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1. OZET

OZGUN METIL JASMONAT MIMETIKLERININ HUCRE CANLILIGI
UZERINE ETKINLIKLERININ iINSAN AKCIGER VE YUMURTALIK
KANSER HATLARINDA INCELENMESI

Kanser diinyada oldugu gibi iilkemizde de yaygin hastaliklarin basinda gelmektedir.
Warburg hipotezine gore, kanser hiicrelerinin enerji tiiketimi normal hiicrelerden
farklidir. Kanser hiicreleri normal hiicrelerden farkli olarak oksijen varliginda dahi
glikoliz yolu iizerinden enerji iiretmeyi tercih etmektedir. Glikolizdeki ilk adim,
glikozun glikoz-6-fosfata fosforilasyonudur. Bu reaksiyon, tiimor hiicrelerinde asiri
eksprese edildigi bilinen Hekzokinaz-2 enzimi (HK-2) tarafindan katalize edilir.
Kanser hiicrelerinin beslenmesi, HK-2 enziminin inhibe edilmesiyle engellenebilir.
Literatiirde, Metil Jasmonat (MeJA), mitokondriyal membran iizerinde VDAC ve HK-
2 etkilesimini ortadan kaldirdigi i¢in bir HK-2 inhibitorii olarak bilinir. Bu ¢alismada
HK-2 enzimi ve 6zgiin MeJA mimetikleri arasindaki etkilesim esas alinarak farkli
kanser hiicrelerinde hiicre canliligi1 analizleri yapilmistir. Arastirilan iki farkli kanser
hiicresi hattinda elde edilen verilere dayanarak, sentezlenen ozgiin MeJA
mimetiklerinin orijinal molekiilden daha giiclii oldugu gosterilmistir. Ayrica 6zgiin
MeJA mimetiklerinin kanser tedavilerinde kullanilan Oleuropein, Cisplatin, Docetaxel
ve 5-florourasil maddeleriyle kombine uygulandiginda bu maddelerin tek baslarina
belirlenen IC50 degerlerinin altinda etki gosterdigi tespit edilmistir. HK-2 inhibisyonu
tizerinden hiicre 6liimiiniin indiiklenmesine dair sonuglar, immiin blotlama teknigi ile
c-PARP protein miktarinin arttigi gosterilerek desteklenmistir. Immiinopresipitasyon
yontemi ile 6zgiin MeJA mimetiklerinin HK-2 ile VDAC etkilesimini kestigi tespit
edilmistir. Bu c¢alismada uygun modifikasyonlarla sentezlenen 06zgiin MeJA
mimetikleri ile kanser hiicrelerinde hiicre 6liim mekanizmalarini aktiflestirerek kanser

tedavisinde enerji metabolizmast hedefli yeni bir yola dair veriler ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Hekzokinaz-2, Kanser Tedavisi, Metil Jasmonat, Sinerjik Etki,
Warburg Etkisi

Bu Tez, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu TUBITAK 2155890 adli
proje ile desteklenmektedir.



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF NOVEL METHYL JASMONATE
MIMETICS ON CELL VITALITY IN HUMAN LUNG AND OVARIAN
CANCER LINES

Cancer is one of the most common diseases in our country as well as in the world.
According to the Warburg hypothesis, energy consumption of cancer cells is different
from normal cells. Unlike normal cells, cancer cells produce energy through glycolysis
even in the presence of oxygen. The first step in glycolysis is the phosphorylation of
glucose to glucose-6-phosphate. This reaction is catalyzed by the Hexokinase-2 (HK-
2) enzyme, which is known to be overexpressed in tumor cells. The nutrition of cancer
cells can be inhibited by inhibiting the HK-2 enzyme. In the literature, Methyl
Jasmonate (MeJA) is known as an HK-2 inhibitor as it eliminates the interaction of
VDAC and HK-2 on the mitochondrial membrane. In this study, cell viability analyzes
were performed in different cancer cells based on the interaction between HK-2
enzyme and novel MeJA mimetics. Based on the data obtained from two different
cancer cell lines investigated, it has been shown that the novel MeJA mimetics are
stronger than MeJA itself. In addition, it has been determined that when novel MeJA
mimetics are applied in combination with Oleuropein, Cisplatin, Docetaxel and 5-
fluorouracil substances used in cancer treatments, these substances alone show an
effect below the IC50 values determined. The results of inducing cell death through
HK-2 inhibition were supported by the immunoblotting technique showing that the
amount of c-PARP protein increased. By performing the immunoprecipitation method
it has been determined that novel MeJA mimetics detach HK-2 from VDAC. In this
study, data on a new pathway aimed at energy metabolism in cancer treatment by
activating cell death mechanisms in cancer cells with novel MeJA mimetics

synthesized with appropriate modifications is obtained.

Key Words: Cancer Therapy, Hexokinase-2, Methyl Jasmonate, Synergistic Effect,
Warburg Effect

This study was supported by Turkish Scientific and Technical Research Council —
TUBITAK, Project number: 215S890.



3. GIRIS VE AMAC

Kanser, organizmada meydana gelen kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve metastaz
ile karakterize olan kotii huylu tiimorlerdir. Kanser hastaligi genetik yatkinlik ile
ortaya cikabilecegi gibi, kimyasal ve fiziksel etmenler sebebiyle hiicrelerde
mutasyonlarin olugsmasi sebebiyle de meydana gelebilir (1). Kanser tiim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de en yaygin hastaliklardan biridir. Giinlimiizde uygulanan
tedavi yontemleri hala yeterli degildir. Giiniimiizde kullanilan tedavi yontemleri olarak
cerrahi miidahale yontemi ile timoriin uzaklastirilmasi, kimyasal ajanlar yardimryla
kanserli hiicrelerin ¢ogalmasinin ve beslenmesinin engellenmesi ve radyoterapi
yontemi ile kanserli dokunun radyasyona maruz birakilmasi sayilabilir. Kemoterapi
ajanlarmin ise insan viicuduna verdigi zarar oldukga fazladir. Ciinkii bu tiir ajanlar
kanserli hiicrelerde spesifik hedeflere yonelik degil, kanser hiicrelerinin artmis
metabolik aktivitelerini ve cogalma yeteneklerinin baskilamaya yoneliktir. Bu durum
viicuttaki metabolik olarak aktif ve aktif olarak boliinen diger hiicrelerin de
kemoterapiden etkilenmesiyle sonuglanmaktadir (2). Bu nedenlerle, bilim diinyasinda,
kanser tedavisi alaninda yeni ila¢ gelistirme calismalari hizla devam etmektedir.
Kanser metabolizmasi ise bilim diinyasinda son yillarda oldukc¢a fazla arastirma
konusu olan bir ¢aligma alamdir. Ozellikle kanser enerji metabolizmasinda saglikli
hiicrelere kiyasla meydana gelen degisiklikler ve diizenlenmeler kanser
metabolizmasin1 hedef haline getirmektedir. HK-2, kanser hiicrelerinin glikozu
enerjiye ve kanser hiicresi biiylimesini besleyen yapi tasglarina doniistiirmesini
saglayan yoldaki ilk enzimdir ve G protein kenetli reseptdr ailesine dahildir.
Hekzokinaz enzimi glikozun fosforilasyonu ile glukoz-6-fosfat’in olustugu glikoliz
yolaginin ilk basamagini katalize eder. Hekzokinazin dort farkli tipi bulunmaktadir.
Bunlar HK-1, HK-2, HK-3 ve HK-4’tiir (3). HK-2 normalde kalp, iskelet ve yag
hiicrelerinde baskin bir izoformdur, ancak bir¢ok tiimor tiiriinde ekspresyonunun
arttig1 goriilmektedir. Ayrica HK-2 enziminin mitokondri {izerindeki voltaj bagimli
iyon kanallarina (VDAC) baglanarak hiicrelerin igsel yolak ile apoptoza ugramasini

engelledigi tespit edilmistir (4).

Jasmonatlar iyi bilenen énemli bitki sinyal molekiilleridir. Ozellikle yasemin

bitkisi tarafindan bolca {iretilen ve bitkiye stres kosullarinda avantaj saglamaya



yonelik ¢alisan sekonder metabolitlerdir. Jasmonat ailesi Cis-jasmon (CJ), Jasmonik
Asit (JA) ve Metil Jasmonattan (MeJA) meydana gelir. Bunlardan MeJA’ nin memeli
HK-2 enzimine spesifik olarak baglandigi ve bu enzimin mitokondri tizerinde bulunan
VDAC ile etkilesimini bozarak HK-2 enziminin mitokondriden ayrilmasina ve daha

sonrasinda sitokrom ¢ salinimina yol a¢tigi gosterilmistir (5).

Bu ¢alisma kapsaminda sentezlenen 16 6zgiin MeJA analogundan biiyiik bir
boliimiiniin HK-2 enzim aktivite testleri ve hiicre canliligi deneyleri sonucunda
sentezlenen bu molekiillerden bazilarinin bilinen HK-2 inhibitdrlerinden daha aktif
molekiiller oldugu tespit edilmistir. HK-2 enziminin ¢alisma prensibi esas alinarak
hazirlanmig olan HK-2 enzim aktivite deneyi sonuglarina gore sentezlenmis olan 9
Ozgiin MeJA mimetiginin HK-2 enziminin inhibisyonunda MeJA’dan daha aktif
oldugu tespit edilmistir. Hiicre canlilik deneyleri ile, sentezlenmis 16 6zglin MeJA
mimetiZi belirli konsantrasyon araliginda A549 ve SKOV-3 hiicre hatlarinda 24 saat
boyunca denenmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonucunda hiicre canliligi baz alinarak
molekiillerin ICsp dozlart belirlenmistir. A549 ve SKOV-3 hiicre hatlarinda yapilan
hiicre canliligi deney sonuglarina gore ise A549 akciger kanser hiicre hattiyla yapilan
calismalarda MeJA’dan daha aktif 2 adet 6zglin MeJA mimetigi, SKOV-3 hiicre
hattinda ise MeJA’dan daha aktif 1 adet 6zgiin MeJA mimetigi oldugu tespit edilmistir.

Sinerjik etki ¢alismalar1 i¢in daha 6nce A549 ve SKOV-3 hiicre hatlarinda
hiicre canlilik analizleri yapilmis ve ICso degerleri tespit edilmis MeJA mimetikleri
icinden iki hiicre hattinda da en aktif olan molekiil Bilesik 3 ile Oleuropein (OLE),
Cisplatin (CDDP), Docetaxel (DTX) ve 5-florourasil (5-FU) maddelerinin, her bir
maddenin Bilesik 3 ile kombine etkisinin ayr1 ayr arastirilmak {izere, belirli bir doz
araliginda kombine bir sekilde hiicrelerle muamele edilmesi sonucu hiicrelerde bu
molekiiller i¢in daha Oncesinde tespit edilen ICso degerlerinde diisiis goriiliip
goriilmeyecegi arastirilmistir. Sinerjik etki calismalarinda A549 ve SKOV-3 hiicre
hatlarinda en aktif ¢ikan MeJA mimetigi olan Bilesik 3 ile kombine bir sekilde
kullanilan OLE, CDDP, DTX ve 5-FU maddelerinin sinerjik etki gosterdigi ve 1Cso
degerlerinde azalma tespit edilmistir. Bilesik 3 ile kombine olarak hiicrelerle 24 saat
boyunca muamele edilen molekiillerin, daha 6ncesinde yine bu hiicre hatlarinda tespit

edilen 1Cso degerlerinin altinda etki gosterdigi goriilmiistiir.



Yapilan Western blot calismalarinda en aktif MeJA mimetigi olan Bilesik 3’{in
ICs0 dozu A549 hiicreleri ile 24 saat boyunca muamele edilmistir ve bu siirenin
sonunda hiicrelerden total protein eldesi yapilmistir. Western blot caligmalar
kapsaminda elde edilen proteinlerde kontrol grubu ile ICsp dozu uygulanan Bilesik 3
grubu HK-2 proteini, PARP ve c-PARP proteinleri anlatim1 agisindan karsilastirilmis
ve bulunan sonuglar analiz edilmistir. Bu sonuclara gore Bilesik 3 ile muamele edilen
hiicrelerde HK-2 enziminin anlatiminin arttig1 tespit edilmistir. Ayrica Bilesik 3’iin
ICso dozu ile muamele edilen hiicrelerde PARP proteininin miktariin kontrol grubuna
kiyasla azaldig1 ve bununla uyumlu olarak c-PARP proteinin miktarinin ise kontrol

grubuna oranla arttig1 tespit edilmistir.

Yapilan immiinopresipitasyon ¢alismalarinda ise 6zgiin MeJA mimetigi olan
Bilesik 3’iin ICsp dozu ile muamele edilen A549 hiicrelerinden mitokondriyal protein
izolasyonu yapilmistir. Daha sonra elde edilen protein 6ziitii igerisindeki HK-2
proteinleri elde edilmis ve bu proteinler Western blotlama islemine tabi tutularak
VDAC proteini tespiti yapilmistir. Bulgulara gore Bilesik 3 ile muamele edilen grupta
VDAC proteini miktar1 kontrol grubuna gore daha az oldugu tespit edilmistir.

Amacimiz, kanser hiicreleri lizerinde MeJA’ya gore daha diisiik dozlarda etki
gosterebilen 6zgiin MeJA mimetiklerinin tespit edilmesi, bu mimetikler icerisinden
secilen en diisiik dozda etki gosteren mimetigin, OLE, CDDP, DTX ve 5-FU maddeleri
ile kombine kullanim ile sinerjik etkinin arastirilmasi ve bu siireclerde rol alan

mekanizmalarin tespitidir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Kanser Hastalig1 ve Geleneksel Tedavi Yaklasimlar:

Organizmada meydana gelen ve hiicreleri kontrolsiiz biiyliyen kotii huylu
tiimorlere kanser denir. Kanser hastaligina yol agan nedenler olarak genetik yatkinlik,
immiinite, kimyasal etkenler, fiziksel etkenler (UV radyasyon), biyolojik etkenler
(viris vb.) ve yasama bicimi sayilabilir. Kanserin kendini gdstermesi, gelisimi ve
sonuglar1 hastadan hastaya hem makro hem molekiiler diizeyde karmasiklik ve
heterojenlik gosterir. Mutasyona ugrayan bir gen; kritik bir proteinin anormal diizeyde
tiretimine (¢ok az ya da ¢ok fazla), anormal bir protein iiretimine (islev kazanmis veya
kaybetmis) veya proteinin hi¢ olmamasina neden olabilir. Kanser hastaliginda
protoonkogenlerin ve tiimdr supresér genlerin mutasyona ugramasi kanser gelisimi
acisindan kritiktir. Her kanser tiirii i¢in farkli bir yol izlenmekle birlikte genel olarak
kanser tedavisine yonelik sayilabilecek tedavi yaklasimlari; tlimoriin cerrahi olarak
uzaklastirilmasi, radyoterapi ile tiimoriin bulundugu bdélgenin radyasyona maruz
birakilmasi ve boliinen hiicreleri hedef alarak boliinmeyi durdurup hiicrelerin apoptoza
gitmesini indiikleyen kemoterapi olarak ii¢ ana baglikta sayilabilir. Bu tedaviler timor
hiicresine yonelik olmaktan ¢ok tiimorii ve bulundugu ortami hedef alan ya da aktif
olarak boliinen hiicrelere (antineoplastik ve/veya antiproliferatif) etki etmeye
yoneliktir. Bu sekilde tiimdre 6zgii olmayan tedaviler sonucunda hastalarda oldukca
fazla yan etkiler goriilmekte ve tedavi sirasindaki yasam kalitesi oldukca diigmektedir.
Kanser hiicrelerine 6zgiin olmayan bu tedavilerde saglikli hiicrelerin ve organlarin
zarar gormesinin yani sira bu tedavilerden kagabilen tiimor hiicrelerinin hastaligin
niiksetmesine neden olmasi durumu da goriilmektedir. Bu sebepler tiimor hiicrelerine
spesifik tedavi yontemlerine ve kimyasal ajanlara olan ihtiyacin biiyiikligiind,
geleneksel tedavi yontemlerine direng kazanan kanser tiirlerinin varligi da goz dniine
aliarak degerlendirildiginde yeni spesifik stratejilerin ve ajanlarin gelistirilmesi ve

uygulanabilir hale getirilmesine olan ihtiyacin 6nemini gostermektedir (2,6).

Kanser hiicre hatlar1 basarili ilag kesif araglar1 olduklarni kanitlamislardir,
ancak oOzellikle kanserin cesitliligini tekrarlama konusundaki smnirli kapasiteleri
nedeniyle klinik 6ngorii giicli konusunda eksik kalmaktadirlar. Kanser hiicre hatlari,
kanser hastaligina dair bilgi edinme, kanser hiicre davranislarin1 gozlemleme ve

kansere karsi tedavi gelistirme calismalarinda on data elde etmek igin siklikla



kullanilmaktadir (7). A549 hiicreleri adenokarsinomik insan alveolar bazal epitel
hiicreleridir ve ilk olarak 1972'de D. J. Giard ve arkadaglar1 tarafindan 58 yasindaki
beyaz bir erkegin eksplante edilen kanserli akciger tiimor dokusunun g¢ikarilmasi ve
kiltiirlenmesi yoluyla elde edilmistir. Bu adenokarsinomik hiicre hatt1, kii¢iik hiicreli
olmayan akciger karsinomu (NSCLC) olarak kategorize edilir; bu hat, daha az agresif
olma egilimindedir ve kiigiik hiicreli akciger karsinomundan (SCLC) daha yavas
yayilir, ancak goriilme siklig1r daha fazladir ve tiim akciger kanseri vakalarinin %85-
88'ini olusturur. A549 hiicreleri, ila¢ gelisimi baglaminda, sirasiyla hiicre kiiltiirii ve
ksenograftlama yoluyla hem in vitro hem de in vivo olarak Paclitaxel, DTX ve

Bevacizumab gibi yeni ilaglar i¢in test alani olarak hizmet vermistir (8).

SKOV-3, epitel benzeri morfolojiye sahip bir insan yumurtalik kanseri hiicre
hattidir. Bu hiicre hatt1, yumurtalik adenokarsinomu olan 64 yasindaki kafkas irkindan
bir disinin assitinden 1973 yilinda olusturulmustur. Bu hiicreler, tiimor nekroz
faktoriine ve difteri toksini, CDDP ve adriamisin dahil ¢esitli sitotoksik ilaclara
direnclidir. Bu hiicrelerin bagisiklig1 baskilanmis farelere intraperitoneal enjeksiyonu,
iki ila li¢ ay icinde berrak hiicre adenokarsinomuna (clear cell adenocarcinoma)

benzeyen tiimorlerin olusmasiyla sonuglandigi bildirilmistir (9).

3T3 hiicreleri, 1962'de New York Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Departmani'nda George Todaro ve Howard Green tarafindan elde edilen bir hiicre
hattindan gelmektedir. Todaro ve Green, 3T3 hiicrelerini orijinal olarak Isvicre albino
fare embriyo dokusundan elde etmistir. Tadaro, Maryland'deki Ulusal Kanser
Enstitiisiinde NIH Isvigre fare embriyosundan izolasyon prosediiriinii tekrarlamis ve
NIH/3T3 hiicre hattin1 olusturmustur. Bu hiicrelerde kontak inhibisyon goriiliir. 3T3
hiicreleri hipertriploiddir. Modal kromozom sayisi, hiicrelerin %30'unda gorildigi

tizere 68'dir (10).
4.2. Kanserde Hedefe Yonelik Tedavi Yaklasimlar:

Kanserde hedefe yonelik tedavi yaklagimlar: genellikle kanser hiicrelerinde
apoptotik yolaklar1 diizenleyen, hiicrelerin ekstrinsik ve intrinsik sinyallerle hiicre
Olimiiniin herhangi birine yonlendirilmesini engelleyen, tiimor hiicrelerinin diger

dokulara metastazini ve bulunduklar1 dokuya invazyonunu saglayan mekanizmalarin



ve bu yolaklarda gorev alan spesifik molekiillerin islevlerini engellemek iizerinedir.
Giliniimiizde 16semi, meme, akciger, yumurtalik kanseri gibi bir¢cok kanser tedavisinde
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA- Food and Drug Administration) tarafindan
onayli hedefe yonelik tedaviler uygulanmakta ve dikkate deger klinik basar
yakalanmaktadir. Hedefe yonelik kanser tedavilerinde hedeflenen molekiiller kanser
hiicrelerinde farkli gorevleri yerine getiren gruplardan segilebilir (11). Bu yolaklari
hedeflemek icin kullanilan ajanlar kiiclik molekiiller, monoklonal antikorlar, gen
terapisi ve immiinoterapotik kanser asilar1 seklinde simiflandirilir (12) (13). Bu
yolaklar hedeflenerek hiicre dongiisiinii inhibe ederek hiicrenin normal ¢ogalmasini
tesvik eden molekiilleri inhibe eden, hiicre 6liimiiniin uyarilmasini engelleyen ve hiicre
6lim sinyallerini bloke eden, kanser hiicre ¢ogalmasini ve biiyiimesini indiikleyen
sinyallerin ve buna bagli molekiillerin islevleri engellenebilir (13). Bunun disinda
hedefe yonelik tedavilerle immiin sistem, tiimor mikrogevresi igerisindeki belirli
molekiillere karsi uyarilarak tiimor dokusunu hedef olarak taniyabilir (14). Bu
tedaviler kombine halde kullanilarak da tiimor ilerleyisi, metastazi ve direncgli hale
gelmis tiimorleri tedaviye cevap vermesi saglanabilir (15). Ilag kombinasyonu ile
tedavide baslica amaglar sinerjistik terapotik etki, doz ve toksisiteyi diisiirmek ve ilag
direncinin indiiksiyonunu en aza indirmek veya geciktirmektir (16). Toksisiteyi
azaltma ve direnci en aza indirme yararlar1 sinerjinin en gii¢lii sonuglar1 olarak

sayilabilir (17).
4.3. Hedefe Yonelik Kanser Tedavilerinde Kiiciik Molekiiller

Kiictik molekiillii kanser ilaglari, kiigiik boyutlar1 nedeniyle, hiicre disi, hiicre
ylzeyi ligand baglayici reseptorlerin yani sira hiicre bliylimesi ve metastaz tesviki i¢in
asagl akig sinyallerinin doniistiiriilmesinde anahtar rol oynayan anti-apoptotik
proteinler de dahil olmak tiizere hiicre i¢i proteinleri hedeflemek icin basariyla
kullanilmaktadir. Bu ilaglarin  ¢ogu, serin/treonin/tirozin  kinazlar, matris
metaloproteinazlar (MMP'ler), 1s1 soku proteinleri (HSP'ler), proteozom ve sinyal

iletim yollarinda rol oynayan diger proteinler gibi kritik kanser hedeflerini inhibe eder.

