distik ttimorla hastalarda 5- Florourasil (5-FU)
kemorezistansi ve kotii prognoz sergiledigi gosterilmistir. Daha ileri analizlerde,
duistik SHMT2'nin otofajiyi indiikledigini ve ardindan 5-FU direncini tetikledigini
ortaya koymuslar. MS araciligiyla, sitozolik p53'ti bir SHMT2 baglayict protein
olarak tanimlamis ve SHMT2'nin sitozolik p53't stabilize ederek otofajiyi inhibe

ettigini bildirmisler (104).

| TsG101 )
8

Sekil 46. GGH proteine ait diger fonksiyonel ve fiziksel etkilesimi oldugu protein etkilesim ag1
(STRING veritabaninda alinmustir) (103).
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Serin-glisin metabolizmasinda GGH baglantisin1  arastirmak olan
calismamizda GGH'in anti-folat yanitin1 da 4 farkli besiyerinde inceledik. MTX,
folat bagimli enzimlerin yarismali bir inhibitérii olan ve akut lenfoblastik 16semi
de dahil olmak tizere bircok insan kanserinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan
bir antifolattir (104). K652 GGH KO hiticre hatlarmna 0, 5, 10, 25, 50, 100 nM MTX
konsantrasyonlarin1 uygulandi. 4 farkli besiyerinde de kontrole gore anlamh bir
sekilde sg2-2 ve sg3-2 hiicre hatlarinda hiicre canlilig1 azaldi. GGH eksprese eden
K562 hiicre hatt1 U937 hiicre hattina gore MTX ilacina kars: daha direnclidir.

Hiicre Hatt1 0 nM relative 50 nM MTX relative Net oran
hiicre canlilik hiicre canlilik ortalama
ortalama yiizdesi ytizdesi

K562 sg 2-2 100 58 ~%40
duisiis var

K562 sg 3-2 100 52 ~%50
duisiis var

K562 sg ctrl 100 75 ~%25
diistis var

*serin-glisin iceren besiyerinde MTX ilacna verilen yamtin yiizde ortalama
karsilastirmasi.

Hiicre 0 nM rolatif hiicre 10 nM/ 100 nM MTX Net oran
Hatt1 canlilik ortalama rolatif hiicre canlilik

yiizdesi ortalama yiizdesi
K562 30 20 (100 nM) %33 diistiyor
U937 52 26 (10 nM) %50 diistiyor

* serin igermeyen glisin iceren besiyeri sonuglar1

Baslangic hiicre canliligi tam besiyerine gore serin icermeyen besiyerinde
rolatif olarak daha az olmasmna gore K562 hiicre hatt1 serin icermeyen ortamda
MTX'a kars: direng gostererek U937 ‘ye gore hiicre canliik orami daha az
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dismusttir. MTX ilag yanitin1 degerlendirmede FPGS/GGH oram 6nemlidir (105).
Bu oran FPGS aleyhine ytiiksek ise MTX ilac1 daha iyi yanit verirken, GGH miktar:
ytiksekse MTX direnci gortinmektedir. K562" nin FPGS/GGH orani1 0,58 iken, U-
9377de bu 234’ttir. O sebeple ilaca karsi birbirinden c¢ok farkli cevap
vermektedirler. Yiiksek GGH aktivitesi fare hepatoma (106) ve insan sarcoma
hiicrelerinde (107) MTX direncine neden oldugu gosterilmistir. HCT116 kolon
kanseri ve MDA-MB-435 hiicre hatlarinda GGH overekspresyonu ile hiicrelerin
MTX yan sira 5-florourasil (5-FU)’ya kars: direngli olduklar1 gosterilmistir (108) .
Bu calismada ek olarak GGH ekspresyonunun yani sira bu ilaglara kars: hiicresel
yanitta hiicre ici folat miktarimin da 6nemli oldugu gosterilmistir. Artan folat
konsantrasyonlarinda diren¢ miktarinin da arttig1 gosterilmistir. Bunun nedeni
olarak ise polyglutamat ekli folatlarin GGH igin lizozoma alinmasinda bir esik

deger olabilecegi sunulmustur (108) .

