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1. OZET

KOLOREKTAL KANSERDE TUMOR METABOLIZMASININ LAKTAT
DEHIDROGENAZ BAGLANTILI MODIiFiIKASYONUNUN KEMOTERAPi
ETKINLiGi UZERINDEKI ROLU

Kanser hiicreleri, Warburg etkisi olarak bilinen durum altinda proliferasyonlarini
ve bilyiimelerini desteklemek icin metabolizmalarin1 yeniden programlayarak oksidatif
fosforilasyon yerine, piriivat iizerinden laktat olusumunu destekler. Kanserde laktat
dehidrogenaz A aktivasyonuyla degisim gosteren metabolik fenotipin hiicrenin
sagkalimina, kemoterapi direncine ve metastazina etki edebilecegi gosterilmistir. Bu
dogrultuda kanser metabolizmasinin yeniden programlanmasi ve kemoterapi etkinliginin
arttirllmasi i¢in metabolizmanin modiilasyonu {izerine olan ¢alismalar artmaktadir. Bu
caligma, laktat dehidrogenazin sodyum okzamat ile inhibe edilmesinin giincel kolorektal
kanser tedavi secenekleri olan 5-fluorourasil ve irinotekan kullanimi tizerindeki etkisini
gostermek iizere planlanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, gercek zamanli hiicre analiz
sistemleri ile hiicre canliligi ve migrasyonu degerlendirilmistir. Metabolik degisimi
desteklemek amaciyla kolorimetrik kit araciligryla laktat, eliza tabanli kit araciligiyla
asetil KoA, ve kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu ile laktat dehidrogenaz ekspresyon
diizeyleri Olgiilmiistiir. Ayrica oksidatif stress indeksi degerleri de Ol¢iilmiistiir.
Sonuglarimiza gore, sodyum okzamatin S5-fluorourasil ve irinotekan ile birlikte
kullanilmast durumunda kanser hiicresinin canlilifi ve migrasyonu anlamli olarak
azalmaktadir (p< 0.05). Bu kosullar altinda laktat seviyelerinin anlaml olarak azaldigi
saptanmistir (p< 0.05). Ayrica sodyum okzamatin kemoterapoétiklerler ile birlikte
kullanilmasi1 asetil KoA diizeylerini arttirmaktadir (p< 0.05). Bu, laktat olusumuna
gitmeyen piriivatin krebs dongiisii lizerinden oksidatif fosforilasyonunun artigina sebep
olabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizda sodyum okzamat kullanimi ile birlikte
oksidatif stres, laktat dehidrogenaz A ve B ekspresyon diizeylerinde anlamli degisim
saptanmamistir. Ozetle, laktat dehidrogenazi inhibe ederek laktat olusumunu azaltan

sodyum okzamatin, kemoterapoétiklerle kombinasyonu kanser hiicresinin canliligini ve



migrasyonunu azaltmaktadir; ayrica sodyum okzamat kullanimi laktat diizeylerini

azaltip, asetil KoA diizeylerinin arttirarak metabolik fenotipi degistirmektedir.

Anahtar kelimeler: Kolorektal kanser, tiimor metabolizmasi, Warburg etkisi, laktat

dehidrogenaz, laktat



2. ABSTRACT

THE ROLE OF LACTATE DEHYDROGENASE-RELATED MODIFICATION
OF TUMOR METABOLISM ON CHEMOTHERAPY EFFICACY IN
COLORECTAL CANCER

Cancer cells promote lactate formation via pyruvate rather than oxidative
phosphorylation by programming their metabolism to maintain proliferation under the
condition known as Warburg effect. It has been shown that the altered metabolic
phenotype with activation of lactate dehydrogenase-A in the cancer cell, may affect cell
survival, chemotherapy resistance and metastasis. In this direction, studies on
modulation of metabolism are increasing to reprogramme cancer metabolism and
increase the effectiveness of chemotherapy. This study was planned to demonstrate the
effect of lactate dehydrogenase inhibition with the combination of sodium oxamate and
current colorectal cancer treatment options such as S5-fluorouracil and irinotecan.
Viability and migration were evaluated with real time cell analysis systems. Lactate
levels were measured by colorimetric kit, acetyl CoA levels were measured by eliza, and
lactate dehydrogenase expression levels were measured by quantitative polymerase
chain reaction. According to the results, the viability and migration of cancer cells were
significantly decreased with the combination of sodium oxamate and chemotherapeutics
(p< 0.05). Under these conditions, lactate levels were significantly decreased (p< 0.05).
The use of sodium oxamate with chemotherapeutics increased the levels of acetyl-CoA.
This result indicates that pyruvate, which does not form lactate, may cause increased
oxidative phosphorylation. There was no significant change in oxidative stress, lactate
dehydrogenase expression levels with sodium oxamate. In summary, the combination of
chemotherapeutics and sodium oxamate which inhibits lactate dehydrogenase, decrease
cancer cell viability and migration; the use of sodium oxamate changes metabolic

phenotype by decreasing lactate and increasing acetyl CoA levels.