Giliniimiizde kabul edilen kanser tedavilerinde, hemen hemen tiim kiiratif
kemoterapi rejimlerinde, ¢ok ajanli ilag kombinasyonlar1 kullanilmaktadir (18). Bu,

temelde cok ajanli tedavilerin tek ajan tedavilere kiyasla sahip oldugu avantajlardan



kaynaklanmaktadir.  Farkli  anti-kanser ilaglarmin  birlestirilmesi, konakg1
toksisitelerini en aza indirirken tiimor hiicresi toksisitesini en iist diizeye ¢ikarabilir.
Ek olarak, kombine terapi, spesifik bir tedaviye direngli tiimor hiicrelerinin listesinden
gelebilir ve ayrica yeni direngli tiimoér hiicrelerinin gelisimini Onleyebilir veya

yavaglatabilir (19).
4.3.1. Oleuropein ve Etki Mekanizmasi

OLE, yesil zeytin kabugunda, etli kisminda ve tohumlarda, yapraklarda ve
argan yaginda bulunan bir tiir fenolik ac1 bilesik olan glikosile edilmis sekoiridoiddir
(Sekil 4.3.1.1). Oleuropein terimi, zeytin agacinin botanik adi olan Olea europaea'dan
tiretilmistir. Ac1 tadi nedeniyle zeytinin yenilebilir olmasi i¢gin OLE tamamen
cikarilmali veya ayristirilmalidir. Act ve yenmeyen yesil zeytinlerin sofralik zeytin
olarak tiiketilmek {izere islenmesi sirasinda g¢esitli yontemlerle zeytinden OLE
uzaklastirihir. OLE'nin antioksidan, antikanser, antiinflamatuvar, kardiyoprotektif,

noroprotektif ve hepatoprotektif etkileri oldugu bildirilmistir (20).

OLE’nin birincil metaboliti, antikanser etkiler uyguladigi bildirilen bir bilesik
olan hidroksitirosoldiir (21) ve bu nedenle, OLE nin antikanser etkilerinin bir kisminin
hidroksitirosole bagli olmasi miimkiindiir. HL60 promiyelositik 16semi hiicrelerinin
(22), PC-3 prostat kanseri hiicrelerinin (23), MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin (24)
ve CaCo2 kolon kanseri hiicrelerinin (25) hidroksitirosole (10-100 uM) maruz kalmasi,
hiicre proliferasyonunda onemli bir inhibisyona ve apoptozun indiiksiyonuna yol
acmustir. Ek olarak, in vivo hayvan ¢alismalari, hidroksitirosoliin (10 mg / kg viicut
agirhig1) 14 giin boyunca disi atimik nude farelere uygulanmasinin, tiimér boyutunda
ve timor anjiyogenezinde dnemli (%50) bir azalmaya yol agtigin1 géstermistir (26).
Genel olarak, bu c¢aligmalar, hidroksitirosoliin antikanser 6zelliklere sahip olduguna
dair kanitlar saglar ve bu nedenle, OLE’nin metabolize edilmesi/hidroksitirosole

doniistiiriilmesi ve bu da antikanser etkilerini indiiklemesi miimkiindiir.
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Sekil 4.3.1.1. Oleuropein molekiiliiniin kimyasal yapisi (27)
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Sekil 4.3.1.2. OLEnin hiicresel sinyal molekiilii tizerindeki etkileri. OLE, Akt'yi inhibe eder,
p53 ve Bax ekspresyonunu arttirirken Bcl-2 ve HIF-1a'y1 inhibe eder (27).

Genel olarak, Sekil 4.3.1.2'de goriildiigli gibi, OLE, kanser hiicresi
proliferasyonunda ve hayatta kalmasinda rol oynayan anahtar sinyal molekiillerini
etkiler ve bu nedenle bunlar1 hedeflemek icin bir ajan olarak kullanilabilir. Spesifik

olarak, Akt inhibisyonu ve p53 indiiksiyonu, potansiyel bir kemoterapdtik ajana isaret
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eder. OLE uygulamasi, mevcut geleneksel kemoterapi tedavileri ile sinerjik olarak

hareket edebilir ve siklikla toksisiteye ve ciddi yan etkilere yol agan dozlar1 azaltabilir.

4.3.2. Cisplatin ve Etki Mekanizmasi

CDDP, cisplatinum veya cis-diamminedichloroplatinum (I1), iyi bilinen bir
kemoterapotik ilagtir (Sekil 4.3.2.1). Mesane, bas ve boyun, akciger, yumurtalik ve
testis kanserleri dahil olmak {izere ¢ok sayida insan kanserinin tedavisinde
kullanilmistir. Etki tarzi, DNA iizerindeki piirin bazlar1 ile g¢apraz baglanma
kabiliyetine baglanmistir; DNA onarim mekanizmalarina miidahale etmek, DNA
hasarmma neden olmak ve ardindan kanser hiicrelerinde apoptozu indiiklemek
tizerinden etki gosterir. Ancak ila¢ direnci ve siddetli bobrek sorunlari, alerjik
reaksiyonlar, enfeksiyonlara kars1 bagisikligin azalmasi, gastrointestinal bozukluklar,
kanama ve Ozellikle geng¢ hastalarda isitme kaybi gibi ¢ok sayida istenmeyen yan
etkileri nedeniyle, diger anti kanser ilaglart ile de kullanilmigtir. CDDP’nin diger
ilaglarla kombinasyon tedavilerinin ilaca karst direncin {istesinden geldigi ve
toksisiteyi azalttigi diistiniilmektedir (28).

CDDP hiicreye girdiginde aktive olur. Sitoplazmada CDDP iizerindeki klorir
atomlarmin yerini su molekiilleri alir. Bu hidrolize iiriin, proteinler iizerindeki
stilfhidril gruplar ve niikleik asitler tizerindeki nitrojen donor atomlar1 dahil olmak
tizere herhangi bir niikleofille reaksiyona girebilen gii¢lii bir elektrofildir. CDDP,
piirin kalintilart tizerindeki N7 reaktif merkezine baglanir ve bu nedenle kanser
hiicrelerinde deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarina, hiicre boliinmesini bloke ederek

ve apoptotik hiicre 6liimiine neden olabilir.

Cl, .
-
cl”  “YNH.

Sekil 4.3.2.1. Cisplatin molekiiliiniin kimyasal yapis1 (29)

NH;
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4.3.3. Docetaxel ve Etki Mekanizmasi

Yar sentetik bir taksan olan DTX (Sekil 4.3.3.1), prostatik tiimorlere karsi
onemli tek ajan aktivitesi sergilemektedir. DTX’in iki yonlii bir antineoplastik aktivite
mekanizmasina sahip olduguna inanilmaktadir: (1) mikrotiibiiler
depolimerizasyonunun inhibisyonu ve (2) Bcl-2 ve Bcl-xL gen ekspresyonunun
etkilerinin zayiflamasi. Taksanla indiiklenen mikrotiibiil stabilizasyonu, hiicre
dongiisiiniin G(2)M fazindaki hiicreleri tutuklar ve Bcl-2 fosforilasyonunu indiikler,
bdylece nihayetinde apoptotik hiicre 6liimiine yol agan bir olaylar zincirini destekler
(30).

Sekil 4.3.3.1. Docetaxel molekiiliiniin kimyasal yapist (31)

4.3.4. 5-Florourasil ve Etki Mekanizmasi

5-FU, DNA ve RNA'nin pirimidin molekiillerinin yapisina benzer bir yapiya
sahip heterosiklik aromatik bir organik bilesiktir; hidrojen yerine C-5 konumunda bir
flor atomuna sahip bir urasil analogudur (Sekil 4.3.4.1). Yapisindan dolay1 5-FU,
niikleozid metabolizmasina miidahale eder ve RNA ve DNA'ya dahil edilerek
sitotoksisite ve hiicre 6liimiine yol agar (32). 5-FU kanser tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ila¢ direnci, 5-FU'nun klinik kullanimi igin &nemli bir smirlama

olmaya devam etmektedir.

12



Sekil 4.3.4.1. 5-Florourasil molekiiliiniin kimyasal yapisi1 (33)

4.4, Kanser Olusum Mekanizmalari

Kanser hiicreleri hakkinda hep dile getirilen “kontrolsiiz ¢ogalma” tanimai ile
hiicrelerin hiicre bdliinmesi icin almasi gereken dissal uyarilara ve igsel engellemelere
yanit vermemesi, yani hiicrelerin aslinda disaridan gelecek bir mitotik uyartya ihtiyag
duymaksizin c¢ogalmasin1 indiikklemesi ve hiicredeki tiimor baskilayici genlerin
hiicrenin ¢ogalmasin1 durduramayacak sekilde ya bloklanmis ya da mutasyona
ugramis oldugu kastedilmektedir. Bu mekanizmalardan bir veya birkac¢i kanserli
dokuda goriilebilir. Kanser hiicrelerinin bu sekildeki kontrolsiiz ¢ogalmasi ve
cogalmasiin baskilanamamasi sebebiyle hiicreler siirekli boliinme sinyali
olusturmakta ve bu nedenle farklilasmaya vakit aymrmadan ¢ogalmaya
odaklanmaktadir. Kanser hiicreleri de saglikli hiicrelerin kullandig1 metabolik yollar
kullanmaktadir. Bu yolaklar1 hedefleyen ilaglar tedavi edici 6zellik gosteremez. Ancak
kanser hiicrelerinde bu yolaklarda baz1 enzimlerin farkli izoformlarinin yogun olarak

bulunmasi kanser hiicrelerini hedefleyebilmenin bir yolu olarak gériilmektedir (34).

Kanser, normal hiicrelerin, gelismis proliferatif ve azalmis apoptotik
yetenekler dahil olmak iizere c¢esitli Ozellikler kazanarak kotii huylu hiicrelere
dontistiigi karmasik, cok faktorlii bir hastaliktir. Saglikli bir hiicrede, cogaltma siireci,
biliylime faktorlerinin {iretimini ve anahtar sinyal molekiillerinin diizenlenmesini
kontrol eden ve hiicrelerin normal ¢ogalmasini saglayan cesitli kontrol noktalar1 ile
oldukgca sik1 diizenlenir. Aksine, kanser hiicrelerinde, bu tiir diizenleyici sinyaller gen
ekspresyonunda degisiklige yol acan mutasyonlarin birikmesi nedeniyle, biiyiime
faktorlerinin (GF) ve hiicre yiizeyinde bulunan GF reseptorlerinin (GFR) iretimini ve
alt basamaklardaki anahtar sinyalleme kaskadini diizenler (34). Epidermal GFR

(EGFR), intrinsik tirozin kinaz (TK) aktivitesine sahip plazma membran proteinleri
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gibi GF veya GFR'nin ekspresyonunda artig, bu hiicrelerin ¢ogalmasinin artmasina
neden olur (35) ve komsu hiicreleri etkileyerek kendi hiicrelerinin ¢ogalmasini tegvik
eden sinyaller drettirir. GF baglanmasi, reseptOriin tirozin kinaz aktivitesini
giiclendirerek tirozin rezidiilerinin otofosforilasyonuna yol agar. Reseptoriin fosforile
tirozin kalintilari, Src-homoloji 2 (SH2) alanlarini igeren hiicre i¢i proteinler igin
kenetlenme yerleri olarak hareket ederek, fosfatidilinozitol 3-kinaz (P13K)- Akt (36),
(37) ve Ras-mitojen-aktive edilmis protein kinaz (MAPK) (38,39) kaskadlar1 gibi
proliferasyonun artmasi ve apoptozun inhibisyonu ile sonug¢lanan hiicre i¢i sinyalleme
zincirlerinin asag1 akis aktivasyonuna neden olur. Artmis hiicre proliferasyonu, artan
bir protein sentezi hizi gerektirir. Rapamisinin memelilerdeki hedefi (mTOR), ¢ok
sayida cevresel ve beslenme sinyalini algilamaktan ve entegre etmekten sorumlu olan
ve aktive edildiginde protein sentezini, proliferasyonu ve hayatta kalmay1 artiran bir
serin/treonin kinazdir (40). Normal bir hiicrede, DNA'da hasar olustugunda, spesifik
kontrol noktalar1 aktive edilir ve replikasyon dongiisiiniin ilerlemesinde durmaya yol
acan hasar tespit edilir (41). Timor baskilayici protein p53, hiicre hasarinin
izlenmesinden sorumludur (42,43). Hiicre hasar1 tespit edildiginde p53, DNA hasari
onarilincaya kadar hiicrenin replikasyonunu durdurur (Sekil 4.4.1). Bununla birlikte,
hiicreye verilen hasar hiicrenin onarim kapasitesinin digindaysa, p53 apoptozu
(programlanmis hiicre Oliimii) baslatacaktir (42,43). Ultraviyole ve iyonlastirici
radyasyon, oksidatif stres, DNA'ya kimyasal saldirilar ve diizensiz onkojen
ekspresyonu gibi stresler, p53 fosforilasyonuna/aktivasyonuna yol agar (Sekil 4.4.1).
Aktive edilmis p5S3 DNA'ya baglanir ve bu da sikline bagh kinaz inhibitorii (p21) ve
Bcl-2 ile iligkili X'in (Bcl-2 associated X/ Bax) gen transkripsiyonunu aktive eder, bu
da hiicrenin onarimi ve hayatta kalmas1 veya apoptozu indiiklemesi i¢in hiicre dongiisii
durmasina neden olur (41). DNA hasarini takiben hiicre dongiisii durmasi, olast onarim
ve islevsiz hiicre replikasyonunun énlenmesine izin verecektir. Ote yandan, p53 aracili
apoptoz, mitokondriyal membranda Bax/Bak gibi Bcl-2 ailesinin proapoptotik
tiyelerinin dahil olmasina baghdir, bu da kaspaz 9'u toplayan ve bir apoptozom
olusturan sitokrom C'nin sitozole salinmastyla sonuglanir. Apoptozom kompleksi, her
ikisi de apoptozun gostergesi olan pro-kaspaz 9'un kesilmesi ve kaspaz 3'lin asag1 akis

aktivasyonuna yol agar. Ayrica kaspaz 3, poli ADP riboz polimerazi (PARP) da keser
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ve boylece aktivitesini inhibe eder. Kesilmis PARP, apoptozun bilinen baska bir

gostergesidir (44).
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Sekil 4.4.1. p53'iin mutasyona ugramasi sonucu hiicre kaderinin belirlenmesi (45)

45. Kanser Hiicre Metabolizmasi

Kanser yaygin olarak bilindigi iizere hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi ve
baska dokulara invaze olmasi olarak tanimlanmaktadir. Kanserin ortaya cikis
mekanizmalar1 ve kanserlesen hiicrelerin saglikli hiicrelere gore metabolizma
farkliliklar, kanserli dokulara spesifik metabolizmal veya proteinsel farkliliklar
bulmak ve buna yonelik terapdtik ajanlar gelistirilmek iizere uzun senelerdir
incelenmektedir. En ¢ok irdelenen ve hedeflenen konulardan biri kanser enerji
metabolizmasidir. Bununla baglantili olarak Warburg Etkisini ve kanserde enerji
metabolizmasini hedef alan terapdtik ajanlarin gelistirilmesi i¢in arastirmalar devam

etmektedir.

Tiimorlerin metabolizmalari, kokenlendikleri saglikli dokularla
kiyaslandiginda 6nemli farkliliklar gostermektedir. Kanser hiicrelerinin metabolik
fenotiplerinde gdzlenen farkliliklar, genel olarak kanser hiicrelerinin artmis metabolik
isteklerini karsilamak {izere degisiklige ugramasindan, normal hiicrelere kiyasla

bulundugu doku ile iletisiminin degismesinden ve c¢evresel degisimlere uyum
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saglamaya calismasindan kaynaklanmaktadir. Kanser hiicrelerinin
metabolizmalarinda bu sekilde meydana gelen degisiklikler yeni tedavi yollar igin
hedef olusturmaktadir. Bunlara, kanser hiicrelerinin biyoenerjik ve anabolik amagclari
icin glikoz ve glutamin kullanimini artirmasi ve bu gibi bir diizenlenmeye paralel
olarak kanser hiicrelerinde bu metabolizmay1 destekleyen enzim izoformlarinin yogun
bulunmasi ve kullanilmasi, diisiik oksijen diizeyine uyum saglamis metabolizma 6rnek
olarak verilebilir (46). Normal hiicreler, esas olarak mitokondride piruvatin
oksidasyonu yoluyla enerji tiretirken, kanser hiicreleri, normoksik veya hipoksik
kosullar altinda olup olmadiklarina bakmaksizin, agirlikli olarak sitozolde glikoliz

yoluyla enerji tretirler (47,48).

Tiimorlerde genel olarak glikoz kullaniminda artis goriiliir. Tiimorlerdeki
kontrolsiiz ¢ogalma sebebiyle kanserin bulundugu dokuda damarlanma uyarilir, buna
ragmen dokunun oksijen ihtiyact tam olarak karsilanamaz ve kanser hiicreleri
oksijensiz (anaerobik) solunuma yonelir. Kanser hiicrelerinde glikoliz yolaginin
kullaniminin artmasinin timor mikrogevresinin asidifikasyonunu arttirarak kimyasal
ilaglara direncin ortaya ¢ikmasina neden olduguna dair deliller mevcuttur. Normalin
lizerinde piriivat liretilmesi ve bu piriivatin ¢ogunun oksijen varliginda dahi krebs
dongiisiine gonderilmek yerine laktik asit {iretimine yonlendirilmesi ve bunun sonucu
olarak fazla miktarlarda laktat liretilmesi ile bunun hiicre disina verilmesi, timor
mikrocevresinin asidifikasyonunua sebep olmaktadir. Glikolitik ATP {iretimi ile timor
malignitesi arasinda bir korelasyon oldugu bildirilmektedir (49). Kanser hiicrelerinin
degistirilmis metabolizmasi, yliksek laktat iiretimi ve proton birikimi ile baglantilidir,
bu da hiicre dis1 pH'da kanser metastazini tesvik eden bir diisiise neden olur (50).
Glikoz metabolizmasindaki bu degisimin sebebi, oksijen yetersizligine ya da
onkogenez baslangicina uyum saglamak i¢in yapilan bir diizenleme olabilir. Kanser
hiicreleri aerobik glikoliz yaparak oksijen kullanamadiklari durumlarda dahi biiyiime
ve cogalma yeteneklerini kullanabilmekte ve bulunduklar1 dokuda yayilabilmekte,
ayrica farkli yolaklarla anjiyogenezi de uyararak damarlanmayi saglayip diger
dokulara da metastazi i¢in uygun ortami hazirlayabilmektedirler. Biitiin bunlar kanser
hiicrelerine selektif avantaj saglamaktadir. Glikoliz yolagr kullanimmin kanser
hiicrelerinde artmis olarak kullanilmasi kanser tedavileri igin bir hedef niteligindedir

(51).
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Kanser hiicrelerindeki enerji metabolizmasinda glikoz pirlivata doniistiikten
sonra mitokondride krebs dongiisiine katilmak yerine laktik aside doniisiir ve bu
mekanizma ilk olarak Warburg tarafindan tanimlanmistir. 1926 yilinda Otto Warburg,
kanser hiicrelerindeki enerji tiretiminin ve kullaniminin normal hiicrelere gore farklilik
gosterdigi ve kanser hiicrelerinde glikoz metabolizmasinin aerobik glikoliz yoluyla
oldugu hipotezini 6ne siirmiistiir (47,48). Bu hipoteze gore, kanser hiicreleri yagamini
devam ettirmek ve tiiremek i¢in kullanacagi enerjiyi normal hiicrelerde goriilen
trikarboksilik asit (TCA) doniisiimii veya diger adiyla “Kreb Dongiisii (Kreb’s Cycle)”
yoluyla degil glikoliz yoluyla devam ettirir ve bu yiizden de glikoz metabolizmasi
esnasinda kullanilan enzimlerin ve proteinlerin konsantrasyonlarinin kanser
hiicrelerinde normal hiicrelere gére hayli fazla oldugu gozlemlenmistir (52). Warburg
tarafindan agiklandigina gore bu yolaktaki proteinler kanser hiicrelerinde saglikli
hiicrelere gore daha fazla eksprese olmaktadir. Bu enzimlerden biri de HK-2

proteinidir.