K562 GGH KO hiicre setinde metabolomik analizler yaptik. Metabolitlerin
LC-MS/MS’de elde edilen pik alanlar1 hiicre sayilarina oranlayarak sonuclar
yorumlandi. Glikolitik akisla baglantili Malik asit, laktik asit, pirtivik asit ve
fosfoenolpirtivik asit molekiilleri kontrol grubuna GGH KO hiicre hatlarinda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha az miktarda bulunurken, gliseraldehit
3-fosfat ve gliserol 3- fostat ise istatiksel olarak ileri derecede anlamli bir sekilde
yiiksektir. Serin sentezi 3-fosfogliserattan baslamaktadir. 3-fosfogliserat tncesi
glikoliz metabolik yolunun ara tirtinti gliseraldehit 3- fosfat ve dihidroksiaseton
fosfata dontisen gliserol 3- fosfat molekiilleri kontrol grubuna gore daha yiiksek
olmasi, 3-fosfogliserat sonrasi olusan fosfoenolpiriivik asit, pirtivik asit, laktik asit
ve malik asit seviyelerinin kontrole gore diisiik olmas1 GGH KO hiicrelerde serin
de nova sentezininin artisini gosterip, glikolizin serin sentezine kaydigmi diger
sonuglar ile eslenik olarak ortaya koyar. HCT116 hiticrelerinde yapilan ¢alismada
serin deprivasyonu sonucu metabolomik analizlerde laktata giden glikolitik akisin
azaldig1 bildirmistir (109). Diger bazi calismalarda da serin yoksunlugunun laktata

giden glikolitik akis1 azalttig1 gosterilmistir (86,110).
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Krebs indeksilerinde biri olan malik asit/glutamik asit oran1 K562 kontrol
grubu ile kiyaslandiginda GGH KO hiicrelerinde 4 besiyerinde de istatiksel olarak
anlamli bir sekilde ytiiksek bulundu. Glikolitik akisin laktata akibeti azalip, krebs
indeksi ytiksek olan GGH KO hiicrelerinde enerjiyi metabolizmasmi daha c¢ok

Krebs tizerinde yonettigi goriilmektedir.

K562 GGH KO hiicrelerde amino asit profili incelendiginde kontrol
grubuna gore GGH KO’larda serin, alanin glutamin, glutamik asit, prolin ve
metiyonin amino asitlerinin anlamli bir sekilde daha az oldugu gorulmektedir.
Maddocks ve ark. yaptig1 bir calismada serin glisin olmayan diyetle beslenen
ApcMin/+ fare serumlarinda glutamat, serin, prolinin azaldigl, glutaminin

degismedigi, metiyonininde anlaml bir degisiklik gortilmemistir (111).

Hiicre proliferasyonu artan K562 GGH KO hiicrelerde kontrole gore
niikleotid bazlarin 6zellikle serin icermeyen besiyerinde anlamli olarak daha az
oldugu gorulmektedir. Kontrol grubuna gore bazlarin 6zellikle serin icermeyen
besiyerinde anlamli olarak daha az olmasi proliferasyonu artis1 ile uyumludur.
ATP, Metiyonin, SAM seviyeleri ile Metiyonin/SAM oran1 kontrole gore anlamli
olarak az olmasi GGH KO hiicrelerde bu akisin SAM tiretimi yontinde oldugunu
gostermektedir. Maddocks'un bir baska serin deprivasyon galismasinda, serin
acliginin metiyonin/S-adenozil metiyonin oranmi artirarak metil gruplarinin
DNA ve RNA'ya transferini azalttigin1 ve serin acliginin ATP seviyelerini dnemli
olctide azaltirken, buna daha diistik seviyelerde AMP'nin eslik etmesi ve AMPK'y1

aktive etmemesini gostermislerdir (112).

