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AKCIGER KANSERI TEDAVISINDE KAN0438757 VE
RESVERATROL KOMBINASYONUNUN PROGRAMLI HUCRE
OLUMU UZERINE OLAN ETKisi

OZET

Akciger kanseri, diinya capinda bir¢ok kanser arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir.
PFKFB3, glikoliz siirecinde onemli role sahip bir enzimdir. Sahip oldugu yiiksek
kinaz/fosfataz oranmi ile (740:1) kanser hiicrelerinde 6nemli bir hedef olarak kabul
edilmektedir. Bu baglamda yapilan ¢alismalar 1s1ginda gelistirilen PFKFB3 hedefli PFK-
158 kiiciik molekiil inhibitérii ile solid tiimor hastalarinda faz 1 klinik c¢alismalar
gerceklestirilmistir. S6z konusu caligsmalarin neticesinde, PFKFB3’ii hedefleyen, daha
etkin bir kii¢clik molekiil inhibitorlerinin gelistirilmesi amag¢lanmistir. Yakin zaman 6nce
ortaya ¢ikan KANO0438757 inhibitérl, normal hiicrelere zarar vermeden transforme
hiicrelerde ¢ogalmay1 inhibe ettigi bildirilmistir. Resveratrol bilesigi liziim, kirmizi sarap,
yer fistigl, asma yapraklarinda bulunur ve patojenler bitkilere saldirdiginda ve
yaralandiginda bitkiler tarafindan iiretilir. Ayrica resveratrol antikanser etkilere sahiptir ve
hiicre buyumesi, inflamasyon, apoptoz, metastaz ve anjiyogenezi kontrol ederek ¢esitli
sinyal iletim yollarini etkileyerek kanserin tiim evrelerini etkilemektedir. Bu ¢alismada,
resveratrol ve KANO0438757 kombinasyonunun, hiicre proliferasyonu, hicre 6limd,
mitokondriyal membran potansiyeli, hiicre gogii ve programli hiicre 6liimii biyobelirtecleri
iizerine etkilerinin belirlenmesi amacglanmaktadir. Elde edilen veriler ile resveratrol ve
KANO0438757 kombinasyon tedavisinin hiicre canliligini 6nemli dl¢iide inhibe ettigi ve
hiicre proliferasyonunu azalttig1 gosterilmistir. Ayn1 zamanda kombinasyon tedavisi ile
hiicre gogiiniin engellendigi ve hiicrelerin programli hiicre 6liimii ile apoptoza gittigi tespit
edilmistir. Elde edilen bu veriler, resveratroliin, KAN0438757 nin etkinligini arttirdigim
ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, PFKFB3, KAN0438757, resveratrol, apoptoz.
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THE EFFECT OF KANO0438757 AND RESVERATROL ON
SCHEDULED CELL DEATH IN THE TREATMENT OF LUNG
CANCER

ABSTRACT

Lung cancer is the most common type of cancer among many cancers worldwide. PFKFB3
is an enzyme that has an important role in the glycolysis process. With its high
kinase/phosphatase ratio (740:1), it is considered an important target in cancer cells. Phase
I clinical studies were carried out in solid tumor patients with the PFKFB3-targeted PFK-
158 small molecule inhibitor, which was developed in the light of the studies conducted in
this context. As a result of these studies, it was aimed to develop more effective small
molecule inhibitors targeting PFKFB3. The recently emerged inhibitor KAN0438757 has
been reported to inhibit proliferation in transformed cells without harming normal cells.
Resveratrol compound is found in grape, red wine, peanut, vine leaves and is produced by
plants when pathogens attack and injure plants. In addition, resveratrol has anticancer
effects and affects all stages of cancer by affecting various signal transduction pathways
by controlling cell growth, inflammation, apoptosis, metastasis and angiogenesis. In this
study, it is aimed to determine the effects of resveratrol and KANO0438757 combination on
cell proliferation, cell death, mitochondrial membrane potential, cell migration and
programmed cell death biomarkers. With the obtained data, it has been shown that
resveratrol and KAN0438757 combination therapy significantly inhibited cell viability and
reduced cell proliferation. At the same time, it was determined that cell migration was
inhibited by combination therapy and cells went to apoptosis with programmed cell death.
These data reveal that resveratrol increases the effectiveness of KAN0438757.

Keywords: Lung cancer, PFKFB3, KAN0438757, resveratrol, apoptoz.



1. GIRIS

Kanser, kontrolstiz hucre bolinmesi ile karakterize edilen, diinya g¢apinda siklikla
karsilagilan ve Olim oranlar1 giin gegtikce hizli bir sekilde artmaya devam eden
hastaliklardan biridir. Ayrica iilkemizde de artan niifus ve yaslilikla beraber kanserin
goriilme siklig1 oldukga fazladir (Siegel et al., 2012). Bununla birlikte, kardiyovaskdiler
hastaliklara bagli 6liimden sonra kanser diinya genelinde 6liim orani siralamasinda ikinci
sirada yer almaktadir (Cooper et al., 2013). Kanser, dogal gelisimi 6liime yol agabilen,
kendiliginden diizensiz boliiniip gogalarak bulundugu bolge disina yayilabilen (invazyon)
damar olusumu (anjiyogenesiz) sonucunda, hicrelerin orijinden uzak dokulara hareketi
(metastaz) ile ortaya ¢ikan bozukluklar olarak kabul edilmektedir (Jones & Baylin, 2007).
Insan viicudu yapisal ve fonksiyonel islevleri olan birgok hiicreden meydana gelmektedir.
Bu hicreler saglikli bir insan viicudunda kontrollii olarak biiyiir ve béliiniirler. Fakat bu
hicreler yaslandiginda, hasara ugradiginda veya mutasyonlar sonucunda o6lmesi ve
planlanmuis olarak yeni hiicrelerle degistirilmesi olay1 apoptoz olarak adlandirilir (Hanahan
& Weinberg, 2011). Cogalan hiicreler kanserli degil ise iyi huylu (being) tiimor olarak
adlandirilirlar ve bu tiimoérler diger doku ve organlara yayilmazlar. Ayn1 zamanda cerrahi
yontemler kullanilarak tedavi edilebilirler. Koti huylu (maling) tiimorler ise kanser
hiicrelerinin meydana getirdigi tiimdrler olarak bilinmektedirler. Bu tiimorler ilk olarak
yakin doku ve organlara sonrasinda ilerleme durumuna goére uzak dokulara metastaz yapma
ozelligi gosterirler (Characteristics & Adrenocortical, 1985). Bilinen 100’ den fazla ¢esitli
kanser tiirii bulunmaktadir. Bu kanser tiirleri ortaya ¢iktiklar1 doku veya organa gore
isimlendirilmektedirler. Ayni zamanda belirli organlarda tiimor alt tipleri de yer almaktadir

(Hanahan & Weinberg, 2011).



Yillarca yapilan aragtirmalar, klinik Oncesi analizlere dayanarak bilim insanlart 2000
yilinda kanser hiicresini normal hiicreden ayiran 6 ozellik belirlemislerdir. Metastaz
aktivasyonu ve invazyon, replikatif 6liimsiizliigiin saglanmasi, biiyiime baskilayicilarindan
kagis, immun sistemin yikimindan kagis ve anjiyogenesiz indiksiyonu olarak
smiflandirilmigtir.  Bunun yani sira yapilan son c¢alismalarda, enerji metabolizmasinin
yeniden programlanmasi, hiicresel 6liimden kacis, proliferasyon sinyalinin strdurtilmesi
ve inflamasyon olmak lzere kanseri karakterize eden 4 6zellik daha eklenerek, kanserin 10
ozelligi ortaya ¢ikmistir. Kanserin bu 6zellikleri normal bir hiicrenin 6ldiiriicti bir hale
dontigerek doku ve organlara nasil yayildigini tanimlamaktadir (Hanahan & Weinberg,
2011).

¢ogalma biyiime
sinyalinin baskilayicilarindan
surdiiriilmesi kagma

enerji bagisikhik
metabolizmasini sisteminden
degistirme kagma

hiicresel hucresel
olime olimsuizltgin
direng etkinlestirilmesi

mutasyonlar inflamasyon

; Ty e
\Z2, Y )
genetik 55 kanserlesmeyi
kararsizlik ve . destekleyen
)

yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 1.1. Kanserin ayirt edici 6zellikleri (Hanahan & Weinberg, 2011)



1.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, tim diinyada bir¢ok kanser arasindan en sik goriilen kanser tiirtidiir.
Diinya fiizerinde ortalama 1 milyondan fazla insan akciger kanserinden hayatini
kaybetmektedir (Misellim B, 2007). Akciger kanseri, akciger dokularinda kontrolsiiz
hiicre biiyiimesi ile karakterize malign bir akciger timoriidir. Bu blylme, tedavi
edilmezse yakindaki dokulara veya diger viicut bolimlerine daha da yayilabilmektedir
(Akhtar & Bansal, 2017). Akciger kanseri temel olarak 2 grupta incelenmektedir. ilk
grupta, kii¢iik hiicreli akciger kanseri yer almakta ve akciger kanserleri arasinda en az
gorillen ve aymi zamanda Olim riskinin en yaygin oldugu bir kanser tiri olarak
bilinmektedir. Hastalik seyri hizli ilerlemekle birlikte diger doku ve organlara daha ¢abuk
yayilim gostermektedir (Zappa & Mousa, 2016). Patoloji, molekiiler ve biyolojik yapilari
diger akciger kanserlerinden farkli olmakla beraber 6liim riski oldukca yiiksektir. Ikinci
olarak kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseridir. Kiiciik hiicreli akciger kanserinden farkli
olarak en ¢ok gdrilen ve &liim riskinin en az oldugu akciger kanseridir. Bu kanser tiiriiniin
diger doku ve organlara yayilma durumunun da daha diisiik oldugu bilinmektedir (Barayan
et al., 2020). Akciger tiimorleri 3 ana patolojik tipe ayrilmaktadir. Bunlar, yassi hiicreli
karsinom, adenokarsinom ve blytk hucreli karsinomu iceren Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger
Kanseri (KHDAK) olarak adlandirilmaktadir (Risch & Plass, 2008). Gegtigimiz birkag on
yilda, adenokarsinom insidansi biiyiik 6l¢iide artt1 ve adenokarsinom, en yaygin KHDAK

tipi olarak skuamoz hucreli karsinomun yerini almaktadir (Dela Cruz et al., 2011).

1.1.1. Akciger Kanseri Epidemiyolojisi

Akciger kanserinin diinyada genel olarak en ¢ok goriildiigii yerler, Orta Dogu, Dogu Asya,
Giliney Avrupa ve Kuzey Amerika’dir. En diisiikk oranlarda ise Bati Afrika ve Bati
Afrika’nin merkezinde oldugu tahmin edilmistir (Rafiemanesh et al., 2016). Diinya ¢apinda
akciger kanseri erkeklerde en sik goriilen ve 6liim oranlarimin en yiiksek oldugu kanser tiirii
icerisinde yer alirken, kadinlarda da iiciincii en yaygin kanser tiirii olarak bilinmekte ve

oliim oranlarinin en yaygin ikinci nedeni arasinda yer almaktadir (Travis, 2011).



Diger kanserler 39.49%_

~—Karaciger 8.34%

Mide 7.72%
Pankreas 4.68% ™~

Yemek borusu 5.46% L—"""Meme 6.88%

Sekil 1.2. 2020’de Diinya ¢apinda her yasta ve her iki cinsiyette kansere bagh 6liim sayilar1 (Web, 2021)

Erkeklerde akciger kanseri goriilme sikligi, gelismis lilkelerde az gelismis iilkelere kiyasla
daha yiiksektir. Bu oran daha ¢ok sigara igme aliskanliklarina bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Kadinlarda ise akciger kanseri, gelismis tilkelerde daha yaygindir ve sigara
ile baglantili oldugu bilinmektedir. Diinya ¢apinda giin gectikce kadinlarin akciger
kanserine yakalanma oraninin arttigi bildirilmistir (de Groot et al., 2018). Her iki cinsiyete
de bakildiginda akciger kanseri, yillik tahmini 6liim sayisinda listenin basinda yer
almaktadir (Dela Cruz et al., 2011). Ulkemizde de akciger kanseri, en yaygin goriilen ve
Olim oranlarinin en fazla oldugu kanser tiirlerinden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Investigations, 2002). Ulkemizde, erkeklerde akciger kanseri en sik goriilen kanser tiirii
olurken kadinlarda ise besinci sirada yer almaktadir. Ulkemizin bat1 bolgelerinde akciger
kanseri goriilme sikligi daha fazladir ve yas oranlarmin artmasiyla akciger kanserinin

goriilme sikhiginin da arttigi bildirilmistir (Metintas et al., 2012).



1.1.2. Akciger Kanseri Risk Faktorleri

Akciger kanserini olusturan risk faktdrlerinin baginda sigara gelmektedir ve akciger kanseri
indisansinin yaklagik %90°1n1 olusturmaktadir. Bununla birlikte pipo ve puro kullaniminin
akciger kanseri riski lizerindeki etkisi hafif sigara igiciligine benzemektedir (Molina et al.,
2008). Sigara kullanicilarinin yasi, kullandig1 sigara gesidi, tiikketilen sigara sayisi ve
sigaray1 kullanma siirelerine bagli olarak kanserin gelisim siireci etkilenmektedir. Ayni
zamanda sigarada bulunan zararli maddeler sigara dumaninda da bulundugu igin pasif
iciciler de bundan fazlasiyla etkilenmektedir. Akciger kanseri riskini en aza indirebilmek
icin sigara kullaniminin azaltilmasi1 gerekmektedir. (Mdusellim B, 2007). Akciger
vakalarinin  biiylik c¢ogunlugu (%80) siirekli tiitin dumanina maruz kalmaktan
kaynaklanmaktadir. Yapilan arastirmalarda tiitiin igenleri, akciger kanserine yakalanma
riskinin ¢ok yiiksek oldugu bilinmektedir. Tiitlin dumanina maruz kalan fakat sigara
icmeyenlerin, hi¢ sigara icmeyenlere oranla daha yiiksek risk altinda olduklari
goriilmektedir. Bununla birlikte sigaray1 birakma siiresinin artmasiyla da akciger kanseri
riskinin azaldig1 rapor edilmistir (Akhtar & Bansal, 2017). Sigara kullanim1 disinda akciger
kanserine sebep olan durumlar, kalitsal faktorler, ¢alisilan meslek, beslenme ve hava
kirliligi gibi birgok faktor etkili olmaktadir. Yapilan caligmalar sonucunda sigara
igmeyenlerin akciger kanserine yakalanma nedenlerinin arasinda genetik yatkinlik yer
almaktadir (Aronchick, 1990). Akciger kanserli hastalarin birinci dereceden akrabalarinda

kansere yakalanma oraninin yiiksek oldugu bildirilmistir. (Schwartz et al., 2007).

Akciger kanserinin diger bir nedeni de mesleki maruz kalma durumudur. Arsenik, asbest,
berilyum, krom, radon, nikel gibi ¢esitli is yeri maddeleri kanserojen olarak
siiflandirilmaktadir. Asbest akciger kanserinin en yaygin mesleki nedenlerinden biridir.
Birgok calisma ortami, ¢alisanlar1 kanserojenlere maruz birakmakta ve bunun sonucunda
akciger kanseri riskinde artisa yol agtig1 rapor edilmistir (Risch & Plass, 2008). Duzensiz
beslenme, obezite ve diyet faktorleri akciger kanseri riskini arttiran onemli unsurlardir.
Ozellikle A ve E vitamini eksikliginde akciger kanserine yakalanma riski oldukga fazladur.
Artan sebze ve meyve aliminin ise erkeklerde ve kadinlarda azalmis riskle iligkili oldugu
gorulmektedir (Cooper et al., 2013). Alkol tuketiminin 6zellikle bira i¢iminin hem

erkeklerde hem de kadinlarda akciger kanseri riskini arttirdigi bilinmektedir.



Ara¢ emisyonlari, ozon karbon monoksit, nitrojen, aromatik hidrokarbonlar ve metaller
dahil olmak tzere gaz ve partikil kirleticiler, 5nemli hava kirliligi kaynaklaridir (Clément-
duchéne et al., 2010). Bunlardan kaynaklanan kirlilikler, akciger kanseri de dahil olmak
iizere ¢ok ¢esitli akut ve kronik hastaliklara neden olmaktadir. Yapilan bir¢ok ¢alisma, hava
kirliligine maruz kalan bireyler de daha yiiksek DNA hasari, mutasyonlar ve diger

kromozomal anomalilikler gosterdigi bilinmektedir (Travis, 2011).