Key words: Colorectal cancer, tumor metabolism, Warburg effect, lactate

dehydrogenase, lactate



3.GIRIS VE AMAC

Kolorektal kanserde (KRK) geleneksel kemoterapi birgok kanser tipinde oldugu
gibi ilk tedavi yontemi olarak kabul edilmektedir ancak kemoterapdtiklerin spesifik
olmayist ve gelisen ila¢ direnci kanserde yiiksek mortalitenin en 6nemli sebepleri
arasindadir [1]. Konvansiyonel sitotoksik ilaclarla, kanserde anormal hiicresel sinyal
gonderilmesini engelleyen hedeflenmis ilaglarin bir arada kullanilmasini igeren ilag
kombinasyonlar1 ile timor hiicrelerinin klonal olarak secilme riski azaltilarak ilag
direncinin Oniine gecilmeye calisilmaktadir. Kombine tedavi rejimlerinde, hedefe
yonelik tedaviler ile biiylime faktorleri, hiicre yiizeyi reseptorleri veya tiimor olusumu ve
kanser progresyonu ile iligkili enzimler gibi molekiiler hedeflerin islevlerini engellemek
veya degistirmek 6zgiilliik saglamaktir [2, 1]. Bu noktada arastirmacilar ve klinisyenler,
KRK yonetiminde kullanilabilecek yeni tedavi secenekleri arayisit icerisindedir.
Ozellikle degisime ugramis metabolik faktdrler ve kanser hiicrelerinin yolaklar,
geleneksel kemoterapiye yanit gelistirmek i¢in yeni ve kombine edici ilaglarin
gelistirilmesi i¢in 6nemli hedefler olarak one siiriilmektedir. Ancak tiimor gelisimini ve
metastazi tesvik eden genetik ve epigenetik faktorlerin anlasilmasinda 6nemli ilerleme
kaydedilmesine ragmen, tiimdr progresyonu ve metastatik fenotipin gelisiminde etkili
olan tiimér metabolizmasina ydnelik degisikliklerden otilirii yeni kanser ilaglarinin
gelistirilmesinde ilerleme yavastir. Bu nedenle bu calisma, tiimér metabolizmasinin,
kemoterapi etkinligi tizerindeki rolii {izerine olusturulmustur [3].

Kanser hiicreleri, Warburg etkisi olarak bilinen durum altinda proliferasyonlarini
ve anabolik biiylimelerini desteklemek i¢in aerobik glikolize dayali olarak
metabolizmalarin1 programlamistir [4, 5]. Aerobik glikoliz ATP'yi hizla iiretir ve
glikozun parcalanmasi ile olusan karbonu niikleotidlerin, proteinlerin ve lipidlerin
sentezi i¢in Onciil olarak kullanir. Bu gegisin bir sonucu olarak glukoz, ‘Piriivat- Asetil
Co A’ doniisiimii ile Krebs siklusu iizerinden, gerceklesen oksidatif fosforilasyon
yoluyla metabolize edilmek yerine, piriivat {izerinden laktat dehidrogenaz (LDH) enzimi
araciligiyla laktata katabolize edilir [6, 5, 7]. Klinik calismalar, yiiksek laktat

diizeylerinin (8§ mM'den yiiksek medyan konsantrasyonlarda) primer servikal, bag-boyun



ve rektal kanserlerde metastazlarin gelismesiyle iliskili oldugunu gostermistir. Bu
durum, kanserde LDH enzimi baglantili hiicresel metabolizmanin énemini vurgulamistir
[8-10].

Bu dogrultuda bu c¢alismanin primer amaci tiimor metabolizmasinin belkemigi
olan Warburg etkisi dogrultusunda tiimdre sagkalim ve diren¢ avantaji saglayan LDH
enziminin ve laktatin LDH inhibitorii sodyum okzamat ile modiile edilmesinin, giincel
KRK tedavi secenekleri 5-Fluorourasil ve irinotekan kullanimi tizerindeki etkisini
gostermektir.

Sodyum okzamat, suda ¢oziinebilir bir piriivat analogudur. Sodyum okzamatin
bulundugu ortamda yarismali olarak LDH’1n inhibisyonu s6z konusu olacagi i¢in laktat
olusumunda azalma goriilecektir [11]. Bdylece LDH’in sodyum okzamat aracili
inhibisyonuna konvansiyonel kemoterapotik uygulamasinin eklenmesi ile tiimor
metabolizmasinin kanser hiicresine malinite agisindan kazandirdigi avantajlarin 6niine
gecilmeye galisiimistir.

Bu c¢alismadaki ana hedeflerin gerceklestirilebilmesi i¢in, LDH inhibitorii olan
sodyum okzamat kullanilmas1 ile sodyum okzamat aracili LDH inhibisyonu
hedeflenmistir. Boylece kemoterapdtik uygulamasi LDH inhibisyonu varliginda
gergeklestirilmis olacaktir.

Onerilen proje dogrultusunda, ilk hedefimiz KRK sagaltiminda giincel olarak
kullanilan 5-fluorourasil ve irinotekan ajanlarinin sodyum okzamat ile kombine olarak
uygulanmasi ardindan hiicre canliliklarinin degerlendirilmesidir. Boylece KRK’de tiimor
metabolizmasin1 hedefleyen sagaltimda, sodyum okzamat aracili LDH inhibisyonunun
sitotoksisiteye etkisi incelenecektir. Ayrica hiicre canliligi disinda kanser hiicresinin
diger malin Ozelliklerine katkisi oldugu bilinen LDH ve laktatin KRK hiicrelerinin

migrasyonuna olan etkisinin incelenmesidir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Kolorektal Kanserin Epidemiyolojisi

Kanser, diinya genelindeki 6liim sebepleri arasinda, kalp damar hastaliklarindan
sonra ikinci sirada yer almaktadir. Geligmis iilkelerde ve kentsellesmenin yogun oldugu
bolgelerde, yasam ve diyet sekillerinin degismesi ile birlikte artis gozlenen KRK
kanserle iligkili morbidite ve mortalitenin en 6nemli sebeplerinden birisi haline gelmistir

[12].

4.2. Kolorektal Kanser Etyolojisi

KRK gelisiminde etkili oldugu diisiiniilen ¢ok sayida risk faktorii tanimlanmistir.
(Tablo 4.1). Ancak KRK insidansindaki heterojenite, ¢cevresel maruziyetlerin, 6zellikle
yasam tarzi ve diyetin etiyolojik etkisini kuvvetle gostermektedir. Saglikli yasam tarzi
aliskanliklar1 KRK karsit1 veri sunarken, fiziksel hareketsizlik, obezite ve baz1 diyet
faktorlerinin (kirmizy/ islenmis et, alkol) KRK ile iliskili oldugu tespit edilmistir. KRK
ile iliskili faktorlerin belirlenmesi tarama ve takip programlari agisindan 6nem teskil

etmektedir [13].