Kanser hiicreleri eksojen serini hizla kullanir ve serin yoksunlugu serin
sentez yolunun aktivasyonunu tetikler ve aerobik glikolizi hizla baskilayarak
trikarboksilik asit dongtisiine akisin artmasma neden olur. Gegici p53-p21
aktivasyonu ve hiticre dongiistiiniin durmasma, ttikenmis serin depolarinin
glutatyon sentezine verimli bir sekilde kanalize ederek hiicresel anti-oksidan
kapasiteyi koruyarak hiicre sagkalimini desteklemistir. Tiimor protein P53
(p53)’ten yoksun hiicrelerde serin kisitlamasi artan oksidatif stres, azalmis canlilik

ve ciddi sekilde bozulmus proliferasyon ile sonuclanmustir (7). K562 GGH KO
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hiicre hatt1 serilerinde glutatyon kontrol grubuna gore daha az miktarlarda
oldugu goriilmektedir. GGH KO hiicre hatlarinda enerji akisinin Krebs tizerinden
dtizenlemesi oksidatif stresi daha fazla arttirmaktadir. Farelerde yapilan bir
calismada serin amino asit desteginin glutatyon sentezini ve metiyonin
dongtistinii destekleyerek oksidatif stresi hafiflettigi gosterilirken (113), serin
kisitlamasinin  oksidatif stresi arttidigy baska bir calismada uyumlu olarak

bulunmustur (7).

6. SONUC ve ONERILER

Bu doktora tez ¢alismasinda en 6nemli 6zgiin degeri GGH ekspresyonunun
serin besin kisitlamasinda hiicredeki roliiniin arastirilmasidir. Calismamizda GGH

knockout ve overeksprese izojenik hiicre hatlar1 elde edildi.

+ Elde edilen hiicre hatlarmin serin, glisin ve serin/glisin icermeyen ortamda
hiicre cogalmalarindaki farklilik arastirildi. Bu kapsamda elde edilen
bulgularin sonucunda;

1. Serin bagimli hticre hatlarinda (K562 GGH KO) yani besiyerinde serin
amino asiti olmadiginda hticre canlilig: istatiksel olarak anlamli olarak
diisen hiicre hatlarinda, GGH geninin KO edilmesi proliferasyonu
anlaml1 olarak etkilemesi GGH'mn serin bagimli hiicrelerde serin-glisin
metabolizmasinda rolii oldugunu gostermektedir.

2. Serin bagimli olmayan hiicre hatlarinda (HGC27 GGH KO), GGH
geninin KO edilmesi proliferasyonu degistirmedi. Hatta serin amino
asitininin disinda duisiik glukozda bile hiicre canliligi etkilenmedi.
HGC27 hiicre hatti hiicre proliferasyonu icin glutamin gibi farkl
molekiillere bagiml olabilir.

3. Serin bagimli GGH eksprese etmeyen KATO III ve U-937"de GGH'1n
ekzojen olarak eksprese edilmesi serin olmayan besiyerinde hiicre
canliigmin anlamli bir sekilde azalmasmna neden oldu. KO ve OE
izojenik hticre hatlar1 kendi icinde uyumlu bir sonug verdi.

4. HGC27 ve K562 GGH KO hiicre hatlarinda, hiicre canlilik deneylerine

diistik konsantrasyonda glukoz etkisi olmak {izere bir degisken daha
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ekledik. Serin bagimli K562 GGH KO hiicreleri kontrole gore hiicre
proliferasyonu ¢ok daha ileri seviyede diisiik glukozdan etkilendi.
HGC27 GGH KO hiicre setinde hiticre proliferasyonu etkilenmedi.
HGC27 hticre hatt1 kanser hticreleri arasindaki metabolik heterojeniteyi

gostermede gtizel bir 6rnek teskil etti.

+ K562 ve HGC27 GGH KO hiicre hatlarinda serin, glisin ve serin/glisin
icermeyen ortamda serin-glisin metabolizmas1 ile baglantili genlerin
ekspresyonu incelenmesi sonucuda;

1. K562 GGH KO hiicre hatlarinda kontrole gore PHDGH geninin
upregiile oldugunu goriildia. HGC27 GGH KO hiicrelerin aksine
down regiile olmaktadir.

2. SHMT1I ve SHMT?2 genleri her iki hiicre hattinda da down regitiledir.
GGH geni ile etkilesimi gosterilen SHMT2'nin ekspresyonun

azalmasi deney sonucunun literatiir ile uyumunu gostermektedir.