1.1.3. Akciger Kanseri Giincel Tedavi Yaklasimlar:

Akciger kanseri 6liimciil bir hastaliktir, fakat tiitin kullaniminin azaltilmasi ve bununla
birlikte geleneksel tedavi yontemleri kullanilmasi kansere yakalanma riskinin en aza
indirebilmektedir. Geleneksel tedavi yontemleri, kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi
mudahaleler, hastaligin seyrine ve hastanin durumuna gore doktor go6zetiminde
uygulanmaktadir. (Barayan et al., 2020). Guncel tedavi yontemleri olarak imminoterapi,
kok hiicre tedavisi, kanser biyime inhibitorleri ve kiicliik molekdl inhibitorler kullanilarak
kanseri tedavi etmede 6nemli adimlar ortaya ¢ikmistir. Onkojenik siirticii mutasyonlarinin
kesfi ve bu mutasyonlara yonelik spesifik hedefli tedavi, son on yilda ileri akciger kanseri
olan hastalarda tedavi yaklagimlari i¢in dikkate deger bir ilerleme saglamigtir (Park et al.,
2019). Oliim riski ve sayisinin artmastyla beraber tedavi yaklagimlarinda ilerlemeler
saglanmustir. Ozellikle akciger kanserinde yeni tedavi ajanlarmin bulunmasiyla birlikte,
genomla ilgili amaclar belirlenmis ve hali hazirda stirdiiriilen tedavilerin uygulamalari
devam etmektedir (Cella & Patel, 2008). Akciger kanserinde bulunan ajanlarin basarili
olmasinin asil nedeni, genomla ilgili terapilerde kullanilacak ajanlarin se¢imi ve terapinin
daha hassas bir sekilde siirdiiriilmesi olmustur. Bu nedenle son yillardaki tedavilerde

kullanilacak yeni ajanlar umut verici olmaktadir (Park et al., 2019).



1.2. Fosfofruktokinaz-2/fructose-2, 6-bifosfataz (PFKFB)

Timor hiicrelerinin kdken aldiklari dokudan 6nemli 6l¢lide daha yiiksek bir oranda glikozu
alip katabolize ettigi gozlemi ilk olarak 90 yil 6nce Otto Warburg tarafindan bulunmustur
(Yalcin et al., 2009). 1920’lerdeki 6ncii ¢calismalarda Otto Warburg, kanserlerin oksijen
varliginda bile yiiksek anaerobik benzeri glikoz oranlarini siirdiirmek igin dikkate deger bir
yetenege sahip oldugu gozlemlenmistir. Anaerobik glikoliz, laktat liretmek i¢in glikozu
kullanirken, aerobik glikoliz, trikarboksilik asit donglisiine giren piriivat iretir ve
sonucunda oksidatif fosforilasyon yolu ile enerji Uretebilir (Potter et al., 2016). Bircok
tumordn, oksijen tedariklerinin uygun olup olmadigina bakmaksizin yiiksek glikolitik
oranlara sahip olmasi olay1 “Warburg Etkisi” olarak adlandirilmaktadir. Bu timérler, enerji
ihtiyaglarinin ¢ogunu karsilamak amaciyla fazla miktarda ATP Uretebilmek igin glikolitik
yola baglidirlar (Bartrons & Caro, 2007).

Glikolitik yol, substratlarin varligi, allosterik efektorler ve sirayla mRNA, protein
ekspresyon seviyeleri ve fosforilasyon gibi translasyon sonrast modifikasyonlar tarafindan
kontrol edilen metabolik tasiyicilarin, enzimlerin ve diizenleyicilerin aktiviteleri ile
dizenlenmektedirler. Transforme hiicreleri normal hiicrelerden ayiran 6nemli bir 6zellik
blylime faktor, sinyal yolaklarin yapici aktivasyonu ve bu yolaklarin dogrudan
metabolizmay1 kontrol etmesi seklinde ilerlemektedir (Clem et al., 2008). Fosfofruktokinaz
(PFK-1), glikolitik yolda glikoz akigini kontrol edebilen anahtar diizenleyici bir enzimdir.
[ADP tarafindan allosterik olarak aktive edilir ve ATP, sitrat tarafindan inhibe
edilmektedir.] Ayni zamanda fruktoz-2,6-bifosfat (F-2, 6-BP), PFK-1’in en gii¢lii allosterik
aktivatoru ve bir friilktoz-1,2- bisfosfataz inhibitorii oldugu bilinmektedir (Minchenko et
al., 2003). Fruktoz 6-fosfat’in (F6P) 6-fosfofurukto-1-kinaz (PFK-1) tarafindan friikktoz
1,6-bifosfata (F1,6BP) doniistiiriilmesi, glikolizin ilk kararli adimidir ve bu reaksiyon
esasen geri dondurilmemektedir. Bu nedenle PFK-1, glikolitik yolda énemli bir kontrol
noktasidir ve bu enzim, glikolitik akisin hizin1 dikte etmede yaygin olarak kullanilmaktadir

(Clem et al., 2008).
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Sekil 1.3. PFKFB3, coklu sinyal yollari tarafindan diizenlenmesi (Bartrons et al., 2018)

Glikoz metabolizmasi, friiktoz 2,6- bifosfatin (F2, 6BP) konsantrasyonunu belirleyen dort
bifonksiyonel 6-fosfofrukto-2-kinaz / fruktoz-2,6- bifosfataz (PFKFB1-4) enzim ailesi
tarafindan diizenlenmektedir (Chesney et al., 2014). Tek bir homodimerik iki iglevli enzim
ailesi 6-fosfofrukto-2 kinaz / fruktoz-2,6 bifosfataz, F2,6BP’nin hiicre i¢i seviyelerinin
belirlenmesinden sorumludur. Bu enzimler, PFK-1 ile ayni substrati paylasir ve F6P’yi
F2,6BP’ye fosforile edebilir veya F2-6BP’yi F6P’ye fosforile edebilme yetenegine sahiptir
(YYalcin et al., 2009). Tek bir bifonksiyonel PFKFB veya PFK-2 enzimleri ailesi, F-2,
6BP’nin hiicresel seviyelerini, bu bilesigi sentezleyerek ve parcalayarak korumaktan
sorumludur (Minchenko et al., 2003). Hem PKF-2 (kinaz) hem de FBPase (bisfosfataz)
reaksiyonlart bir homodimerik proteinin ayni polipeptit lizerinde katalize edildigi
bilinmektedir (Bensinger & Christofk, 2012). Kinaz-bisfosfataz aktivitesi, hangi
izoformlarin ifade edildigi, glikoz alim hiz1, birkag glikolitik ara maddenin konsantrasyonu
ve fosforilasyon gibi translayon sonras1t modifikasyonlar tarafindan belirlenmektedir (Clem
et al., 2008). Farkli genler tarafindan kodlanan dort ana PFKFB (PFKFB1-4) izozimi
bulunmaktadir. Her izoformun farkli diizenleyici ve kinetik Ozellikleri icerdigi
bilinmektedir. D6rt PFKFB izoformunun katlanmasi, yiiksek dizi homojilerinden dolay1
birbirlerine cok benzemektedirler.  Fakat indiiklenebilen PFKFB3 enzimi, diger

izozimlerden farkli yapisal 6zellikler sergilemektedir (Lu et al., 2017).



Dort farkli genin (PFKFB-1, PFKFB-2, PFKFB4), PFK-2/ FBPase kodladigi bilinmekte
ve her izoformun kinaz ve fosftaz aktiviteleri, doku dagilimi ve protein kinazlara
diizenleyici tepkisi farklilik gostermektedir (Atsumi et al., 2005). PFKFB-1, PFKFB-2 ve
PFKFB-4’iin sirastyla karaciger/kas, bobek/kalp ve testislerde eksprese edildigi
bulunmustur ve neredeyse esit kinaz/ fosfataz oranlar sergilemektedirler (Bensinger &
Christofk, 2012). Diger PFKFB izoenzimlerinin aksine PFKFB3 gen iiriiniinii, yiiksek F2,
6BP seviyelerini korumaya ve dolayisiyla yiiksek bir glikolitik hiz1 siirdiirmeye hizmet
eden oldukca fazla bir kinaz-fosfataz aktivite oranina sahip oldugu bilinmektedir. Ve bu
nedenle F2, 6BP’nin birikmesini destekleyerek glikolizi arttirmaktadir (Atsumi et al.,
2005). PFKFB3 geni, farkli faktorler tarafindan indiiklenebilen bir izoenzimi ifade etmekte
ve ¢ogalabilen transforme hiicreler de dahil pek ¢ok dokuda ifade edilebilmektedir (Brooke
etal., 2014). Ayn zamanda birg¢ok kanser tiiriinde asir1 derecede ifade edilmektedir (L. Shi
etal., 2017).
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Sekil 1.4. Normal doku ile tiimorlii doku arasinda enerji meydana getirme agamalar1 (Web,2021)
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PFKFB3, sitoplazma icerisinde yer alan ve glikoliz reaksiyonunda rol oynayan bir
enzimdir. Cesitli kanser tiirlerinde, hizli ¢ogalan hiicrelerde ve mutasyona ugramis
genlerde glikoliz seviyesini arttirici etkisi bulunmakta ve hipoksik kosullar altinda aktive
edilmektedir. Baz1 kanserli hiicre tiplerinde yalnizca sitoplazma igerisinde degil ayni
zamanda ¢ekirdege lokalize oldugu bilinmektedir. (W. K. Shi et al., 2018). Insan PFKFB3
geni, 10p 15.1 konumunda kromozomun 10. kisa kolunda yer almakta ve yaklasik olarak
109.847 kb’lik bir genomik bolgeyi kapsayan 19 ekzondan olugsmaktadir (Bartrons et al.,
2018). PFKFB3, glikoliz disindaki diizenleyici gorevlerde de yer almakta ve agir1 eksprese
edildiginde hiicre proliferasyonunu arttirict yonde etkisinin oldugu bilinmektedir (W. K.
Shietal., 2018). PFKFB3 seviyesi hem transkripsiyonel seviyede hem de protein stabilitesi
ile diizenlenmektedir. Cok gesitli timor ve/veya dokularda bulunmasinin yani sira hipoksik
(oksijen yetmezligi) kosullarda da aktive edilir. Hiicre dongiisii donlisimiinii ve
diizenlenmesini desteklemek amaciyla kullanimi s6z konusudur. Bunun disinda PFKFB3
glikoliz metabolizmasini baskilayarak kanser hiicrelerinin proliferasyonunu azaltip hiicre
6limuane neden olabilmektedir (Cantelmo et al., 2016). PFKFB3’iin, hiicre oliim
yolaklarindan biri olan apoptoz oranini arttirdig1 ve otofaji ile de iliski igerisinde bulundugu
kanitlanmistir. Buradan yola ¢ikilarak kanser hiicrelerinde PFKFB3’iin engellenmesi veya
yok edilmesi durumunda hiicre i¢i ROS miktarinda azalma, hiicre dongiisiiniin durmasi ve
bununla birlikte DNA hasarina neden oldugu da bilinmektedir (Cao et al., 2019; Liu et al.,
2019; W. K. Shi et al., 2018).

PFKFB3

Proteasomal
Degradation

Sekil 1.5. PFKFB3’iin hiicre dongiisii ve apoptozdaki rolii (Lu et al., 2017)
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1.2.1. Akciger Kanseri Tedavisinde PFKFB3 Hedefli Kiiciik Molekiil Inhibitorleri

Normal hicreler, enerji tretebilmek icin oksijen varliginda mitokondriyal yolaklari veya
oksidatif fosforilasyonu kullanir ve yalmizca oksijen kaynaklarmin eksiklik oldugu
durumlarda glikoliz devreye girebilir (Chowdhury et al., 2017). Neoplastik hucreler ise
transforme olduklar1 durum nedeniyle siirekli artan enerji gereksinimi ve anabolik
ihtiyaclarini karsilamak i¢in oksijen varliginda bile normal hiicrelerden daha fazla glikolizi
metabolize edebilmektedirler. Fazla glikolitik oranin bulunmasi hiicresel galismalar igin
ATP ihtiyacini ortadan kaldirmada 6nemli bir faktor olmaktadir. Ayrica, cogu tiimdrler bu
hiicrelere oksijen ve besin saglayan anormal damar yapisi nedeniyle hipoksik kosullara
maruz kalmaktadir (W. Zhu et al., 2016). PFKFB3 enzimi, gen ekspresyonu ya da izoenzim
aktivitesini engelleyerek glikozu baskilayip kanser tedavisinde etkili bir rol oynamaktadir.
Bunun disinda mitojenik, hipoksik ve enflamatuar 6zelikler PFKFB3 iizerinde engelleyici
bir etki gdstermektedir. Buna bagl olarak PFKFB3 geni, akciger kanserlerinde olumlu
yonde etki gostererek genlerin dizenlenmesini saglamada uygun bir hedef haline
gelmektedir (Matsumoto et al., 2021). Aym zamanda PFKFB3, akciger kanseri
hiicrelerinde glikoz metabolizmasina ve hiicrenin hayatta kalmasina yardimci olarak
onemli bir gorevi yerine getirmektedir. PFKFB3, glikoliz artisina bagli olarak akciger
kanseri hiicrelerinin hayatta kalmasinda gerekli olan bir enzim olarak kullanilmaktadir
(Chowdhury et al., 2017; Lypova et al.,, 2019). Kanser tedavisinde PFKFB3’iin
kullanilmasinin asil nedeni, glikolizin farmokolojik inhibisyonu ve yiiksek glikolitik
aktivite kanserin metabolik bir 6zelligi olarak kabul edildiginden, kanseri tedavi etmede
yeni bir strateji olarak ortaya ¢ikmaktadir (Cao et al., 2019). Bu stratejinin dogal sonucu
olarak, kanser hiicrelerinde PFKFB3’iin inhibisyonunu saglayan bir¢ok kiiciik molekiil
inhibitori gelistirilmistir (W. K. Shi et al., 2018). Bu inhibitorler, 3PO, PFK15, PFK158
ve son olarak KAN0438757 molekdlleridir. PFKFB3 inhibitorlerinin, timor hicrelerini in
Vvivo ve in vitro olarak baskilamasi, beklenen glikoliz ve metabolizma igin dlzenleyici