Tablo 4.1. KRK gelisiminde etili olan faktorler

Kontrol edilebilir risk faktorleri | Kontrol edilemez risk faktorleri

* Diyet (Yagdan zengin, posadan | ® Yas- 50 {izeri

fakir beslenme) * Kisisel kanser oykiisii- Kolorektal polipler
* Sedanter yasam sekli veya kanser
* Sigara, alkol * Aile oykiisii- Polipozis sendromlari(Ailesel
* Asin kilo- Obezite adenomatoz polipozis, Gardner, Turcot),

Herediter non-polipozis kolorektal kanser

* Birincil dereceden KRKli aile yakinlari

* Inflamatuar bagirsak hastaliklar1 (Ulseratif
kolit, Crohn hastalig1 vb.)

* Etnisite

* Tip 2 diyabet dykiisii




4.3.Kolorektal Kanserde Histolojik Tipler

KRK ’ler, uluslararasi kabul gérmiis Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) histolojik
siiflandirmasina gore epitelyal tiimorler, karsinoid tlimorler ve non-epitelyal tiimorler
olmak {izere ii¢ ana grup altinda siniflandirilirlar. Adenokarsinomalar, epitelyal timor
tipinin alt-tipi olarak karsimiza ¢ikmakla birlikte, tim KRK’lerin 9%90-95’ini
olusturmaktadirlar. Adenokarsinomalarin da miisin6z adenokarsinoma ve tash yiiziik
hiicreli karsinomseklinde iki alt tipi bulunmaktadir. Miisindz adenokarsinomda timor
dokusunun %>50’sinden daha fazlasinda miisin izlenmektedir. Bazi miisindz
adenokarsinomalarda, tasli yiiziik hiicreleri de bulunabilir. Tasl yiiziik hiicreli
adenokarsinomlarda, miisindz adenokarsinomlardan farkli olarak timor hiicrelerini

sitoplazmasinda artmis miisin yapimi bulunur [14].

4.4.Kolorektal Kanserin Tedavisi
Ozellikle kanserler basta olmak {izere bir¢ok hastalikla iliskili tedavi planlanmasi

multidisipliner yaklasim igerisinde gerceklestirilmektedir. KRK icin tedavi segenekleri,
tlimoriin yerlesim yeriyle (kolon veya rektum) birlikte tiimoriin ne kadar yayildigi (veya
bagirsak duvarin1 ve diger dokulari ne kadar invaze ettigi) ile iliskilidir. Metastatik
yayilimi bulunmayan KRK’de cerrahi operasyon kiiratiftir. Karacigere spesifik ve izole
metastaz odaklarinin bulunmasi durumunda da cerrahi secenekler degerlendirilebilir,
ancak metastaz aninda hastalarin sadece %20-25’1 cerrahiye uygun bulunmaktadir [15].

Cerrahi uygulanamayan hastalarin %10-30’unda kemoterap6tik ajan uygulamasi
(neoadjuvan kemoterapi) ile tiimor yiikii azaltilmaya ¢alisilarak, hasta cerrahiye uygun
hale getirilmeye c¢alisilmaktadir. Bu amagla kullanilan iki grup kemoterapi (KT)
mevcuttur:
1) Sitotoksik kemoterapi: 5-Fluorourasil (FU), irinotekan, oksaliplatin, kapesitabin (oral
5-FU analogu) gibi hizli boliinen tiim hiicreleri hedefleyen ve hiicrelerin DNA sentezini
bloke eden ajanlar bu grupta yer almaktadir.
2) Hedefe yonelik ajanlar (sitostatik terapi): Bu grupta bulunan ajanlar, mekanistik
olarak boliinen hiicrelere, spesifik reseptdr ve proteinlere baglanarak etki etmektedir

EGFR (endothelial growth factor receptor)’ yi hedefleyen setuksimab ve panitumumab,



tirozin kinaz inhibitorii regorafenib ve VEGF (vascular endothelial growth factor)’i
hedefleyen bevacizumab ve aflibercept bunlara ornek verilebilir. Cerrahi uygulama
sonrasinda, cesitli basamaklarda uygulanan kemoterapi rejimlerinde sitotoksik ajanlar
kendileri tek olarak veya kombinasyonlar halinde kullanilmaktadir. Bu tek veya
kombinasyon halinde kullanimlara, hedefe yonelik ajanlardan bevacizumab ve

setuksimab da dahil edilebilmektedir [16].

4.5.Kolorektal Kanserin Molekiiler Temeli

Normal 6zelliklere sahip bir hiicrenin, kanser hiicresine doniisiimii i¢in gerekli
olan karsinogenez siireci cok basamakli ve karmasik bir siirectir. Bir hiicrenin, kanser
hiicresi adi1 altinda kimliklendirilebilmesi icin spesifik 0&zelliklere sahip olmasi
gerekmektedir. Bu 6zellikler: Sinirsiz ¢ogalmaya devam etme, ¢gogalma karsiti sinyallere
karsi duyarsizlik, programli hiicre 6liim mekanizmalarindan kacis, anjiyogenez ile
damarlanma, invazyon ve metastaz yapabilmedir [17]. Bircok kanserde oldudgu gibi,
KRK’de genetik olarak oldukc¢a heterojen ve karmasik bir hastaliktir [18]. Kromozomal
anaploidilerin artmasi ile ger¢ceklesen kromozomal dengesizlik (chromosomal instability,
CIN), CpG bolgelerinin hipermetilasyonu ile olusan epigenetik bozukluklar, DNA yanlis
eslesme tamirindeki bozukluklarla olusan mikrosatellit dengesizligi (microsatellite
instability, MSI) KRK gelisiminde tanimlanan temel yolaklardir [19]. Genellikler DNA
yanlis eslesme tamir enzimlerinde karsimiza ¢ikan MSI, KRK olgularinin yaklagik
%13’line neden olmaktadir. MSI, HNPCC sendromlarmin %90’inda, sporadik
KRK’lerin %20’sinde goriilmektedir [18, 19]. DNA dizisinin 5’ ucunda yer alan CpG
zengin  bolgeler  hipermetilasyona  giderek  tiimoér  basklhiayici  genlerin
sessizlesmesineneden olan epigenetik bozukluklar ise KRK’lerin yaklasik % 40’inda
etkili olmaktadir [18, 19].
Kromozomlarda biiylik veya kiiciik parcalarinin kazanimi veya kaybina neden olan CIN
de, KRK’lerin % 47’sinde ise etkili olmakla birlikte, sporadik KRK’lerin yaklasik
olarak %80 ninde etkindir. CIN, tiimor baskilayici genlerden (tumour suppressor genes)
APC, P53, SMAD2, SMAD4, DCC ve onkogenlerden ise K-ras, B-katenin’in

karsinogenez siirecinde etkin olmasini saglamaktadir [20, 19].