+ K562 GGH KO hiicre hatlarinda serin, glisin ve serin/glisin icermeyen
ortamda PHGDH inhibitér ve MTX ilag uygulamalari sonucunda;

1. GGH KO hiicrelerde PHGDH geninin upregiile olmas:1 CBR-5884
inhibitorden ¢ok daha fazla etkilenmesine neden oldu.

2. MTX ilag deneylerinde GGH enzimin aktivitesinin olmadigmnimn
diger bir validasyonu oldu. K562 GGH KO hiicrelerinde ve GGH
eksprese etmeyen U-937 hticre hatlarinda MTX ila¢ uygulamalarma
karst GGH'mn olmayis1 hiicre canliligin1 anlamli bir sekilde azaltt.
Hiicre ici folat homeastaz1 icin GGH'in varligi 6nemlidir. Bazi
kanserlerde MTX Kkarsi upregiile oldugunun gosterilmesi ve kotii
prognoza ile iligkilendirilmesi hiicre sagkalimini arttirmaya yonelik

bir metabolik adaptasyondur.

+ K562 GGH KO hiicre hatlarinda serin, glisin ve serin/glisin icermeyen

besiyerlerindeki metabolomik analizleri sonucunda;
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. Metabolomik analizler sonucuda GGH KO hiicrelerde serin de nova

sentezi onciilii olabilecek molekiillerin anlaml olarak arttigi, 3-
fosfogliserat sonras1 molekiillerde anlamli azalma gortilmesi diger
deneyler ile serin de novo sentezinin arttirtigimi eslenik olarak

gOstermistir.

. GGH KO hiicrelerde laktat sentezinin azalmasi ve Krebs indeksinin

artmasi enerji metabolizmasimin aerobik glikolizden Krebse
tizerinden saglandigini gostermektedir.

. Esansiyel ve non-esansiyel amino asit seviyelerinin azalmasi hem
proliferasyonu artmis hem de Krebs dongtistinti daha ¢ok enerji icin
kullanan GGH KO hiicrelerde amino asit ttiketiminin kontrole gore
anlamli olarak daha fazla oldugunu ortaya koydu.

. Niikleotidler bazlar1 proliferasyonu deneyleri ile
degerlendirildiginde GGH KO hiicrelerde anlamli olarak daha fazla
tuketildigi bulundu.

. Serin icermeyen besiyerlerine gore karsilastirma yapildiginda ATP
ve ADP molekiilleri kontrol grubuna gore anlamh olarak daha az
seviyelerde bulunmaktadir. Enerji molekiillerini ¢ok daha fazla
kullandiklar1 gortilmektedir.

. GGH KO hiicrelerde glutatyon seviyesinin diisiik oldugunu
goriilmektedir. Calismalarda serin deprivasyonun oksidatif stresi
arttirdiginin - gosterilmesi ve bizim c¢alismamizda da Krebs'i
kullanmas:1 serbest radikal tretimini daha da arttiracagindan
glutayon seviyelerinin az olmas1 uyumlu bir sonuctur.

. Metiyonin amino asiti esansiyel bir amino asittir ve esit miktarda
besiyerinde her hiicre hattt maruz kalir. Kontrol grubuna gére GGH
KO olan hiicrelerde anlamli bir sekilde az olmasi cok daha fazla
tiiketildigini gosterir. Metiyonin/SAM oranin dusiik olmast GGH
KO hiicrelerinde metiyonin SAM olusumuna kaydigmi gosteririr.

GGH geninin silinmesi hticre i¢i metilasyonu arttirmaktadir.
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Kanser tedavilerinde GGH baglantili dirence karst MTX gibi folat
metabolizmasinin hedeflenmesinde kullanilan ilaclar etki edememektedir. Bu
direnci kirabilmek icin mevcut olas1 veya yeni gelistirilebilecek GGH inhibitorleri
tedavinin etkinligi icin kullanilabilir. Her bir kanser tiirtintin kendine has
metabolizma dinamiginin olmas1 ve degisen kosullara karst c¢ok hizh
adaptasyonlar gelistirmesi tedaviyi ¢ok gticlestiren bir durumdur. Terapotik
faydanin arttirnlmasi icin her bir kanser tiirtine ya da altgruplarina 6zgu
metabolomik ve transkriptomik analiz yontemlerinin kullanilarak bittinciil

yaklasimlarda bulunmak gerekir.
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