HK-2, G protein kenetli reseptor (GPCR) ailesine dahildir. HK-2 enzimi
kanserli hiicrelerde saglikli hiicrelere gore 10 ila 15 kat daha fazla tiretilmektedir.
Bunun sebebi kanser hiicrelerinin enerji metabolizmalarinda besin olarak ¢ogunlukla
glikoz kullantyor olmalaridir. Biitlin bunlar goz 6niine alindiginda kinazlar1 hedef alan

kinaz inhibitorleri kanser tedavisinde umut vadetmektedir.

Kanser hiicrelerinde siklikla gozlemlenen aerobik glikoliz (Warburg etkisi),
glikoz metabolizmasinda rol oynayan bazi enzimlerin protein diizeyinde artis
gostermesi ile tespit edilmistir. Kanser hiicrelerinin enerji eldesi i¢in glikolitik yolu
kullanarak glikoz harcanmasini arttirmalar1 kanser fenotiplerinde sik goriilen hizl
kanser biiylimesi durumu i¢in hiicrelerin ihtiya¢ duyduklari metabolik aracilarin ortaya
¢ikmasini saglar. Bu aracilardan biri olan glikoz-6-fosfat, pentoz fosfat yoluyla
niikleik asit sentezinde kullanilarak tiimor hiicrelerinin hizli bir sekilde DNA’y1
replike edebilmelerini saglar. Glikolitik yol ile bol miktarda iiretilen piriivat, hiicre
boliinmesi i¢in gerekli membran lipitlerinin sentezlenmesini tesvik eder. Ayrica timor
hiicreleri tarafindan hiicre dismma da verilen laktat ile tiimor mikrogevresinin
asidifikasyonu saglanmis olur ki bu mikrogevre hem tiimor gelisimini desteklemekte

hem de antikanser ilaglarin faaliyetlerini engelleyebilmektedir (53).
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Glikolizin ilk basamaginda glikoz, glikoz-6-fosfata doniigiir. Bu asamada
gorev alan enzim ise HK-2 enzimidir. HK-2, glikolitik yolun, ATP'nin eszamanli
fosforilasyonu ile glikoz-6-fosfata fosforile edildigi bu ilk kararli asamay1 katalize
eder (Sekil 4.5.1). Memeli hiicrelerinin dort ana HK izoformu vardir: HK-1, HK-2,
HK-3 ve HK-4 (54). HK-1 en yiiksek oranda eksprese edilen hekzokinaz izoformudur
ve insan kanserinde belgelenmis bir islevi bulunmamaktadir, HK-2 ise kanser
ilerlemesinde rol oynar (55). HK-2'nin upregiilasyonu ¢oklu insan kanserlerinde
goriiliir (56) ve HK-2, Warburg etkisinde dogrudan bir fonksiyona sahip olan en
onemli Hekzokinaz enzimidir. HK-2 ayrica kanser biiylimesi, hayatta kalmasi ve
metastazi i¢in de gereklidir. Bu enzim, HIF ve MYC proteinleri tarafindan
ekspresyonu arttirilan bir¢ok proteinden biridir. HIF ve MY C proteinleri birgok tiimor
tipinde yliksek miktarda eksprese edilen proteinlerdendir (57).

HK-2 ekspresyonunun epigenetik, transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel
seviyelerde diizenlendigi bildirilmektedir. Transkripsiyonel seviyede, HK-2
ekspresyonu, kanser hiicrelerinde hipoksi ile indiiklenen faktér-la (HIF-la) ile
upregiile edilir. Hipoksi ile indiiklenen faktor 1o (HIF-1at), oksijen homeostaziyla,
dolayist ile hipoksiye uyum ile ilgili ¢ok kritik rolii olan bir pleiotropik (birden fazla
genin transkripsiyonunda etkili olan) transkripsiyon faktoriidiir. Bu faktor, hipoksi
durumunda metabolizmadaki degisimin saglanmasi ve duruma ayak uydurulmasi igin
islev gorecek genlerin anlatiminin diizenlenmesini saglar. Bunun yani sira
anjiyogenezde ve tiimdr pH’sinin ayarlanmasinda gorevlidir. Hipoksik solid
timorlerde karakteristik olarak goriilen yiiksek glikoz kullanimi, HIF-la’nin
transkripsiyonel diizeyde hedeflerinden biri olan HK-2 enziminin ekspresyonunu
arttirr. HK-2 promotérii, HIF-1a (58,59) i¢in bir konsensus motifine sahiptir ve
hipoksi durumunda ekspresyonu uyarilir (58-61). Dolayistyla, HK-2'nin bir HIF-la
hedef geni oldugu disiiniilmektedir (62). Ek olarak, c-Myc'nin, fibroblast biiyiime
faktorii ile uyarilan endotelyal hiicrelerde HK-2'nin upregiilasyonunda rol oynadigi

bildirilmektedir (63).
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Sekil 4.5.1. Hekzokinaz enzimlerinin hiicre i¢i gorevleri ve Hekzokinaz tiirleri (64)

HK-2 enzimi, hiicresel solunumda glikozun igeri alindiktan sonra ATP
kullanilarak glikoz-6-fosfata donlismesini katalizlemektedir. Memelilerde bilinen dort
izoformu bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla Hekzokinaz 1, 2, 3 ve 4’tiir (Sekil 4.5.1).
Literatiirde HK-4’tin diger adi Glikokinaz olarak da ge¢mektedir. Glikokinazin
karaciger ve pankreasta oldukga fazla miktarlarda bulundugu bilinmektedir. HK-1 ise
beyinde ve kas dokularinda olduk¢a fazla goriilir. Bunun yaninda HK-2 normal
hiicrelerde bulunmakla beraber kanserli hiicrelerde normal hiicrelere goére 10-15 kat

fazla oldugu gézlemlenmistir (65).

HK-2 enzimi kanser hiicrelerinde, aerobik glikolize yonelmis olmalarinin
etkisiyle, normal hiicrelere gore ¢ok daha fazla sentezlenmektedir. Bu proteinin artmis
ekpresyonunun kanser hiicelerinde apoptoza direngte ve metastazda Onemli rol
oynadigi bilinmektedir (66) (4). HK-2 enziminin VDAC ile iliskide oldugu
gosterilmistir (67). VDAC proteini 30 kDa’luk bir proteindir ve mitokondri dis

membraninda bulunup iyon gecisini diizenlemektedir.

Apoptoz yolag: igsel (intrinsik) ve digsal (ekstrinsik) olarak temelde ikiye
ayrilarak incelenebilir (Sekil 4.5.2). Ekstrinsik yolakta sitotoksik T hiicrelerinden
gelen sinyallerle ve 6lim reseptorlerine ligandlarin baglanmasiyla apoptoz yolagi

baslamus olur. Intrinsik yolakta ise DNA hasar1 ve benzeri durumlar olustugunda Bax
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ve Bak proteinleri araciligi ile VDAC iizerinden mitokondriden sitokrom-c salinimi
gerceklestirilir ve boylece pro-kaspazlarin kesim kaskadi baslatilir. Kaspazlar apoptoz
yolaginin basrol enzimleridir. Bu enzimlerin aktiflesmeye baslamasiyla kaspaz
kaskadi baslar ve prokaspaz-3’iin kesilmesi ve kaspaz-3 aktif formuna doniismesiyle
apoptoz geri dondiiriilemez bir noktaya ilerlemis olur. Bu sebeple apoptoz yolag:
bir¢ok enzim ve faktdr tarafindan birgok asamada sikica kontrol edilmektedir. Intrinsik
apoptoz yolaginda mitokondriden sitokrom-c ve SMAC/DIABLO gibi apoptojenik
faktorlerin saliniminin uyarilmasinda Bcl-2 protein ailesine ait proteinler gorevlidir.
Bu stirecte Bax ve Bak proteinleri sitokrom-c salinimi i¢in zorunludur. Bu proteinlerin
mitokondri ile etkilesimlerine dair farkli birka¢ model ortaya atilmistir. Bu
modellerden biri, Bax proteininin VDAC ile etkilesimi baslatarak sitokrom-c’nin

hiicre sitoplazmasina salinmasi i¢in kanal olusumunu tetiklemesi seklindedir (68).
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Sekil 4.5.2. Apoptozun uyarilmasinda intrinsik ve ekstrinsik yolaklar (69)

VDAC ile etkilesime girdigine dair bulgular olan HK-2 enzimi, Bax/Bak gibi
mitokondri membraninda bulunan VDAC {izerinden apoptozu indiikledigi diisiiniilen
proapoptotik proteinlerin VDAC ile etkilesime girmesini engellemek suretiyle
apoptozun baslamasina miidahale etme potansiyeline sahip oldugu diistiniilmektedir.

Bu sebeple, hipoksik tiimorlerde HK-2 ekspresyonunun artmasi ile hipoksiye uyum
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saglanirken apoptoz direnci de gelisebilmektedir. GSK3f aktivasyonuyla VDAC
fosforlanmast ve bu nedenle HK-2 enziminin VDAC ile etkilesiminin bozulmasi
durumu gosterilmis ve buna bagh olarak kemoterapi-indiiklii sitotoksisitenin arttig
tespit edilmistir. Bunun disinda VDAC ile direkt etkilesime girdigi gosterilen
MeJA’nin, HK-2 enziminin VDAC ile etkilesimini keserek yalnizca kanser
hiicrelerinde apoptozu indiikledigi goriilmiistiir. HK-2 VDAC etkilesiminin kesilmesi
ile kombine bir sekilde uygulanan CDDP tedavisinin ise etkinliginin arttig1
bildirilmistir (70). Biitiin bunlar gbz 6niine alindiginda kanser hiicrelerinin hipoksiye
yanit olustururken ayni zamanda da apoptoza da direng gelistirdigini de

gostermektedir.

HK-2 enzimini inhibe ettigi bilinen iki inhibitor lonidamine ve 2-deoksiglikoz
(2-DG) halihazirda bazi solid tiimor tedavilerinde antikanser ajanlarla kombine olarak

denenmektedirler (57,71).

4.6. Jasmonat Ailesi ve Metil Jasmonat

Jasmonatlar, o6zellikle yasemin bitkisi tarafindan bolca diretilen, bitkiye
kuraklik vb. stres kosullarinda avantaj saglayan sekonder metabolitlerdir. ilk dnce
yasemin bitkisinden izole edilmistirler ve salisilatlara benzer bir bitki stres hormonu
smifidirlar. Jasmonatlar, bitkiler UV radyasyonu, ozmotik sok ve 1s1 gibi gevresel
streslere maruz kaldiklarinda sinyal iletim ara maddeleri olarak iglev goriirler (72).
Cis-jasmon, Jasmonik asit ve Metil Jasmonattan (73) olusan jasmonat ailesi, bitkiler
aleminde her yerde bulunan yag asidi kaynakli siklo pentanonlardir (Sekil 4.5.3).
Jasmonatlarin, bitki aleminin farkl tiirlerinde savunma ile ilgili genlerin diizenlenmesi
i¢in en giiglii ve 6nemli sinyaller arasinda oldugu kabul edilmektedir. Jasmonik Asit'in
rolii, yaralanmaya kars1 hiicre i¢i sinyal verme tepkisidir; MeJA ise, yaralanmaya veya
patojenik saldirilara yanit olarak biriken proteinaz inhibitoriiniin indiiksiyonuna neden
olur (74). Jasmonatlarin memeli apoptozuna benzeyen bir mekanizmada bitki
programli hiicre 6liimiine rol aldig: bildirilmistir (72). Bitkilerdeki rollerine ek olarak,
jasmonatlarin  kiiltiire edilmis hayvan hiicreleri tizerinde de etkileri oldugu
bulunmusgtur. Bu etkiler hem in vitro hem de in vivo sergilenen anti-kanser

aktiviteleridir (75).
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Sekil 4.6.1. Dogada bulunan jasmonatlarin kimyasal yapilar1 (76)

Jasmonatlarin ve bazi sentetik tiirevlerinin, meme, prostat, melanom,
lenfoblastik 16semi ve lenfoma hiicreleri (77) dahil olmak tizere ¢esitli insan ve fare
kanser hiicre hatlarinda ¢ogalmayi inhibe ettigi ve hiicre 6liimiine neden oldugu
gosterilmistir ve Kronik Lenfositik Losemi (CLL) hastalarinin kanindan alinan karma
bir 16semik ve normal hiicre popiilasyonu ile muamele edildiklerinde bile kanser
hiicrelerine karsi segici sitotoksisite gdsterdigi goriilmiistiir. Ayrica jasmonatlarin T

hiicreli lenfoma tastyan farelerin yasam siiresini uzattigini gostermistir (77).

Gegtigimiz birkag y1l i¢cinde birka¢ grup, jasmonatlarin in vitro ve in vivo anti-
kanser aktivitesi sergiledigini, transforme hiicreler i¢in se¢ici oldugu ve transkripsiyon,
translasyon ve p53 ekspresyonundan bagimsiz oldugu gosterilmistir (78).
Jasmonatlarin etki mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamustir ve farkli kanser
hiicrelerinde farkli hiicre 6liimii sinyal yolaklarini indiikledigine dair yorumlamalar
yapilmistir (79-82).

4.7. Jasmonatlarin Etki Mekanizmalari

Kanser hiicrelerine karsi jasmonat sitotoksisitesinin mekanizmasi halen

arastirtlmaktadir. Bununla ilgili ic mekanizma Onerilmistir. Birincisi yeniden
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farklilagma (redifferentiation) mekanizmasidir. Jasmonatlar, mitojenle aktiflestirilmis
protein kinaz (MAPK) yoluyla insan miyeloid 16semi hiicrelerinde yeniden
farklilasmayi indiikler. ikincisi reaktif oksijen tiirleri (ROS) aracili mekanizmalardir.
Jasmonatlarin, hidrojen peroksidaz ve Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik proteinleri
araciligiyla akciger karsinoma hiicrelerinde apoptozu indiikledigi goriilmiistiir. Ve
ticiincii olarak biyoenerjetik mekanizmadir. Jasmonatlar, mitokondriyal pertiirbasyon
(mitokondrinin islevinin degistirme ve diizenleme) yoluyla kanser hiicrelerinde ciddi
oranlarda ATP tiikkenmesine/azalmasina neden olur ve bu yolak {lizerinden apoptozu
indiikler (78,83).
4.7.1. Biyoenerjetik Mekanizma

Mitokondrinin hiicrelerde yasam ve 6liim kararlari agisindan ¢ok onemli bir
role sahip oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir. Aslinda hem apoptotik hem de

nekrotik 6liim, mitokondriyal pertiirbasyondan kaynaklanabilir.

MeJA'nin kanser hiicrelerinden izole edilen mitokondri tizerindeki sitotoksik
etkisini ve MeJA'nin saglikli normal ve kanser hiicreleri tizerindeki anti-mitokondriyal
etkileri iizerine aragtirmalar yapilmistir. MeJA'nin anti-mitokondriyal etkileri,
mitokondriyal membran depolarizasyonu, sisme ve sitokrom c¢ salinimini igerir.
Jasmonatlarin, saglam CLL losemik hiicrelerde ve bu hiicrelerden izole edilen
mitokondride mitokondriyal pertiirbasyona neden oldugunu gosterilmistir. Bununla
birlikte MeJA, kanser hiicresi mitokondrileri tizerinde segici olarak hareket etmis ve
mitojenik olarak uyarilan normal insan lenfositlerini etkilememistir (79). Kanser
mitokondrileri ¢esitli agilardan normal mitokondrilerden farklidir. Bu, kanser
hiicrelerinde daha yiiksek mitokondriyal membran potansiyeli, adenin niikleotid
translokatorii, siklofilin D ve VDAC igeren gegirgenlik transisyon por kompleksi
(permeabilitiy transition pore complex- PTPC) bilesenlerinin ekspresyonunun olasi
modiilasyonunu ve kanser hiicrelerinde rastlanilan oksidatif fosforilasyon yerine
glikoliz yoluyla (Warburg etkisi) artan ATP {iretim oranlarini igerir (1,52,84-86).
Yukaridakilerin 1s181inda, kanser hiicresi mitokondrilerinin bozulmus ATP {iretme
yeteneginin, onlart MeJA'nin neden oldugu hizli ATP tiikkenmesine kars1 daha duyarl
hale getirecegini varsayilmistir. Daha oncesinde yapilan ¢alismalarda bunu destekler

sekilde, MeJA'nin ¢esitli kanser hiicrelerinde herhangi bir sitotoksik etki belirtisi
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gozlenmeden ¢ok once ATP hiicresel seviyelerini diisiirdigii gosterilmistir (83).
Mitokondrinin MeJA'nin hedef organelleri olmasma gore, ATP diizeylerindeki bu
diistislerin, oksidatif fosforilasyonun substrati ve inhibitérii olan piruvat ve
oligomisinden bagimsiz oldugu bulunmustur (87). Ote yandan glikoz, hiicreleri MeJA
kaynakli azalmis ATP seviyelerine kars1 koruyucu etki gostermis ve glikoliz inhibitorii
2DG ve MelA kombinasyonu sinerjik etkiler gostermistir (83,87). MeJA'nin
antikanser potansiyelini kesfettikten sonra amag, kanser hiicresi mitokondrilerindeki
MeJA hedef molekiiliinii bulmak olmustur. Bunun daha sonra HK-2 enzimi oldugu

kesfedilmistir.

MeJA'nin hedef molekiilii olan HK-2, glikolitik yoldaki ilk enzimdir.
[zozimleri, HK-1 ve HK-2, bir hidrofobik etkilesim yoluyla mitokondriyal VDAC'a
baglanabilir (88). Kanser hiicrelerinde, mitokondriye bagli hekzokinaz ve VDAC asir1
eksprese edilir (89), bu asir1 ekspresyonun glikoz fosforilasyon aktivitesi ile birlikte,

kanser hiicresi biiyiime hizi ve hayatta kalmasinda 6nemli bir rol oynadigi 6ne

stirilmektedir (90,91).

MeJA'nin memeli HK-2 enzimine spesifik olarak baglandigini ve bunun
VDAC ile etkilesimini bozarak HK-2’nin mitokondriden ayrilmasina ve ardindan
sitokrom ¢ salimina yol agtig1 gosterilmistir (5). Mitokondriye bagli HK-2’nin MeJA

kaynakli ayrilmasi, mitokondriyal gegirgenligi ve genel hiicresel biyoenerjiyi bozar.

4.7.1.1. MeJA'nin Sitotoksik Etkisine PI3K/Akt Yolunun Dahil Olmasi

Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) / Akt yolu temel hiicresel fonksiyonlari
diizenler ve genellikle ¢ok ¢esitli tiimor tiplerinde asir1 aktiflestirilir (37,92,93). Bu yol,
tiimdr hiicrelerinin geleneksel anti-kanser tedavilerine kars1 direncinde 6nemli bir rol
oynar. Cesitli arastirmalara gore, yiiksek Akt aktivitesi, kanser hiicre dizilerinin
Vincristine, Staurosporine ve TRAIL gibi farkli kemoterapdtik ajanlara kars
duyarliligin1 azaltir (94-96) ve fosfo-Akt (pAkt) ekspresyon diizeyinin, meme
karsinomu (97), mide karsinomu (98) ve yumusak doku sarkomlar1 (soft-tissue
sarcoma- STS) (99) gibi farkli kanser tiirlerine sahip hastalarda 6nemli bir
prognostikatér oldugu bulunmustur. Ayrica, sigan fibroblastlari iizerine yapilan bir

calismaya gore, hiicre 6liimiinlin diizenlenmesinde Akt sinyali ile mitokondriyal
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hekzokinaz arasinda bir baglanti vardir. Akt, HK-2'nin mitokondriye baglanmasini
tesvik eder; bu, kismen Akt'nin baz1 antiapoptotik 6zelliklerini agiklayabilir (100).
Bunlarin timii géz 6niine alindiginda, PI3K / Akt yolunun bloke edilmesi, timor
hiicrelerinin biiylime inhibisyonu ile sonug¢landigi ve bunlar1 farkl: sitotoksik ajanlara

kars1 duyarl hale getirdigi i¢in antikanser terapisinde iyi bir hedef olabilir.

Yakin zamanda hiicrelerin MeJA'ya duyarliligi ile sarkom hiicre dizilerindeki
bazal pAkt seviyeleri arasinda gii¢lii bir korelasyon belirlenmistir (101). MeJA ile
tedavinin, iki sarkom hiicre hattinda (sigangil ve insan) pAkt seviyelerinde bir artisa
neden oldugunu bulunmustur ve PI3K / Akt yolagi inhibit6rlerinin MelJA ile
kombinasyonunun, Aktnin MeJA ile indiiklenen aktivasyonunu bloke ettigi
gosterilmigtir. Bu tikanma, hiicrenin MeJA'nin sitotoksik etkisine duyarli hale

gelmesine ve sinerjik bir sitotoksik etkiye yol agmasina neden olmustur (101).

Akt'nin hayatta kalmay1 tesvik etme ve hiicre 6liimiinii 6nleme yetenegi glikoz
mevcudiyetine baghdir (102). MeJA kaynakli sitotoksisitede Akt'nin rolii gbz oniine
alindiginda, bu siiregte glikoz metabolizmasinin roliinii incelenmis ve elde edilen
sonuglar, glikolitik yolun degistirilmesinin ve Akt yolunun degistirilmesinin benzer

etkilere yol actigini gostermistir.