gorevler tistlendigini kanitlamaktadir (Y. Zhu et al., 2018).
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3- (3 - Piridinil) -1- (4 - piridinil) -2 - propen - 1 - on (3PO) molekiilt, PFKFB3 izoziminin
bazal katalitik aktivitesinin iyi c¢alisilmis bir baskilayicisidir (Cao et al., 2019).
PFKFB3’iin, 3PO tarafindan engellenmesi, in vivo ve in vitro ortamda damar olusumunu
ve glikoliz oranini azalttig1 bulunmustur (Wik et al., 2020). Hiicre i¢i F2,6P2’yi azaltarak,
transforme hiicrelerde glikolitik akisi baskilayici 6zellik gosterdigi tespit edilmistir (Cao et
al., 2019). PFKFB3’ten bagimsiz olarak 3PO’nun insan endotel hiicrelerinin, enflamatuar
aktivitesini engelledigi bilinmektedir (Wik et al., 2020). 3PO genellikle glikoliz inhibitori
olarak kullanilmaktadir. Bunun disinda bircok hicre igerisinde birikerek hicre ici pH
oranini azaltmaktadir. Ayni zamanda glikolitik yolagin enzimatik aktivasyonunu
engelleyici etkisinin oldugu da belirlenmistir. 3PO’nun antiglikolitik aktivitesi ile
PFKFB3’e dogrudan baglanmasina gerek kalmadan, tek basina hiicre i¢i ortamin
asitlesmesine miidahale edici yeteneginin bulundugu kanitlanmigtir (Emini Veseli et al.,
2020). 3PO, PFKFB3 proteininin baglandigi ve islev gordigi bolgelere baglanarak
fonksiyonunu yerine getirmektedir (W. K. Shi et al., 2018). 3PO, PFKFB3’iin giiglii bir
inhibitér oldugu ancak suda ¢Oziiniirliigiiniin disiik olmasi nedeni ile klinik olarak
kullanimint kisitlayan en 6nemli faktorlerden biri oldugu rapor edilmistir. Fakat yakin
zamanda c¢ikan nanoteknoloji tabanli ila¢ tasiyicilardan olan 3PO, in vivo olarak
kullanildiginda antikanser etkinligini iyilestirme potansiyelini gosterebilmektedir (Cao et
al., 2019). PFKFB3’iin diger bir inhibitdrii ise 1- (4-piridinil) -3- (2-kinolinil) -2-propen-
1-on (PFK15)’tir. Birgok farkli kanser tiirlinde yiiksek antitiimor etki ettigi rapor edilmistir
(Liuetal., 2019). PFK15, PFKFB3 araciligi ile kanserli hiicre hatlarinda glikoz alimi, ATP
olusumu ve ayni zamanda laktat {iretimini 6nemli oranda azaltic1 etkisi bulunmaktadir.
PFK15, kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini baskilayarak, hiicre dongiisii ilerlemesini durdurup
apoptozu indiikledigi bilinmektedir (H. M. Li et al., 2017). PFK15, farmakokinetigin daha
ileri pre klinik degerlendirmesi olarak secilmis olup, in vivo ve in vitro antimetabolik,
antineoplastik ozellikler sergiledigi bildirilmistir (W. Zhu et al., 2016). in vitro
caligmalarda timor biiyiimesini azalttigi, bununla beraber Xsenograft hayvan modellerinde
timor biiytimesini azalttigi bildirilmistir (Richardson et al., 2019). PFK15, doniistiiriilmiis
hiicrelerde hizli bir sekilde apoptozu indiikleyebilir, yeterli farmakokinetik Ozellik
sergileyebilir ve ayn1 zamanda glukoz alimin1 baskilayip PFKFB3’ e kars1 daha biiyiik bir
inhibitor aktivitesi saglayabilmektedir (W. Zhu et al., 2016).
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PFK15 tedavisi ile tiimorlii hiicrelerde damar olusumlarini indiikleyerek, damar ¢apinda
azalma gibi etkileri de bulunmaktadir (Matsumoto et al., 2021). PFKFB3’iin énemli bir
inhibitori olan PFK15, akciger kanserlerinde veya metastazi azaltmada etkisini gdstermis
ve bunlarin sonucunda PFK15°1 kanser tedavilerinde umut verici bir ajan olarak karsimiza
cikmistir (Mondal et al., 2019). PFK158, PFKFB3’iin aktif formunun giiglii ve segici bir
inhibitoriidiir. Kanser hiicrelerinde glikoz alimimi, ATP iiretimini ve laktat salinimin
azaltarak apoptozun indiiksiyonuna yol agmaktadir. PFK158 ile baskilanan otofajik oran,
lipofajiye sebep olarak lipit damlacigr ile iliskili proteinlerin diizenlenmesini
etkilemektedir (Mondal et al., 2019). PFK158’in diren¢ mekanizmalar1 siklikla glikolizi
diizenleyen yollar aktive etmesinden dolay1 PFK158’in sitotoksik ve hedeflenmis ajanlarla
kombinasyon tedavilerinde etkinligini arttirmakta ve timor gerilemesini destekledigi
bilinmektedir (Chen et al., 2021). In vivo sartlar altinda PFK158’in daha iyi bir sinerjistik
etkiye sahip oldugu ve ayn1 zamanda kanser hicrelerinde hiicre dongusuni diizenleme,
damar olusumu ve ilag direnci iizerine olumlu yonde etkilerinin oldugu bildirilmistir.
Bunlara ek olarak PFK158, kanserli hiicrelerde hiicre canliligini inhibe ederek, hiicre
dongusinu Go/G1 evresinde tutukladigi sonucuna varildigi rapor edilmistir (Mondal et al.,
2019). Yakin zamanli ¢alismalarda PFK158’in kanser hiicrelerinde in vitro olarak apoptozu
ve sitotoksisiteyi sinerjistik bir sekilde arttirdigi, bunun sonucunda da bu ajanlara karsi
i¢sel direncin iistesinden geldigini ortaya koymaktadir (Chen et al., 2021). PFK158’in tek
basina veya belirli bir kemoteropatik ajan ile kombinasyonunun gesitli kanser tedavilerinde

onemli derecede etkilerinin olabilecegi diisiiniilmektedir (Mondal et al., 2019).

KANO0438757, PFKFB3’1 gii¢lii bir sekilde hedefleyen kiigtik inhibitérdir. Bu molekdil,
normal hiicreler tizerinde olumsuz bir etki olusturmadan, transforme hicrelerin

duyarliligini1 uyarabilme yetenegine sahiptir. (Gustafsson et al., 2018).
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Sekil 1.6. KAN0438757 molekiiliiniin, molekiiler mekanizmasi (De Oliveira et al., 2021)



14

Kanser hiicrelerinde PFKFB3 tarafindan belirlenen KAN0438757 inhibitdriiniin enzimatik
aktivitesinin engellenmesi saglanarak, DNA replikasyon c¢atalinda bozulmalara neden
olmaktadir. Boylelikle kanser hiicrelerinde DNA hasarina neden olarak, hicreleri 6lime
gotirmektedir. KAN0438757 inhibitérinin engellenmesi durumunda, kanserli hiicrelerin
uyarildig1 ve DNA kirilmalarina karsi duyarliligin arttigi, belirlenmistir. (Gustafsson et al.,
2018). Kanser htcrelerinin, KAN0438757 ile tedavisinin sonucunda hiicresel duyarliligi
uyardigr ve bu nedenle kanser tedavisi i¢in potansiyel bir inhibitér oldugu kabul
edilmektedir (De Oliveira et al., 2021). KAN0438757, yeni kesfedilen bir inhibitor oldugu
icin literatiirde ¢ok fazla ¢alisma yer almamaktadir. Fakat buna ragmen 6nemli islevlerinin
bulunmasi, bu molekiili kanser tedavilerinde kullanilan umut verici bir ajan olarak

karsimiza ¢ikarmaktadir (Gustafsson et al., 2018).

1.3. Resveratrol

Tarih boyunca dogal firlinler insan hastaliklarinin tedavisinde kaydadeger bir rol
oynamistir. Bu dogal iirlinlerden biri de resveratrol bilesigidir. Resveratrol, iziim, kirmizi
sarap, yer fistig1, asma yapragi, kec¢i boynuzu ve yaban mersini gibi en az 72 bitki tlirtinde

bulunan polifenolik bir bilesiktir (Dong, 2003).

Resveratrol
(3,47, 5-trihydroxy-trans-stilbenea)

Sekil 1.7. Resveratroliin molekiiler yapisi (Akat et al., 2020)



15

Resveratrol ilk olarak 1939'da Veratrum grandiflorum'dan (Copleme bitkisi)’ un
recinelerinde Michio Takaoka tarafindan izole edilmistir. Daha sonra 1977 de Vitis
vinifera’nin asma yapraklarinda fungal enfeksiyon veya UV i1sinlara tepki olarak
sentezlenen bir bilesik oldugu bulunmustur. Bitkilerde cesitli dis etkenlere kars1 savunma
maddeleri olarak sentezlenen bu ikincil metabolit maddelere fitoaleksinler (Bitki
koruyuculari) adi verilmigtir (Breuss et al., 2019). Resveratroliin, 1982 yilinda Cin ve
Japonya’da Kojo-kon (Kojokon: Itadori ¢ay1 olarak da bilinmektedir) olarak adlandirilan;
cilt enfeksiyonlari, fungal enfeksiyonlar, kalp, karaciger ve damar hastaliklarinda
kullanilan “Polygonum cuspidatum” kurusunda bulundugu belirtilmistir. Resveratrol
(3,4°,5-trihydroxystilbene); polifenoller, flavonoidler, antosiyaninler, fenolik asitler,

lignanslar ve stilbenleri kapsayan dogal bir antioksidandir (Breuss et al., 2019).
1.3.1. Resveratrol’iin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Resveratrol, patojenlerin bitkilere saldirmasi, yaralanma, UV 1s1gina maruz kalma veya
stres altinda olma sonucunda bitkiler tarafindan ftretilen Onemli bir fitoalleksindir
(Olivares-Marin et al., 2019). Ayni1 zamanda, antioksidatif, antiinflamatuar, antikanser,
antimikrobiyal ve Ostrojenik 6zellikler de gdstermektedir. Bu 6zelliklerin yani sira diyabet,
obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi kronik rahatsizliklar1 tedavi etmede
kullanilan 6nemli bir kemoteropatik ajandir. Resveratrol, c¢esitli molekiiler ajanlarla
etkilesime girerek adaptif bagisikligt  diizenlemede gorevleri  bulunmaktadir
(Malaguarnera, 2019). Stilbenler, bitkiler tarafindan stresli kosullara 6zellikle mantar
enfeksiyonuna ve UV radyasyonuna yanit olarak Uretilen sekonder metabolitlerdir. Bazi
bitkisel gidalarda dogal olarak bulunan ancak 6zellikle iiziim ve kirmizi sarapta bulunan
resveratrol, bu bilesik sinifinin en ¢ok arastirilan ve en iyi bilinen bir tiyesidir (Varoni et
al., 2016). Resverarol’iin bir stilben yapisina sahip olmasi, bu bilesigin bir metilen kdpriisii
ile bagl iki aromatik halkadan olustugu anlamina gelmektedir (Bola et al., 2014).
Resveratrol’lin yapisal olarak cis ve trans olmak tizere iki formu bulunmaktadir (Olivares-
Marin et al., 2019). Dogal gidalarda, bitkilerde veya sarapta resveratrol, hem cis hem de
trans izomerler seklinde yer almaktadirlar (Yang et al., 2019). Trans formu, daha yaygin
ve daha biiyiik biyolojik aktiviteye sahiptir ve sterik acidan en kararli olanidir. Trans
resveratrol’iin damar hastaliklari, kanserler, viral enfeksiyonlar ve ndrodejeneratif siiregler

gibi birkag¢ 6nemli patolojinin dnleyici bir ajan1 oldugu bilinmektedir (Delmas et al., 2011).
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Cis resveratrol izomerizasyonu ise 254 nm veya 366 nm dalga boylarinda giines ya da mor
Otesi radyasyona maruz kaldiginda, trans izomeri kararliligimi kaybettiginde meydana
gelmektedir. Bu da bitkilerin enfeksiyonlara ve UV maruziyetine karsi savunmadaki
roliinden kaynaklanmaktadir (Fiod Riccio et al., 2020). Cis izomeri trans izomerine gore
daha kararsiz olmasma ragmen her iki izomerde farkli biyolojik etkilere sahip

olmaktadirlar (Delmas et al., 2011).

OH HO

2

HO

OH

5
OH OH

trans-resveratrol cis-reveratrol

Sekil 1.8. Resveratrol’iin trans ve cis izomerleri (Yang et al., 2019)

Resveratrol kimyasali, diisik molekiil agirligi ve belirli enfeksiyonlarin ilerlemesini
engelleme yetenekleri ile bilinmektedir. Bu maddelerin bitkilerde birikmesi sonucu, mantar
enfeksiyonu, UV radyasyonu, kimyasal maddeler ve genel olarak bitki icin stresli faktorler
gibi parazitlere ve diger olumsuz kosullara karsi diren¢ mekanizmasi tarafindan
uretilmektedir (Gambini et al., 2015). Hem in vitro hem de in vivo deneysel modellerde
yapilan c¢alismalar sonucunda mitokondriyal bozuklugun azaltilmasinda ve redoks
tepkimelerinin hasarini1 6nlemede etkileri oldugu kanitlanmistir (Jardim et al., 2018).
Resveratroliin olumlu etkilerinin olmasmin disinda, toksik bir bilesik oldugu da kabul
edilmistir ve birgok kanser tiiriinde, birden fazla yolak iizerinde zamana, doza ve kullanilan

hiicre tipine gore degisik etkiler gostermesiyle bilinmektedir (Olivares-Marin et al., 2019).
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1.3.2. Resveratrol’iin Antikanser Etkileri

Kanser, kardiyovaskiler bozukluklardan sonra ikinci énde gelen 6lim nedenidir ve
aragtirmalar sonucu yasam tarzi degisiklikleri ve beslenme aligkanliklari ile kanseri
gelistirme sansmin azaltilabilecegi diisiiniilmektedir. Diinya g¢apinda insanlar kanseri
onlemek veya tedavi etmek icgin diyet sebzeleri, sifal1 otlar ve bitki 6zlerini kullanmislardir
(Shukla & Singh, 2011).Kanser ajanlari, birgok farkli bitki igerisinde dogal olarak
bulunmakta ve insan kanserlerinin tedavilerinde etki gostermektedir. Kendiliginden
meydana gelen bu ajanlar, diisiikk toksisiteye sahiptirler ve bir¢ok hastanin agrilarim
azaltarak hastalik siirecine yardimci olmaktadirlar. Dogal bitkilerde bulunan bir¢ok kanser
ajaninin aktivitesi, sentetik ilaglardan daha diisiik olabildiginden farkli kanser ajanlarinin
kombinasyonu ile kanserin tedavi edilmesini 6nemli derecede arttirabilecegi bildirilmistir
(M. Wang et al., 2019). Resveratroliin bir¢ok etkisinin arasinda en dikkat ¢ekici olani,
antikanserdeki roli olmasidir. Cesitli kanser tirlerinde hem in vivo hem de in vitro
ortamlardaki etkileri, resveratroli hucre igerisinde molekuler bir hedef haline
getirmektedir. (Kong et al., 2017) Resveratroliin, yumurtalik, mide, prostat, akciger,
pankreas, deri ve lenfoid kanser hicreleri de dahil olmakla birlikte bircok timor
hiicrelerine kars1 sitotoksik etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Ayrica resveratrol, hiicre
blyumesini ve bolinmesini, iltihaplanmayi, apoptozu, metastazi ve anjiyogenezi kontrol
ederek cesitli sinyal iletim yolaklarini etkileyip, kanserin tiim asamalarina etki etmektedir
(Ko et al., 2017). Resverarol’iin antikanser 6zelligi, ¢ok ¢esitli insan tiimor hiicrelerinin
cogalmasini in vitro olarak engelledigini gostermektedir. Polifenolik, fitoalleksin ve
analoglari, kardiyo ve noroproteksiyon, bagisiklik diizenlenmesi ve kanser dahil olmak
tizere ¢esitli insan hastalik modellerinde in vitro ve in vivo faydalari bulunmaktadir (Shukla
& Singh, 2011). Resveratrol, karsinojenez asamalarin1 6nlemek durdurmak veya tersine
cevirmek icin bircok kemopreventif ve kemoterapdtik mekanizmalar bulunmaktadir.
Birkag¢ fitokimyasal arasinda paylasilan mekanizmalar takip edildiginde resveratrol,
normal hiicrelere kars1 sinirli toksisiteye sahip iken kanser hiicrelerinde ¢ok sayida hedef
iizerindeki aktiviteyi ifade ederek birka¢ bozulmus sinyal yolaginda baskilayici ajan olarak
hareket edebilmektedir (Varoni et al., 2016). Resveratrol, ¢esitli mekanizmalar (izerinde
ayni anda hareket ederek hem kanser énlemede hem de tedavi ile ilgili umut verici bir

antikanser ajani olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Varoni et al., 2016).
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Sekil 1.9. Resveratroliin karsinogenezin tiim agsamalarini etkileyebilmesi (Akat et al., 2020)

1.3.3. Resveratrol’iin Programh Hiicre Oliimiine Etkisi

Dis etkenler sonucu hasar goren hiicreler nekroz gegirirken, i¢ veya dis uyaranlar nedeniyle
programlanmis intihara yonlendirilen hiicreler ise apoptoza ugramaktadir (Gokhan et al.,
2022). Programli hiicre 6liimii yani diger adiyla apoptoz, ¢ok hiicreli organizmalarda
goriilen hasarli ve yasl hiicrelerin genetik olarak diizenlenen hiicre 6liim programiyla
kendilerini 6ldirmeleri olarak tanimlanmaktadir. Apoptozla hiicre 6liimii enerjiye bagl
olarak, hiicresel yaralanma ve inflamasyon olmaksizin hiicrelerin kendi kendilerini yok
ettikleri genlerle diizenlenen ve RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan bir
olaydir (Ghobrial et al., 2005). Apoptozun ger¢eklesmesinde meydana gelen olaylar; 6liim
sinyalinin alinmasi, kaspazlarin aktivasyonu, hiicre 6liimiiniin gergceklesmesi, par¢alanma
ve fagositoz gibi agsamalardan olusmaktadir. Apoptotik hiicre 6liim programi, B¢cL2 protein
ailesi, kaspazlar ve apoptotik proteaz aktive edici faktdr olmak {izere iic ana bilesen
icermektedir (Dermatoloji Dergisi et al., 2016). Bcl-2 gen ailesinin homodimer veya
heterodimer yapida olmasinin bagl oldugu durum, belirli bir hiicrenin apoptoza egiliminin
var olup olmamasindan kaynaklanmaktadir. Bcl-2 gen ailesi, antiapoptotik ve proapoptotik

genler olmak iizere iki iiyeden olusmaktadir (Coskun & Ozgiir, 2011).
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Antiapoptotik genler, Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1 olmak iizere ii¢ sekilde bulunmakta ve bu
genler endoplazmik retikulum igerisinde, ¢ekirdek zarinda ve mitokondrinin dis membrani
gibi yerlerde bulunmaktadirlar. Proapoptotik genler ise Bax, Bid, Bak, Puma, Bad, Bcl-xs
ve Noxa’dan olugsmaktadir. Bu genler hiicrede sitozolde bulunmakta ve fazla bulunduklar

durumda hiicre apoptoza daha yatkin olmaktadir (Zimmermann & Green, 2001).