KRK’de, multistep karsinogenez olarak adlandirilan ve normal epitelden adenom-
karsinom gelisimi oak lartanimlanabilen siire¢, tlimor baskilayic1 genler ve

onkogenlerdeki cesitli mutasyonlarin birikimi ile 20- 40 yilda gerceklesen bir siiregtir.

(Sekil 4.5.1)

APC gen Kras DCC P53
mutasyonu mutasyonu mutasyonu mutasyonlar

Normal | | || Intermediate | | Ge¢ || Karsinoma
hiicre adenoma adenoma adenoma

Sekil 4.5.1. Kolorektal kanserde multi-step karsinogenez

Kolon ve rektum dokusunda, mutasyonlarin birikimi ile adenoma- karsinom
gelisimi olusmaktadir. Hizla béliinen kanser hiicrelerinde mutasyon olusumunu
hizlandiran genetik dengesizliklerin, multi-step karsinogenez siirecinde etkinlestigi
diistintilmektedir. KRK’deki CIN yolagi, normal epitel hiicresinde APC geninin iki
allelinin kaybi ya da inaktivasyonu ile hiicre ¢ogalmasindaki artis ve erken adenom
olusumuyla baslamaktadir, ardindan bunu DNA metilasyonundaki degisimler takip
etmektedir. Erken adenom hiicrelerindeki K-ras (12p), DCC-Smad (1qQ), p53 (17p)
genlerinde olusan mutasyonlar kolon kanserine neden olacak malin transformasyona yol

acmaktadirlar.

4.5.1.APC Geni

Adenomatoz polipozis coli (APC) geni 5.kromozomda yer alan tiimor baskilayici
gen olup, hiicre biiylimesini indiikleyen sinyalleri baskilama, migrasyon ve adezyonu
kontrol etme gibi O6nemli gorevlere sahiptir (Sekil 4.5.1.1). KRK’lerin %80’inden
fazlasinda APC inaktiftir. APC geni, KRK acisindan 6nemli olan Wnt/B-katenin
yolaginda yer alan aksin, GSK-3 ve P-kateninden olusan sitoplazmik kompleksin

olusumunu yoneterek B-katenin’in fosforilasyonuna ve degradasyonuna yol agararak bu



molekiiliin diizeyini kontrol etmektedir. B-katenin, kadherin temelli hiicre adezyon
kompleksinin bir iiyesidir ve hiicre disindan gelen uyarilarin hiicre icine iletilmesini
saglar. APC’deki fonksiyon kayb1 sonucu, B-kateninin hiicre ici sitoplazmik diizeyi artar
ve niikleusa gecer. Niikleusta transkripsiyon faktorii olarak davranarak, T-hiicre faktorii
(TCF) veya lenfosit ¢ogaltict faktér (LEF) proteinleri olarak bilinen bir transkripsiyon
faktor kompleksine baglanir. TCF, DNA baglayan bolgeye, B-katenin de bir
transaktivasyon bolgesine katilir. B-katenin-TCF kompleksi, c-MYC ve siklin D1 gibi
hiicre proliferasyonunu ve apoptozu diizenleyen genleri aktive eder [21]. Ozetle APC
genindeki fonksiyon kaybi ile B-katenin ve nukleus proteinlerinin birikimi ile hiicre
cogalmasinda artis ve azalmis apoptoz s6z konusu olur. APC genindeki fonksiyon kaybu,
hiicreler aras1 adezyonda etkin transmembran proteini E-kaderin {izerinden adezyonda
degisiklikler gbzlenir. Cilinkii E-kaderinin sitoplazmik boliimii B-katenine baglanir, bu

komplekste alfa-katenine ve aktine baglanarak adezyon olusumunda rol oynar.
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Sekil 4.5.1.1. Wnt/ B-katenin sinyal yolagi [21]

4.5.2.Kras geni

EGEFR sinyal yolagi, hiicre i¢inde RAS sinyal iletimi ile aktiflenmektedir. Ras
genindeki mutasyonlar tiim insan kanserlerinin yaklasik % 30'unda bulunur, bu da onu
kanserdeki en yaygin mutasyona ugramis genlerden biri yapar. K-ras

(Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene homolog), N-ras ve H-ras olmak iizere 3 ras geni
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mevcuttur ve 12.kromozomun kisa kolunda yerlesmislerdir. KRAS geni, birincil olarak
hiicre boliinmesini kontrol altina almak i¢in bir protein olan KRAS'!n kodlanmasini
saglayan bir gendir. Bu protein, MAP kinaz sinyal kaskadi (RAS/RAF/MEK/ERK) 'nin
bir parcasidir ve hiicrenin disindan hiicrenin ¢ekirdegine kimyasal sinyalleri iletir ve
temel olarak hiicre boliinmesini kontrol etmede rol oynar. KRAS, GTP adli bir molekiilii
GDP'ye doniistiiren bir enzimdir (bir GTPaz). KRAS GDP'ye baglandiginda (baglh),
"kapali" konumdadir ve ¢ekirdege sinyal gonderemez (Sekil 4.5.2.1). Ancak bir GTP
molekiili KRAS'a ulastiginda ve baglandiginda, KRAS aktive edilir ve sinyalini
gonderir ve sonra GTP'yi GDP'ye doniistiiriir ve "kapali" konuma geri doner. KRAS
mutasyona ugradiginda, normal hiicrelerin kanserli hale gelmesine neden olarak bir
onkojen gibi davranabilir. Mutasyonlar KRAS proteinini her zaman "a¢ik" konuma
getirebilir. KRK’lerin %65 inde Ras geninde (genellikle K-ras) nokta mutasyonu
saptanmaktadir ve  KRK gelisiminin orta donemlerinde olugmaktadir. RAS proteinleri
ile; ardigik olarak birbirleri tarafindan aktiflenen RAS- RAF- MAPK molekiillerinden
olusan sinyal yolag1 ve lipid kinaz fosfotidil inozitol 3 kinaz (PI3K) ile bunun aktive