MeJA'nin 2-DG ile kombinasyonu sinerjistik bir sitotoksik etki ortaya
cikarmistir; glikozsuz ortamda biiyiitiilen hiicrelerin MeJA'nin sitotoksik etkisine daha
duyarli oldugu gorilmistir. 2-DG, pAkt seviyelerinde MeJA ile indiiklenen
yiikselmeyi ortadan kaldirmis ve Akt'in anti-apoptotik etkilerini inhibe etmek igin
yeterli gelmistir, boylece hiicreleri MeJa'nin sitotoksik etkilerine daha duyarli hale
gelmistir (101). Bu sonuglar, MeJA ve Akt inhibitorii / 2-DG kombinasyonlarinin
sarkomlar i¢in yeni ¢ok bilesenli bir antikanser terapGtik yontemi olarak

kullanilmasinin avantajlarina isaret etmektedir.

4.7.1.2. MeJA'nin Amitokondriyat Bir Parazit Olan T. Vaginalis
Uzerindeki Etkisi

T. vaginalis, trichomoniasis ad1 verilen cinsel yolla bulasan bir hastaliga neden
olan insan tirogenital sistem parazitidir. T. vaginalis, mitokondriye sahip olmamasiyla

karakterizedir ve bu nedenle bu parazit lizerinde yapilan deneyler, hiicrelerin MeJA'nin
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sitotoksik etkisine duyarli olmasi i¢in mitokondrinin gerekli olup olmadigi konusunda

bir cevap verebilmektedir.

Cesitli memeli kanser hiicre tipleri hakkindaki bulgulara gore, belirli bir hiicre
tipinin MeJA'nin sitotoksik etkisine duyarliligi ile bu hiicrede indiiklenen ATP
tilkenmesinin derecesi arasinda pozitif bir korelasyon vardir (5). Bununla birlikte,
MeJA'nin kanser hiicreleri tizerindeki etkisine ters olarak (83,87), T. vaginalis
parazitik hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkisinin Oncesinde hiicresel ATP
diizeylerinde bir diisiis olmadig1 ortaya konulmustur ki bu da kanser hiicrelerini
etkileyen mekanizmadan farkli bir sitotoksik mekanizmanin isledigini gosteren bir
durumdur (103). Dahasi, MeJA'nin hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda durmasini ve
apoptoza 6zgii ayirt edici Ozellikleri ortaya ¢ikarmadan, yani kaspaz-3 aktivitesi, DNA
pargalanmasi (laddering) ve sub-G1 piki olmadan (103), apoptotik olmayan hiicre

6limiinii indiikledigi gosterilmistir.

Mitokondrinin MeJA'nin hedef organeli oldugu kanitlanmis olmasina ragmen
(103), MeJA'nin mitokondri igermeyen hiicrelere, yani mitokondri eksikligi olan T.

vaginalis parazitlerine zarar verebildigini yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (104).

4.7.2. Yeniden Farkhilasma Mekanizmasi

Yeniden farklilagma, kanser hiicreleri genetik ve fenotipik olarak bir genetik
programa gore degistirildiginde meydana gelir. Bu degistirilmis durumda hiicreler,
daha yavas bir hizda cogalir ve daha Onceki neoplastik o6zelliklerini kaybeder.
Retinoidler, bu mekanizma {izerinden hareket ettigi diisiiniilen dogal ve sentetik bir
niiklear reseptor ligandlari ailesidir (105). Tamami-trans retinoik asit (All-trans
retinoic acid- ATRA), akut promiyelositik 16semi hiicrelerinin (APL) yeniden
farklilasmasini indiiklemektedir (106), ancak diger hematopoietik malignitelerin
tedavisinde tek bir ajan olarak smirli bir basariya sahiptir (107). Ayrica bitki
hormonlarindan Sitokinin ailesinin 16semik hiicrelerde yeniden farklilasmay1
indiikledigi bulunmustur. Tsumura ve arkadaslarinin yaptig1 6zgiin bir ¢alismada
Sitokinin, Izopenteniladenin (IPA) ve MeJA'nin insan miyeloid I6semi (HL-60)
hiicrelerinde birkag farklilasma belirtecini indiikledigini gosterilmistir (108).
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4.7.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (Reactive Oxygen Species- ROS) Aracili
Apoptoz

MeJA i¢in Onerilen iglncli antikanser mekanizmasi, ROS'un MeJA ile
indiiklenen apoptozdaki roliidiir. Oh ve ark. (2005) tarafindan MeJA'nin C6 glioma
hiicrelerinde 1s1 soku faktorii I yoluyla 1s1 soku proteini 72'yi (heat shock protein 72-
HSP72) indiikledigi gosterilmistir (82). MeJA ile indiiklenen bu ekspresyon, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikallerinin spesifik inhibisyonu ile 6nlenmistir (82). Dahasi,
insan kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri (the human non-small cell lung cancer-
NSCLC) hiicrelerinde (A549), MeJA'nin hidrojen peroksit olusumunu igeren bir
kaskad yoluyla apoptozu indiikledigi ve pro-apoptotik proteinler Bax ve Bcl-XS'de bir
artig gosterdigi gosterilmistir (82). MeJA'nin A549 hiicreleri tizerindeki etkisinin daha

fazla arastirilmasi, daha fazla pro-apoptotik proteinin rol oynadigini ortaya ¢ikarmistir.

Yeruva ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada iki NSCLC hiicresi,
A549 ve H520 iizerinde, MeJA hayatta kalma deneylerinde gosterildigi gibi uzun
vadeli proliferasyonu inhibe ettigi ve her iki hiicre hattinda da G2/M kontrol noktasinin
bloklanmasini indiikledigi goriilmistiir (80). MeJA ile muamele, toplam apoptotik
hiicre miktarini arttirmis ve H520 hiicrelerinde hem pro-apoptotik protein Bax hem de
anti-apoptotik protein Bcl-2'yi arttirmistir (80). Daha onceki ¢alismalar, Yeruva ve
arkadaslarinin sonuglariyla uyumlu olarak MeJA'nin A549 ve 16semi hiicrelerinde
mitojenle aktive olan protein kinazlarin (MAPK) fosforilasyonuna neden oldugunu
bildirmistir (81,82). iki NSCLC hiicre hatt;, A549 ve H520, p53 ekspresyonlarinda
farklilik gosterir (sirasiyla fonksiyonel ve fonksiyonel olmayan). p53, bir timor
baskilayict gendir ve p21 ve pro-apoptotik Bax i¢in dogrudan transkripsiyonel bir
aktivatordiir. Bu nedenle, wt-p53 (wild type- fonksiyonel) geninden yoksun hiicrelerin
apoptotik indiikleyicilere kars1 daha direncli oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte,
bu ¢alisma, mutant-p53 eksprese eden hiicrelerin, yani H520'nin MeJA'ya wt-p53
eksprese eden hiicrelerden, yani A549'dan daha duyarli oldugu bulundugunda
sanilanin tersini destekleyen sonuglar ortaya konmustur (80). Elde ettikleri sonuglar
ayrica H520 hiicrelerindeki Bcel2 seviyesinin A549 hiicrelerindekinden daha ytiksek
oldugunu gostermistir, bu nedenle bu durum onceki deneyde kullanilan hiicrelerin

jasmonatlara daha yiiksek duyarliliginin Bcel2 seviyesine bagli  olmadigimi
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diistindiirmiistiir. Ayrica, p53'i fosforile etme ve aktivitesini artirma kabiliyetine sahip
bir MAPK olan p38'in H520 hiicrelerinde fosforilasyonu, MeJA'ya maruz kaldiktan 2
saat sonra artarken A549 hiicrelerinde fosforilasyonu, maruziyetten en az 8 saat sonra
azalmistir. Sonug olarak, MeJA'nin NSCLC hiicrelerine yonelik sitotoksik etkileri p53
ekspresyonundan ve p38 fosforilasyonundan bagimsizdir, ancak seviyelerine

bakilmaksizin Bcl2 proteinlerinin varligina baglidir.
4.8. MeJA ve Hiicre Oliim Yolaklar

MeJA, aktivitesi kanitlanmis bir HK-2 inhibitoriidiir. Kanserli hiicrelerde
saglikl hiicrelere gore spesifik olarak fazla eksprese olan proteinlerden biri olan HK-
2 enziminin inhibe edilmesi sonucu kanser hiicresinin glikoz alim1 sekteye ugramakta
ve bu yolla hiicrenin glikoz iizerinden beslenmesi engellenmektedir. Hiicrelerin
beslenmelerinin engellenmesi/yavaglatilmasi ise kanserin yayilimini durdurmak tizere

diisiiniilen yollardan biridir.

Cohen ve arkadaglar tarafindan, jasmonatlarin gesitli kanser hiicrelerinin
cogalmasini baskilayabildigi ve bu hiicreleri 6liime gotiirebilecegi bildirilmistir.
Jasmonatlar, kanser hiicrelerine kars1 oldukca segici olmasi, normal hiicrelere karsi
etkisiz olmasi ve tedaviye direng gosteren hiicrelere karsi etki etme kabiliyetine sahip
olmasi ile kanser tedavi ve 6nlemeye yonelik ilaglarda en ¢ok arzu edilen 6zelliklere
sahip olmalar1 ile oldukga dikkate deger bilesiklerdir. Losemik hiicre hatti1 (MOLT-
4)’nda, MeJA'nin bu habis hiicre hattina kars1 normal lenfositlerden ¢ok daha fazla
sitotoksik etki gosterdigi kanitlanmistir (87). Bir diger oOzellik ise, p53
ekspresyonlarinda farklilik gosteren (mutant p53 genine sahip ve mutasyona
ugramamig (wild) tip p53 genine sahip) aymi soydan bir ¢ift B-lenfoma klonu
kullanilarak gosterilmisti. Bu Klonlar, sitotoksik bir ilag olan Bleomycin ve
radyomimetik neokarzinostatin (NCS)’e verdikleri hiicresel yanitlar agisindan biiyiik
oOlgiide farklilik gostermektedir. Tespit edilene gore mutant p53 eksprese eden klon, bu
maddelere ¢ok daha az duyarlidir (75,77). Aksine, jasmonatlarin her iki klona kars1 da
esit derecede aktif oldugu yapilan ¢aligmalarla gdsterilmistir. Yabani tip hiicrelerde
MeJA ¢ogunlukla apoptotik 6liime neden olurken, mutant hiicrelerde nekrotik 6liime
neden olmustur (77,104). Bu bulgu, jasmonatlarin apoptotik olmayan bir hiicre dliimii

modunu indiikleyerek, mutant p53 eksprese eden hiicrelerin kemoterapiye karsi
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direncini asabildigini goéstermektedir (77). Bunun yani sira jasmonatlar, p53
mutasyonu veya P-glikoprotein (P-gp) asir1 ekspresyonunun sebep oldugu ilag

direncine ragmen hiicre 6liimiinii indiikleme kabiliyetine sahiptir.

MeJA, serviks kanseri hiicrelerinde apoptozu indiiklemesine ragmen, hiicre
6liimiiniin ¢ogu apoptotik olmayan/nekrotik bir siire¢ten kaynaklandig1 goriilmektedir.
Annexin V baglanmasi (PI+ art1 PI ) ile tanimlanan, MeJA ile muameleden 24 ve 48
saat sonra tespit edilen apoptotik hiicre yiizdeleri, diisiik DNA igerigi (sub G1) ile
karakterize edilenlerden daha yiiksek oldugu yapilan ¢aligmalarda tespit edilmistir. EK
olarak, Annexin V/PI  (erken apoptotik) orani, Annexin V/PI+ (geg
apoptotik/nekrotik) hiicrelere kiyasla daha diisiik oranda saptanmistir. En olasi
aciklama, MeJA muamelesinden sonra gdzlenen hiicre Gliimiiniin sadece kismen
apoptozdan kaynaklandigidir. ATP seviyesinin 0,5 saatten sonra net bir sekilde
gozlenebilen ATP seviyesindeki hizl diisiis, nekrotik hiicre 6liimiine isaret etmektedir,
¢linkii ATP kaybi nekroz igin karakteristiktir (109). Bu, daha 6nce 16semi hiicrelerinde
(79) gosterildigi gibi MeJA'nin mitokondri iizerindeki dogrudan etkisinden veya
ATP'nin tiikenmesiyle iliskili bir nekrotik hiicre 6liim programinin aktivasyonundan
kaynaklaniyor olabilir (83,109). Apoptotik olmayan bir hiicre Slimiiniin, yiiksek
direngli mutant p53-eksprese eden B-lenfoma hiicrelerinde MeJA tarafindan
mitokondriyal ATP'nin tiikenmesi yoluyla indiiklendigi gosterilmistir (87).

4.9. MeJA ve Metastaz

Jasmonatlarin meme ve prostat kanseri, melanom, lenfoblastik 16semi vb.
kanser tiirleri dahil olmak {izere ¢esitli murin ve insan tiimorleri tizerindeki kanser
onleyici etkisine tanik olunduktan sonra, jasmonatlarin metastatik siireci inhibe etme
kabiliyetine sahip olup olmadiklar1 iizerine daha fazla arastirma yapilmaya
baslanmistir (110). Invazyon ve metastaz geleneksel anti-kanser tedavilerinin iki temel
problemidir. Metastatik hastalik asamasinda, kanser hiicreleri dokular iginde kendileri
hareket ederler ve uzaktaki organlari istila edip lokalize olabilirler. Metastatik bir
hastalik oldugunda, lokal terapi artik tek basina hastalar1 iyilestiremez ve boyle bir
durumda kanser hiicrelerinin go¢iinii kontrol etmek igin alternatif bir tedaviye ihtiyag
duyulur. Bu nedenle, jasmonatlarin potansiyel anti-metastatik aktivitelerini metastatik
melanom modelinde degerlendirilmis ve bunun iizerine arastirmalar yapilmstir.

Yapilan arastirmalar sonucu elde edilen in vitro sonuglara gére, MeJA'nin hiicre
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sayisini azaltmayan veya hiicre ATP depolarini etkilemeyen konsantrasyonlarda hiicre
hareketliligine miidahale edebildigini ortaya konmustur. In vivo calismalar ise,
MeJA'nin murin akcigerlerinde melanom biiylimesinin gelisimini 6nemli Olgiide
baskiladigini gostermistir (104). Bu bulgular, kanser hiicrelerinde proliferasyon ve
6liimiin baskilanmasinin yani sira (110), MeJA'nin metastatik siire¢ i¢in gerekli olan
motilite gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlari bastirma yetenegine sahip oldugunu
gostermektedir.

4.10. MeJA, Arabidopsis'te Cogalmayi1 Baskilar

Memeli kanser hiicrelerinde apoptoz ve hiicre dongiisiiniin bloklanmasini
indiiklemedeki rollerinin yani sira, jasmonatlarin bitkilerde mitoz ve biiyiimeyi inhibe
etmekten sorumlu oldugu da bulunmustur. Zhang ve Turner'in (2008) bir ¢alismasi,
tekrarlanan yaralanmanin, sonunda organ boyutunda bir azalmaya neden olan bir

biiylime inhibitdrii olan jasmonat sentezini aktive ettigini gostermistir (111).

4.11. MeJA’nin Diger Antikanser Ilaclarla Kombinasyonu

Cohen ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada MeJA ve diger ¢esitli anti-kanser
ajanlarinin ve 2-deoksi-D-glukozun (2DG) kombine etkileri degerlendirilmistir. 2DG,
MeJA ile kombine olarak kullanildiginda vahsi tip (wt) veya mutant p53 eksprese eden
B lenfoma hiicrelerinde ATP tiikenmesi iizerinde ilave bir etkiye sahip oldugu yapilan
caligmalarla ortaya konmus bir glikoliz inhibitoriidiir (87). Bu ilave etkinin temeli
muhtemelen jasmonatlarin  ve 2DG'nin ATP iretiminin yapildigi oksidatif
fosforilasyon ve glikoliz hiicresel yolaklar1 {lizerindeki inhibe edici etkilerinden
kaynaklanmaktadir. Yapilan bu ¢aligmada ise MeJA'nin diger kanser Onleyici ilaglarla
kombinasyonlar1 sinerjik veya aditif etkiler sergiledigi gosterilmistir. MeJA'nin
glikoliz inhibitorii 2-deoksi-D-glukoz (2DG) ve dort geleneksel kemoterapdétik ilag ile
kombinasyonu, c¢esitli kanser hiicre tiirleri lizerinde sitotoksik etkilere yol actig1
goriilmistiir. Rutin klinik kullanimdaki dort farkli kemoterapétik ilag, MeJA'dan farkli
olan etki mekanizmalar1 baz alinarak secilmistir. BCNU (Carmustine) ve CDDP
ilaglari, biyolojik olarak 6nemli molekiillerde amino, karboksil, siilfhidril ve fosfat
gruplart ile kovalent baglar olusturarak hiicre fonksiyonlarini bozan alkilleyici ajanlar
ailesine aittir. Taksol, porsuk bitkilerinin ignelerinden ¢ikarilan 6nciilerin yar1 sentetik

tiirevleri olan Taksan ailesine aittir. Taksenler, mikrotiibiiler birlesmeyi ve stabiliteyi

30



tesvik eder, bu nedenle mitozda hiicre dongiisiinii bloke eder (19). Daha 6ncesinde
yapilan calismalarda mitokondrinin MeJA'nin dogrudan hedef organeli oldugunu
gosterilmistir. BCNU'nun mitokondriyal DNA hasarina neden oldugu gosterilmistir
(112). Taksol, mitokondriyal membran depolarizasyonunu indiikleyerek apoptozu
indiikleyen faktoriin (AIF) mitokondriden sitozole translokasyonuna neden olur (113).
CDDP, mitokondriyal membran depolarizasyonunu ve sitokrom ¢ salinimini indiikler
(114). Yapilan bu ¢alisma ile MeJA'nin, istenmeyen yan etkileri azaltma potansiyeline
isaret ederek, bu kemoterapdtik ilaglarin ICsp degerlerini 6nemli dlgiide diistirdiigii
gosterilmistir. MeJA ve 2DG kombinasyonu, muhtemelen her iki ATP biyosentez
yolunun inhibisyonu arasindaki is birligi nedeniyle, karsinom hiicreleri tizerinde siiper
etkili sitotoksik bir etkiye sahiptir.

MeJA’nin serviks kanseri hiicrelerine kars1t CDDP’den daha segici oldugu
ortaya konmustur (115).

Ozet olarak, jasmonatlar, kanser hiicrelerine kars1 secici sitotoksisite sergileyen
ve boylece kanser terapotiklerinin gelisimi i¢in umut sunan antikanser ajanlaridir (104).
Jasmonatlar hem anti timor aktiviteler sergileyen stres hormonlaridir (77) hem de
sistemik edinilmis direncin (SAR) yerlesik indiikleyicileridir. Yillar icinde MeJA'nin
hem in vitro hem de in vivo olarak ¢esitli timorlere karsi sitotoksik etkiye sahip oldugu
kanitlanmistir. Transforme hiicrelere kars1 sitotoksisitesi oldukga secicidir, bu nedenle
genellikle mevcut sitotoksik ilaglarda karsilastirildiginda diisiik yan etkileri dikkat
cekmektedir.

Ek olarak, MeJA'nin hem in vitro hem de in vivo olarak murin metastatik
melanom hiicreleri {izerinde anti-metastatik etkilere sahip oldugu kanitlanmistir.
MeJA'nin memeli hiicreleri lizerindeki anti-kanser etkisinin yani sira, MeJA’nin
amitokondriat parazit T. vaginalis'e kars1 sitotoksik oldugu ve Arabidopsis bitkisinde

biiylimeyi engelledigi bulunmustur.
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5. MATERYAL VE METOD

Deneylerde kullanilan 6zgiin MeJA mimetikleri Istanbul Medipol Universitesi
Ila¢ Kesif ve Gelistirme Laboratuvarinda Dog.Dr. Mustafa Giizel ve ekibi tarafindan
sentezlenmistir (Sekil 5.1) (116).
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Sekil 5.1. MeJA ve sentezlenen 6zgiin MeJA mimetiklerinin kimyasal yapilari.

5.1. Hekzokinaz-2 Enzim Aktivite Deneyi

Ozgiin MeJA mimetiklerinin HK-2 enzim inhibisyonunu belirlemek i¢in The
Universal Enzyme Assay Kit (R & D, EA004) kullanildi. Bu kit, i¢inde bulunan
Coupling fosfataz yardimiyla ADP'yi AMP'ye doniistiirdiigii i¢in inorganik fosfati
kantitatif olarak ayirir. Serbest kalan inorganik fosfat, malakit yesili fosfat tespit
reaktifleri ile komplekslesir. Elde edilen kompleks oran, fosfataz tarafindan ADP'den
AMP olusumu ile orantilidir. Bu nedenle inorganik fosfat iiretim hizi, kinaz
reaksiyonunun kinetigini yansitir. Enzim aktivitesi deneyi, lireticinin talimatlarina

gore uygulandi. Kisaca, 0.5 mM ATP ve 25 mM glikoz kullanilarak bir substrat
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karistmi hazirlandi. Insan Hekzokinaz-2 Enzimi (thHK2) 7.5 ng / uL olacak sekilde
ve Coupling fosfataz 4 enzimi 10 pg / mL olacak sekilde hazirlandi. Sirastyla, 20 pL
tampon, 20 uL thHK2, 2 uL 6rnek (MeJA mimetikleri) ve 10 uL Coupling fosfataz 4,
kuyuya eklendi ve 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Daha sonra 30 pL malakit yesili
reaktif A, 100 pL ultra saf su, 30 pL malakit yesili reaktif B eklendi ve 20 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, absorbans 620 nm'de okundu ve sonuglar
asagidaki denkleme gore hesaplandi. Pozitif kontrol olarak ATP yerine ADP konuldu.