Memeli Hucresindeki Ana Apoptotik Yollar

Oliim Reseptorleri Mitokondriyal Yolak
Yolagi

/ Sitokrom C
<
v @. /
s Pl

k
l aaTP

APAF -1
Kaspaz 9

v
Hiicresel Hedefler <+—— m APOPTOZOM

28153)1.10. Memeli hiicresinde apoptozis yolaklars; intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yolaklar (Celepli et al.,

Apoptoz siireci, DNA hasarina neden olan genlerin yaniti, hiicre membrani tarafindan 6liim
sinyallerinin alinmasi (Fas Ligandi) ve hiicreye dogrudan proteolitik enzim girisi olmak
tizere ti¢ farkli sekilde islevini gergeklestirmektedir (Takashina et al., 2017). Apoptoz,
dissal (ekstrinsik) yol ve igsel (instrinsik- mitokondrial) yol olmak (zere iki ana yoldan
olusmaktadir. Digsal (ekstrinsik) yolda, 6liim reseptorleri olarak bilinen Fas, TNF-R,
DR33, DR4 ve DRS; sirasiyla Fas-L, TNF alfa, Apo-3L, Apo-2L, Apo-2L 6lim sinyalleri
ile baglanip uyarici sinyal bilesenlerini meydana getirir ve kaspaz-8’i aktiflestirerek

DNA’nin par¢alanmasina neden olmaktadir (Dermatoloji Dergisi et al., 2016).
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I¢sel (instrinsik) yolda ise hiicre icerisine alian sinyaller sonucunda Sliimii aktiflestiren
Bid, yasam aktiflestiricisi Bcl-2’yi inaktif hale getirerek diger 6liim aktiflestiricisi Bax ve
Bak’1 aktiflestirir. Sonrasinda gelen uyarmin ardindan mitokondri membraninda por
olusumu uyarilir ve mitokondri membranmin yapist bozulur. Oliim uyaranlari ile
mitokondriden sitokrom-c, Smac, AIF ve Endoniikleaz-G salinimi uyarilir. Hemen
sonrasinda sitokrom-c¢ mitokondri membrani iizerinden sitoplazmaya ilerler. Sitokrom-c,
Apaf-1 ve kaspaz-9 ile birleserek apoptozom adi verilen bir yapiy1 meydana getirirler. Bu
yapt da diger kasazlari1 aktiflestirerek hiicreyi 6liime gotirir (Ghobrial et al., 2005).
Resveratrol, doza, zamana ve konsantrasyona bagli olarak kanser hiicrelerinde apoptozu
uyararak toksik bir rol oynama yetenegine sahiptir (Wu et al., 2019). Resveratroliin kanser
hiicreleri iizerindeki bu etkiyi apoptozis mekanizmasi tizerinden gergeklestirdigi ve bunun
icin apoptozise ait gesitli yolaklar1 kullanabildigi belirlenmistir. Kaspaz-3 ve kaspaz-9
aktivasyonunu saglarken ayni zamanda proapoptotik Bax ekspresyonunu aktive ederek,
antiapoptotik BcL2 ekspresyonunda azalmaya yol a¢maktadir. Bununla birlikte
FasL/CD95 sinyal kaskadini kullanarak, mitokondriden sitoplazmaya Sitokrom c
salmmmiin aktivasyonuna yol acip mitokondride translokasyonu arttirict etkileri

bulunmaktadir (Takashina et al., 2017).
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Sekil 1.11. Resveratrol, hiicre dongiisii ilerlemesini ve apoptozla ilgili molekiiler yollar1 modiile ederek
hiicre cogalmasini durdurmasi (Singh et al., 2017)
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1.3.4. Resveratrol’iin DNA Hasarma Etkisi

Oksidatif stres, asir1 ROS (reaktif oksijen tiirleri) olusumu ve antioksidan savunma
sisteminin yetersiz olmas1 durumunda ortaya ¢ikmaktadir. ROS, ¢oklu organ hasarlarinin
ilerlemesinde Onemli bir etkisinin olmasinin disinda inflamatuar etkilere, lipit
peroksidasyonuna ve DNA hasarina neden olmaktadir (Aydin et al., 2016). Ayn1 zamanda
baz1 antibiyotikler ROS iireterek DNA’da oksidatif hasara sebebiyet vermektedirler. DNA
hasara ugratildiginda, transkripsiyon, replikasyon, enerji metabolizmasi ve hiicre
bolunmesi gibi olaylar olumsuz etkilenmektedir. Bu nedenle DNA’daki onarim sistemleri
devreye girerek hasari onarmaya g¢alismaktadirlar. Eger hasar miktar1 fazla olup da
dizeltilemezse, hicre Olume kadar gidebilmektedir (Subramanian et al., 2016).
Resveratrol, sirtuin (SIRT-silent information regiilator) protein ve gen ailesinin dnemli bir
aktivatoriidiir. Sirtuinler ayn1 zamanda DNA onarim enzimlerini deasetile ederek
aktiflestirdikleri ve boylelikle DNAy1 stabilize edebilmektedirler. DNA hasar ve onarimin
diizenlenmesinde SIRT1’in benzersiz 6zelliginin yaninda ayrica telomer uzunlugunu ve
genomik stabiliteyi korumada rolii bulundugu bilinmektedir (Miyazaki et al., 2008). SIRT1
eksikliginin DNA hasar1 ile sonuglanabilecek onarim odaklarinin olusumunu bozdugu ve
bdylece apoptozu indlkleyerek tiimore karsi korudugu kanitlanmistir. Dogal bir
antioksidan olan resveratroliin, DNA hasarin1 ve oksidatif organ hasarini azalttig1
bilinmektedir (Aydin et al., 2016). Resveratroliin trans izomeri, hiicre zarlarinda lipit
peroksidasyonuna ve ROS’un neden oldugu DNA hasarina karst koruyucu bir etki
gOstermektedir (Avdatek et al., 2018). Bu tezde, akciger kanserinde PFKFB3 hedefli kiigiik
molekiil inhibitori KANO0438757 nin ve resveratroliin kullanildigi kombine tedavinin,
hiicre canliligi, hiicre proliferasyonu, mitokondri membran potansiyeli, hiicre gocii,

apoptotik ve otofajik biyobelirtecler lizerine olasi etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Hicre Kiltaru

Hiicre kiiltlirii, hiicrelerin belirli sartlar altinda, bir ortam icerisinde yasatilmasi ve
cogaltilarak cesitli ¢alismalarda kullanilmak iizere uygulanmasi gereken bir tekniktir.
Hiicre kiiltlirii calismalari, giincel molekiiler biyoloji, sitogenetik ve biyokimyasal
alanlarda arastirmak yapmak ve ayni zamanda tani ve liretim calismalarini daha iyi
uygulayabilmek i¢in ¢ok fazla kullanilmaktadir (Sandell & Sakai, 2011). Aslinda hiicre
kiiltiirti yapilan bir¢ok ¢alismanin temelini olusturmakta ve arastirmalarda oldukg¢a 6nemli
bir yere sahip olmaktadir. Hiicre kiiltiiriiniin asil gorevi, kanserli hiicredeki maddenin
etkisini belirleme, belirli bir doku veya hiicrede Uretilen protein gibi bir maddenin gérevini
saptama ve hiicrelerin saymi arttirarak iizerinde uygulamalar yapmaktir. Hiicrelerin
viicudun diginda rahatga yasayip cogalabilmeleri i¢in bazi sartlar gerekmektedir. Sicaklik,
ph, osmotik basing, CO2 yogunlugu, O gibi sartlarin in vitro hiicre kilturtinde dengeli bir
sekilde olmasi1 ve bu ortamin kontroliiniin saglanmasi onemli kurallar arasinda yer
almaktadir (Phelan & May, 2015). Hiicrelerin bu kosullarda ¢ogalabilme ve yasamlarini
stirdiirebilmeleri i¢in besiyeri adi verilen ortamlara ihtiyaclar1 vardir. Besiyeri veya besi
ortami, mikroorganizmalarin veya hiicrelerin gelisimini desteklemek amaciyla laboratuvar
ortaminda hazirlanmis besleyici ortamlardir. Besiyeri elde etmek i¢in bu 3 bilesen
kullanildi. Hepsi bazal medium igerisine aktarildi ve karistirildi. Hiicrelerin ¢ézdiiriilmesi,
pasajlanmasi, ekimi gibi asamalarda kullanilacak olan besiyeri +4 C’ye kaldirild. Thtiyag
halinde ¢ikarilip 37 C’de su banyosunda kisa bir siire bekletildikten sonra kullanima hazir
hale getirildi. Bu ¢alismada, ATCC (American Type Culture Collection)’ den satin alinan

insan akciger kanseri hiicre hatlar1 kullanildi.
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2.1.1. Hiicrelerin Kiiltiire Alinmasi

Steril bir ortamda c¢alismak icin kabin a¢ildi ve %70 alkol ile temizlendi. Kullanilacak
malzemeler de alkollenip kabin igerisine alindi. A549 hiicreleri donmus bir sekilde
karyotiip igerisinde sivi azottan ¢ikarildi ve -20 C’ye alinarak 10 dakika bekletildi.
Sonrasinda 37 C’de sicak su banyosunda 1-2 dakika ¢Ozduruldi. Hicreler ¢ozlindikten
sonra kabin igerisine alind1 ve diger taraftan 15 ml’lik falkon tiip igerisine 3 ml medium
eklendi. Cozlinmis hiicreler de hazirlanan falkon tiipe eklendi ve pipetle karistirildi.
Sonrasinda hiicreler 2500 rpm’de 4 dk santrifiij edildi. Santrifiij islemi bittikten sonra, tiip
tabanindaki hiicrelere temas etmeden sivi kisim ¢ekilip atildi. Tiipte kalan pellet igerisine
2 ml medium eklendi ve tekrardan pipetaj yapilarak homojen bir karisim elde edildi.
Karisimin tamamu tiipten cekilip 75 cm?’lik flaska eklendi ve iizerine 6 ml medium ilave
edildi. Ekim islemi bittikten sonra hiicrelerin esit dagilmasi i¢in flask hafifce salland1 ve
37 C’de %5 CO2 igeren inkiibatére birakildi. Siirekli takip edilen hicreler %80-90

konfluense ulastiklarinda pasajlandi.

2.1.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi (Cogaltilmasi)

Hiicre kiiltiirii calismalarinda, hiicreler plato fazina ulastiklarinda biiyiime mediumunun
yetersizligi ve hiicrelerin yiizeye yapismasi i¢in yeterli alana sahip olmamasi, 6liim fazinin
baslamasina neden olmaktadir. Bu nedenle hiicreler, biiyiime ve boliinmenin maksimum
diizeyde oldugu ge¢ logaritmik fazda pasajlanmaktadir. Yiizeye yapisan hiicrelerin
kapladiklar1 alanin yiizde cinsinden ifade edilmesi olarak da bilinen konfluens, yaklasik
olarak %80-90 seviyeye ulastiginda hiicreler ya pasajlanmali ya da uzun siireli saklanmak
icin dondurulmalidir (Phelan May 2015). Hiicreler %90 konfluense ulastiklarinda
pasajlama i¢in inkiibatorden cikarildi. Flask icerisindeki medium pipet yardimiyla ¢ekilip
atild1 ve icerisine yikama soliisyonu olan PBS eklendi, hafifce sallanip yikandiktan sonra
cekilip atildi. Flask igerisine 2 ml tripsin eklendi ve tim ylizeye yapismasi i¢in yavasca
salland1. Sonrasinda flask CO2 inkubatdre konuldu ve 3-4 dk inkiibasyona birakildi. Tripsin

enzimi, proteinlerin par¢alanmasini saglayan bir proteaz enzimidir.
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Medium igerisinde bulunan FBS, tripsinin inhibitorlerini barindirmaktadir. Tripsinizasyon
basamaginda, tripsin enzimi kullanilarak yiizeye yapisan hiicrelerin flask tabanindan
ayrilmasi saglanmaktadir (Sandell & Sakai, 2011). Inkiibatérden ¢ikarilan flask mikroskop
altinda gozlemlendi. Hiicrelerin ¢ogunlugunun tabandan ayrildig1 goriildii, ayrilmayanlar
icin de flaska hafifce vurularak tabandan ayrilmasi saglandi. Sonrasinda flask igerisine
tripsinin 2 kati medium eklendi ve pipetaj yapilarak tabandaki tiim hiicre siviyla homojen
hale getirildi. Bu karisim 15 ml’lik falkon tiipe alind1 ve 2500 rpm’de 4 dk santrifiij edildi.
Santriflij sonrasi silipernatant atildi ve pellet icerisine taze mediumdan 3 ml eklenip
karistirildi. Sayim i¢in karisimdn bir miktar alindi ve geriye kalani flaska ekilip CO2
inkiibatore kaldirildi. Bu asamadan sonra hiicrelerin miktarin1 belirlemek igin sayim

yapildi.

2.1.3. Hiicre Sayimi

Hiicre sayimi, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda en dnemli basamaklardan biridir. Biiyiime
mediumu ile homojen olarak ¢6ziinen hiicrelerden sayim ig¢in 100 pl alindi ve
mikrosantrifiij tiipiine aktarild: tizerine 100 pl tripan blue boyasi eklendi ve karistirildi.
Calismalarda ihtiya¢ duyuldugu kadar hiicrenin isleme alinabilmesinde sayim yaparken
kullanilan tripan blue boyasi, canli ve 6lii hiicrelerin analizinin yapilmasinda olanak
saglamaktadir. Thoma lami iizerinde ¢ukur bir kisim bulunmakta ve bu ¢ukurun olusturmus
oldugu iki bolmeye lamel yerlestirilmektedir. Mikrosantrifiij tiipiinde hazirlanan
karisimdan her iki bolmeye 10 pl gelecek sekilde lam {izerine yavas ve dikkatli davranarak
aktartlmistir. Thoma lami, mikroskop Tlzerine yerlestirildi ve hiicrelerin sayimi
gergeklestirildi. Sayim yapilirken sayim lamindan her biri 16 kareden olusmakta ve
buradaki 4 sayim bolgesinde bulunan hiicreler sayilip ortalamasi alinmaktadir. Sayimda
hiicrelerin ortalamalar1 alind1 ve hiicre siispansiyonunun ml’sinde kag hiicre oldugu formiil
kullanilarak hesaplandi. Yapilacak calismadaki kullanilacak hiicre sayisi goz Oniine
alinarak hiicre silispansiyonundan ka¢ ml’ye ihtiya¢ oldugu hesaplandi ve uygulamaya

gecildi.
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2.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Flask icerisindeki hticreler %80-90 konfluense ulastiklarinda mediumlari g¢ekilip atildi.
Flask 3 ml PBS ile yikandiktan sonra 3 ml tripsin eklendi ve her yere homojen dagilmasi
icin hafifce sallandi. Flask 37 C’de CO; inkiibatérde 3-4 dk bekletildi. Inkiibatorden
c¢ikarilan flask igerisine tripsinin 2 katt medium eklendi ve tamamen karistirildiktan sonra
15 ml’lik falkon tiipiine eklenip 2500 rpm’de 4 dk santrifiij edildi. Santriflij sonrasi
stipernatant atildi ve pellet tizerine freezing medium eklendi. Freezing medium
hazirlanirken %10 DMSO ve %90 FBS kullanildi. Hiicre ve freezing medium homojen bir
sekilde karistirildiktan sonra karyotiipe alindi. Once -20 C’de sogutuldu sonrasinda sivi

azotta dondurularak ilerleyen zamanlardaki ¢alismalarda kullanilmak tizere saklandi.

2.2. Hiicre Canlihgi

2.2.1. WST-1 Testi

Hiicre canlilig1 6l¢iimii, bir numunedeki saglikli hiicre sayisini test eden farkli hiicre kiiltiirii
formlarindaki en temel testlerden biridir (Yin et al., 2012). Hiicrelerin canlilik seviyeleri
veya ¢ogalma oranlari, hiicre saglinin iyi bir gostergesidir. Fiziksel ve kimyasal ajanlar
hiicre sagligin1 ve metabolizmasini etkileyebilmekte ve fakli mekanizmalarla hiicrelerde
toksisiteye neden olabilmektedir. Bu mekanizmalarin neden oldugu hiicre oliimiinii
belirlemek amaciyla ucuz, giivenilir, tekrarlanabilir ve kisa sireli sitotoksisite ve hiicre
canlilig1 testlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Aslantiirk, 2018). Deneysel olarak, biyolojik,
kimyasal veya fiziksel etkenlere maruz birakilan hiicrelerin, maruziyet sonrasi
canliliklarinin belirlenmesi gerekmektedir. Hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in ¢ok sayida
test bulunmaktadir. Bu calismada uygulanacak hiicre canlilig1 testi ise tetrazolyum
tuzlarinin olusturdugu WST-1 testidir (TOKUR & AKSOY, 2017). WST-1 testi yontemi,
giivenilirligi yiiksek, tekrarlanabilirligi bulunan hiicre canliligini belirlemede yaygin olarak
kullanilabilen kolorimetrik bir deneydir (Aslantiirk, 2018). Tetrazolyum tuzu olan WST-
I’in mPMS (1-metoksi-5-metil-fenazinyum metil) gibi ara elektron alicisi varliginda
mitokondri dehidrojenaz enzimleri tarafindan suda yiiksek oranda ¢oziiniir formazana
doniistiiriilmesine dayanmaktadir (Yin et al 2012). Suda ¢Ozunir tuz, hucre kalturi

ortamina salinir.
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Inkiibasyon siiresi boyunca reaksiyon, hiicre kiiltiiriindeki mitokondri dehidrojenaz miktar1
ile dogru orantili olan bir renk degisikligi iiretir ve bu nedenle tahlil hiicrelerin metabolik

aktivitesini Olcebilir (Aslantirk 2018).