ettigi PDK1-AKT molekiillerinden olusan sinyal ara yolaklar: aktiflenir [22, 23]
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Sekil 4.5.2.1. Kras proteini ve EGFR aracili sinyal yolag: [24]
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EGFR sinyal yolagi: Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR, ERBBI1 veya

HER1), ERBB ailesi i¢inde yer alan bir tirozin kinaz reseptdriidiir (RTK). Hiicre
membran yerlesimli, EGFR RAS/RAF/MAPK ve PI3K/Akt ve gibi proliferatif ve anti-
apopitotik sinyal arayollarim1 aktive ederek, hiicreye gelen proliferasyon sinyalinin
niikleusa iletilmesini saglar (Sekil 4.5.2.1) [24]. RAS/RAF/MAPK yolag: tiimoérgenezde
onemli rol oynayan birka¢ anahtar sinyallesme bileseni ve fosforilasyon olayin igerir.
Bu aktive edilmis kinazlar, hiicre biiylimesini, farklilagsmasini, ¢ogalmasini, apoptoz ve
go¢ fonksiyonlarini diizenleyen hiicre dis1 sinyalleri iletir. Reseptor tirozin kinazlarinin
anormal aktivasyonu, ve RAS veya RAF genlerindeki fonksiyon kazandiran
mutasyonlar nedeniyle sinyal yolunun degisimi, insan kanserinde yaygindir.
PI3BK/AKT/mTOR yolagi meydana gelen bozukluklar, migrasyon ve invazyonu
etkilediginden, arayoldaki kilit molekiiller, potansiyel tedavi hedeflerini olusturmaktadir
(Sekil 4.5.2.2). PI3K/AKT/mTOR yolagi, RAS-RAF yolag: ile etkilesim iginde
olduklarindan tiimdriin EGFR tedavisine verecegi yanitinin belirlenmesinde yardimci

olabilirler [25].
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Sekil 4.5.2.2. PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi [26]
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4.5.3.DCC geni

DCC (Deleted in colorectel carcinogenesis) geni 18. kromozomda yer alan bir
timor baskilayict gendir. Delesyonu KRK’lerin %70’inde ve ileri derecede displazi
gbzlenen adenomlarin yarisinda gozlenmistir. DCC geni, yapisal olarak hiicre adezyon
molekiillerine benzeyen bir proteinin sentezini gergeklestirmektedir. DCC proteini
sentezlenemediginde hiicreler arasi etkilesimin malin doniisiimle sonuglanacak sekilde
degistigi diistiniilmektedir. Ayn1 kromozomun degisik bir bolgesinde yer alan ve diger

bir tlimor baskilayici gen olan DPC4/Smad4’iin de KRK’lerin iigte birinde delesyona
ugradig1 gosterilmistir [27].

4.5.4.p53 Geni

p53 geni, 17.kromozomda yer alan bir timér baskilayici gendir ve genomun
gardiyan1 olarak bilinmektedir. P53 delesyonuna KRK’lerin %75 inde rastlanmaktadir.
p53 proteini hiicre dongiisiinde yer alan kontrol noktalarinda, hiicrenin DNA
hasarlanmalarina kars1 korunmasini saglayan bir kontrol noktasi proteinidir, bu nedenle
p53 kayb1 hasarli hiicrenin apoptozdan kagis sebebidir. KRK gelisiminin geg
donemlerinde olusan p53 kaybi, adenomadan karsinomaya geg¢is siirecini yonetir [28,

29].

4.6. Kanser Metabolizmasi

Kanser metabolizmasindaki degisim, kanserin temel 6zelliklerinden biri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Karsinojenez siirecinde oldugu gibi, onkojenik sinyal yolaklar1
ve metabolik enzimler tarafindan yonlendirilen bu degisimlerin tamami kanser
hiicresinin biiyiimesi, proliferasyonu ve sagkalimi i¢in gerekli olan ortami siirdiirmesine
veya talepleri karsilamasina olanak tanir (Sekil 4.6.1) [30].

Kanser hiicreleri, yiiksek oranda proliferatif normal hiicre tipleriyle benzer sekilde
yliksek oranda anabolik metabolizma sergiler. Kanser hiicreleri, biiyiik miktarlarda
glikoz ve glutamin alir ve bu besleyicileri, trikarboksilik asit (TCA) dongiisii, oksidatif
fosforilasyonu (OXPHOS), pentoz fosfat yolunu (niikleotit sentezi) ve glikozile edilmis

molekiillerin, amino asitlerin, proteinlerin ve lipitlerin sentezini beslemek igin
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kullanirlar. Bununla birlikte, bu yollar hiicre ¢ogalmasini desteklemek icin yeterli
diizeyde hiicresel bilesen {iiretir. Malign hiicreler ayrica, TCA-dongiisii ara maddelerini
yenilemek ve oksidatif fosforilasyonu (ters Warburg etkisi) desteklemek i¢in, ¢cevredeki
katabolik hiicreler tarafindan salgilanan laktat, serbest yag asitleri ve ketonlar1 da
kullanabilir [31]. Ayrica artmis biyosentetik aktivite, anabolik reaksiyonlar icin
indirgeyici madde olan ve hiicre redoks dengesini koruyan NADPH iiretiminde artisa
neden olur. Metabolik olarak aktif hiicrelerde artan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
iiretilmesi, koenzim NADPH kullanilarak glutatyon rediiktaz tarafindan iiretilen
indirgenmis glutatyon formunu igeren uygun antioksidan seviyelerinin tiretilmesini
gerektirir.  Hiicresel doniisim ve kanser progresyonu sirasindaki —epigenetik
modifikasyonlar, asetilasyon i¢in asetil KoA, deasetilasyon i¢in NAD, metilasyon i¢in
SAM, demetilasyon icin a-ketoglutarat ve glikozilasyon i¢in de UDP-GIcNAc gibi

metabolitlerin devamu ile gerceklesir [32].