Negatif kontrol olarak kinaz yerine tampon konuldu.

Oranlanmis fosfat salinimi *

Spesifik Aktivite (nmol) x (1000 pmol/nmol)
(pmol/dk/pg)=

Inkiibasyon siiresi (dk) x enzim miktar

(ng) x coupling orant**

* Fosfat standardinin dogrusal egrisinden elde edilir ve kontrole gore ayarlanir.
** Belirtilen kosullarda coupling orani 0,475'ir.

5.2. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre Kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan Insan Akciger Karsinoma Hiicre hatt
A549 (ATCC # CCL-185), insan Yumurtalik Kanseri Hiicre Hatt1 SKOV-3 (ATCC #
HTB-77) ve Fare Fibroblast Hiicre Hatt1 3T3 (ATCC # CRL-1658) sirasiyla A549
hiicre hatt1 icin RPMI (Gibco) ve SKOV-3 ve 3T3 hiicre hatlari i¢in yiiksek glukoz
iceren (high glucose) DMEM (Gibco) besiyerleri kullanilarak kiiltiire edildi. Her iki
hiicre hatt1 i¢in de %10 FBS (Fetal Bovine Serum) (hacim/hacim) (Gibco) ve %1
Penisilin/streptomisin (h/h) (Gibco) kullanilarak uygun besiyeri hazirlandi. Hiicreler,
37°C°de %5 CO2’lik ortam saglayan inkiibatorde ¢ogaltildi. Stok kiiltiirler 25 cm? steril
filtreli kapakli flasklarda (Corning) ve deney Kkiiltiirleri ise 100 mm x 15 mm hiicre
kiiltiirti uyumlu, kapakli, steril petri kaplarinda (Corning) ¢ogaltildi. Hiicreler stok

kiltiirlerden agildig1 zaman sirasiyla su adimlar izlendi:
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Hiicreleri igeren tiip (Cryovial) -80°C ortam saglayan sogutucudan ¢ikarilir
¢ikarilmaz 37°C ortam saglayan su banyosunda yaklasik 15 saniye tutuldu.
Hiicreleri iceren tiip steril hale getirilerek hiicre kiiltiire edilme isleminin
gerceklestirilecegi ve daha dnceden steril hale getirilmis Sinif II biyogiivenlik
kabinin i¢ine alind1.

15 ml hacimli tiip (Falcon) i¢cinde dnceden 1sitilmis, taze ve serum igermeyen
10 ml hiicre besiyerine, hiicreleri igeren bu tiipiin igerigi tamamziyla aktarildi
ve 1 ml kapasiteli pipet yardimiyla birkag kez pipetaj yapildi.

Hiicreler siispanse edildikten sonra hiicrelerin bulundugu tiip (Falcon) 5 dakika
1000 rpm (revolutions per minute/dakikadaki doniis sayis1)’de santrifiij edildi.
Ust s1iv1 (siipernatant) uzaklastirildi ve tiipiin dibine ¢dkmiis olan hiicreler
tizerlerine 2 ml tam besiyeri (%10 FBS %1 Penisilin/Streptomisin iceren)
eklenerek 1 ml hacimli pipet ile pipetaj yapildi. Boylece hiicreler yeni
besiyerinde siispanse hale getirilmis oldu.

Hiicrelerin tizerine gerekli kadar besiyeri eklenerek 10 ml hacimli serolojik
pipet yardimiyla tekrar siispanse edildi ve 25 cm? steril filtreli kapakl flaska
aktaridi.

Hiicreler, 37°C’de %5 CO2’lik ortam saglayan inkiibatérde c¢ogalmaya
birakildi.

Hiicre pasaji (alt kiiltiiri) hiicreler ~%70 yogunluga ulasinca asagidaki adimlar

izlenerek yapildi:

Hiicrelerin iizerindeki tiim besiyeri uzaklastirildi.

Hiicreler nazikce 5 ml 1X PBS (Phosphate Buffered Saline) (Gibco) ile
yikandiktan sonra 2 ml %0,25 Tripsin/EDTA (Gibco) hiicrelerin iizerine
eklendi ve hiicreler yaklasik olarak 3 dakika 37°C’de %5 CO2’lik ortamda
Tripsin/EDTA ile muamele edildi.

Hiicrelerin bulundugu kiiltiir kabina FBS igeren 10 ml yeni besiyeri eklendi ve
bu sekilde tripsin enziminin aktivitesi durduruldu.

Eklenen 10 ml besiyeri serolojik pipet yardimiyla alinip verilerek hiicrelerin

tamamen hiicre kiiltiir kab1 yiizeyinden kaldirilmasi saglandi.
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Biitiin s1v1 ¢ekilerek uygun hacimdeki bir tiipe alindi ve 5 dakika boyunca
1000 rpm’de santrifiij edildi.

Ust s1v1 atilarak hiicreler yeni besiyeri ile siispanse edildi.

Deney yapilmayacagi zaman pasajlama icin hiicreler 1/5 oraninda yeni
besiyeri ile seyreltilerek petrilere ekildi.

Hiicre pasajlama islemi her 3 giinde bir hiicre yogunlugu dikkate alinarak

periyodik olarak yapildi.

Hiicrelerin saklanmak iizere dondurulmasi isleminde asagidaki adimlar sirasiyla

izlendi:

Hiicrelerin saglikli olduklarindan ve kontaminasyon bulunmadigindan emin
olundu. Hiicrelerin pasaj yogunluguna gelmesi ile hiicreler dondurulmak tizere
steril hale getirilmis hiicre kiiltiirii kabinine alind1.

Hiicrelerin tizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler 1X PBS ile yikandi.
Tripsin enzimi yardimiyla hiicrelerin bulunduklari yiizeyle baglar1 koparild:.
%10 FBS igeren tam besiyeri ile tripsin inhibe edildi ve hiicreler 15 ml hacimli
tiipe toplandi.

5 dakika 1000 rpm’de santrifiij gerceklestirildi ve hiicrelerin pellet seklinde
dibe ¢oktiigii goriildiikten sonra steril kabin igerisinde tist s1vi uzaklastirildi.
Eger kiiltiir devam ettirilecek ise hiicreler taze tam besiyerinde siispanse
edilerek uygun miktarda hiicrenin alt kiiltiirii yapild1 ve kalan hiicreler ile
santrifiij islemi tekrarlanarak {ist s1v1 uzaklastirildi.

%10 DMSO (dimetilsiilfoksit) igceren FBS ile hiicreler siispanse edildikten
sonra hiicreleri igeren bu soliisyondan 1,5 ml hacimli tiiplerin (cryovial) her
birine 1 ml olacak sekilde alindu.

Kapaklar sikica kapatildiktan sonra hizli bir sekilde hiicreler -80°C’ye alind1.

5.3. Hiicre Canhih@ Analizi

A549, SKOV-3 ve 3T3 hiicreleri hiicre kiiltiirtinde 100 mm x 15 mm steril

petrilerde, 37°C, %5 COz’de logaritmik faza ulasana kadar inkiibe edildi. Hiicreler,

steril petrilerde ~%70 doluluga ulasinca asagida detayli bir sekilde agiklandig lizere

hiicre sayim1 yapild1 ve her bir hiicre hatti i¢in ayr1 olacak sekilde, siyah 96 kuyucuklu

plakalarin (Corning 96 well plate black- clear bottom) her bir kuyucugunda 1x10*
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hiicre ihtiva edecek sekilde kuyucuklara hiicre ekimi gergeklestirildi. Daha sonrasinda
hiicreler 24 saat boyunca 6zglin molekiillerle ve MeJA (kontrol) ile alti ayr
konsantrasyonda (0,1- 10 mM) inkiibe edildi. Birbirinden bagimsiz ti¢ denecy
gergeklestirildi.

Hiicre canlilik deneyi i¢in hiicrelerin her kuyucuga uygun sayida ekiminin
yapilmasi i¢in Oncelikle hiicreler hemasitometrede (Thoma lami) sayildi (Sekil 5.3.2).
Thoma lamimin iizerine lamel yerlestirildikten sonra hiicre igeren medium 1/10
oraninda tripan mavisi ile karistirildiktan sonra 10 pl hiicre-boya karisimi, lam ile
lamelin altinda dikkatlice pipetlendi ve ters mikroskopta (inverted mikroskop) 10x
biiylitmede hiicreler sayildi. Toplam 4 biiyiik kare (Sekil 5.3.1°deki I, II, IIl ve IV no’lu
kareler) sayild1 ve ortalamalar1 alind1. Her bir biiytik kare 16 birbirine es kiigiik kareden
olugmaktadir. Daha sonra 4 biiyiik karede bulunan canli hiicrelerin sayilmasi ve bu
sayinin ortalamasinin alimmasi ile elde edilen say1 10%ile carpilarak ml’deki hiicre
sayist bulundu. Hiicreleri sayma isleminden 6nce ka¢ mililitrede silispanse ettiysek
bunu da carpima ekleyerek elimizdeki toplam hiicre sayisin1 buluruz. Bir biiyiik
karenin her kenarimnin uzunlugu 1 mm ve derinligi 0.1 mm oldugu i¢in hacmi 0.1 mm®’e
esittir (yani 0.1 pl). Bu nedenle dort karede bulunan canli hiicrelerin sayilmasiyla elde
edilen ortalama sayi, ml’deki canli hiicre sayisini bulmak ic¢in 10.000 ile

carpilmaktadir.

) 1110 11 S

Sekil 5.3.1. Thoma laminda bulunan alanlar
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Sekil 5.3.2. Thoma lam1 goriintiisii

I, 11, 111 ve 1V no’lu karelerde bulunan hiicreler sayildi ve yukarida anlatildig:

sekilde mililitredeki hiicre sayist bulundu.

Hiicreler sayilip 1 mililitredeki toplam hiicre sayisi tespit edildikten sonra,
sayim oncesi tripsin ile kaldirimis hiicreler ka¢ mililitre besiyerinde siispanse edildiyse
mililitredeki hiicre sayis1 ile garpilarak toplam hiicre sayisi bulunabilir. Buna gore
deney icin gerekli hiicre sayisina sahip olundugundan da emin olunmus olur. Bu
deneyde her bir 6zgiin molekiil i¢in, siyah 96 kuyucuklu plakada konsantrasyon basina
3 tekrar olacak sekilde, 5 konsantrasyon hazirlandi. Bu konsantrasyonlar hiicreler
O0zgiin maddeler ile muamele asamasina geldiginde hazirlanarak hiicrelere taze
hazirlanmis sekilde verildi. Buradaki ama¢ 6zglin maddelerin saklanma esnasinda

istenmeyen durumlarin olusabilme ihtimalini sifira yaklastirmaktir.

Hesaplamalar yapildiktan sonra hiicreler gerekli miktarda besiyerinde slispanse
edildi ve rezervuar icine alindi. 8 uglu otomatik pipet yardimiyla hiicreler siyah 96
kuyucuklu plakalara ekildi ve 37°C %5 CO2’lik ortam saglayan inkiibatorde 24 saat
inkiibasyona birakildi. 24 saat sonunda hiicreler kontrol edildi ve madde ekimi i¢in
standart durumda olduklar1 gozlemlendikten sonra taze hazirlanan maddeler hiicrelerin
bulundugu ortama ekildi. Bunun i¢in dncelikle hiicrelerin iizerindeki besiyeri 8 uglu
otomatik pipet kullanilarak uzaklastirildi. Daha sonra maddelerin cesitli
konsantrasyonlarini igeren besiyeri, her kuyucukta 100 pL ihtiva edecek sekilde,

hiicrelere verildi (Tablo 5.3.1).
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Tablo 5.3.1. Hiicre canlilik deneyinde kullanilan hiicreler, maddeler ve konsantrasyonlar.

Denenen
Molekiller

MeJA, OLE, 5-FU, DTX, CDDP, Ozgiin MeJA mimetikleri
(10 madde), %2,5 DMSO (negatif kontrol)

Kullanilan Hiicre

Hatlan

A549, SKOV-3, 3T3

MeJA Mimetikleri
i¢in Denenen

Konsantrasyonlar

0,1 mM- 0,5 mM-1 mM- 2 mM-5 mM- 10 mM

Kombine
Uygulamada

Denenen Maddeler

CDDP + En aktif MeJA mimetigi
OLE + En aktif MeJA mimetigi
5-FU + En aktif MeJA mimetigi

DTX + En aktif MeJA mimetigi

Tablo 5.3.2. Hiicre hatlarinda denenen 6zgiin molekiiller. Reaksiyon verimi dolayisiyla bazi
6zglin molekiiller sadece tek bir hiicre hattinda denenmistir.

A549 SKOV-3
Bilesik 1 Bilesik 1
Bilesik 2

Bilesik 3 Bilesik 3
Bilesik 5 Bilesik 5
Bilesik 6

Bilesik 9 Bilesik 9
Bilesik 12 Bilesik 12
Bilesik 13 Bilesik 13
Bilesik 14 Bilesik 14
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Bilesik 17 Bilesik 17

Bilesik 18 X

Bilesik 21 Bilesik 21
MeJA MeJA

Tablo 5.3.3. Maddelerin A549 ve SKOV-3 hiicre hattindaki ICsp degerlerinin tespiti igin

belirlenen konsantrasyonlar

Maddeler

1Cs0 Degeri Belirlenmesi icin Denenen

Konsantrasyonlar (uM)

DTX 50- 100- 200- 500- 1000
OLE 5- 20- 60- 200- 500
CDDP 10- 50- 100- 200- 500
5-FU 10- 100- 200- 500- 1000

Tablo 5.3.4. Maddelerin SKOV-3 hiicre hattinda kombine halde denendiklerinde
olusturacaklar1 diisiiniilen sinerjik etkiyi goérebilmek ve bu durumdaki ICsp degerini
tanimlayabilmek i¢in belirlenen konsantrasyonlar

Maddeler

Kombine Olarak Denenen Maddeler i¢in

Belirlenen Konsantrasyonlar

DTX 10- 50- 250- 500- 1000 (uM)
OLE 2- 10- 50- 100- 200 (LM)
CDDP 2- 10- 50- 100- 200 (uM)
5-FU 5- 25- 133- 225- 450 (M)

Bilesik 3

0,002- 0,1- 0,5- 1- 2 (MM)




Tablo 5.3.5. Maddelerin A549 hiicre hattinda kombine halde denendiklerinde olusturacaklari
disiiniilen sinerjik etkiyi gorebilmek ve bu durumdaki ICsp degerini tanimlayabilmek icin
belirlenen konsantrasyonlar

Kombine Olarak Denenen Maddeler icin
Maddeler _

Belirlenen Konsantrasyonlar
DTX 10- 50- 250- 500- 1000 (uM)
OLE 1- 5- 25- 50- 100 (uM)
CDDP 1,2- 6- 30- 60- 120 (uM)
5-FU 2,5- 12,5- 62,5- 125- 250 (uM)
Bilesik 3 0,07- 0,35- 1,75- 2,5- 5 (mM)

Ozgiin maddeler DMSO igerisinde ¢dzdiiriilmiis ve deneye baslamadan once
igerisinde tortu kalmadigindan emin olunmustur. Maddelerde ¢6ziicii olarak DMSO
kullanilmasindan dolay1 kontrol gruplarinda %2,5 DMSO igeren besiyeri kullanildi.
Bunun yanmi sira sadece besiyeri iceren kontrol gruplari da her bir plakada yer
almaktadir. 3T3 hiicre hattinda yalnizca Bilesik 1 i¢in analiz yapildi. Maddelerin A549
ve SKOV-3 hiicre hatlarinda ICso degerleri tespit edildikten sonra, bu degerler esas
aliarak belirlenen aralikta kombine madde uygulamasinda, 6zgiin bir madde ve
kanser tedavilerinde iizerinde c¢aligilan bir madde sinerjik etki tespiti amaciyla
hiicrelere birlikte uygulandi (Tablo 5.3.4 ve Tablo 5.3.5). Burada etkinligi kanitlanmig
0zgiin olmayan maddeler; OLE, CDDP, DTX ve 5-FU’dur. Bu maddelerin ICso
degerlerini belirlemek ve literatiirde yer alan verilerle eslesme durumunu kontrol
edebilmek i¢cin bu maddeler A549 ve SKOV-3 hiicre hatlarinda canlilik deneylerine
tabi tutuldu (Tablo 5.3.3). Kombine madde uygulanan gruplarda ise iki madde ayni
besiyeri i¢inde hazirlandi ve bu sekilde hiicrelere ayni anda verilmis oldu.
Konsantrasyonlar eklendikten sonra hiicreler 24 saat boyunca 37°C %5 CO>’lik ortam
saglayan inkiibatorde maddelerle muameleye birakildi. 24 saatin sonunda hiicre
metabolizmasi tizerinden hiicre canliligini 6lgme temeline dayanan (Sekil 5.3.3) Cell
TiterGlo (Promega, Madison, WI, ABD) reaktifi her bir plakaya besiyeri aspire
edilmeden 5 pL uygulandi ve plakalar aliiminyum folyo ile 151k almayacak sekilde
sartldiktan sonra 5 dakika boyunca horizontal hareketlerle hafifce karistirildi.

Plakalarin spektrofotometrede (SpectraMax i3x Multi-Mode Detection Platform
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(Moleculer Devices, USA)) liiminesans 151k dl¢iimii yapilarak canli hiicrelerin ylizdesi
belirlendi. Elde edilen veriler GraphPad Prism 7 programinda analiz edilerek 1Cso

degerleri belirlendi.

*  ATP icerigini dlcer

ISIK e  ATP bagmbh bir lisiferaz reaksiyonuna
dayanir

. *  CellTiter-Glo deneyi litiktir
Oxyluciferin

Ultra-Glo® Oz :
Luciferase ATP €mmme .

HO Ui}_(gj/

Lucifern

o=

COOH

Sekil 5.3.3. CellTiter-Glo deney kitinin ¢alisma prensibi (117)

5.4. Western Blot Yontemi ile Protein Analizi

Apoptotik yolagin son basamaginda kesilime ugrayan PARP (cleaved-Poly
(ADP-ribose) Polymerase) ve glikoz alim asamasinda aktif rol oynayan HK-2
proteinlerinin deneysel uygulamalardan sonra translasyonel diizeydeki degisiminin
tespit edilmesi amaciyla immiin blotlama teknigi kullanildi. Housekeeping genlerden
biri olan Aktinin protein diizeyindeki anlatimi kontrol olarak kullanildi. Western blot

icin Bio-Rad firmasimin protokolii takip edildi.
5.4.1. Hiicre Lizisi ve Protein izolasyonu

A549 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara ekildi ve ertesi giin her madde i¢in ayr1

iki kuyucuk olacak sekilde maddeler hiicrelere verildi ve hiicreler 24 saat boyunca
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Bilesik 3’tin 1Cso konsantrasyonu ile muamele edildi. Kontrol grubu olarak
hiicreler %1 DMSO igeren besiyeri ile muamele edildiler.

Hiicreler, maddeler ile 24 saatlik muamele siirelerini tamamlamadan dnce lizis
tamponu hazirlandi. Lizis tamponu igerisinde %1 100X proteaz/phosphatase inhibitorii
(Cell Signaling / 5872), %10 NaF (Sodyum Floriir), %0,5 200 mM'lik PMSF bulunur.
PMSF'in yarilanma 6mrii 30 dakika oldugu i¢in en son konur. Hazirlanan lizis

tamponu buzda bekletildi.

24 saatin sonunda hiicreler inkiibatorden ¢ikarildi. Hiicre kiiltiirii kabini
icerisinde hiicrelerin iizerinde besiyeri ¢ekildi ve hiicreler sanki yikama yapar gibi,
kendi besiyeri ile yikandi. Daha sonra ¢ekilen bu besiyeri 50 ml steril, kapakli tiipe
toplandi. Daha sonra besiyeri ¢ekilmis bu hiicreler 3 ml FBS icermeyen besiyeri ile
yikandi. Toplanan besiyeri 50 ml steril tiipe alindi. Hiicreler 3 dakika boyunca
inkiibatorde tripsin ile muamele edildi. Daha sonrasinda farkli gruplar, besiyerlerinin
de toplanmis oldugu farkli tiiplere alindi ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust
stvilar atildi ve hiicreler soguk PBS (+4°C) ile siispanse edildi ve 2 ml hacimli tiiplere
alind1 (Eppendorf) ve hiicreler buzda tutuldu. Hiicrelerin bulundugu tiipler 5 dakika
1200 rpm’de +4°C’de santrifiij edildi ve st siv1 uzaklastirildi. Pellet, lizis tampon ile
stispanse edildi ve ultrasonikator ile 5 saniye siiresince 3 dongili ve %50 giicte ses
dalgalarma maruz birakilmak yoluyla homojenize edildi. Bu asamadan sonra lizis
edilen bu hiicreler 13.300 rpm’de 20 dakika 4°C'de santrifiij edildi. Santrifiijden sonra
ist siv1 yeni tiiplere alind1 ve 6rnekler, SDS muamelesi yapilana kadar -80°C’de

muhafaza edildi.

Orneklerden (siipernatant) 1 pl alind1 ve 29 ul dH20 eklendi. 1:30 oraninda
seyreltilen bu oOrnekler protein konsantrasyonunu Olgmek i¢in  kullanildi.