Kaltur Hicreleri WST-1 Boyasi Eklenmis Absorbans Olgiimii

Sekil 1.12. WST-1 hiicre canlilig1 testi protokolii

96°lik well plate icerisine 3x10° hiicre ekildi. Ekim sonrasi plate 37 C ve %5 CO; igeren
inkiibatore birakildi. 24 saat sonra plate i¢erisindeki mediumlar ¢ekilip atildi ve tedavi
dozlari hesaplanarak her kuyucuga 90 ul medium+ilag karisimi eklendi. Kontrol grubu
olarak sadece medium kullanildi. Tedavi stiresine gore, 48 saat 37 C ve %5 CO; ortamina
birakildi. Inkiibasyon siiresi bittikten sonra WST-1 boyama sollisyonundan her kuyucuk
icerisine 10ul eklendi ve 2-4 saat inkiibasyona birakildi. Siire bitiminde plate’ler eliza
mikro-plaka okuyucu cihazina konuldu ve sirasiyla 450, 490 nm’lerde okutularak 6l¢lim

gerceklestirildi. Alinan absorbans degerlerinin ortalamalari ile hiicre canliligi hesaplandi.
2.3. XCELLigence Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi

XCELLigence sistemi, hiicresel biyolojik olaylarin etiketleme yapilmadan gergek zamanlt
analizinin yapilmasini saglayan bir yontemdir (Ozdemir Ark 2014). xCELLigence sistemi
sayesinde okuma olarak empedans: kullanarak hiicresel fenotipik degisikliklerin gercek
zamanl bir sekilde etiketsiz ve dinamik olarak izlenmesi saglanmaktadir (Ke et al 2011).
Sistem, 1iyi tasarlanmis plakalarin altina yerlestirilen mikro elektrotlar araciligiyla
elektronik empedansi 6lgmeye yaramaktadir. Elektronik empedans dl¢limii, hiicre sayisi,
canlilik, morfoloji ve hareket gibi hiicrelerin biyolojik durumu hakkinda nicel bilgiler
vermektedir. XCELLigence yontemi ile diger geleneksel u¢ nokta tahlilleriyle elde

edilemeyen verileri elde etmek oldukga kolay olmaktadir (Ozdemir Ark 2014).
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Ayni zamanda XCELLigence sistemi, hiicre canliliginin siirekli izlenmesi, yaslanma, hiicre
Oliimii ve azalmis proliferasyon gibi hiicre canliliginin farkli bozulmalar1 arasinda ayrim

yapabilmeyi miimkiin kilmaktadir (Ke et al 2011).

Slithe Hiicre Ekimi ve Tedavi xCELLigence RTCA DP

Proliferasyon Grafigi Proliferasyon Olgiimii

Sekil 1.13. xCELLigence test asamalari

xCELLigence deneyi icin belirlenen 8 kuyucuklu plate icerisine 1x102 hiicre ekildi. Ekim
islemi bittikten sonra %5 CO2 inkiibator igerisindeki elektronik cihaza yerlestirilip 24
saatlik inkiibasyon siiresi baglatildi. Sure bittikten sonra kuyucuk igerisindeki mediumlar
cekilip atildi. Kontrol grubu kuyucuguna 300 pl medium, diger doz gruplarina da her doz
hesaplanarak eklendi. Kapagi kapatilip %5 COz2 inkiibator igerisindeki cihaza yerlestirildi
ve tedavi siiresi belirlenerek tablet iizerinde ayarlandi. Tedavi slresi bitiminde deney

sonlandirildi ve tablet iizerinde grafik elde edilmis oldu.
2.4. Akridin Orange-Etidium Bromide ile Hiicre Oliimii Degerlendirmesi

Akridin Oranj, hem canli hem de 6lii hiicreleri boyayabilen hayati bir boyadir. Akridin
oranj floresan boyasi, niikleik asit seg¢ici bir boya olmasinin yani sira hiicre dongiistiniin
belirlenmesi i¢in yarali olan katyonik o&zellikler barindirmaktadir (AYKUT, 2019).
Akridin portakali boyasi, hiicre ge¢irgen bir boyadir ve bu da bu boyanin interkalasyon
yoluyla DNA ile ya da elektrostatik ¢ekimler araciligiyla RNA ile etkilesime girmesine

olanak saglamaktadir. Akridin portakali, canli hiicrelerde asidik vokuolleri (lizozomlar,
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endozomlar ve otofagozomlar) RNA ve DNA’y1 boyamak i¢in kullanilmaktadir (Kusuzaki
et al., 2007). Etidyum bromiir, DNA par¢alarinin gorsellestirilmesinde kullanilan koyu
kirmizi floresan bir boyadir. Bu boya yalnizca membran biitlinliigiinii kaybetmis hiicreleri
boyamaktadir (Dem & Tez, 2017). 6’11 well plate igerisine her bir kuyucuga 3x10* hiicre
ekildi ve 24 saat CO: inkiibatérde bekletildi. Sire bittikten sonra plate igerisindeki
mediumlar ¢ekilip atildi. Tedavi dozlar1 ayarlandi, kontrol grubu da dahil olmak iizere
kuyucuklara ekildi ve plate CO. inkiibatore alinarak 48 saatlik tedavi siiresi baglatildi. Siire
bitikten sonra akrdin oranj etidyum bromiir boyasi (1:1 500 ul) hazirlandi. Plate
icerisindeki s1v1 ¢ekilip atildiktan sonra her kuyucuk 2 kez yikama soliisyonu olan PBS ile
yikandi. Yikama islemi bittikten sonra her kuyucuga AO-EB boya karistmindan 50 pl

eklendi ve mikroskop altinda goriintiileme yapildi.
2.5. Mitokondri Membran Potansiyeli’nin Belirlenmesi

JC-1 boyasi, mitokondriye girebilen J agregatlart adi verilen tersinir kompleksler
olusturmaya baslayan lipofilik, katyonik bir boyadir. JC-1 molekiillerinden fakli olarak, bu
J kiimeleri yesil yerine kirmiz1 spektrumda (maksimum yaklasik olarak 590 nm’de) uyarma
ve emisyon sergilemektedir. Boylelikle saglikli hiicrelerde JC-1 boyasi, enerjili ve negatif
yiiklii mitokondriye girerek burada birikir ve kendiliginden kirmiz1 floresan J-agregatlari
olusturur (Perelman et al., 2012). Buna karsilik sagliksiz ya da apoptotik hiicrelerde JC-1
boyas1 da mitokondriye girer. Fakat mitokondrinin i¢i artan membran gegirgenligi ve
bunun sonucunda elektrokimyasal potansiyel kayb1 nedeniyle daha az negatif oldugundan
JC-1, J agregatlarinin olusumunu tetiklemek icin yeterli konsantrasyona ulagmaz ve
boylelikle orijinal yesil floresan rengi korunmus olur (Sivandzade et al., 2019). 6’11 well
plate igerisine 3x10* hiicre ekildi ve 24 saat CO> inkiibatérde bekletildi. Stire bittikten sonra
mediumlar aspire edildi ve kontrol kuyucuguna medium, diger kuyucuklara tedavi dozlari
eklendi. Plate’in kapagi kapatilip CO2 inkiibatére birakilarak 48 saatlik tedavi siiresi
baglatildi. Siire bitiminde plate igerisindeki sivilar ¢ekilip atildi ve kuyucuklar PBS ile
yikandi. Konsantrasyon 1 mM’dan 200 mM’a seyreltildi. Plate igerisindeki her kuyucuga
hazirlanan 200 mM’lik karisimdan 50 pl boya eklendi ve mikroskopta goériintileme

yapilarak fotograflar elde edildi.



29

2.6. Hicre Gocgu Analizi

Yara iyilestirme deneyi olarak adlandirilan wound healing deneyi, in vitro hiicre goginu
incelemek i¢in gelistirilmis en eski yontemlerden biridir. Bu yontem, hiicre tek tabakasi
tizerinde olusturulan “yara” igine hiicre gogiiniin gézlemlenmesine dayanmaktadir (Grada
et al., 2017). Bu yontemin temel amaci, tek katmanli hiicreler ilizerinde bir “yara”
olusturmasini, yaray1 kapatmak i¢in hiicre gocii sirasinda baslangigta ve diizenli araliklarla
gorintilerin yakalanmasini, bunun sonucunda da hiicre gégiiniin oranini belirlemek igin
goriintiilerin karsilastirilmasi olay1 ile son bulmaktadir (Rodriguez et al., 2005). 12°1i well
plate icerisine 1x10° hiicre ekildi ve 24 saat CO; inkiibatdrde inkiibasyona birakildi. Stire
bittikten sonra plate icerisindeki medium c¢ekilip atildi ve her kuyucuk bos bir pipet ucu
yardimiyla ortadan boylu boyunca g¢izildi. Kuyucuklar PBS ile yikandi ve tedaviler
uygulandi. Sonrasinda plate CO: inkiibatdre birakildi, 24 ve 48 saat sonralarinda

mikroskopta goriintiiler alindi.

2.7. Western Blot Deneyi

Western blot, arastirmacilarin bu protein saptama tekniginin ilk ayrintili tanimini 1979’ da
yayinlamasindan bu yana, onlarca yildir yasam bilimleri laboratuvarinda temel bir unsur
olarak yer almaktadir (Taylor et al., 2013). Western blot yontemi, bircok arastirmada
proteinleri ayirmak ve tanimlamak amaciyla kullanilan bir yontemdir (Mahmood & Yang,
2012). Western blotlama veya immunoblotlama, proteinlerin poliakrilamid jel elektroforezi
(PAGE) ile boyutlarina gdre ayrilmasini, daha sonra bir membran destegine transferini,
immobilizasyonunu ve antikor aracili bir raportor sistemi kullanarak segici tespitini ifade
etmektedir. Bu teknik, karmasik bir biyolojik numuneden belirli bir proteini kalitatif olarak
tamimlamak ve molekiiler agirligi hakkinda bilgi saglamak i¢in rutin olarak
kullanilmaktadir (Taylor et al., 2013). Western blot tekniginde bir protein karigimi, jel
elektroforezi yoluyla molekiiler agirliga ve dolayisiyla tiiriine gore ayrilmaktadir. Bunlarin
sonucunda her protein i¢in bir bant iireten zara aktarilarak membran ilgili proteine 6zgi
etiket antikorlari ile inkiibe edilmektedir (MacPhee, 2010).Membran {izerine bagli olmayan
antikor yikanarak ayrilir, yalnizca ilgili proteine bagh antikor birakilmis olur. Bagh

antikorlar film yontemi gelistirilerek tespit edilebilir.
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Antikorlar yalnizca ilgilenilen proteine baglandig: i¢in sadece bir bant goriiniir olmalidir.
Bandin kalinligi, mevcut protein miktarina karsilik gelir ve boylece bir standart yapmak
mevcut protein miktarini gosterebilir (Mahmood & Yang, 2012). Bu ¢ok adimli yontem,
hedef proteinlerin varligini veya yoklugunu, boyutunu ve modifikasyonunu veya bozunma
durumlarin1 belirlemektedir. Ayni zamanda karmasik protein karisimlarindan veya
homojenatlardan proteinlerin nicellestirilmesine olanak tanimaktadir (Taylor et al., 2013).
Western blot prosediiriinde giivenli sonuglar1 engelleyebilecek bircok potansiyel engel
bulunmaktadir. Bunlar 6rnek hazirlama, normallestirme, SDS-PAGE jel yiikleme, protein
transferi, birincil ve ikincil antikor se¢imi, inkiibasyonlar ve yikamalar, saptama yontemi
seciminden bir¢ok analize kadar her adiminda gesitli zorluklar1 igermektedir. Bunun
yaninda film tabanli algilamadan tiiretilen kimyasal isildayan western blot verileri,
olgtilebilir, tekrarlanabilir verilerin liretilmesinde belirgin zorluklari ortaya ¢ikarmaktadir.
Bu problemler, diisiik dinamik algilama araligindan ve algilama sinirin1 dogru bir sekilde
belirlemedeki zorluktan kaynaklanmaktadir. Buna karsilik bu yontem, uygun teknik,
dogrulama ve kontrollerle yiiriitiildigii stirece, uygun fiyatl ve yiiksek derecede hassas jel
ve leke goriintiileme teknolojilerinin eni reaktiflerle birlestigi hizli evrimi, arastirmacilara
gercekten niceliksel western blot verileri Gretme araglar1 saglamaktadir (Taylor et al.,
2013). Hiicre toplanmas basamaginda, 60 mm’lik petri kaplari igerisine 6x10° hiicre ekildi
ve 24 saat CO; inkubatorde bekletildi. Sure bittikten sonra mediumlar ¢ekilip atildi ve
tedavi dozlar1 eklenerek tedavi siiresi boyunca inkiibasyona birakildi. Tedavi siresi
bittikten sonra mediumlar atild1 ve hiicrelere soguk PBS eklenerek kaziyici yardimiyla
toplandi. Toplanan hucreler mikrosantrifilj tiptine konularak 6600 rpm’de 10 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi slipernatant atildi ve protein izolasyonu basamagina gegildi.
Proteaz inhibitorlerini barindiran lizis tamponundan her bir 6rnek icerisine 200 pl ilave
edildi ve 1-2 saat +4 C’de bekletildi. Sonrasinda 10 dk +4 C’de 14000 rpm’de santrifiij
yapild1 ve elde edilen ¢dzeltinin siipernatant kismi baska bir mikrosantrifiij tlipline alinds,
pellet kism1 da atildi. Bu islemler buz {izerinde yapilirken, 6l¢lim igin tlipler igerisine
orneklerden bir miktar alinip eklendi, iizerlerine Commasie Blue G250 boyasindan eklenip
595 nm’de spektrofotometrede Olglim gergeklestirildi. Mikrosantrifuj tupunde kalan
hiicreler lizerine 100 M’lik Lammli SDS Buffer’dan eklendi ve 95 C’de 5 dk denattirasyon
edildi. Islem bitiminde 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra -20 C’ye konuldu.
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Jel hazirlama islemi icin iki jel kullanilds. 11k jel seperate (ayirma) jeli, protein miktarlarina
gore %12’lik 10 ml hazirlandi. Jel igerisine saf su, %30 akrilamid mix, pH’1 8,8 olan Tris
cozeltisi, %10’Tuk SDS, %10’luk APS soliisyonu ve son olarak temed eklendi ve hazirlanan
jel tank igerisine konuldu. Sonrasinda ikinci jel olan yiikleme jeli yani stacking jel
hazirlandi. TUm malzemeler diger jel ile aym1 yalmizca Tris ¢Ozeltisinin pH’1 6,8 olacak
sekilde hazirland1, diger donmus jelin tizerine aktarildi ve tarak yerlestirildi. Son konulan
jel de polimerlestikten sonra elektroforez basamagina gegildi. Hazirlanmis ornekler -20
C’den cikarildi ve jel tizerindeki tarak alindiktan sonra ilk kuyucuga protein markeri
gelecek sekilde ornekler sivi ile yiiklendi. Tank igerisine running buffer eklendi ve kapagi

kapatilip 25 amperde kosturmaya baslandi.
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Sekil 1.14. Western blot elektroforez basamaklar

Kosturma bittikten sonra membrana transfer igin, membran metanol igerisine alind1 ve
transfer i¢in sandvi¢ modeli hazirlandi. Siyah kisim alta gelecek sekilde tiim malzemeler
transfer buffer ile 1slatilip konuldu. 1k olarak siinger, {izerine sirastyla 2 adet ince, 1 adet
kalin filtre kagidi, jel ve membran sonra yine 2 adet ince filtre kagidi konuldu son olarak
stinger de eklenip kapagi kapatildi. Tank icerisine konuldu, iizerine transfer buffer eklendi
Cihaz 220 miliampere ayarlandi ve 120 dk sire ile transfer gergeklestirildi. Transfer islemi
bittikten sonra membran bloklama igin %5’lik siit tozu TBS-T igerisinde ¢ozdirulip

hazirlandi. Hazirlanan bu karisim igerisine membran konulup 45 dk bloklandi.
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Sekil 1.15. Membrana transfer asamasi

Bloklama siiresi bittikten sonra ilk olarak primer antikor %5°lik siit tozu igerisinde (Bax:
1:500; p62: 1:1000; Beclin-1: 1:100) olacak sekilde hazirlandi ve membran icerisine
konulup 1 gece +4 C’de roller da bekletildi. Ertesi gtin 5 kez 5 dk boyunca membran TBS-
T ile calkalayic1 da yikandi. Islem bittikten sonra membran sekonder antikor ile (anti-
rabbit: 1:2500, anti-mouse:1:5000) muamele edildi ve 1 saat sire ile oda sicakliginda
bekletildi. Sekonder antikordan ¢ikarilan membran tekrardan 5 kez 5 dk TBS-T ile yikandi.
Su ve Tris iceren Kemilliminesans soliisyonlar1 1:1 olacak sekilde karistirildi. Membran
iizerine eklenip 1 dk boyunca hafif¢e calkalandi. Hemen sonrasinda membran kasete alindi

ve X-Ray cihazinda karanlik odada goriintii alind.
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Sekil 1.16. Bloklama ve antikorlarla muamele basamagi
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2.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz “One-way ANOVA” metodunda coklu karsilastirma Post-Hoc
Testlerine gore Graph Pad Prism 5.01 programu ile analiz edilmistir. Analizlerde p <0.05

onemli olarak kabul edilmistir.