GLUTY/ SLC1A5

GLUT4
Pentose phosphate - Nucleotide .
Glucose Ribulose-5-P— <«—— Glutamine

Glucose-6-P—> G-P-Gluconolactone—Z'NADPH |
Fruct<156-5>P _P - — <—Glutamate

synthesis

Fructose-1.6-BP— Glucosamine-6-P
Llpld synthesis
1 Acetyl CoA<
Glyceraldehyde-3-P Histone acetylation . .
Glycolysis | | Protein synthesis | = cancer cell

= 7 D isocitrate t:i:"i'i"—“i:;,‘
1.3-BP-Glycerate Glycine p i\
o AcetylCoA  Citrate aKetoglutarate N\

3-P-Glycerate—> Serine
/4 TCA cycle X \
2-P-Glycerate { Oxaloacetate é-:\cinyl OXPHOS | —> ATP
P-Enol B-Oxidation ///"‘
-Enolpyruvate \ Malate Succmute //
Pyruvate N S \ > o
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Reverse
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shuttle effect
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Sekil 4.6.1. Kanser hiicresinde meydana gelen metabolik degisimler [31]
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4.6.1.Aminoasit Metabolizmasi
4.6.1.1.Serin ve Tek Karbon Metabolizmasi

Non-esansiyel serin aminoasiti, protein, amino asit ve glutatyon sentezi de dahil
olmak iizere ¢ogalan hiicrelerin bilyiimesi ve hayatta kalmasi i¢in cok 6nemli olan birkag
metabolik islemi destekler. Tek karbon metabolizmasi, birbirine bagh folat dongiisii ve
metionin donglislinli icerir. Bir aminoasitteki (cogunlukla serin ve glisin) bir karbon
grubu, folat dongiisline 6nemli bir karbon vericisi olarak niikleotid sentezine, metilasyon
reaksiyonlarina ve antioksidan savunma i¢cin NADPH olusumuna katkida bulunur [33].

Serin ve glisin, ndtr amino asit tastyicilar tarafindan alinirlar veya de novo olarak
sentezlenirler. Serin sentez yolu, glikolitik veya glukoneojenik ara iirlin olan 3-
fosfogliserati (3PG) ii¢ adimda kullanir. Ik adimda fosfogliserat dehidrojenaz (PHGDH,
3PG'nin 3-fosfohidroksipiriivata (3PHP) NAD+ bagimli oksidasyonunu katalizler. Daha
sonra fosfoserin aminotransferaz 1 (PSATI) 3PHP’yi glutamat (Glu)- bagimh
transaminasyon reaksiyonu ile 3-fosfoserine (3PS) doniistiiriir. Fosfoserin fosfataz
(PSPH), serin sentezinin son basamagini 3-PS’nin hidroliziyle katalize eder. Fizyolojik
konsantrasyonlarda, serin, glikolizin son basamagini katalizleyen piiruvat kinaz izoform
M2 (PKM2)’nin allosterik aktivatoriidiir. Hiicrelerde, serin azalmasi durumunda PKM?2
aktivitesi azalir ve 3-PG havuzu serin sentezine yonlendirilir. Ek olarak 2-fosfogliserat

(2PG) PHGDH nin aktivatoriidiir (Sekil 4.6.1.1.1) [34].

<—> Serine
1

N 2 e —a [Serine
| &

2PG]----- : .

@ ’
!
PEP -
R
Sekil 4.6.1.1.1. Serin sentez yolagi. (+), aktivatorii belirtir. Kesik oklar allosterik

regililasyonu belirtir. 0-KG, a-ketoglutarat; PEP, fosfoenolpiriivat) [34]
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Serin ve glisin, serin hidroksimetiltransferaz (SHMT) ile ana serin ile glisinin
arasindaki doniistimiine ve glisin dehidrogenaz (GLDC) ile glisin boliinmesine ugramak
suretiyle folat dongiisiinii besler. Sonra, folat dongiisii, homosisteine bir karbon grubu
vererek metiyonine doniistiirerek metil-THF (mTHF) ile metionin dongiisline baglanir.
Metiyonin dongiisii ara maddelerinden biri olan S-adenosilmetionin (SAM), DNA,
RNA, proteinler ve lipidlerin metilasyon modifikasyonunda ve poliamin sentezinde n-

propilamin vericide gerekli metil grubu vericisidir (Sekil 4.6.1.1.3) [35].

w7 A

: DHFR

MAT

|DMG | | saMm |

Methyl-
transferase

o

f CGL

Sekil 4.6.1.1.3. Tek-karbon metabolizmasini olusturan folat ve metiyonin metabolizmasi

[33]

Serin, glisin ve bir karbon metabolizmasi, kanser metabolizmast i¢in oldukca
onemlidir. Cogu kanser hiicresi, serin sentezine veya dis kaynakli alimina bagimlhdir.
Tersine, serin/glisin biyosentezinin artmis aktivasyonu onkogenezi arttirir. Tek karbonlu
metabolizmadaki antifolat kemoterapi, kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan
onemli bir stratejidir. Bir¢ok kanser hiicresi i¢in, de novo serin sentezinin inhibisyonu
veya eksojen serinin mevcudiyeti veya aliminin sinirlandirilmasi yeni terapdtik secenegi
veya mevcut terapotik segeneklerini destekleyici olabilir. irsat sunan bir 6zellik olan

yliksek derecede bagimlidir.
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4.6.1.2.Glutamin Metabolizmasi ve Anapleroz

