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Mitokondriyal akonitaz (mACON), insan prostat epitel hicresinde sitrat
oksidasyonu icin anahtar enzim olarak bir [4Fe-4S] kimesi igerir. Prostat

Uluslararasi Kansere Kars 1 Birlik Yayi ni
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. Tum kditdr ortamlar  ve
kville, MD) satt nali nmi s ti r.
P20 ignde kultirlendi ve ortam, haftada

e laktat dehidrojenaz enzimatik aktivite

hsyonlarda ZnCl2 veya Zn-HA ile hicre

, mitokondriyal akonitaz ve laktat dehidrogenazi n
if edildig i gibi test edildi.18 Hucreler, 500 ul 0.25
50 mM HEPES ve %0.007 digitonin ile yeniden
FUpernatani  santriftjlendi ve laktat dehidrojenaz
deneyiign hazi rlandi . Peletlenmis mitokondri,
PES [pH 7.5], 1 mM DTT, %10 gliserol ve 2 mM

/L 16peptin, 0.7 mg/L pepstatin ve 0.2 mM PMSF)
edildi. Mitokondriyal pargact g 1 nzari , %1

inde parglandi ve mitokondri ekstresi, NADH

taz aktivitesiag si ndan test edildi. Mitokondriyal
N1 n protein konsantrasyonlari , BCA protein

rd, IL) kullani larak élgildi. Hicresel mACON ve
tesi, protein konsantrasyonu ile ayarlandi .

onitaz ve b-aktinin immunoblot testi

BS iceren RPMI 1640 ortami nda DTPA'll /

da Zn-HA kullani larak muameleden sonra,

b2.5 mM Tris [pH 6.8], %2 SDS, %10 gliserol, %5)
ptoetanol, 7 M ure, 5 ug/ml leupeptin ve 1 mM
Es it miktarlarda protein, %@ SDS-poliakrilamid
i (Amersham Biosciencg erritories, Hong
landi i Idi §1 Qi istemi
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PC-3 hicrelerinde
atik aktivitesinin ve

s ni ngnko klorir
odulasyonu. Hicreler,
nca %5 FBS ile RPMI
de 3 ml farkli ZnCl2 (a-c)
n HA (d-f) konsantrasyonlari
lendi . Hicreler toplandi  ve
itokondri partikdileri digitonin
sindirimi kullani larak hazi rlandi .
mACON enzimatik aktiviteleri (a,d),
mitokondriyal membrani ayi rmak
idn %1 Triton X-100 varli § 1 nda
NADP-bag Ii tahlil ile belirlendi
(n=5). Sitoplazma fraksiyonundaki
LDH aktiviteleri (b,e), tiketilen piruvat
miktari ign 30°C'de tahlil edildi.
Deneysel veriler , kontrolle is lenmis
numuneye gore ZnClI2 is lemiyle
indiklenen enzimatik aktivitenin
ortalama ylzdesi 6 SE (n = 6) olarak
sunulur (**p < 0.05; ***p < 0.01).
Hicreler (5.000 hicre/oyuk; n 5 8),
100 ul iginde 1 ZnCI2 (C) veya Zn HA
(F) (belirtildig i gibi) ile inklbe edildi.

48 saat boyunca %5 FBS igeren RPMI
1640 ortami  ve MTS deneyi ile hicre
sayl si belirlendi.

Her bir tedavi noktas! , taklit olarak
is lenmis analog a gore ZnCl2

is lemitarafi ndan indiklenen 490
nm'de absorbans uyari Imasi ni n
ortalama ylzdesini temsil eder (**p
<0.05; ***p < 0.01).

e farkll dozlarda ZnClI2 veya Zn-HA igeren ortam .
kandi , ardi ndantaze hazi rlanmi s , kombine
hacimce 1:1) solisyonu ile 3 g@at sireyle 37°C'de
atmosferinde inkibe edilgg hazan Urindndn
pplaka okuyucusu (Dyg gies, Chantilly,
5 tdr.

B oyuklu plaka ignde
O ortami nda Zn-HA

ve hicre ig ATP

rasyonlari , es les tirilmis
tahmin edilmig tir. Ortamdaki
P seviyeleri, BCA protein tahlil kiti

Rstrakti ni n protein konsantrasyonlari na
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<mACON

br veya ferrik amonyum sitrat ile modulasyonu.
l0 idnde DTPA (a) veya FAC (b) ile is lendi.

Idi. Deneysel veriler, kontrol numunesine gére
< 0.01). Hicreler, 24 saat boyunca DPTA'li  veya
immunoblot deneyi (c) ign proteini g karmak ve
Zn-HA; P, Ucretsiz aras ti rma).

iki kez ve hemen 16 saat daha %5 FBS ile RPMI
Idig i gibi farkli konsantrasyonlarda Zn-HA ile
Lusiferaz Hicre Kultirt Parcalama Reaktifi
b parglandi . Uretici (Promega Bioscience)
rn Idi g1 (zere, luciferase tahlili ign yirmi
e b-galaktosidaz (b GAL) enzim tahlili ign 100 ul
. Lusiferaz aktivitesi, LumiCount liminometre
riden, CT) kullani larak géreli1 s 1 k birimleri
e b-GAL aktivitesi ile ayarlandi .