3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. KAN0438757’nin A549 ve H1299 Hiicre Hatlarinda Hiicre Canhihg Uzerine
Etkisi

KANO0438757 inhibitoriiniin akciger kanseri hiicre hatlarinda hiicre canlilig1 tizerindeki
etkisi WST-1 hiicre canlilik testi ile belirlendi. KAN0438757 tedavi dozlari, 5, 10, 25,
50,75 ve 100 pM olacak sekilde 48 saatlik siire ile uygulandi. Uretici firmanin gelistirdigi
protokol uygulandiktan sonra 450-480 nm’lerde &lgiim alindi. Olgiim sonuglarina gére
Kan0438757 ile tedavi sonras1 A549 hiicre hattinda ICso degeri 35,2 uM olarak, H1299
hiicre hattinda ise ICso degeri 52,4 uM olarak belirlendi.
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Sekil 3.1. KANO0438757’nin hiicre canliligi iizerine etkisi (A) AS549 hiicre canliligi (B) A549 hiicre

gorintileri
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Sekil 3.2. KAN0438757 nin hiicre canlilig1 lizerine etkisi (A) H1299 hiicre canliligt (B) H1299 hiicre
goriintleri (C) A549 ve H1299 hiicre hatlarinda KAN0438757nin hiicre canliligina etkisi
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AS549 hiicrelerinde H1299’a gore daha fazla bir etkinin oldugu, A549 hiicre hattinda 5 uM
dozundan 50 puM dozuna kadar gozle gorulir bir azalmanin gergeklestigi, 50 uM’dan sonra
ise hiicre Oliimiiniin neredeyse sabit bir sekilde kaldigi goriilmektedir. H1299 hicre
hattinda ise 10 uM’lik dozdan 50 uM’lik doza kadar net bir sekilde hiicre canliligini

azalttig1 ve 50 uM dozundan sonra da yine hiicre canliliginin sabit kaldig1 gézlemlendi.
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3.2. Resveratrol’iin A549 ve H1299 Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Hiicre Canlihgina
Etkisi

Resveratrol’tin A549 ve H1299 hiicre hatlarinda hiicre canlilifina etkisini belirlemek
amaciyla WST-1 testi uygulandi. Hiicreler farkli resveratrol dozlar1 ile (12.5, 25, 50, 100
ve 200 pM) tedavi edildi. Ol¢iim sonucunda alinan verilere gére A549 hiicre hattinin ICso
degeri 89,07 uM, H1299 hiicre hattinin ICso degeri ise 157,4 uM olarak hesaplandi.
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Sekil 3.3. Resveratrol’iin hiicre canliligina etkisi (A) A549 hiicre hatt1 (B) H1299 hiicre hatt1 (C) A549 ve
H1299 hiicre hatlarinda resveratroliin hiicre canliligina etkisi

Sekil 3.2°de gosterildigi gibi, resveratroliin A549 hiicre hattinda doza bagiml bir sekilde
hiicre canliigini azalttigi gozlemlendi. H1299 hiicre hattinda ise yine ayni sekilde
resveratrol, hiicre canliligin1 doza bagimli olarak azaltt1 fakat 25 uM’dan sonra daha net
bir azalma oldugu gdzlemlendi. Iki hiicre hattinda da 6zellikle 100 uM dozundan sonra

hiicre canliliginda gozle goriiliir bir azalma oldugu belirlendi.



38

3.3. A549 Hiicre Hattinda, KAN0438757 ve Farkh Dozlardaki Resveratrol
Kombinasyonunun Hiicre Canlihigina Etkisi

A549 hiicre hattinda KAN0438757 ve resveratrol bilesiginin kombinasyonunun hiicre
canliligini nasil etkiledigi incelendiginde, kontrol grubunun yaninda Kan0438757 dozlari
sirastyla 3, 5, 10, 20, 25, 30 ve 40 uM olacak sekilde resveratroliin 25, 50 ve 100 uM’lik
dozlar1 ile kombinasyonu seklinde hesaplandi. 48 saatlik tedavi siiresi sonras1t WST-1 ile

boyanip Eliza cihazinda 450- 480 nm’lerde ol¢lim alindu.
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Sekil 3.4. A549 hiicre hattinda, KAN0438757 ve resveratrol kombinasyonunun hiicre canliliina etkisi

KANO0438757 inhibitorii tek basina kullanildiginda 25 pM dozundan sonra hiicre
canliliginda  gozle gorilir bir azalma oldugu  gorilmektedir. 25 pM
resveratrol+KANO0438757 kombinasyonu ve 50 uM resveratrol+KANOQ0438757
kombinasyon gruplarindaki etkinligin birbirine yakin oldugu ancak 100 uM Resveratrol+

KANO0438757 grubunda kayda deger bir bigimde hiicre canliligini azalttig1 gézlemlendi.
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3.4. A549 Hiicre Hattinda KAN0438757’nin Hiicre Proliferasyonu Uzerine EtKisi

A549 hiicre hattinin KAN0438757 ile tedavisinin ardindan hiicre proliferasyonu iizerindeki
etkisini degerlendirmek icin Xcelligence ile hucre indeksi belirlendi. Kontrol grubu,
DMSO ve KANO0438757 dozlari, 5, 10, 25, 50, 75 ve 100 uM olacak sekilde hesaplandi.

48 saatlik tedavi sonrasi sonuglar asagidaki sekilde gosterildi.

A549-48 KAN0438757 TEDAVISI

Cell Index

00 200 40.0 60.0 80.0 1000

Zaman(Saat)

—8—Kontrol —&— DMSO ®—5 M KAN0438757 —@— 10uM KAN0438757

—8—25uM KAN0438757 —@— 50 uM KAND438757 —@—75uM KANO438757 —@— 100 uM KAN0438757

Sekil 3.5. A549 hiicre hattinin KAN0438757 ile tedavisi sonucu hiicre proliferasyon test sonucu

Sekil 3.4’de hiicre indeks grafigi incelendiginde, kontrol grubu ve ¢ozicu (DMSO)
grubunun beklendigi gibi hiicre proliferasyonuna etkisinin olmadig: belirlendi. Sirastyla 5
ve 10 uM dozlarmin kontrol grubu ile benzer bir proliferasyon egrisi olusturdugu
gozlemlendi. Ote yandan 25 uM grupta ise proliferasyonun kontrol grubuna kiyasla bir
miktar da olsa azaldig1 gozlemlendi. 50, 75 ve 100 uM dozlar ise grafikte de goriildiigi

tizere sirastyla hiicre proliferasyonunu dramatik bir bicimde azalttig: tespit edildi.
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3.5. H1299 Hiicre Hattinda KAN0438757nin Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisi

Hiicre proliferasyonunun degerlendirilmesi igin H1299 hiicre hattinda KAN0438757 ile
tedavi sonrasi olusan degisiklikleri gbzlemlemek amaciyla Xcelligence ile hiicre indeksi
belirlendi. Deneyde kontrol grubu DMSO ve KAN438757 tedavi dozlari, 5, 10, 25, 50, 75
ve 100 uM olacak sekilde uygulandi. 48 saatlik tedavi sonrasi sonuglar sekildeki grafikte

g6zlemlendi.

H1299-48 SAAT KAN0438757 TEDAVISI

8.0

Cell Index

00 020 040 060 080 100
Zaman(Saat)

—@— Control —8—DMSO —8—5uM KAN0438757 —@— 10uM KAN0438757
—&— 25uM KAN0438757 —@— 50uM KANO438757 —@—75uM KAN0438757 —@— 100uM KAN0438757

Sekil 3.6. H1299 hiicresinin KAN0438757 ile tedavisinin hicre proliferasyonu tizerindeki etkisi

Sekil 3.6’da goriildiigii gibi ilk olarak kontrol grubunun beklenildigi gibi hiicre
cogalmasina bir etkisinin olmadig1 gériildi. DMSO grubunun ise kontrol grubuna kiyasla
bir etkisinin oldugu fakat diger dozlar ile kiyaslandiginda gozle goriiliir bir etkisinin
bulunmadigi kanisina varildi. 5 ve 10 uM dozlar1 ise neredeyse ayni etkiyi gostererek hiicre
cogalmasini kismen de olsa azalttigi gézlemlenirken. 25, 50, 75 ve 100 uM dozlarinda ise

sirastyla doza bagli bir sekilde hiicre proliferasyonunu azalttigi tespit edildi.

120
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3.6. A549 Hiicre Hattinda KAN0438757 ile Resveratrol Kombinasyonunun Hiicre
Proliferasyonu Uzerine EtkKisi

A549 hiicre hatt1 tizerinde KANO0438757 dozlarmin, resveratroliin tek bir dozu ile
kombinasyonu sonucunda hiicre ¢ogalmasina etkisi incelendi. Kontrol grubu basta olmak
Uzere Kan757’nin 3, 5, 10, 20, 25, 30 ve 40 uM dozlar ile resveratroliin 50 pM dozunun

48 saat sure ile kombinasyon tedavisi yapildi.

KAN+RES 48 SAAT

2.5

Cell Index

-0.5

00 010 020 030 040 050 060 070
Zaman(Saat)
—@— Control —&— KAN 3pM + RES 50uM ®— KAN 5uM + RES 50uM —@— "KAN 10uM + RES 50puM"
—®— "KAN 20puM + RES 50puM" —&— "KAN 25uM + RES S50puM" —@— "KAN 30puM + RES S0puM" —@— "KAN 40pM + RES 50pM"

Sekil 3.7. A549 hiicre hatti tizerinde KAN0438757 ile resveratrol kombinasyonunun hiicre proliferasyonu
lzerine etkisi

Sekil 3.6 incelendiginde, kontrol grubunun hiicre ¢ogalmasina belirli bir etkisinin olmadigi
gorildi. Sonrasinda 3, 5, 10 ve 20 pM+ resveratrol 50 uM dozlarinda ise hepsinin
neredeyse ayni ¢izgi lizerinde bulundugu az da olsa kontrol grubuna kiyasla bir etki
gosterdigi tespit edildi. KAN0438757 dozlarinin 25 ve 30 uM+ resveratrol 50 uM oldugu
kisimda ise doza bagimli olarak hiicre proliferasyonunu azaltarak olumlu yonde bir sonug
elde edildigi gézlemlendi. Son olarak en yiiksek doz olan Kan 40 pM+ resveratrol 50 uM

kombinasyonunun hiicre ¢ogalmasini beklenildigi gibi 6nemli dl¢iide azalttig: belirlendi.
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3.7. A549 Hiicre Hattinda KAN0438757’nin Hiicre Olumu Uzerine Etkisi

Akciger kanseri hiicre hatti olan A549 hiicresi, KAN0438757 inhibitord ile 5, 10, 25, 50
ve 100 uM dozlar ile 48 saat tedavi edildi. Kontrol ve DMSO gruplar1 béliim: 2.4’te
aciklandig1 gibi negatif kontrol olarak kullanildi. Tedavi sonrasi hiicreler akridin oranj-

etidyum bromiir boyasi ile boyandi, invert mikroskop altinda incelendi ve fotograflar
kaydedildi.

Kontrol DMSO 5-uM KAN

10-uM KAN 25-uM KAN 50-uM KAN

Sekil 3.8. A549 Hiicresinin KAN0438757 ile tedavisinin hiicre 61umi Gzerindeki etkisi

AO-EBr boyasi beraber kullanildiginda canlt hiicreleri yesile, cansiz hiicreleri kirmiziya ve
erken apoptotik evrede bulunan yani 6lmeye yakin olan hiicreleri de sar1 turuncu renkte
boyamaktadir. Sekil iizerinde incelendiginde kontrol ve DMSO grubu beklenildigi gibi
negatif kontrol olduklart i¢in yesil renkte goriinmekte yani hiicrelerin canli olarak
bulundugu gozlemlenmektedir. 5 pM uygulana doz bakildiginda canli hiicre sayisinin
oldukca fazla oldugu goriilmektedir. 10 uM ve 25 uM dozlarindaki boyamada hiicrelerin
yesil renkten ¢ikarak sar1 ve turuncu renge dondiikleri yani doza bagimli bir sekilde doz
miktarinin artmasiyla hiicrelerin apoptotik evreye yaklastiklar1 gézlemlenmektedir. Son

olarak en ytiksek dozlar olan 50 uM da canli hiicrenin kalmadig: belirlendi.
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3.8. A549 Hiicre Hattinin KAN0438757 ve Resveratrol Kombinasyonunun Hicre
Olumu Uzerine EtKisi

A549 hiicre hatt1 lizerinde KAN0438757 ve resveratrol kombinasyonunun hiicre 6limdi
uzerine olan etkileri AO-EBr boyamas ile belirlendi. Hicreler, resveratrol (50 pM) ve
KANO0438757ile ayr1 ayr1 ve kombine sekilde hiicrelere uygulandi. Ardindan bolim 2.4’°te
anlatildig1 gibi AO/EBr ile boyandiktan sonra floresan invert mikroskop ile incelendi ve

fotograflar kaydedildi.

Kontrol

Stekk_il 3.9. A549 hiicre hattinda resveratrol ile KAN757nin kombinasyonunun hticre 6limd Uzerindeki
etkileri

Tek bagina resveratroliin 50 uM dozundaki boyama sonucu incelendiginde hiicredeki renk
degisimin net olmadigr belirlendi. KANO0438757 tek basmna 20 puM dozunda
uygulandiginda ise hiicrelerin biiylik ¢ogunlugunun hiicre 6liimiinii tetikledigi belirlendi.
Son olarak resveratrol ile KAN0438757 kombinasyonunun ise dramatik bir bigcimde
hiicrelerin 6liimiine neden oldugu belirlendi. Bu sonuglar bize, hem resveratrol hem de
KANO0438757’nin tek basmna tedavide etkinliginin zayif oldugunu ancak kombine

edildiklerinde hiicre 6liimii lizerinde kayda deger bir etkiye sahip olduklarini gostermistir.
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3.9. A549 Hiicre Hatt1 Uzerinde KAN0438757’nin Mitokondri Membran Potansiyeli
Uzerine EtKisi

KANO0438757 nin mitokondri membran potansiyeli {izerine olan etkileri boliim 2.5°te
aciklandigr gibi JC-1 analizi ile degerlendirildi. KAN0438757 (5,10,25,50 uM) dozlari ile
48 saat tedavi siiresinin ardindan hiicrelere JC-1 boyasi uygulandi ve sonrasinda floresan

mikroskop altinda incelenerek fotograflar kaydedildi.

Kontrol DMSO 5-uM KAN

10-uM KAN 25-uM KAN 50-uM KAN

Sekil 3.10. A549 hiicre hattinda KAN757 ile tedavi sonras1 mitokondri membran potansiyeli deney
sonuglart

Sekil 3.10°da gortildiigii gibi JC-1 boyamasi, AO-EBr boyama deneyinin aksine canli
hicreleri kirmiz1 renkte, 6li hiicreleri ise yesil renkte boyamaktadir. KAN0438757 nin 5
MM dozunda heniiz hiicrelerin mitokondri membran potansiyellerinin bozulmadig: ve bu
nedenle kirmizi renkte boyandigi gézlemlendi. 10 uM dozunda ise hiicrelerin membran
potansiyellerinin az da olsa bozuldugu bu nedenle hiicrelerin sartya boyandig: belirlendi.
25 ve 50 uM dozlarinda ise hiicrelerin yesil renge boyandigi gézlemlendi. Bu sonuglar
dogrultusunda KANO0438757°nin doza bagli bir sekilde hicrelerin mitokondri membran

potansiyellerini tam olarak bozdugu tespit edildi.
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3.10. A549 Akciger Kanseri Hiicre Hatti1 Uzerinde KAN0438757 ile Resveratrol
Kombinasyonunun Mitokondri Membran Potansiyeli Uzerine EtKisi

Resveratrol ile KAN0438757 molekiiliiniin kombinasyon tedavisinin A549 hiicre hatti
uzerinde mitokondri membran potansiyeli tzerine olan etkileri JC-1 analizi ile belirlendi.
Resveratrol’lin 50 uM dozu ile KAN0438757 nin 20 uM dozunun kombinasyonu sonucu
48 saatlik tedavinin ardindan hiicreler JC-1 boyasi ile boyandi ve floresan mikroskop

altinda fotograflar kaydedildi.