Konsantrasyon 6lgmek i¢in Implen Spektrofotometrik Nanodrop cihazi kullanildi.

Bu asamadan sonra tiim protein Ornekleri ayn1 konsantrasyona esitlenecek
sekilde hesaplama yapildi. Yapilan hesaplamalara goére protein ornekleri Laemmli
buffer ve P-merkaptoetanol ile karistirildi. 5 dk boyunca 100°C’de tutuldu ve

proteinlerin denatiire olmasi saglandi.

e Biorad protokoliine gore 2X %5°’lik Laemmli Buffer hazirlamak i¢in;

43



100 pl i¢in; 95 pl 2X Laemmli Buffer + 5 pl B-merkaptoetanol ile karigtirilir.

Daha sonra bu hazirlanan bufferdaki laemmli miktar1 1X’e inecek sekilde protein ile

karigtirilir.

e 2X i¢in; 30ul protein + 30ul Laemmli Buffer + -merkaptoetanol ile karistirilir.

Total hacim yiikleme yapilacak kuyu sayisina bagli olarak ayarlanir.
Bu asamadan sonra 6rnekler kullanilana kadar -20°C’de muhafaza edildi.

5.4.2. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE)
5.4.2.1. Jel Hazirlama

Hiicrelerden elde edilen proteinlerin ayrilmasi igin, %5 konsantre edici faz
ve %10 aymrma fazi igeren poliakrilamid jeller hazirlandi. Bunun ig¢in 6nce jelin
dokiilecegi camlar, kullanilmadan 6nce, distile su ile yikandi ve kurumaya birakild.
Jelin iki kismi bulunur; ayristirma (resolving) jeli ve yigma (stacking) jeli. Bunlardan
ayristirma jeli, once hazirlandi ve dokiildii (Tablo 5.4.2.1.1). Aynstirma jeli
polimerlestikten sonra yigma jeli dokiildi ve taraklar yerlestirilerek polimerlesmeye

birakildi.

Tablo 5.4.2.1.1. Ayristirma jeli hazirlama.

%10’luk Ayristirma Jeli (6 ml)
Akrilamid-Bisakrilamid 1,5 ml
(%40°hk)

Ayristirma Tamponu (4X) 1,5 ml
dH20 296 ul
APS (%10’1luk) 30 ul
Temet 5ul

Jeli doktiikten ve jelin diiz oldugundan ve kabarcik kalmadigindan emin

olduktan hemen sonra jelin yiizeyine izopropanol eklendi. Daha sonra jel bu sekilde
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polimerlesmeye birakildi. Yaklagik yarim saat sonra jelin sabitlendigi aparat saga-sola
egilerek izopropanol ve jel arasindaki ¢izginin oynayip oynamadigi kontrol edilerek
jelin polimerlestiginden emin olundu. Daha sonra aparat egilerek izopropanol dokiildii.
Daha sonra yigma jeli dokiildi (Tablo 5.4.2.1.2), tarak yerlestirildi ve jel

polimerlesmeye birakildi.

Tablo 5.4.2.1.2. Yigma jeli hazirlama

%5°lik Yigma Jeli (2 ml)
Akrilamid-Bisakrilamid 250 ul
(%40°11k)

Yigma Tamponu (4X) 500 pl
dH20 1236 ul
APS (%10’1uk) 10 pl
Temet 4 ul

Ayristirma Tamponu (4X) hazirlamak igin; 181,5 g Tris base, 850 ml H20O
icinde homojen hale getirilir. pH, HCl (6M) kullanilarak 8.8’e ayarlanir. Cozelti oda
sicakligina geldikten sonra pH tekrar kontrol edilir ve ayarlanir (pH: 8.8). Daha sonra

1000 ml’e tamamlanir ve +4 C’de saklanir.

Yigma Tamponu (4X) hazirlamak igin; 60,5 g Tris base, 850 ml H2O iginde
homojen hale getirilir. pH, HCl (6M) kullanilarak 6.8’e ayarlanir. Cozelti oda
sicakligina geldikten sonra pH tekrar kontrol edilir ve ayarlanir (pH: 6.8). Daha sonra

1000 ml’e tamamlanuir.

%40 Akrilamid-Bisakrilamid hazirlamak igin; 19.48 g akrilamid, 0.52 g bis-
akrilamid, 50 ml dH.O’da (son hacimde) ¢oziiliir.

%10 Amonyum Persiilfat hazirlamak i¢in; 0.1 g amonyum persiilfat 1 ml

dH>0’da ¢oziiliir. Elekroforez yapilacagi giin (taze olarak) hazirlanir.
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Jeller, kasetlere takildi ve yiiriitme tankina alindi. Tank, 1X yiiritme tamponu

ile dolduruldu. Jellerden taraklar ¢ikarildi.

Kuyucuklar yikandiktan sonra her bir kuyuya 15 pl 6rnek yiiklendi ve bir
kuyuya 5 pl protein belirteci (marker) yiiklendi. Her bir kuyuya totalde 60 ug protein
yiiklendi. Madde uygulamasi yapilmayan gruplar harigtir, bu gruplar i¢in kuyuya 30
ug protein yiiklenmistir. Numuneler jele yiiklendikten sonra 150V’°da akitildi ve
bromophenol blue jelden ¢ikar-¢ikmaz gii¢ kaynagi durduruldu. Jel ¢ikarildiktan sonra

kurumamasi igin transfer soliisyonuna konuldu.

2X Elektroforez Tampon Soliisyonu (Running Solution/ Yiiriitme Tamponu)
hazirlamak i¢in; 12 g Tris Base, 57,6 g Glisin ve 4 g SDS tartilir, dH20 ile 2 L’ye

tamamlanir. Elektroforez yapilacagi zaman 1:1 dH20 ile seyreltilerek kullanilir.

5.4.3. immiin Blotlama

5.4.3.1. Membrana Transfer Islemi (Semi-dry Yontem)

Jelde yiirlitme tamamlandiktan sonra jel tanktan cikarildi ve sirasiyla kasetten

ve camlardan ayrildi.

8 x 9 cm ebatlarinda kesilen poliviniliden difloriir (PVDF) membran
kullanilmadan 6nce metanol ile aktiflestirildi. Bunun i¢in PVDF membran metanolde
30 saniye kadar tutuldu ve hafifce ¢alkalandi. Daha sonra membran transfer tamponu

i¢cine alind.

Semi-dry transfer igin cihaza (Trans-Blot TurboTransfer System, Biorad) 6nce
transfer tamponu ile 1slatilmig 11 cm x 9 cm ebatlarinda kesilmis filtre kagitlar1 (2
adet) kondu. Daha sonra membran yerlestirildi. Hava kabarcigi kalmamasi i¢in her
asamada y1gmin tizerinden transfer tamponu ile 1slatilmis rulo ile gegildi. Membran
tizerine jel kondu ve arada hava boslugu kalmadigina emin olundu. Filtre kagitlar
arasinda kalan hava bosluklar1 elektrik akimini engelledigi icin transferin
gerceklesmesini engelleyebilir. Jel iistiine tekrar iki adet temiz filtre kdgid1 kondu ve
rulo ile lizerinden gegildi. Sonu¢ olarak PVDF membran, iki siinger ve ikiser filtre
kagid1 arasinda jelin iizerine kapatilmis oldu. Daha sonra bu y1ginin iistiine bir miktar

transfer tamponu eklendi. Biorad Semidry sistemine ait diizenegin kapagi sikica
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kapatildi ve transfer yapilacak program ayarlandi. 1.5 Amper, 25 Volt, 10 dakika

protokolii uygulanarak proteinlerin membrana transferi gerceklestirildi.

Transfer Tamponu hazirlamak i¢in 28,826 g Glisin, 6,057 g Tris-Base, 1,4 ¢
SDS ve 140 ml Metanol kullanilir. dH2O ile son hacim 2 L’ye tamamlanur.

5.4.3.2. Birincil ve ikincil Antikor Eklenmesi ve Goriintiilleme

Proteinler membrana transfer edildikten sonra %5°’lik bloklama soliisyonu ile

1,5 saat kadar ¢alkalayici iistiinde oda sicakliginda muamele edildi.

Bloklama soliisyonu hazirlamak i¢in, 100 ml i¢in 5 g siit tozu tartilir ve 1X

TBS-T i¢inde ¢ozdiiriiliir.

1X TBS-T hazirlamak i¢in, 137 mM NaCl, 20 mM Tris ile 0.1% Tween-20

karistirilir.

Bloklama isleminden sonra 3 defa (1. yitkama 15 dk., 2. yikama 5 dk. ve 3.
yikama 5 dk. olacak sekilde) 1X TBS-T ile yikama yapildi. Daha sonra membran,
+4°C’de calkalayict lstiinde birincil antikor ile tiim gece boyunca inkiibasyona
birakildi. Birincil antikor HK-2 (monoclonal rabbit Hexokinase-2 antibody (12885S,
cell signaling)) 1:750 oraninda seyreltildi (15 ml hazirlands; 20 ul antikor, 15 ml TBS-
T soliisyonuna konuldu). Yiikleme kontrolii anti B-aktin (monoclonal mouse B-actin
antibody (CST #3700s; Cell Signaling)) 1:1000 oraninda seyreltildi. Anti-PARP (anti-
poly-ADP-ribose polymerase (PARP) (CST #9542)) ise 1:1000 oraninda seyreltildi.
Birincil antikor sonrasinda 3 kere 5’er dakika 1X TBS-T ile yikama yapildi. Yikama

sonrasinda membran tavsan veya fare HRP-bagl ikincil antikorlar ile muamele edildi.

Ikincil antikor (anti-mouse CST#7076S; anti-rabbit CST#7074S) anti-tavsan
(rabbit) 1:2500, anti-fare (mouse) 1:2500 oraninda seyreltildi: 3 pul antikor, 15 ml 1X
TBS-T soliisyonunda hazirlandi, karanlik ortamda (membranin bulundugu kap
aliminyum folyoya sarilarak karanlik ortam elde edilerek) oda sicakliginda ve 20
rpm’de calkalayic iistiinde 1,5 saat boyunca membran ile inkiibe edildi. ikincil
antikordan sonra 3 kere 5’er dakika 1X TBS-T ile yikama yapild:. Ikincil antikor ile
muamele ve sonrasindaki yikamalardan sonra goriintiileme yapildi. Bunun i¢in

oncelikle membranlar fazla TBS-T’den arindirilmak iizere forceps ile tutularak dik bir
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sekilde filtre kagidina dokunduruldu. Daha sonra seffaf plastik kagidin {istiine kondu.
Satin alinan markanin talimatlarina gore (Reaktif I ve Reaktif II’den esit hacimlerde
karistirilarak) (Thermo Fisher Scientific) hazirlanan ECL HRP substratt membran
tizerine damlatildi ve membranin her yerine substrat ulastigina emin olundu. Daha
sonrasinda 5 dk boyunca membran ECL HRP substrati ile karanlikta muamele edildi.
Daha sonrasinda fazla ECL HRP substrati membran iizerinden uzaklagtirildi ve
membranin iistli kapatildi. Membran, Western goriintiileme cihazina (ChemiDoc, MP
System, Biorad) yerlestirildi. Oncelikle jelin pozisyonu ayarlandi ve daha sonrasinda
marker gorlintlisii alindi. Bunun ardindan membrandaki proteinlerin tespiti i¢in
goriintiileme yapildi. Protein seviyeleri ImageJ programi kullanilarak analiz edildi ve

bant yogunluklar B-aktin bantlarina gore normalize edildi.
5.4.4. Istatistiksel Yontemler

Veriler, iki grup karsilastirilirken SPSS 19.0 ile ANOVA Tukey testi ile analiz
edildi. Veriler giftlerin ortalamasi ile ifade edildi ve farkliliklar p # <0.01; p * <0,005;
p ** <0.0005 ve p *** <0.0001 seklinde ifade edildi.

5.5. Antikorlar Yardimi ile Protein Céktiirme (Immiinopresipitasyon)

5.5.1. Mitokondriyal Protein Lizatinin Elde Edilmesi

Hiicreler (A549 akciger kanseri hiicre hatt1) 6 kuyucuklu plakalara ekildi.
Hiicre yogunlugu %380-90 civarina ulaginca hiicrelere madde ekimi yapildi. 6
kuyucuklu plakaya ekilen hiicreler (her doz i¢in iki kuyucuk olacak sekilde) 24 saat
boyunca maddelerin (Bilesik 3) ICso dozlar1 (A549 hiicre hattinda elde edilen degerler)
ile muamele edildi. 24 saat sonunda hiicrelerin iizerindeki besiyeri alindi ve santrifiij
edildi. Daha sonra hiicreler 1 ml +4°C PBS ile yikandi ve PBS iyice uzaklastirildi. Bu
asamadan sonra RIPA buffer (Thermo Fischer, Cat. No 89900) + PIC (Roche,
cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Cat. No 04693159001)
(her kuyucuga 50 pL) konuldu ve scrapper (hiicre kaziyicisi) yardimiyla hiicreler
toplandi. Toplanan hiicreler ve santrifiij ile elde edilen ayn1 gruptaki hiicreler ayni tiipe
alind1 ve +4°C’de 20-25 dk calkalayici tizerinde 25 rpm’de inkiibe edildi. Daha sonra
hiicreler 12.000 x g’de 10 dk boyunca santrifiij edildi. Siipernatant temiz bir tiipe alind1.
Bu asamadan sonra lizat, 12.000 x g’de 5dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda

siipernatant alind1 ve siipernatant 13.000 rpm’de 30dk boyunca tekrar santrifiij edildi.
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Santrifiijden sonra elde edilen siipernatant atildi. Elde edilen pellet ise 55 uL.
RIPA buffer ile ¢ozdiiriildii. Konsantrasyonlar ol¢iildii. Ve IP yapilmak tizere -20 C’ye
kaldirildi. Konsantrasyon 6l¢iim asamasi hiicreden protein eldesi basliginda anlatildigi

gibi gerceklestirildi. Bu sekilde mitokondriyal proteinler izole edilmis oldu.

RIPA Lizis Buffer hazirlamak igin, 1485 ul RIPA ile 15 ul proteaz inhibitor
kokteyli karistirilir.

5.5.2. Immiinopresipitasyon

Konsantrasyonlar1 hesaplanmis olan protein Orneklerinden 500 ug elde
edilecek sekilde her grup i¢in ayr1 1,5 ul hacimli tiiplere alindi. Bunlarin iizerine 30 ila
50 pL sefaroz bead (%4 agaroz, GE Healthcare Protein G Sepharose 4 Fast Flow, 17-
0618-01, Lot no: 10253638) eklendi. 500 pL soguk (+4°C) PBS eklendi. Ve beadler
ile proteinlerin interaksiyona girebilmesi ve yikama yapabilmek icin ¢alkalayici
tizerinde +4°C’de 1 saat tutuldu. Daha sonra eppendorflar 3000 rpm’de 2 dk santrifiij
edildi ve siipernatant alindi. Siipernatanti alirken dibe ¢6kmiis olan beadlerin
oynatilmamasina veya alinmamasina dikkat edildi. Alinan bu siipernatantin iistiine 1
ug Hexokinase-2 antikoru (Cell Signaling, Hexokinase Il (C64G5) Rabbit mAb
#2867) eklendi. Ornekler, calkalayici iistiinde +4°C’de yaklasik 1 saat tutuldu. 1 saatin
sonunda her 6rnege 75 pL bead eklendi ve calkalayici Gistiinde +4°C’de gece boyu
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin 6rnekler 3000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi ve
slipernatant atildi. Pelletlere %10 B-merkaptoetanol igeren Laemmli tampon eklendi
ve oOrnekler 100°C’de 5-10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra western asamalari
gerceklestirildi ve VDAC antikoru (Anti VDAC Antibody Millipore AB10527 Rabbit
Lot: 2272158) kullanilarak VDAC proteini tespit edildi.

PBS (phosphate buffered saline) hazirlamak i¢in; 4 g NaCl, 0,1 g KClI, 0,72 g
Na:POs ve 0,12 g KH2PO, dH20’da tamamen ¢o6zdiiriildiikten sonra pH 7.4%¢

ayarlanir. Son hacim 500 ml’ye tamamlanur.
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6. BULGULAR

6.1. HK-2 Enzim Aktivite Deney Sonuclari

Ozgiin MeJA mimetiklerinin HK-2 enzimi {izerindeki direkt inhibisyon

etkisinin arastirilmasi i¢in inorganik fosfat saliminin 6l¢iilmesi teknigine dayanan The

Universal Enzyme Assay Kit kullanildi. MeJA referans standardi olarak kullanildi.

Pozitif kontrol olarak reaksiyon karisimina ATP yerine ADP konuldu. Negatif kontrol

olarak reaksiyon karisimina rekombinant insan HK-2 enzimi yerine deney tamponu

kullanildi. Elde edilen HK-2 enzim inhibisyonunun ICso degerlerine dayanarak, 1

uM'den daha diisiik 1Cso dozunda aktivite gosteren bilesikler 3> 2> 1> 7> 6 olarak

listelendi (Tablo 6.1.1). inorganik fosfat salimi dikkate alinarak inhibe edici aktivite

sirast olusturuldu.

Tablo 6.1.1. HK-2 enzim inhibisyonunu 6l¢gmek i¢in kullanilan The Universal Enzyme Assay

Kit sonucu alinan datalarin yorumlanmasiyla elde edilen ICso degerleri.

Bilesikler 1Cs0 Degerleri (nM)
MeJA 7,47
Bilesik 1 0,40
Bilesik 2 0.29
Bilesik 3 0.27
Bilesik 5 1.86
Bilesik 6 1.01
Bilesik 7 0.99
Bilesik 9 2.15
Bilesik 12 2.53
Bilesik 13 5.70
Bilesik 14 16.8
Bilesik 17 38.1
Bilesik 18 14.0
Bilesik 21 27.1
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6.2. A549 Hiicre Hattinda Ozgiin MeJA Mimetikleri Hiicre Canlihk Analizi

Sonuclan

A549 akciger kanseri hiicre hattinda 6zgiin MeJA mimetiklerinin hiicre
canlilig1 iizerindeki etkilerini arastirmak iizere hiicreler Tablo 5.3.2°de belirtilen
molekiiller 0,1-10 mM doz aralifinda hiicrelere uygulandi ve ortamdaki ATP
miktariin tespitine dayali bir kit olan CellTiter Glo deney kiti kullanilarak hiicre
canlilik 6l¢timii yapildi. Test edilen tiim molekiiller arasinda, HK-2 inhibitorii kontrolii
olan MeJA ile karsilastirildiginda Bilesik 1 ve 3’{in daha diisiik 1Cso degerinde etkinlik
gosterdigi  bulundu. (Sekil 6.2.4, p <0.0001). Ek olarak, Bilesik 3, hiicre
canliliginda %0,36'ya (ICso degerleri: 4.250 mM) kadar inen 6nemli bir azalma ile
A549 hiicre hatt1 izerinde sitotoksik etki gosterdi (Sekil 6.2.5). A549 hiicre hattinda,
hiicrelerin Bilesik 3 ve MeJA ile 24 saat boyunca muamele edilmesi sonucu elde edilen
mikroskop goriintiileri Sekil 6.2.1 ve Sekil 6.2.2’de sunuldu. Herhangi bir madde
uygulamasinin yapilmadigi kontrol hiicrelerinin ve %2,5 DMSO uygulamas: yapilan
kontrol hiicrelerinin mikroskop goriintiileri Sekil 6.2.3’te sunuldu. Sonuglar, ii¢
bagimsiz deney esas alinarak ortalama + SD olarak ifade edildi (Tablo 6.2.1) (p ***
<0.0001). Buradaki datalar esas alinarak immiin blotlama deneylerinde vahsi tip p53°e
sahip oldugu bilinen A549 hiicre hatt1 {izerinde 6zgiin MeJA mimetigi olan Bilesik 3
molekiiliiniin denenmesi ve apoptoz yolagi tizerindeki etkilerinin arastirilmasi uygun

goriildil.
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Sekil 6.2.1. A549 hiicrelerinin MeJA ile 24 saat muamelesi sonucu hiicre mikroskop

goriintiileri.
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Sekil 6.2.2. A549 hiicrelerinin Bilesik 3 ile 24 saat muamelesi sonucu hiicre mikroskop

goriintiileri.
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Sekil 6.2.3. A549 hiicre hattinda A) uygulama yapilmayan hiicrelerin, B) %2,5 DMSO ile
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muamele edilen hiicrelerin mikroskop goriintiileri.
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Sekil 6.2.4. MeJA ile karsilastirmali olarak Bilesik 1, 3, 9 ve 12'nin A549 hiicre hattinda

hiicre canlilig1 iizerindeki etkisinin gdsterildigi siitun grafigi.
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Bilesik 3 (A549 Hiicre Hatti)
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Sekil 6.2.5. Bilesik 3'iin A549 hiicre hatt1 lizerinde denenmesi ile elde edilen hiicre canlilig
sonuglarinin analizi ve ICso degerinin tespit edilmesi.