Pek c¢ok kanser hiicresi, glutamin bagimliligi ve glutamin bagimhiligina dayali
olarak glutaminoliz hizim1 arttirmistir. Kanser hiicreleri genellikle aerobik glikolize
bagvurur; ancak piriivat laktik aside dontstiiriiliir. TCA dongiisiine giren pirlivatin
azalmasi, yag asitleri, proteinler ve niikleotidlerin sentezi i¢in metabolik ara iiriin
tedarikini sinirlayabilir. Boyle bir durumda glutaminoliz, azaltilmis NADPH'nin
eszamanli tiretimi ile TCA dongiisiinii tekrar doldurmanin anahtaridir (Sekil 4.6.1.2.1).
Anapleroz; TCA  dongiisii  ara  {irlinlerinin - mitokondride  yenilenmesi ve
konsantrasyonlarinin  artmast durumudur. Hiicrelere taginan glutamin, glutamat
dehidrojenaz (GLUD) veya aminotransferaz ile glutaminoliz yoluyla a-ketoglutarata (o-
KG) metabolize edilir. a-KG ters TCA dongiisiinde indirgeyici karboksilasyon islemi
olan NADPH tiiketimi ile sitrata doniistiiriiliir. Sitrat, ATP-sitrat liyaz ile asetil-CoA'ya
doniistiiriiliir. Bu nedenle, glutamin anaprolik akima katkida bulunarak; yag asitleri i¢in
asetil-CoA'nin 6nciil maddeleri, niikleotid sentezi i¢cin oksaloasetattan aspartat ve bircok
esansiyel olmayan amino asidin sentezinde rolii olan TCA dongiisii ara maddeleri igin
karbon saglar. Ayrica, glutamin, niikleotidler, amino asitler ve hekzosaminler icin bir
azot kaynagidir [36, 37].

Glucose Glutamine

Lipid synthesis

Glucose X
Glutamine

Glucose-6-P T

]
i Acethl-CoA N Nucleotide synthesis

‘1’ Citrate
DA Pyruvate .
Amino acid synthesis l utamine
T Pyruvate — —> Acetyl-CoA e

Aspartate €<— \Asbartate(— Oxaloacetate Citrate NH,*

Malate ((‘— M:Iate \\ (M‘

a-Ketoglutarate :

Pyruvate

Glu{émate

Sekil 4.6.1.2.1. Azot ve karbon kaynagi glutamin metabolizmasi. Glutamin, hiicrelere

SLC1AS tastyicisi lizerinden girer ve dogrudan niikleotit biyosentezine katkida bulunur
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veya GLS tarafindan glutamata donistiiriiliir. Glutamat, GLUD veya aminotransferazlar
tarafindan a-ketoglutarat'a donustiiriiliir. TCA dongiisiinden gelen malat, sitoplazmaya
ihra¢ edilebilir ve ME tarafindan pirlivat haline getirilebilir ve NAPDH f{iretilebilir.
Okzaloasetat, amino asit ve niikleotid sentezini destekleyen aspartata doniistiiriilebilir.
Glutamin tiirevli a-ketoglutarat, indirgeyici karboksilasyon yoluyla lipit sentezi i¢in
gerekli asetil-CoA olusumu igin alternatif bir karbon kaynagi saglayabilir. Glikoz-6-P:
glukoz-6-fosfat, GLS: Gltaminaz, GLUD: Glutamat dehidrojenaz, ME: malik enzim
[36].

4.6.2.Krebs Dongiisii ve Kateplorozis

Lipidleri, proteinleri ve niikleik asitleri sentezlemek i¢in, cogalan kanser hiicreleri,
dongiiden ayrilan molekiiller i¢in (katapleroz) TCA dongiisii ara tiriinlerini kullanabilir.
Katapleroz, iirlinlerin konsantrasyonlarindaki azalmayi tanimlamaktadir. Normoksik
kosullar altinda glikoz tiirevi asetil-CoA ve glutamin tiirevli oksaloasetat, TCA
dongiistine girmek i¢in sitrat sentaz ile sitrat olusturmak iizere yogunlasir. Bununla
birlikte, oksidatif mitokondriyal metabolizma, TCA dongiisii bilesenleri veya elektron
tasima zincirindeki mutasyonlarin bir sonucu olarak kanser hiicrelerinde kesilebilir veya
bozulabilir. Ustelik, tiimér hipoksisi, piriivatn TCA dongiisiine girmesini engeller ve
sitratin bu yolla sentezini Onler. Bu kosullar altinda glutamin kaynakli a-ketoglutaratin
mitokondriyal NADPH-bagimli isokitrat dehidrogenaz ile rediiktif karboksilasyonu lipid
sentezi i¢in sitrat olusturmak i¢in kullanilir; burada sitrat sitozole ihra¢ edilir ve yag

asidi icin asetil-CoA'ya doniistiiriiliir [38].