Kontrol 50-uM Res

20-uM KAN Komb(Res+KAN)

Sekil 3.11. A549 hiicre hattinda resveratrol ve KAN757‘nin kombinasyon tedavisinin mitokondri membran
potansiyeline etkileri

Sekil 3.11°de goruldiigii gibi, resveratrolin 50 uM dozunun tek basina uygulanmasi sonucu
kontrol grubuna kiyasla hilcrelerin mitokondri membran biitinliigiinii az miktarda olsa
bozdugu gozlemlendi. KAN0438757nin 20 uM dozda kullanilmasi sonucu resveratrole
gore daha iyi bir etkinin oldugu fakat tam olarak hiicrelerin membran biitiinliigiini
bozmadig1 sonucu elde edildi. Son olarak resveratrol ve KANO0438757 nin kombinasyon
seklinde uygulanmas1 sonucu hiicrelerin tamamen mitokondri membran biitlinliiglinlin ve

hiicre 6liimii iizerinde olduk¢a 6nemli bir etkiye sahip oldugu gdzlemlendi.
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3.11. A549 Hiicre Hattinda Resveratrol ve KAN0438757 Kombinasyonunun Hicre
Gocl Uzerine EtKisi

A549 hiicre hatt1 lizerinde uygulanan yara iyilesmesi (wound healing) deneyinde,
resveratrolin 50 pM dozu ile KAN0438757°nin 20 uM dozu oncelikle tekli tedaviler
seklinde daha sonra kombinasyon halinde kullanildi. Tedavi stireleri olarak O saat, 24 saat

sonrasi ve 48 saat sonrasi, 0lmak Uizere mikroskopta incelendi ve fotograflar kaydedildi.

Kontrol 50-uM Res 20-uM KAN Komb(Res+KAN)

saat

24
saat

48
saat

Sekil 3.12. A549 hiicre hattinda resveratrol ile KAN0438757 molekiil kombinasyon tedavisinin hiicre gé¢u
deney sonuglari

Kontrol grubunda 0. saat ile karsilastirildiginda, 24 ve 48 saat sonrasinda hucreler
arasindaki alanin kapandigi gozlemlendi. Resveratrolin 50 uM dozunun tek basina
kullanilmasi sonucu tedavi siirelerinin tamamina bakildiginda kontrole kiyasla hicreler
arasi alanin kayda deger bir bicimde kapandigi gézlemlendi. KANO0438757 nin 20 uM
dozu incelendiginde tiim tedavi siireleri sonrasinda hem kontrole hem de resveratrole gore
daha iyi bir sonug olusturarak hiicreler arasi alanin yara izinin gozle gorulir kapanmadigi
belirlendi. Son olarak resveratrol ile KAN0438757 kombinasyonuna bakildiginda 0. saate

kiyasla 24 ve 48 saat de hiicreler arasi1 alanin kapanmadig tespit edildi.
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3.12. KAN0438757 ve Resveratrol Kombinasyonlarimin Bax, Beclin-1 ve p62 Protein
Duizeyleri Uzerine EtKkileri

A549 hiicreleri, KAN0438757 (20 uM) resveratrol (50 uM) ve kombinasyonlarinin 48 saat
siire ile tedavi edilmesinden sonra kaziyict yardimi ile toplandi. Ardindan boliim 2.7°de
anlatildig1 gibi western blot yontemi ile Bax, p62 ve Beclin-1’in protein ekspresyon

dizeyleri analiz edildi.

Kontrol  50-uM Res  20-uM KAN Komb(Res+KAN)

26 kDa- BAX

62 kDa- P62

60 kDa- BECLIN1
37 kDa- GAPDH

Sekil 3.13. A549 hiicre hattinda KAN0438757 ile Resveratrol'lin kombinasyon tedavisinin Western blot
gleney sonuglart
Ik olarak Bax proteininin ekspresyon diizeylerine bakildiginda, 50 pM resveratrol

dozunun kontrol grubuna oranla 6nemli derecede arttigi, 20 uM KAN0438757 dozunun
tekli tedavisinin Bax proteini ekspresyon diizeyini etkilemedigi fakat kombinasyon
grubunda kontrol grubuna kiyasla énemli derecede arttigi goriildii. P62 proteininde ise
kontrol grubuna oranla resveratrolin p62 grubunda ekspresyon diizeyinin arttigi,
KANO0438757’nin ise kayda deger bir etkisinin bulunmadigi sonucuna varildi. Son olarak
kombine doz olan dérdiincii bandin kontrol grubuna kiyasla daha az eksprese oldugu
belirlendi. Beclin-1 proteinine bakildiginda, resveratroliin  kontrol grubu ile
karsilastirildiginda az da olsa bir artisin oldugu, KAN0438757 grubunda ise kontrole oranla
azalmanin meydana geldigi ve son olarak kombinasyon grubunda onemli derecede

azalmanin meydana geldigi goriildii. Akciger kanseri, diinya c¢apinda siklikla goriilen
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Oliimciil bir hastaliktir (Minna et al., 2002). Akciger kanseri tedavisi i¢in kullanilan
kemoterapi ajanlar1 ve bunlar ikili kombinasyonlar1 bulunmaktadir. Bu kombinasyonlar
yaklasik 9%35°1ik 1 yillik sag kalim ve yaklasik %15°lik 2 yillik sag kalim oranlar1 elde
edilmektedir. Bu tedaviler tam olarak iyilestirici olmasa da genellikle semptomlarin
azalmasina ve 2-10 ay arasinda yasamin uzamasina imkan vermektedir. Kemoterapinin
yeterli gelmedigi durumlarda ise semptomlar1 hafifletmek amaciyla radyoterapi
kullanilmaktadir (Minna et al., 2002). Son zamanlarda bulunan yeni tedavi ajanlar ile
birlikte kemoterapinin etkisinin artan bir sekilde devam etmesinin ardindan, akciger
kanserini iyilestirmede umut vaat ettigi sonucuna varilmaktadir (Wistuba & Gazdar, 2006).
Kanser lizerine yapilan bircok c¢aligma bulunmakta ve bunlarin bazilarinin tiimor
metabolizmalarinda anormallikler goézlemlenmektedir. Anaerobik solunum da laktat
iiretmek i¢in glikoliz kullanilirken, aerobik solunumda trikarboksilik asit dongiisii i¢in
piriivat liretilir ve oksidatif fosforilasyon yoluyla enerji agiga ¢ikar. Bu durumda, normal
hiicreler oksijen varliginda glikolizi kullanmazlar (Potter et al., 2016). Otto Warburg
tarafindan tanimlanan ve “Warburg Etkisi” olarak adlandirilan olayda, kanserli hiicrelerin
oksijen varliginda bile yiiksek oranda glikolizi kullandig1 bilinmektedir (Bartrons & Caro,
2007). Bununla birlikte yeni ¢ogalan tiimor hiicreleri enerjik ve metabolik ihtiyaglari i¢in
fazla miktarda glikolizi alarak katabolize etme yetenegine sahiptirler. Bu nedenle glikoliz,
kanser hicrelerinde oldukga 6nemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir (Y. Wang et al.,
2020).

Homodimerik  6-fosfofrukto-2-kinaz/friktoz-2,6-bisfosfatazlar (PFKFB’ler), glikoz
asamasindaki anahtar diizenleyici enzimlerdir (Gustafsson et al., 2018). PFKFB genleri,
yarist N-terminal kinaz alani, diger yaris1 C-terminal bir fosfataz alan1 bulunduran iki
islevli yapida bulunmaktadirlar (Pegoraro et al., 2013). PFKFB geni, farkli kinaz/bifosfataz
izoenzimlerini kodlayan, PFKFB-1, PFKFB-2, PFKFB-3 ve PFKFB-4 olmak (izere dort
grupta incelenmektedir. Bu dort PFKFB geninin farkli hiicresel desenleri bulunmakta,
farklh kinaz/bisfosfataz aktivite oranlar sergilemekte ve farkli protein kinazlar tarafindan
kontrol edilmektedir (Bartrons et al., 2018). Yapisal olarak PFKFB-1,2,4 izoformlari,
testis, bobrek, kalp, karaciger, ve kasta ifade edilirken, PFKFB-3 izoformu hipoksi ve hiicre
dis1 inflamasyona yanit olarak artmis ekspresyonu uyarabilme kabiliyetine sahiptir. Ayn1
zamanda PFKFB-3 740:1°1ik bir kinaz-bisfosfataz orani ile 6ne ¢ikarken diger izoformlar

ise birlige daha yakin daha dengeli bir oran sergilemektedirler (Gustafsson et al., 2018).
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PFKFB-3 izoenzimi, yiiksek kinaz-bisfosfataz oranina sahip olmasi nedeniyle her yerde
ifade edilebilmekte ve cogalan dokularda, doniistiiriilmiis hiicrelerde ve ¢esitli kati
timorlerde glikoliz ve laktat iiretimine katkida bulunmaktadir (Bartrons et al., 2018).
PFKFB-3 glikolizin 6nemli bir hiz sinirlayict enzimidir. PFK-1’in giiglii allosterik
aktivatorii oldugu diisiiniilmekte ve F2, 6BP’nin kararli durum seviyelerini kontrol ederek
glikoliz hizin1 diizenlemektedir (Zhang et al., 2019). PFKFB-3 glikolitik faaliyetlerinin
yant sira, timor endotelyal hiicre damar dallanmasi, G1-S fazlarinda hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinin desteklenmesi ve apoptozun engellenmesi gibi birgok hicresel olayin
modiilasyonunda 6nemli roller oynadig: bildirilmistir. PFKFB-3 siklikla akciger, meme,
kolon, pankreas tiimorleri vb. dahil olmak iizere ¢ok sayida insan tiimorlerinde asiri
eksprese edildigi ve ayn1 zamanda ise normal dokularda yetersiz sekilde ifade edilmesi,
PFKFB3’iin kanser tedavisinde ilgi ¢ekici bir hedef olarak goriilmesini saglamigtir (Y.
Wang et al., 2020).

PFKFB-3 enziminin bilinen inhibitorleri arasinda, 3PO, PFK-15, PFK-158 ve
KANO0438757 6n plana ¢ikmaktadir (W. Zhu et al., 2016). 3PO, PFKFB-3’{in 6nemli bir
inhibitorudir. PFKFB-3’iin 3PO tarafindan engellenmesinin kanser ve inflamasyonda
patolojik anjiyogenezi giiclii bir sekilde azalttig1 bilinmektedir (Wik et al., 2020). PFK-15,
PFKFB-3’¢ ve antitiimér etkilerine kars1 giiglii bir aktivite sergileyen kiiglik molekdler bir
PFKFB-3 inhibitoridir (C. Wang et al., 2018). PFK-158, ¢ogu kanser hiicresinde, glikozun
artan regulasyonunu engelleyen ve antitimor aktivite gosteren PFKFB-3’iin kiigiik
molekdlld bir inhibitéradir (W. Zhu et al., 2016). KAN0438757, PFKFB-3’1i gii¢lii bir
sekilde hedefleyen ve yakin zamanli ¢alismalarda gelistirilen 6nemli bir kiigiik molekiil
inhibitoriidiir. DNA replikasyonunda bozulmalara neden olarak DNA hasar1 olusturdugu
ve bu yolla dliime gotiirdiigii bilinmektedir. Heniiz yeni bulunan bir ajan olmasi ve DNA
hasarinda 6nemli rol oynamasi, KAN0438757 nin kanser tedavisinde yiiksek potansiyele
sahip bir kiigiik molekiil inhibitorii oldugunu ortaya koymustur (Gustafsson et al., 2018).
Resveratrol, iiziim, yer fistig1 ve ¢ilek gibi insanlar tarafindan siklikla tiiketilen bir¢ok bitki
tirunde bulunan bir fitoalleksindir. Bitkilerde mekanik yaralanma, mantar enfeksiyonu ve
UV radyasyonuna tepki olarak iiretilmektedir (Carter et al., 2003). Resveratroliin yapisi,
stilben bazlidir ve hem trans hem de cis formlarindan meydana gelen iki fenolik halka

icermektedir. Resveratrol, antiinflamatuar, antioksidatif ve yaslanmay1 onleyici nitelikler
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gibi ¢ok yonlii 6zelliklere sahiptir (Ko et al., 2017). Resveratroliin bu 6zellikleri disinda

antitimor etkilerinin de oldugu bilinmektedir.

Resveratrol dogal bir bilesik oldugundan, kanser dahil bir¢ok hastaligin 6nlenmesi ve
tedavisinde oldukca 6nemli bir rol iistlenmektedir. Bir¢ok in vitro ¢alismada resveratroliin
hem tiimor baslangicina hem de kanser ilerleme yollarina karsin koruma saglayan
antikanser Ozellikleri bulunmaktadir (Kulkarni & Cantd, 2015). Resveratrol, hiicre
bliylimesini ve boliinmesini, inflamasyonu, apoptozu, metastazi ve anjiyogenezi kontrol
eden ¢esitli sinyal iletim yollarini etkileyerek baslangic siirecinden ilerlemeye kadar cesitli
kanser evrelerini etkilemektedir (Ko et al., 2017). Resveratrol ayni zamanda timor
hiicrelerinin apoptozisine yol agmakta ve bunun yani sira hiicre dongiisiiniin de durmasini
tesvik edebilmektedir. Timdr biiyiimesini ve goc¢linii bloke etmeyi dnleyebilir ve bununla
birlikte tiimor olusumuna yol acabilecek DNA hasarini engelleyebilmek icin bir
antioksidan gorevi gorebilmektedir (Carter et al.,, 2003). Resveratrol bircok kanser
hiicresinde doza, zamana ve hiicre tipine bagl olarak farkli etkiler gostermesinden dolay1
kanser tedavilerinde umut verici bir ajan olarak karsimiza ¢iktigi bilinmektedir (Walle,
2011). Bu calismadaki amacimiz, akciger kanseri tedavisinde kiiclik molekiil inhibitorii
olan PFKFB-3’iin yeni bir inhibitorii KAN(0438757 molekiiliiniin ve resveratrolin
kombine edilmesi sonucunda programli hiicre 6liimii lizerindeki etkilerinin arastirilmasi

amaglanmaktadir.

Yaptigimiz calismada ilk sonug, KANO0438757 molekiiliiniin A549 ve H1299 hiicre
hatlarinda hiicre canliligi testi WST-1 ile 6l¢limu gerceklestirildi. Bunun sonucunda hiicre
canlilig her iki hiicre hattinda da incelendiginde 10 ila 50 uM dozlarinda 6nemli derecede
hiicre Oliimiiniin gergeklestigi sonucuna varildi. KAN0438757°’nin A549 ve H1299
hiicrelerindeki IC50 degerleri karsilastirildiginda A549°da (35,2), H1299’a (52,4) gore
daha diisiik oldugu belirlendi. Oliveira ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada ise
bizim ¢alismamamizdan farkl olarak, kolerektal kanser hiicreleri LDH salinimui ile hiicre
canlilik testine tabi tutulmus. KAN0438757 ile yapilan 50-100 uM dozlarinda ve 48 saatlik
tedavi sonrasinda kanser hiicrelerinde hiicre 6liim oranlarim1 6nemli derecede artirdigi
sonucuna varilmistir (De Oliveira et al., 2021). Ote yandan Li ve arkadaslarinin yaptiklar:
bir ¢alismada, PFKFB-3’iin baska bir inhibitérii olan PFK-15’in farkli konsantrasyonlari

ile tedavi edilen A549 hiicrelerinin asag1 regiilasyonunun saglandigi ve A549 akciger
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adenokarsinom hiicrelerinin hiicre canliligin1 PFK-15 ile inhibe ettigi gdzlemlenmistir (X.

Li et al., 2018).