Tablo 6.2.1. Ozgiin MeJA mimetiklerinin A549 hiicre hattinda denenmesi sonucu elde edilen

I1Cso degerleri.
Denenen Bilesik 1Cs0 Degeri (mM)
MelJA 6,383
Bilesik 1 4,564
Bilesik 3 4,25
Bilesik 5 9,778
Bilesik 9 7,115
Bilesik 12 9,011
Bilesik 13 10,88
Bilesik 14 9,878
Bilesik 17 Tespit Edilemedi

54



6.3. SKOV-3 Hiicre Hattinda Ozgiin MeJA Mimetikleri Hiicre Canlihk

Analizi Sonuclan

SKOV-3 hiicreleri, 6zgiin HK-2 inhibitorlerinin artan dozlart (0,1-10 mM) ve
referans standardi olarak MeJA ile muamele edilerek hiicre canliligi {izerindeki
etkinlikleri arastirildi. Kontrol hiicreleri esit konsantrasyonlarda DMSO ¢o6ziiclisii
(%2,5 h/h) ile isleme tabi tutuldu. 24 saatlik muameleden sonra hiicreler, canli
hiicrelerdeki ATP miktarinin 6l¢iimiine dayanan CellTiter Glo deney kiti kullanilarak
canlilik analizine tabi tutuldu. Olgiimlere gére hiicre canliliginin, 5 mM dozunda
uygulanan Bilesik 3 ile muamele edilmis hiicrelerde %0,28'e (ICso degeri: 1,772 mM)
distiigli gorildii (Sekil 6.3.1). SKOV-3 hiicre hattinda denenen biitiin 6zgiin MeJA
mimetiklerinin hiicre canlilik deneyleri sonrasinda elde edilen ICso degerleri Tablo
6.3.1°de gosterilmistir. Sekil 6.3.2, SKOV-3 hiicre hattinda denenen Bilesik 3'lin ICso
degerini gostermektedir. Sonuglar, li¢ bagimsiz deney esas alinarak ortalama = SD

olarak ifade edildi (p *** <0.0001).
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Sekil 6.3.1. MeJA ile karsilagtirmali olarak Bilesik 1, 3, 9 ve 12'nin SKOV-3 hiicre hattinda

hiicre canlilig1 lizerindeki etkisinin gosterildigi siitun grafigi.
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Bilesik 3 (SKOV-3 Hiicre Hatti)
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Sekil 6.3.2. Bilesik 3'tiin SKOV-3 hiicre hatt1 iizerinde denenmesi ile elde edilen hiicre

canliligr sonuglarinin analizi ve ICso degerinin tespit edilmesi.

Tablo 6.3.1. Ozgiin MeJA mimetiklerinin SKOV-3 hiicre hattinda denenmesi sonucu elde

edilen 1Cso degerleri.

Denenen Bilesik 1Cs0 Degeri (mM)
MeJA 4,17

Bilesik 1 6,077

Bilesik 2 Tespit Edilemedi
Bilesik 3 1,772

Bilesik 5 Tespit Edilemedi
Bilesik 6 Tespit Edilemedi
Bilesik 9 5,758

Bilesik 12 5,82

Bilesik 13 Tespit Edilemedi
Bilesik 14 7,68

Bilesik 17 Tespit Edilemedi
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Tablo 6.3.1°de goriildigi tizere 6zglin MeJA mimetiklerinin hiicre hatlarinda
denenmesi sirasinda bazi bilesiklerin ICso degerleri, maddelerin DMSO ¢6ziiclistinde
¢ozdiiriildiikten sonra hiicre besiyerine eklenmesi sonrasi ¢okmesi nedeniyle elde
edilememistir. Bunun yani sira MeJA mimetiklerinin sentezi sirasinda meydana gelen
reaksiyon veriminin diisiik olmasi sebebiyle bazi bilesikler sadece tek bir hiicre

hattinda denenebilmistir (Tablo 5.3.2.).

6.4. MeJA ve Bilesik 1’in 3T3 Hiicre Hattinda Hiicre Canlihg1 Uzerine

Etkinliklerinin Degerlendirilmesi

3T3 hiicreleri, 6zgiin HK-2 inhibitorlerinden Bilesik 1’in artan dozlar1 (0,1-10
mM) ve referans standardi olarak MeJA ile muamele edilerek hiicre canlilig1
tizerindeki etkinlikleri arastirildi. Kontrol hiicreleri esit konsantrasyonlarda DMSO
¢oziictisii (%2,5 h/h) ile isleme tabi tutuldu. 24 saatlik muameleden sonra hiicreler,
canli hiicrelerdeki ATP miktarmin Olgiimiine dayanan CellTiter Glo deney kiti
kullanilarak canlilik analizine tabi tutuldu. Olgiimlere gére hiicre canliliginin, 5 mM
dozunda uygulanan Bilesik 1 ile muamele edilmis hiicrelerde %51,21'e (ICso degeri:
4,564 mM) ve 10 mM dozunda ise %1,29’a diistigi goriildii (Sekil 6.4.1). Sekil 6.4.2,
3T3 hiicre hattinda denenen Bilesik 1'in 1Cso degerini gostermektedir. Yapilan hiicre
canlilig1 analizleri sonucu MeJA’nin 3T3 hiicre hattindaki ICsp degeri 6,383 mM
olarak tespit edildi. Ayrica MeJA ile 5SmM dozunda muamele edilen hiicrelerde hiicre
canliliginin %79,76’ya diistiigii tespit edildi (Sekil 6.4.1).
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Sekil 6.4.1. MeJA ile karsilastirmali olarak Bilesik 1'in 3T3 hiicre hattinda hiicre canlilig1
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Sekil 6.4.2. Bilesik 1'in 3T3 hiicre hatti lizerinde denenmesi ile elde edilen hiicre canliligi

sonuclarinin analizi ve ICso degerinin tespit edilmesi.
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6.5. OLE, CDDP, 5-FU, DTX Molekiillerinin SKOV-3 ve A549 Hiicre

Hatlarinda Tespit Edilen ICso Degerleri

OLE, CDDP, DTX ve 5-FU molekiillerinin SKOV-3 ve A549 hiicre hatlar ile
24 saat muamele edilmesi ile hiicre canlilig1 tizerindeki etkinlikleri aragtirildi. Bunun
i¢in literatiirde bu molekiillerin SKOV-3 ve A549 hiicre hatlarinda belirlenen ICsg
degerleri arastirildi. Buna gore OLE molekiiliiniin 24 saatlik muamele ile SKOV-3
hiicre hattinda tespit edilen ICso degerine literatlirde rastlanmadi. Literatiirde OLE
molekiiliiniin 24 saatlik muamele ile A549 hiicre hattindaki ICso degeri 60 uM (118)
olarak bulundu. 5-FU molekiiliiniin SKOV-3 hiicreleriyle 24 saat muamele edilmesi
sonucu elde edilen 1Cso degeri literatiirde 169 uM (119) olarak bulundu. Bu deger
A549 hiicre hattinda ise 1,49 uM (120) olarak bulundu. SKOV-3 hiicre hatt1 5-FU
molekiiliine direngli bir hiicre hattidir. DTX molekiilii i¢in literatiirde 24 saatlik
muamele sonucu elde edilen I1Cso degeri SKOV-3 hiicre hatti igin 372 uM (121) olarak
bulundu, A549 hiicre hatt1 i¢inse veri bulunamadi. Literatiirde CDDP molekiilii igin
24 saatlik muamele sonucu elde edilen 1Cso degeri SKOV-3 hiicre hatt1 i¢in 22 M
(122), A549 hiicre hatti igin ise 33 uM (123) olarak bulundu. Tablo 6.5.1’de OLE, 5-
FU, DTX ve CDDP molekiillerinin SKOV-3 hiicre hatt1 tizerinde denenmesi sonucu
elde edilen ICso degerleri, literatiir degerleriyle birlikte sunuldu. Tablo 6.5.2’de ise bu
molekiillerin A549 hiicre hatt1 lizerinde denenmesi sonucu elde edilen ICso degerleri,
literatlir degerleriyle birlikte sunuldu. Tablo 6.5.3’te molekiillerin A549 ve SKOV-3

hiicre hatlarinda tespit edilen ICsg degerleri bireysel olarak grafik halinde sunuldu.

Tablo 6.5.1. OLE, CDDP, DTX ve 5-FU molekiillerinin SKOV-3 hiicre hattinda tespit edilen
ICso degerleri ve literatiirde bu molekiillerle yapilan g¢aligmalarda tespit edilen ICso
degerlerinin karsilastirilmasi.

. .. Bulunan Sonuc¢ —
Maddeler Literatiir (uM) SKOV-3 (uM)
5-FU 169 434
OLE Yok 182
DTX 372 1028
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CDDP

22

190

Tablo 6.5.2. OLE, CDDP, DTX ve 5-FU molekiillerinin A549 hiicre hattinda tespit edilen ICso
degerleri ve literatiirde bu molekiillerle yapilan ¢alismalarda tespit edilen ICso degerlerinin

karsilastirilmas.
Maddeler Literatiir Bulunan Sonug¢ — A549
(uM)
5>-FU 1,49 pM 240
OLE 60 uM 87
DTX Yok 950
CDDP 33 uM 107

Tablo 6.5.3. OLE, CDDP, DTX ve 5-FU molekiillerinin A549 ve SKOV-3 hiicre hatlarinda
tespit edilen I1Cso degeri grafikleri
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6.6. OLE, CDDP, 5-FU, DTX Molekiillerinin SKOV-3 ve A549 Hiicre
Hatlarinda Ozgiin MeJA Mimetigi Bilesik 3 ile Kombine Denenmesi
A549 ve SKOV-3 hiicre hatlarinda 6zgiin MeJA mimetiklerinin hiicre canlilig1
tizerindeki etkilerinin denenmesi sonucu en diigsiik 1Cso degerinde etki gosterdigi
belirlenen Bilesik 3 ile OLE, CDDP, 5-FU, DTX molekiilleri ayr1 ayr1 Tablo 5.3.5°te
belirtilen dozlarda kombine bir sekilde denenmistir. Deney sonucunda Bilesik 3 ile
kombine olarak uygulanan OLE, CDDP, 5-FU, DTX molekiillerinin daha diisiik ICsg
degerlerinde etki gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 6.6.1). Belirlenen ICso degerleri
Tablo 6.6.2.’de grafik halinde ifade edildi.

Tablo 6.6.1. OLE, CDDP, 5-FU, DTX molekiillerinin SKOV-3 ve A549 hiicre hatlarinda
Ozgiin MeJA mimetigi Bilesik 3 ile kombine denenmesi sonucu tespit edilen 1Cso degerleri

SKOV-3 ICso Degerleri (uM) | A549 1Cso Degerleri (uM)

5-FU+ Bilesik

3 336 104
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3(;)LE+ Bilesik 134 16
CDDP+

Bilesik 3 105 61
]3)TX+ Bilesik 742 812

Tablo 6.6.2. OLE, CDDP, 5-FU, DTX molekiillerinin SKOV-3 ve A549 hiicre hatlarinda
6zgiin MeJA mimetigi Bilesik 3 ile kombine denenmesi sonucu tespit edilen 1Csq degerlerinin

grafikleri.
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OLE (Bilesik 3 Kombine- A549)
OLE (Bilesik 3 Kombine- SKOV-3)
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6.7. HK-2, PARP ve c-PARP Protein Ekspresyon Diizeylerinin immiin
Blotlama Yontemi Kullamlarak A549 Hiicre Hattinda Arastirilmasi
HK-2 inhibisyonunun HK-2 protein ekspresyon seviyeleri tizerindeki etkileri
ve hiicre dlimiiniin biyokimyasal dogrulamasi western blot analizi ile incelendi.
Hiicreler, HK-2 ve hiicre 6liim yolagi proteinlerinin ekspresyonunu saptamak icin 24
saat boyunca Bilesik 3 (ICso = 4.25 mM) ve kontrol solventi (DMSO ¢6ziicii kontrolii)
ile muamele edildi. Protein ekspresyon seviyeleri Imagel ile belirlendi ve B-aktin
seviyelerine normalize edildi. A549 hiicre hattinin 6zgiin MeJA mimetigi Bilesik 3 ile
muamelesi, kontrol solventi ile muamelesine kiyasla artmis HK-2 ekspresyonlar ile
sonugland1 (Sekil 6.7.1). Bilesik 3'in A549 hiicrelerinde hiicre 6liimiinii protein
seviyesinde tetiklemesi lizerine inceleme yapildi ve kesilmis PARP'in (c-PARP)
varhigimin yani sira bunun onciisiiniin (PARP) azalmis seviyeleri gosterildi. Bunun
yani sira, beklendigi gibi kontrol DMSO konsantrasyonlart (%1 DMSO) ile muamele
edilen kontrol hiicrelerinde kesilmis PARP tespit edilmedi (Sekil 6.7.2 ve Sekil 6.7.3).
Bulgular, Bilesik 3’iin A549 hiicreleriyle tek sefer muamele edilmesi ile elde edilen
proteinlerin 3 ayr1 sefer immiin blotlama y6ntemi ile denenmesi sonucu elde edildi ve

bu sekilde standart sapma degeri hesaplandi. Sonuglar, ortalama + SD olarak ifade

edildi (p # <0.01; p * <0.005; ve p ** <0.0005).
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Sekil 6.7.1. Bilesik 3 ile muamele edilmis A549 akciger kanseri hiicre hattinin HK-2 protein

ekspresyonu seviyeleri.
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Sekil 6.7.2. Bilesik 3 ile muamele edilmis A549 akciger kanseri hiicre hattinin PARP
kesilme seviyeleri.
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Sekil 6.7.3. Bilesik 3 ile muamele edilmis A549 akciger kanseri hiicre hattinin PARP

ekspresyon seviyeleri.

6.8. A549 Hiicrelerinin Bilesik 3 ile Muamelesi Sonras1t HK-2 ve VDAC

Etkilesiminin Immiinopresipitasyon Yontemi ile Arastirilmasi

Bilesik 3’iin, HK-2 proteininin VDAC ile baglanmasi iizerindeki etkinligini
saptamak icin, HK-2 immiinopresipitasyon yontemi ile ¢oktiiriildii ve HK-2 bagh
VDAC ekspresyonlari immiinoblotlama ile saptandi. Bunun i¢in A549 hiicreleri, 24
saat boyunca Bilesik 3 (ICso = 4.25 mM) ve kontrol ortami (%1 DMSO kontrolii) ile
muamele edildi ve mitokondriyal proteinler elde edildi. Bir MeJA mimetigi olan
Bilesik 3 ile muamele edilen A549 hiicrelerinde HK-2 bagli VDAC protein miktarinin
azaldig1 goriildii (Sekil 6.8.1). Bilesik 3, A549 hiicreleri ile bir kez muamele edildi ve

bunun sonucunda elde edilen proteinlerle immiinopresipitasyon deneyi gergeklestirildi.
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Sekil 6.8.1. Bilesik 3 ve DMSO (kontrol) ile muamele edilmis A549 akciger kanseri hiicre
hattinin mitokondriyal protein ekstraktlarinda HK-2 bagli VDAC ekspresyonu.
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7. TARTISMA VE SONUC

Kanser hastaligi, diinyada en fazla 6liime neden olan hastaliklardan birisidir.
Kanser hiicreleri, saghikli hiicrelerin boliinmek i¢in ihtiya¢ duydugu hiicre disi
sinyallere gerek duymadan ve saglikli hiicrelerde diizgiin bir sekilde islev goren hiicre
boliinmesinin i¢sel kontrol mekanizmalar tarafindan engellenmeden kontrolsiiz bir
sekilde ¢ogalarak bulunduklar1 dokuda yayilmakta, hatta diger dokulara metastaz
yapabilmektedir. Bu “kontrolsiiz cogalma” tanimi ile hiicrelerin hiicre boliinmesi igin
almas1 gereken digsal uyarilara ve igsel engellemelere yanit vermemesi, yani
hiicrelerin aslinda disaridan gelecek bir mitotik uyartya ihtiyag duymaksizin
cogalmasin1 indiiklemesi ve hiicredeki tiimor baskilayici genlerin hiicrenin
cogalmasin1 durduramayacak sekilde ya bloklanmis ya da mutasyona ugramis oldugu
kastedilmektedir. Bu bahsedilen mekanizmalardan bir veya birkagi kanserli dokularda
tespit edilebilir. Kanser hiicrelerinin ¢cogalma ve metastaz odakli izledikleri yol, onlara
hiicre farklilasmasi i¢in yeterli zaman1 vermemektedir. Bu sebeple kanser hiicrelerine
6zgli molekiillerin ve proteinlerin tespiti olduk¢a zordur. Mutant protein sentezi yapan
kanser hiicrelerinin immiin sistem tarafindan tespit edilip, ortadan kaldirilmasi
kaginilmazdir. Ancak immiin sistem tarafindan tespit edilebilen mutant protein sentezi
yapmayan kanser hiicreleri kagabilmektedirler. Kanser hiicrelerine 6zgii protein
bulmaktaki zorluk, bu hiicrelerin tedavi amaciyla hedeflenmesinde de zorluklar
dogurmaktadir. Bu hastaligi tamamen ortadan kaldiran, gelisimini durduran veya
yavaslatan giiclii bir ilag maalesef heniliz bulunmamaktadir. Bu baglamda bakildiginda
kanseri hedefleyen ¢ogu molekiiler tedavinin kanserin hizlanmis metabolizmasini,
stirekli boliinme yetenegini hedefledigi goriilebilir. Bu tedaviler sonucunda viicuttaki

saglikli hiicreleri de etkileyen durumlar ortaya ¢ikmaktadir (34).

Kanserin olusumu ve ilerleyisi ile ilgili birden fazla karakteristik nitelik
belirlenmistir.  Bunlardan yakin zamanda  belirlenenlerden  biri  kanser
metabolizmasidir. Kanser hiicrelerinin beslenmek ve enerji ile yapitas: iiretmek icin
kullandig1 molekiiller ve yolaklar incelenmektedir. 1926 yilinda Warburg’un da
belirttigi gibi kanserli hiicreler normal hiicrelere gore enerji elde etmede farkliliklar

gosterirler ve belirli enzimleri daha fazla eksprese ederler. Kanser hiicreleri aerobik
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glikoliz yaparak enerji elde ederler ki bu da oksijen varliginda dahi glikoliz yolu ile
enerji elde ettikleri anlamina gelmektedir. Bu kapsamda kanser hiicrelerinin normal
hiicrelerle kiyaslandiginda farklilik gésteren enerji metabolizmasina yogunlasilmis ve
HK-2 enziminin saglikli hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerinde anlatiminin daha fazla
yapildig1 tespit edilmistir. HK-2 enziminin inhibe edilmesi hem kanser glikoz
metabolize etmek i¢in kullanilan yolagin ilk basamagini durdurur, hem de VDAC
enzimi ile iliskisinin kesilmesine neden olur ki bu da mitokondriden sitokrom c
salmimin1 saglayarak kanser hiicresinin apoptoza ugramasina neden olur. HK-2
hedefine 6zgii intibitorlerin gelistirilmesi ve kanser tedavisinde kullanilmasi toksisite
ve verimlilik agisindan ele alindiginda 6nemli bir hedef haline gelmektedir. Bu fikri
temel alarak, MeJA, 2-Deoksiglikoz, 2-Bromopiruvat, Lonidamine gibi molekiiller,
HK-2 inhibitorii olarak gelistirilmeye calisildiysa da klinik ¢alismalarda etkinlikleri
tartisilir durumdadir. Bu sebeple daha etkili ve 6zgiin HK-2 inhibitdrlerinin
gelistirilmesi ve bunlari gesitli in vitro kanser modellerinde deneyerek etkinliklerinin
gosterilmesi bu caligmada hedeflenmistir. Dolayisiyla bu hipotezi desteklemek icin
yeni ve daha etkili HK-2 inhibitorlerinin kesfedilmesi zorunlu hale gelmistir. Bu
amaca dayanarak antikanser 6zelligi bilinen ve degisik kanser tiirleri lizerinde in vivo
ve in vitro deneylere tabi tutularak etkinligi ispatlanmis bir bitki stres hormonu olan
MeJA molekiiliiniin modifiye edilerek daha etkili hale getirilmeye calisilmak iizere
yeni tasarlanmis Ozgiin molekiiller sentezlenmis ve bu c¢aligma kapsaminda
aktivitelerinin tespiti gergeklestirilmistir. Gelistirilen bu 6zgiin HK-2 inhibitorleri
(6zgiin MeJA mimetikleri), kanser hiicrelerinin glikozu almasini durdurarak Warburg
etkisinin kullandig1 yolagi engelleme firsat1 saglayabilir ve bu da kanser igin yeni

tedavilere olanak saglayacak kapilar agabilir.

Literatiirde HK-2’nin aktivitesini iki sekilde gosterdigi goriilmiistiir: glikolizde
glikozdan glukoz-6-fosfat olusumunun reaksiyonunu katalize ederek veya
mitokondriye VDAC"1 baglayarak (5,124,125). Her iki etkinin engellenmesi hiicre
6limiine neden olur. 2-DG gibi HK-2 inhibitorleri, enzimin katalitik aktivitesini
engellemek yoluyla etki ederken, bitki stres hormonlarindan olan jasmonat ailesinin
bir iiyesi olan MeJA ise HK-2’nin mitokondriyal etkilesiminin kesintiye ugramasi
yoluyla etki eder (126). Bu nedenle, HK-2 inhibitorleri olarak sentezlenen MeJA

mimetiklerinin, MeJA ile ayni1 etki mekanizmasini gosterdigi tahmin edilmektedir.
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MeJA iyi bilinen bir HK-2 inhibitoriidiir ve aktivitesini mitokondri membrani
tizerinde bulunan VDAC ile etkilesimde olan HK-2’nin bulundugu bu yerden
ayrilmasina neden olarak gosterir. MeJA’nin HK-2’nin katalitik aktivitesi lizerinde bir
intihibor etkisi olup olmadigina dair literatiirde herhangi bir ¢galisma bulunmamaktadir.
Bizim c¢alismamizda HK-2 enziminin inhibisyonunu 6l¢mek icin inorganik fosfat
salimmminin  dl¢limiine dayali gerceklestirilen deneyde MeJA’nin  gosterdigi
inhibisyonun ICso degerine dayanarak daha diisiik dozlarda aktivite gosteren 6zgiin
MeJA mimetiklerinin oldugu tespit edilmistir. 1 puM'den daha diisiik 1Cso dozunda
aktivite gosteren bilesikler 3> 2> 1> 7> 6 olarak listelenmistir. On enzim inhibisyon
caligmalari, MeJA'nin kendisinden ¢ok daha giiclii bir grup yeni MeJA mimetigi
tanimlandigin1  ortaya koymaktadir. HK-2 Kkatalitik aktivitesinin inhibisyonu
tizerindeki etki mekanizmasini tam olarak anlamak ve agikliga kavusturmak i¢in daha

fazla arastirma yapilmasi gerekir.