aydi rma testi

e kaydi rma testi, g andi g |
arsayl lan me (50
TCTCTCTCT g alh
pni laraj P’ 50 uduydu
hicrg , Uretici (PIERCE)
i Pplazmik ekstraksiyon
MRE (MRE probu; 5 nM),
[pH 7.9], 50 mM KCL,
e tilsulfonil florir ve
. Bag lanma kaymasi ,
aft sarmalli MRE ile zorlandi .
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g P32ATP'ye sahip 50 -ucun etiketlenmedig i mutasyonel form (MREm; 50 (A)
-GTTTCATCCTGGGAGGATCTG CCTTTG-30 ) . Protein-DNA kompleksi olus umu,
otoradyografi ile %4 poliakrilamid jeller izerinde analiz

i statistiksel analiz

Sonudar, her deneyin enaz3bad 1 msi ztekrar
olarak ifade edilir. I statistiksel anlamli Ii k, Windows ¥ R
(strm 2.03; SPSS Inc., Chicago, IL) kullani larak ikili t-testi analizi ile belirlendi.

Citrate L

Sonudar

ve

L_peop proctat karsinomu hiicresi PC-3 kullagi larak vapi lan in vitro
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Zn-HA Treafments ()

0.01

elerinde hicre ig ATP seviyelerinin ve sitrat

\ tarafi ndan dizenlenmesi. Hicreler (2 3 106
oyunca %5 FBS ile RPMI 1640 ignde 3 ml farkh
ri (belirtildig i gibi) ile is lendi (n=6). Ortam
andi  ve hicreler hicre ig ATP dizeylerinin (b)
al ve Yontemlerde ag klandi g1 gibi

iler, kontrol 6rneg ine gére Zn-HA is leminden
bantrasyonu ve ATP dizeylerinin ortalama

ak sunulmus tur (**p < 0.05).

oku ile kars 1 las tt i Idi § 1 nda prostat kanserinde
driyal gnkonun benzersiz 5 gille yiksek birikimi,
rat ve aspartat gibi ginko j gbilen ligandlari n
e bag Il gibi gorinmg Ncreleri.21-24
| t, yUksek gnko o4 elik bu
pybi ni n, g imi ve
ktor old P13 Ayri ca,
akvi Blus umunu
iZj anseri insidansi  ve
Mooratuvar
a, in vivo ve in vitro
ersine, yiksek dozda
a prostatta hicre apoptozuna
Gt di s 1 hicreler.25-29
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(C)

Zn-HA Zn-HA

+

+
DTPA FAC

: iy
4

bGL188 psnsrn pAREmM pMREm  pSpim
Reporter Vectors

geni ekspresyonunun Zn-HA regulasyonu, mACON
lar si rasi yla sahte ve 10 1M Zn-HA tedavilerini
fragmani nabag i oldug unu gosterir (beyaz ve
ekte edilmis PC-3 hicreleri, 16 saat boyunca ferrik
Ucreleri, haberci vektorin farkl - mutant formlari yla

ilen ortalama ylzde (6SE) lusiferaz aktivitesi olarak

| acar.30 Mevcut @l $ mami zda, daha ytksek
hvisinin PC-3 hicreleri (zerinde yalni zca orta

sahip oldug unu bulduk. Himik asidin gnko
fikasyondaki kesin is levleri bilinmemekle birlikte,
mik asidi in vitro tahlil sistemlerinde tas 1 y1 c

mi s ve arsenik, kadmiyum, krom veya kurs unun
bpresyonu tzerindeki dizen|gesini gostermis tir.17

onun prostattaki ang at

ACON inhib
21-23 Sonudg hicre,
erinden dg e hicre ig
latan Presyonundan
hr 4 Ulen benzer in vivo
Ur.3,6,31,32 Cinkonun

basitge insanda mACON
gtagonisti olarak is lev

iInmemektedir.
Otor ile raportor tahlilini ve
ta gostermis tir.
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(A) (B)

CCGCCCATTGCGTTC
GGGTTCTGGCGCCT(
MRE
GGAGGCCTCGCCTTCACC
SRE

-

Un varsayl lan metal tepki elemani na
emanlart ni n(MRE, metal yani teleman! ;
iryani telemani )alti gzilmis tir, birinci
i, 32P (MRE probu) ile ugetiketli 32-bp MRE

akt kullani larak uygulandi . tedavi. Jel
utasyon (MREm) iceren oligonukleotit
ortadan kalktr .

Zn-HA is leminden sonra bilinmeyen faktorler
len transkripsiyonu.
ACON gen transkripsiyonunun FAC yukari
f mami zi n dnko regilasyonunda yer alan
nt yerine varsay! lan bir antioksidan cevap
icerebileceg ini gostermektedir. insan prostat
bunun prostat kanseri bas langi ¢ ni n
blabileced i. Sonudari mi z, Zn-HA tedavisinin,
Il g1 ylainsan mACON gen ekspresyonunu
tedir. Ayri ca gnkonun g ON ifadesinde
demir ile rekabet et e savunduk.
homeostazi ni ng arsinoma
en ekspresyo oluyla
bag I old kani tlar
b ve derpd tagonistik
hlar Zrir. transkripsiyon

etmek isteriz.
PN lan mACON antikorunun cémertge
BPederiz.
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