Bu ¢alismada, resveratroliin akciger kanseri hiicre hatlart A549 ve H1299 iizerindeki hiicre
canliligin etkisi WST-1 testi ile incelendi. Yapilan testin sonucunda H1299 hiicre hattinda
resveratroliin hiicre canliligin1 100-200 uM dozlar arasinda onemli derecede azalttigi
sonucuna varirken, A549 hiicre hattinda ise diger hiicre hattinda oldugu gibi doza bagimli
bir sekilde hiicre canliligini azalttig1 sonucu elde edilmistir. Takashina ve arkadaglarinin
caligmalarinda, bizim ¢alismamizda aldigimiz sonuglar ile oldukca benzerlik gosterdigi
goriilmektedir. Akciger kanseri hiicre hatti A549 {izerinde resveratroliin 100 uM dozu ile
48 saatlik tedavi sonucunda hiicre canliligmmin o6nemli derecede inhibisyonunun
gerceklestigi sonucuna varilmistir (Takashina et al., 2017). Fan ve arkadaglarinin yaptiklar
calismada ise resveratroliin hiicre canlilii lizerindeki etkilerini belirlemek i¢in A549
hiicreleri ¢esitli konsantrasyonlarda resveratrol ile inkiibe edilmis ve MTT testi ile hiicre
canlilig1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore resveratroliin doza ve zamana bagli bir
sekilde A549 hiicrelerinin canliligin1 6nemli Ol¢lide azalttigi belirlenmistir (Fan et al.,
2020). Bir bagka ¢alismada ise resveratroliin farkli akciger kanseri hiicre hatlarinda (H838
ve H520) hiicre canlilik belirteci MTT testi ile hiicre proliferasyonun etkisine bakilmaistir.
Sonuglar doza ve zamana bagh bir sekilde diisiik dozda resveratroliin H520 hiicrelerinin
proliferasyonu iizerinde hafif bir arttirici etki gosterdigini, yiiksek dozda ise resveratroliin
her iki hiicre hattinda da proliferasyonu 6nemli derecede inhibe ettigi sonucuna varilmistir
(Ma et al., 2015). Akciger kanseri hiicre hatlarindan (A549 ve H1299) daha etkili sonug
aldigimiz A549 hiicre hatt1 lizerinde Kan0438757 inhibitorii ile resveratrol molekiiliiniin
kombine tedavisinin hiicre canliligt WST-1 testi Gizerindeki etkisi incelendi. Resveratrolln
en diigiik 25uM dozu ile KAN0438757 nin 25-40 uM dozlar1 arasindaki kombinasyonun
hiicre canliligini belirli bir oranda azalttigini, diger yandan resveratroliin en yiiksek dozu
100 puM ile Kan0438757’nin 30-40 uM arasindaki kombine tedavinin diger kombinatif
dozlara oranla 6nemli derecede hiicre canliligimi azalttig1 gozlemlendi. Resveratrol ve
Timokininin kombine edildigi bir baska calismada ise kombinatif tedavinin kontrol
grubuna kiyasla anlamli derecede etkili oldugunu ve hiicrelerin ¢ogunu tekli tedavilere
oranla daha fazla 6ldiirdiigli sonucuna varilmistir (Ismail et al., 2018).

Gergek zamanl hiicre proliferasyon takibi deneyinde akciger kanseri hiicre hattt A549

iizerinde KANO0438757’nin farkli dozlarinda tedavileri yapildi. Xcelligence testi
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sonucunda KAN0438757°nin 50, 75 ve 100 uM dozlarinda hiicre proliferasyonunu énemli
oranda azalttif1 elde edildi. Bhattacharya ve calisma arkadaslarinin yapmis olduklari
calisgmada PFKFB3’iin PFKI158 inhibitoriinlin, MPM hiicre hatt1 {izerinde hiicre
proliferasyonuna etkisi incelenmistir. PFK158’in zamana ve doza bagl bir sekilde hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir (Mondal et al., 2019). PFKFB3’iin baska bir
inhibitori olan PFK 15 ile yapilan bir ¢alismada, PFK15’in pankreatik kanser hiicrelerinde
hiicre proliferasyonu ve canlilig1 iizerindeki etkileri belirlemek i¢cin SRB ve CCKS kitleri
ile ¢alisilmistir. Calisma sonucunda PFK15’in pankreatik hiicre hatlarinda proliferasyonu
onemli bir sekilde azalttig1 ve hiicre 6liimiinti uyardig1 sonucuna ulasildigr bildirilmistir
(Richardson et al., 2019). H1299 hiicre hatt1 iizerinde KAN0438757 inhibitoriiniin tedavi
sonrast hiicre proliferasyon deneyi sonucunda 48 saatlik farklit KAN0438757 dozlarinin
kullanildig1 tedavide hiicre proliferasyonunu doza bagimi bir sekilde azaldig: belirlendi.
Oliveira ve arkadaslarinin kolon kanseri hiicrelerinde yaptiklar1 calismada,
KANO0438757nin farkli konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonunu baskiladigi, poliferatif
kapasitesini korudugu, 50 ve 75 uM dozlarinda ise hiicre proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide
ortadan kaldirdig1 sonucuna varilmistir (De Oliveira et al., 2021). Horvathova ve takiminin
caligmalarinda ise KANO0438757 molekiiliinden farkli olarak PFKFB3’iin baska bir
inhibitoérii PFK15 kullanilmis. Elde ettigimiz sonucglara benzer sekilde, PFK15’in hem
kanserde hem de aktive edilmis endotel hiicrelerinde proliferasyonu azalttig1 sonucuna
ulasildig1 rapor edilmistir (Murér et al., 2018). AS549 hiicre hattinda KANO0438757 ile
resveratrol molekilinin kombinasyon tedavisi yapildi. KAN0438757 nin farkli dozlari ile
resveratroliin 50 uM dozunun kullanilmas: sonucunda, KAN0438757 nin en diisiik dozu 3
uM ile resveratroliin 50 uM dozunun kombinasyonu, kontrol grubuna ¢ok yakin bir deger
araliginda oldugu goriildii. KAN0438757 nin en yiiksek dozu 40 uM ile resveratroliin 50
UM dozunun kombine tedavisinin kontrole ve diger dozlara oranla dramatik bir bigimde
azaldig1 belirlendi. Bu sonuglarin 151¢inda kombinatif tedavinin bireysel etkilerden daha
fazla hiicre proliferasyonunu engelledigi sonucuna ulasildi. Murar ve arkadaslari, 3PO ve
Sunitinib (SU) kombinasyonunun hiicre proliferasyonu tlizerindeki etkisini incelemislerdir.
Ancak en yiiksek ve en diisiik konsantrasyonlarda SU ve 3PO’1n kombine taranmasi, tek
basina SU veya 3PO ile karsilagtirildiginda hiicre proliferasyonunu anlamli bir sekilde
azaltmadig1 goriilmiistiir. Tek basina uygulanan glikoliz inhibitérii 3PO, kontrole kiyasla
doza bagimli olarak HUVEC hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gdzlemlenmistir (Murar

etal., 2018). KANO0438757 inhibitorii ile tedavi edilen A549 akciger kanseri hiicre hattinda
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hiicre Oliimiinii belirlemek icin tedavi sonrasi hiicreler AO/EBr ile boyandi. Deney
sonucunda KAN0438757°nin 10 ve 25 uM dozlarinda erken apoptozun bagladigini 50 uM
dozunda hticre canliligini yitirdigini ve doza bagl bir sekilde hiicre 6liimiiniin gergeklestigi
belirlendi. Bhattacharya ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ise apoptoz belirteci olarak
Anneksin V ve PI kullanilarak 24 saatlik farkli hiicre hatlarinda PFKFB3’iin bir baska
inhibitorii PFK 158 ile tedavi ettiklerinde, hiicrelerde erken apoptozun yaklasik olarak %20,
cok diisiik nekrotik hiicrelerin %2 oldugu ve %35 gec¢ apoptozun meydana geldigi
gozlemlenmistir (Bhattacharya et al., 2019). Yakin tarihli bir diger ¢alismada ise 3PO’nun
melanom hiicrelerinde tedavi edildigi ve hiicreleri nekroza ugrattig1 sonucu elde edilmistir
(Kotowski et al., 2020). Akciger kanseri hiicre hattt A549 {izerinde KAN(0438757 ve
resveratroliin kombinasyon tedavileri sonucunda hicre 61imu belirlendi. 48 saatlik tedavi
sonrast hiicreler AO-EBr boyalari ile boyandi ve resveratroliin tek bagina 50 uM dozunda
erken apoptozun basladigi, diger yandan KANO0438757 nin tek basina 20 uM dozunda
kontrole kiyasla erken apoptoz siirecinde oldugu belirlendi. Kombinasyon tedavisinin ise
hem kontrole hem de tekli tedavilere kiyasla hiicrelerin apoptozun geg evresinde olduklari

belirlendi.

Giincel olarak kullanilan kemoterapi ajani sisplatin ve PFK15 inhibitoriiniin kullanildig:
bir caligmada Hela, A549 ve HCT116 hiicreleri tek basina PFK15’in apoptozu 6nemli
Olclide etkilemedigi ancak sisplatin tarafindan indiiklenen apoptozu oOnemli Ol¢iide
arttirdig1r sonucu bulunmustur. Ayn1 zamanda PFKFB3’tin CRISPR/Cas9 ile knockout
edildigi hiicrelerde sisplatin ile tedavi edilen Hela hiicrelerinde glikoliz aktivasyonunu
bloke ettigi bildirilmistir (F. Li et al., 2018). Calismamizdaki bir baska sonug¢ da
KANO0438757°nin A549 hiicre hattinda mitokondriyal membran potansiyeli lizerine
etkisinin belirlenmesidir. A549 hiicre hatt1 {izerinde belirli dozlarda KANO0438757
molekiilii kullanilarak tedavi edildi. KAN0438757’nin 25 ve 50 uM dozlarinda ve doza
bagh bir sekilde mitokondri membran potansiyellerini kaybettikleri sonucuna varildi. Bir
baska ¢alismada PFK15’in lenfoma hiicrelerindeki tedavi sonrasi mitokondri membran
potansiyeli lizerine etkisi incelenmistir. Sonug olarak mitokondri membran potansiyelinin
doza bagli bir sekilde bozuldugu ve hiicrelerin geri doniisli olmayan bir apoptoz siirecine
girdikleri belirlenmistir (Zhao et al., 2020). AS549 hiicre hatt1 iizerinde resveratrol ve
KANO0438757 nin 48 saatlik kombine tedavisi sonras1 JC-1 boyamasi yapildi ve goriintiiler

incelendi. Resvertroliin tek basina 50 pM dozunda hiicrelerin pek etkilenmedigi,
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KANO0438757’nin tekli tedavisinde ise kontrole ve resveratrole kiyasla hiicrelerin
mitokondri membran potansiyelinin bozuldugu tespit edildi. Resveratrol ve
KANO0438757 nin kombinasyon grubunda ise tekli tedavilere ve kontrol grubuna kiyasla
hiicrelerin membran potansiyelinin bozuldugu ve tamaminin 61diigi gozlemlendi. A549
hiicre hattinda resveratroliin 50 uM dozu ve KANO0438757°’nin 20 uM dozlarinin
kombinatif tedavileri ile hiicre gocii lizerine etkileri incelendi. Kontrol grubunda sifirinci
saatte hiicreler aras1 alanin agik oldugu zaman ilerledikce bu alanin kapandig1 gozlemlendi.
Tekli tedavilerde, kontrole gore daha az ancak kombinasyona goére daha fazla kapanma
meydana geldi. Kombinasyon tedavisinde ise sifirinct saatte, kontrol ve tekli tedavilerle
ayni hiicreler arasi1 alanin oldugu fakat zamana bagli olarak en son 48 saatte kontrole
kiyasla kombinasyon tedavisindeki alanin kapanmadigi, kendi sifirinci saatine oranla ise
az da olsa kapanmanin gerceklestigi belirlendi. Bu veriler 1s13inda kombinasyon

tedavisinin, hiicrelerin go¢ etme kabiliyetini kisitladig1 sonucuna varilmaistir.

Jiang ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 c¢alismada, resveratrol ve siilforafan (SFN)
kombinasyonunun U251 glioma hiicre hatt1 tizerindeki hiicre gocii deneyi uygulanmistir.
Yalnizca reveratrol ve SFN isleminden sonra bosluk mesafesi hiicre gocilinlin kismi
inhibisyonunu gosterirken, kombinasyon tedavisinden sonra ayni saatte bosluk mesafesi
kontrol edildiginde hiicre gogiliniin neredeyse tamaminin inhibe edildigi sonucuna
ulagilmistir (Jiang et al., 2010). Bu sonuglar dogrultusunda bizim ¢alismamizda da oldugu
gibi, kullanilan ajan ve inhibitdrler tek baslarina hiicre gociinii kismen engellerken,
kombinasyon halindeki durumlarda hiicre gocl Uzerinde ilave bir dnleyici etkiye sahip
olduklar goriilmektedir. Proapoptotik BAX proteininin akciger kanseri hiicre hatt1 A549
uzerinde resveratrol ve KAN0438757 molekdllerinin tekli ve kombinasyon tedavileri
sonucunda ekspresyon diizeyleri belirlendi. Resveratroliin tekli tedavisinin kontrole oranla
artig gosterdigi kombinasyon grubunda ise resveratrole oranla az olsa da kontrol dozuna
gore onemli derecede arttig1 belirlendi. Bir diger western blot sonucunda yine A549 hiicre
hattinda resveratrol ve KAN0438757 molekiilleri ile tedavilerin ardindan p62 ve Beclin-1
otofaji biyobelirteclerinin ekspresyon duzeyleri incelendi. p62°de resveratroliin tekli
tedavisinin kontrol ile kiyaslandiginda bir miktar artisin oldugu, KAN0438757 nin tekli
kullaniminda etkinin olmadig: fakat kombinasyon tedavisinde kontrole oranla anlamli bir
etkinin oldugu sonucu elde edildi. Beclin-1 sonuclar1 incelendiginde resveratroliin tekli

dozunun kontrole kiyasla arttig1, kombinasyon grubunun ise KAN0438757’ye ve kontrole
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oranla az da olsa bir artisin oldugu belirlendi. Ancak Zhu ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada PFKFKB3 inhibitorii olan PFK15’in mide kanseri hiicre hatlarinda apoptoz ve
hiicre dongiisiine etkileri bakilmis. Yapilan western blot deneyinde PFK15 ile tedavi edilen
mide kanseri hiicrelerinin Bax ekspresyonu incelenmis ve sonucunda apoptozu tesvik eden
Bax proteininin ekspresyon seviyesinde doza bagimli bir sekilde azalmanin oldugu
sonucuna varilmistir (W. Zhu et al., 2016). HCT-116 kolon kanseri hiicre hattinda PFKFB3
inhibitérii 3PO ile farkli konsantrasyonlardaki tedavi sonrasinda p62 proteininin
ekspresyon diizeyine bakilmis. P62 protein ekspresyonunun otofajiyi uyardigi sonucu elde
edilmistir (Chesney et al., 2014). Bu sonuglar dogrultusunda, A549 hiicre hatt1 iizerinde
yapilan resveratrol ve KAN(0438757 nin kombinasyon tedavisinin Bax, p62 ve Beclin-1’in
protein ekspresyonlar1 tizerindeki etki incelendiginde, proapoptotik Bax ekspresyonundaki
artisin hiicreleri programli hiicre 6liim yolagi apoptoza yonlendirdigi ve bu nedenle
istenilen sonuca ulasildigi gozlemlendi. Diger yandan p62 ve Beclin-1 otofaji
biyobelirteglerinin de Bax’1n protein ekspresyonuna gore daha az oldugu fakat ekspresyon
diizeylerinin kayda deger bir sonug ile otofajiye yoneldikleri sonucu belirlendi. Buradan da
anlasilacagi tizere resveratrol ve KANO0438757 kombinasyonunun A549 hiicre hattinda

programli hiicre 6liim yolaklari ile 6liime siiriiklendigi gozlemlendi.



4. SONUCLAR VE ONERILER

Sonug olarak resveratrol ve KAN0438757 kombinasyonunun akciger kanseri hiicre hatti
A549 tizerinde hiicre canlilig1, hiicre proliferasyonu, hiicre 6liimii, hiicre gogii ve programli
hiicre oliimii lizerine 6nemli bir etkiye sahip oldugu belirlendi. A549 ve H1299 hiicre
hatlarinda kombinasyon tedavisinin sonucunda hiicre canliligii biiylik dlclide azalttigi,
bununla birlikte hiicre proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide engelledigi ¢calismamiz ile ortaya
konulmustur. Ayn1 zamanda A549 akciger kanseri hiicrelerinin kombinasyon tedavisi ile
migrasyon yetenegini kayda deger bir sekilde baskilamigtir. Otofajinin 6nemli belirtecleri
Beclin-1 ve p62 protein ekspresyon miktarlarinin kombinatif tedavi ile arttig:
KANO0438757 ve resveratroliin otofaji lizerindeki etkisini gostermektedir. Ayrica
proapoptotik sinyal yolagi Bax’in protein seviyesinin de dnemli miktarda arttigini ve

apoptozu tetikledigini géstermektedir.

Bu calismada elde edilen veriler 1s181nda, akciger kanseri tedavisinde KANO0438757 ve
resveratrol kombinasyonunun oOnemli derecede etkili oldugu ayni zamanda ileride

yapilacak caligmalara 151k tutabilecegi diisiiniilmektedir
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