Hiicre canliligi deneylerinde A549 akciger kanseri hiicre hatti ve SKOV-3
yumurtalik kanseri hiicre hatt1 kullanilmistir. Ozgiin mimetiklerin A549 hiicre hattinin
canlilif1 iizerindeki etkinliklerinin tespit edilmesi ve degerlendirilmesi i¢in hiicreler
farkli 6zgiin molekiillerle, MeJA’ nin literatiirde tespit edilen etkinlik dozu dikkate
aliarak belirlenmis doz araliklarinda 24 saat boyunca muamele edilmistir. HK-2
inhibitorii kontrolii olarak kullanilan MeJA’nin A549 hiicre hattinda gosterdigi
etkinlik dikkate alinarak 6zgiin MeJA mimetigi olarak sentezlenmis Bilesik 1 ve 3’iin
son derece aktif oldugu tespit edilmistir (Sekil 6.2.1). Ek olarak Bilesik 3’iin hiicre
canliliginda %0.36'ya (ICso degeri: 4.250 mM) kadar inen 6nemli bir azalma ile
sitotoksik etkiler gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 6.2.2). Burada bazi molekiillerin giiclii
hidrofobik yapilar1 nedeniyle hiicre besiyerine konulduklarinda ¢6kme meydana
gelmistir. Bu sebeple bazi molekiillerin 1Cso degerleri tespit edilememistir. Yeruva ve
arkadaslar1 (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada A549 hiicre hattinda MeJA nin
hiicre proliferasyounu inhibe ettigi ve hiicreleri apoptoza gotiirdiigli tespit edilmistir
(80). Kim ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir diger ¢alismada MeJA’nin A549
hiicrelerinde hidrojen peroksit olusumunu igeren bir kaskad yoluyla apoptozu
indiikledigi gosterilmistir (82). Bu literatiirii géz Oniinde bulundurarak bu tez

kapsaminda yapilan deneyler ile MeJA nin A549 hiicre hatt1 iizerindeki etkilerine
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paralel sonuglar elde edildigi ve MeJA’dan daha aktif molekiillerin tespit edildigi

sOylenebilir.

Hiicre canlilik deneyleri kapsaminda 6zgiin MeJA mimetiklerinin SKOV-3
yumurtalik kanseri hiicre hattinda denenmesi gerceklestirilmistir. A549 hiicre hattinda
izlenen metodla paralel olarak 6zgiin mimetiklerin SKOV-3 hiicre hattinin canlilig1
tizerindeki etkinliklerinin tespit edilmesi ve degerlendirilmesi i¢in hiicreler farkli
0zgiin molekiillerle, MeJA nin literatiirde tespit edilen etkinlik dozu dikkate alinarak
belirlenmis doz araliklarinda 24 saat boyunca muamele edilmistir. HK-2 inhibitorii
kontrolii olarak kullanilan MeJA’nin SKOV-3 hiicre hattinda gosterdigi etkinlik
dikkate alinarak 6zglin MeJA mimetigi olarak sentezlenmis Bilesik 3’iin hiicre
canliliginda %0.28’¢ (ICso degeri: 1,772 mM) kadar inen 6nemli bir azalma ile
sitotoksik etkiler gosterdigi goriilmustiir (Sekil 6.3.2). Burada, A549 hiicre hattinda
yasandig1 gibi, bazi molekiillerin gii¢lii hidrofobik yapilar1 nedeniyle hiicre besiyerine
konulduklarinda ¢okme meydana gelmistir. Bu sebeple bazi molekiillerin 1Csg
degerleri tespit edilememistir (Tablo 6.3.1). Liechti ve arkadaslari tarafindan yapilan
bir ¢aligmaya gore (2002) mutant pS3°e sahip hiicre hatlarinda MeJA p53-bagimsiz
apoptoza veya nekroza neden olmaktadir (127). Yeruva ve arkadaglari tarafindan
yapilan bir ¢alismada (2010) MeJA’ nin hiicreleri CDDP’ye hassaslagtirmasi {izerine
deneyler yapilmis ve bu deneylerde kullanilan SKOV-3 hiicrelerinin MeJA
uygulamasindan sonra proliferasyonunun inhibisyona ugradig: ve sitotoksik etkilerin
ortaya c¢iktigr bildirilmisgtir (128). Mutant p53’e sahip SKOV-3 hiicrelerinde

yaptigimiz deney sonucu goriilen hiicre 6limii bu datalarla desteklenmektedir.

Biitlin bunlar goz Oniine alindiginda literatiirde kanser hiicrelerine 6zgii
sitotoksik etki gosterdigine dair bulgular olan (129) ve hiicre dongiisiinii durdurma,
antimetastatik etki gosterme gibi Ozelliklere sahip bir sekonder metabolit olan
MeJA’nin (77) A549 ve SKOV-3 hiicre hatlarindaki ICso degerinden daha diisiik
dozlarda etki eden mimetiklerinin tespit edilmesi kanser tedavisi i¢in Odnem arz

etmektedir.

3T3 hiicre hatt1 embriyonik fare fibroblast hiicrelerinden kokenlenmektedir.
Calismamizda bu hiicre hattin1 kullanarak 6zgiin MeJA mimetiklerinin saglkli

hiicreler tlizerindeki secici sitotoksik etkisini test etmeyi amagladik. Bu dogrultuda
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A549 hiicre hattinda en yiiksek aktiviteyi gosteren ikinci molekiil olan Bilesik 1 tercih
edilmistir. Bunun sebebi bu molekiiliin sentezinin diger molekiillerden erken yapilmis
olmasit ve bazi molekiiller i¢in baslangic maddesi olarak kullanilmis olmasidir.
Maddelerin 1Cso degerlerinin mM diizeyinde olmasindan kaynakli olarak sentez
asamasinda kullanilan baglangic madde miktarlari da fazladir. Bundan kaynakli olarak
3T3 hiicre hattinda denemek ve saglikli hiicredeki sitotoksik etkiyi dlgmek iizere
yalnizca 1 adet molekiil secilmistir. Bu tez calismasi kapsaminda hiicre 6liim
mekanizmasinin aydinlatilmasina agirlik verilmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda
6zglin MeJA mimetiklerinden Bilesik 1°in 3T3 fare fibroblast hiicrelerinde denenmesi
sonucu Bilesik 1’in ICsg degeri 4, mM olarak tespit edilmistir. Yine bu tez calismasi
kapsaminda Bilesik 1’in A549 hiicre hattindaki ICso degeri 4,564 mM ve MeJA’ya
kiyasla daha diisiik IC50 degerinde etkinlik gosterdigi tespit edilmis iken SKOV-3
hiicre hattindaki ICsp degeri 6,077 mM olarak tespit edilmistir ve MeJA nin bu hiicre
hattinda gosterdigi etkinlige kiyasla MeJA’dan daha yiiksek bir IC50 degerinde
etkinlik gdsterdigi bulunmustur. 3T3 hiicre hattinda hiicre canliliinin MeJA
uygulamasinin SmM dozunda %79,76ya diistiigii tespit edilmistir. Ayn1 dozda Bilesik
1 uygulandiginda ise hiicre canliliginin %51,21°e distiigli goriilmiistiir. Bu verilere
bakarak Bilesik 1’in 3T3 fare fibroblast hiicrelerine karst MeJA’ya gore daha
sitotoksik etki gosterdigi sdylenebilir. Rotem ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada
0,5-3 mM araliginda 373 hiicreleriyle muamele edilen MeJA nin 3T3 hiicrelerine kars1

sitotoksik etki gostermedigi tespit edilmistir (79).

Giinltimiizde kabul edilen kanser tedavilerinde ¢ok ajanli ilag kombinasyonlari
hemen hemen tiim kiiratif kemoterapi rejimlerinde kullanilmaktadir (18). Bunun
temelinde ¢ok ajanli tedavilerin tek ajan tedavilere kiyasla sahip oldugu avantajlar
yatmaktadir. Farkli anti-kanser ilaglarinin kombine olarak kullanilmasi, konakgi
toksisitesini en aza indirirken tiimér hiicresi toksisitesini en iist diizeye ¢ikarabilir. Ek
olarak, kombine terapi, spesifik bir tedaviye direngli tiimér hiicrelerinin tedavisinde
kullanilabilir ve ayrica yeni direngli tlimor hiicrelerinin gelisimini 6nleyebilir veya
yavaglatabilir (19). OLE molekiilii yesil zeytinin birgok boliimiinde bulunan fenolik
bir bilesiktir. OLE’nin antioksidan, antikanser, antiinflamatuvar, kardiyoprotektif,
noroprotektif ve hepatoprotektif etkileri oldugu bildirilmistir (20). OLE, HL60
promiyelositik 16semi hiicrelerinde (22), PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde (23), MCF-
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7 meme kanseri hiicrelerinde (24) ve CaCo2 kolon kanseri hiicrelerinde (25) denenmis
ve antiproliferatif ve apoptozu indiikklemek yoluyla antikanser etki gosterdigi
goriilmiistir. OLE’nin etki mekanizmasi Akt inhibisyonu ve p53 aktivasyonu
tizerindendir. Sinerjik etki calismalarinda kullanilan bir diger molekiil olan CDDP iyi
bilinen bir kemoterapotik ilagtir. Cesitli kanserlerin tedavisinde kullanilmis ve
etkinligi gosterilmistir. Etki mekanizmast DNA onarim mekanizmalarina miidahale
etmek, DNA’da hasar olusturmak ve apoptozu indiiklemek seklindedir. Cok sayida
yan etkisi sebebiyle diger ilaglarla kombine sekilde kullanilmaya baglanmis ve
CDDP’nin  bu sekildeki kombinasyon tedavilerinin toksisiteyi azalttig1
diistintilmektedir (28). Bir diger molekiil olan yari sentetik bir taksan olan DTX,
mikrotiibiil depolimerizasyonun inhibisyonu ve Bcl-2 gen ekspresyonunun azalmasi
ile antikanser etki gostermektedir (30). Son olarak heterosiklik aromatik bir bilesik
olan 5-FU, 5’inci karbonunda hidrojen atomu yerine flor atomuna sahip bir urasil
analogudur. Yapisi dolayisiyla RNA ve DNAya dahil edilerek sitotoksisiteye ve hiicre
oliimiine yol agar (32). Ancak ilag direnci 5-FU’nun klinik kullanim1 igin 6nemli bir
sinirlama olusturmaktadir. Bahsedilen bu molekiillerin her biri i¢in klinik kisitlamalar
ve ila¢ direncinden s6z edilebilir. Boyle bir durumda hem ilag¢ direncinden kurtulmak
hem de sistemik toksisiteyi azaltmak icin farkli yolaklara etki eden veya ayni yolak
tizerinden etki eden molekiillerle kombine tedavilere yonelmek dogru bir taktik olarak

goriilmektedir.

Bu tez kapsaminda yapilan sinerjik etki caligmalarinda A549 ve SKOV-3 hiicre
hatlarinda gergeklestirilen hiicre canlilik deneyi sonucunda elde edilen verilere
bakilarak en aktif ¢iktig1 tespit edilen MeJA mimetigi olan Bilesik 3 ile OLE, CDDP,
5-FU ve DTX molekiilleri ayr1 ayr1 kombine olarak A549 ve SKOV-3 hiicre hatlarinda
denenmistir. Yukarida belirtildigi {izere bu molekiillerin her biri farkli bir yolak
tizerinden antikanser etki gostermektedir. Yapilan deneyle sonucunda en aktif oldugu
onceki deneylerle tespit edilmis 6zgiin MeJA mimetigi Bilesik 3 ile kombine denenen
bu molekiillerin ICsp degerlerinin tek baslarina gosterdikleri 1Cso degerlerinden daha
diisiik oldugu ve buna gore bu molekiillerin daha diisiik dozlarda sitotoksik etki
gosterdigi tespit edilmistir. Yaptigimiz calismada A549 hiicre hattinda SKVO-3 hiicre
hattina gére daha anlamli sonuglar elde edilmistir. Bunun nedeninin SKOV-3 hiicre

hattinin  bircok antikanser ajanina direng goOsteren bir hat olmasi oldugu
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disiiniilmektedir. Yaptigimiz bu kombine deneme calismasiyla antikanser etkileri
oldugu bilinen maddelerin en aktif bulunan 6zgiin MeJA mimetigiyle kombine olarak
kullanilip daha diisiik dozlarda etki gosterip gostermedigini tespit etmek amaglanmistir.
Literatiirde, yukarida bahsedilen molekiillerden OLE ve DTX molekiillerinin MeJA
ile sinerjik etkisinin tespitine dair yapilan herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamustir.
Bunun yani sira Heyfets ve Flescher (2007) tarafindan CT26, DA-3, GTRAMP C1,
MCF7, MIA PaCa-2, D122, ve BCL1 hiicre hatlarinda yapilan bir ¢alismada MeJA ve
CDDP molekiilleri ile yapilan sinerjik etki ¢alismalarinda giiclii kooperatif etkiye
rastlandig1 belirtilmistir (70). Avila-Roman ve arkadaslari (2012) tarafindan yapilan
bir ¢alismada HT-39 hiicrelerinde MeJA ve 5-FU molekiiller kombine olarak
denenmis ve 5-FU molekiiliiniin 1Cso degerinin 5 mM’dan 2,5 mM’a diistiigl tespit
edilmistir (130). Literatiirdeki bu ¢alismalar dikkate alindiginda bu tez kapsaminda

elde edilen sonuclarin literatiir datalarryla ortiistiigii goriilmektedir.

Yapilan sinerjik etki deneylerinde goriildiigii iizere 0Ozglin MeJA
mimetiklerinin OLE, CDDP, 5-FU ve DTX gibi kanser tedavilerinde kullanilan veya
kanser tedavisinde potansiyel teskil ettigi diisiiniilen maddeler ile kombine
kullanilmas1 durumunda belirtilen bu maddelerin bu ¢alismada kullanilan kanser hiicre
hatlarindaki (A549 ve SKOV-3) yart maksimal inhibisyon konsantrasyon (ICso)

degerini diiglirmustiir.

Poli-ADP-riboz polimeraz (PARP) kesilmesi, hiicre dlimiiniin en iyi biyokimyasal
belirteclerinden biridir ve PARP, apoptotik kaskadin en asag1 akisinda kesilir, boylece
DNA hasarinin meydana geldigi hiicre 6liimiiniin son asamalarin1 gosterir (131,132).
Bu calismada, apoptotik yolagin son basamaginda kesilime ugrayan PARP (cleaved-
Poly (ADP-ribose) Polymerase) ve glikoz alim asamasinda aktif rol oynayan HK-2
proteinlerinin 6zgiin MeJA mimetigi olan Bilesik 3’iin ICsg dozu ile muamele
edilmesinden sonra translasyonel diizeydeki degisiminin tespit edilmesi amaciyla
immiin blotlama teknigi kullanilmistir. Housekeeping genlerden biri olan Aktin’in
protein diizeyindeki anlatimi kontrol olarak kullanilmistir. Elde edilen sonuglar bize
Bilesik 3 ile muamele edilen A549 hiicrelerinde HK-2 protein miktarinin kontrol
grubuna gore arttigini gostermektedir (Sekil 6.7.1). Bu, biiyiik olasilikla, protein

ekspresyon seviyelerini artirarak HK-2 aktivitesini karsilayan bir hiicresel
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savunmadan kaynaklanmaktadir. Ekspresyon seviyesi HK-2 inhibitorlerinin inhibitor
etkisine bagli olmadigindan, hiicreler inhibe edici sinyalleri aldiktan sonra hiicre
Olimii kagimilmazdir. Bunun yani sira, Bilesik 3 ile muamele edilen hiicrelerde c-
PARP miktarinin kontrol hiicrelerine gore arttig1 tespit edilmistir (Sekil 6.7.2). Liechti
ve arkadaglar1 (2002) tarafindan yapilan bir calismada MeJA’nin fonksiyonel p53
genine sahip kanser hiicreleri lizerinden p53 aracili apoptozu indiikledigi gosterilmistir
(127). Bu bilgiyle kiyaslandiginda fonksiyonel p53 geni igeren A549 hiicrelerinin
0zgiin MeJA mimetigi olan Bilesik 3 ile muamele edilmesi sonucu apoptoza gitmesi
ve immiin blotlama sonucunda apoptozun en net gostergelerinden biri olan c-PARP
proteininin yaptigimiz deney sonucunda kontrol grubuna kiyasla spesifik olarak

yiiksek ¢ikmasi durumu (Sekil 6.7.2) literatiir bilgisiyle uyusmaktadir.

Goldin ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan bir ¢galismada HK-2’nin over
ekspresyonunun MeJA’nin sitotoksisitesini  azalttigi  bulunmustur. Bu deneyi
gerceklestirmek icin hiicreler HK-2 geni igeren plazmitlerle transforme edilmistir.
Bunun sonucunda HK-2 enziminin normalden fazla ekspresyonunun MeJA’nin
sitotoksik etkisini azalttigi goriilmistiir (5). Bu veriler, yaptigimiz immiin blotlama
deneyi sonucunda 6zgiin MeJA mimetigi olan Bilesik 3’iin ICso dozunun uygulandigi
A549 hiicre grubundan elde edilen HK-2 protein miktarinin kontrol grubu
hiicrelerinden elde edilen HK-2 preoteinlerine oranla artmis olmasi durumunu
desteklemektedir (Sekil 6.7.1). Burada hiicrelerin kendilerini MeJA sitotoksisitesinden

korumak tizere HK-2 ekspresyonunu arttirmis olabilecegi diisiiniilebilir.

Bilesik 3’iin ICsp dozu ile muamele edilen A549 hiicrelerinden elde edilen
mitokondriyal proteinler dncelikle HK-2 antikoru yardimiyla ¢oktiiriilmiis ve HK-2
proteini ve buna bagl proteinler elde edilmistir. Elde edilen proteinlerde immiin
blotlama yontemi kullanilarak VDAC proteini miktar1 6l¢tilmiistiir. Buna gore madde
uygulamasi yapilan grupta VDAC miktar1 kontrol grubuna oranla azalmistir (Sekil
6.8.1). Literatiirde MeJA ’nin HK-2’nin VDAC ile olan etkilesimini ortadan kaldirarak
etki gosterdigine dair bulgular mevcuttur (76,80). Buna dayanarak Bilesik 3 ile
muamele edilen hiicrelerde HK-2’nin VDAC ile etkilesiminin kesildigi yorumu

yapilabilir.

75



HK-2 inhibitorleri olarak sentezlenen MeJA mimetiklerinin, MeJA ile ayni etki
mekanizmasint gosterdigi tahmin edilmektedir. Bu amagla, Bilesik 3'tin HK-2'nin
immiinopresipitasyonu ve ardindan VDAC'min western blotlama yoluyla HK-2 ve
VDAC etkilesimi tizerindeki inhibitér etkisi bu calismada arastirildi. Sonuglara
dayanarak, MeJA'nin kendisinden daha gii¢liit HK-2 inhibitorii (6r: Bilesik 3) olma
potansiyeline sahip 6zgiin molekiiller belirlendi. Ayrica, en giiglii MeJA mimetigi
olarak tespit edilen Bilesik 3'iin, mitokondriyal membran tizerinde VDAC ve HK-2
etkilesimini bozarak etki ettigini belirlendi; bu nedenle hiicre 6liimiine neden oldugu
tespit edildi. Bu ¢alismada yapilan enzim inhibisyon deneyi 6zgiin MeJA analoglarinin
HK-2 inhibisyonu i¢in potansiyel adaylar olabilecegini gostermektedir. Bu ¢aligmanin
sonucunda biyolojik sistemlerde aktif 6zgiin potansiyel HK-2 inhibitorii olabilecek bir
ila¢ adayinin ilerde daha sonra hayvan deneylerinin de yapilmasiyla gelistirilebilecegi
diistiniilmektedir. Bunun yani sira 6zgiin MeJA mimetiklerinin hiicrelerdeki etki
mekanizmasimin daha detayli arastirilmasi yapilabilir. Ayrica bu mimetiklerin
tamaminin, saglikli hiicreler tizerindeki sitotoksik etkileri ve giivenilirlikleri daha
detayl1 olarak arastirilabilir. Mimetiklerin mutant p53 genine sahip hiicre hatlarinda
denenmesi yapilip, indiikledikleri hiicre 6liim mekanizmalar1 yapilacak ¢alismalar ile

aydimlatilabilir.
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