4.6.3.Pentoz Fosfat Yolag ve Niikleotid Sentezi

Glikolizden dallanan pentoz fosfat yolu, riboniikleotidlerin sentezi ve biiyiik bir
NADPH kaynagi i¢cin gereklidir. Pentoz fosfat yolu, artan hiicre proliferasyonu sonucu
artan niikleotidlerin anabolik taleplerini karsilamak ve oksidatif stresle miicadele etmek
icin kanser hiicrelerinde ¢ok onemli bir rol oynamaktadir [39]. Pentoz fosfat yolunun
oksidatif kolu, glukozun glukoz-6-fosfata (G6P) heksokinazlarla doniistiiriilmesiyle
baglatilir (Sekil 4.6.3.1). Glikoz-6 Fosfat Dehidrojenaz (G6PDH), NADP + 'yi
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NADPH'ye diisiiriitken, 6-fosfoglukonolakton olusturmak tizere glukoz-6 fosfati okside
eder. 6-fosfoglukonolaktonun 6-fosfoglukonaz (6PGL) ile hidrolizi, 6-fosfoglukonat
(6PG) tiretir. Ribuloz-5-fosfatin olusumu, 6-fosfoglukonatin 6PGDH ile oksidatif
dekarboksilasyonu ile gergeklesir. Bu adimda, NADPHin ikinci molekiilii {iretilir.
Oksidatif PPP'de iiretilen NADPH, lipid biyosentezi veya ROS detoksifikasyon (GSH)
icin kullanilabilir. Ribuloz 5 fosfat (Ru5P), riboz-5-Fosfat Izomeraz (RPI) veya ile
riboz-5-Fosfat Epimeraz (RPE) ile sirasiyla riboz-5-fosfat ve xylulose-5-phosphate
(Xu5P) olusturmak {iizere izomerizasyon reaksiyonu gergeklestirir. Riboz-5-fosfat,
riboniikleotit sentezi i¢in omurga gorevi goren fosforibosil-pirofosfata doniistiiriiliir.
Oksidatif olmayan PPP'de Transketolaz, sedoheptuloz-7-fosfat (S7P) ve gliseraldehit-3-
fosfat (G3P) iiretmek icin iki karbon iinitesini ksiliiloz-5-fosfattan riboz-5-fosfata
aktarir. Transaldolaz, eritroz-4-fosfat ve birinci fruktoz-6-fosfat molekiiliiniin iiretilmesi
icin {i¢ karbon birimini sedoheptiiloz-7-fosfattan gliseraldehit-3-fosfata aktarir. Ikinci bir
transketolaz reaksiyonunda, ksiliiloz-5-fosfattan iki karbon birimi, ikinci bir fruktoz-6-
fosfat ve gliseraldehit-3-fosfat molekiilii verecek sekilde eritroz-4-fosfata aktarilir.
Fruktoz-6-fosfat (F6P) ya glikoliz icin kullanilabilir ya da oksidatif PPP'yi takviye
etmek icin G6P'ye geri doniistiiriilebilirken, G3P hiicresel gereksinimlere bagli olarak
glikolizde kullanilabilir (ayrintilar i¢in metne bakiniz). PPP'nin oksidatif ve oksidatif

olmayan dallar1 sirastyla mavi ve sar1 arka planlarla vurgulanir [39].
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Sekil 4.6.3.1. Pentoz fosfat yolagi [39]
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Piirin niikleotid (ATP, GTP, dATP ve dGTP) biyosentezi pentoz fosfat yolunun
aktif bir riboz {iriinii olan 5-fosforibosil-pirofosfat (PRPP) lizerine kurulmustur. Piirin
halkasi ard arda glutamin, glisin, 10-formil-tetrahidrofolat, CO, ve aspartattan yapilir.
Bu oOnciillerden, glisin, glikolitik ara madde 3-fosfogliserattan (3PQG) tiiretilebilir. Bir
karbon birimi dondrii olan 10-formil-THF, her ikisi de 3PG'den tiiretilebilen serin veya
glisinden karbon birimi elde eder [37]. Pirimidin niikleotidlerinin (CTP, UTP, dCTP ve
dTTP) biyosentezinde, pirimidin halkas1 6nce bikarbonat, aspartik asit ve amonyaktan
(genellikle glutaminden hidrolize edilir) toplanir ve sonra PRPP'nin ribozil grubuna
baglanir. Bu oOnciillerden aspartat dogrudan g¢evreye veya TCA dongiisiinde
okzaloasetattan elde edilebilir. Okzaloasetattaki karbonlar glikoz veya glutamin kaynakl

olabilir. Timidin i¢in bir ek karbon 5,10-metilen tetrahidrofolattan tiiretilir [37].

4.6.4.Lipit Metabolizmasi

Lipid metabolizmasi, 6zellikle yag asitlerinin sentezi, membran biyosentezi, enetji
depolamasi ve sinyal molekiillerinin tiretilmesi i¢in metabolik ara maddeleri iireten
onemli bir hiicresel prosestir. Diizenlenmemis yag asiti sentezi, sadece aktif hiicre
biiylimesi i¢in membran lipidleri yaparak veya ATP sentezi i¢in substrat tedarik ederek
degil ayn1 zamanda lipit sinyal molekiilleri (6rnegin LPA, prostaglandinler), ikinci
haberciler (6rnegin PIP3) gibi sinyal yollar1 yoluyla kansere katkida bulunur [40].

Glikoliz, lipidlere ddniisen ara iiriinlerin ¢ogunu iiretir. Ornegin, dihidroksiaseton
fosfat (DHAP), hiicre membranlarindaki ana yapisal lipidler olan fosfolipidlerin ve
triacilgliserollerin biyosentezi i¢in ¢ok Onemli olan gliserol-3-fosfatin Onciisiidiir. 3-
fosfogliserat (3PG), hiicre lipitlerinin bir diger sinifi olan sfingolipidlerin dnciisiidiir.
Yag asiti sentezi icin asetil-CoA'nin ¢ogu, mitokondrideki piriivatin doniisiimiinden
tiretilir. Asetil-CoA, cesitli lipid siniflarinin yag acil zincir bilesenlerini sentezlemek
icin karbon {iinitesini ve ayrica kolesterol ve ilgili molekiillerin dnciisii olan mevalonati
saglar [37]. Mevalonat yolu, tiimor biiyiimesi ve ilerlemesi i¢in ayrilmaz steroller ve

izoprenoitler iiretmek i¢in gereklidir. Son yillarda, bir ¢ok kanserojen sinyal yolaginin
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MVA vyolag1 enzimlerinin aktivitesini ve / veya ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir

[41].

4.6.5.Glukoz Metabolizmasi

Saglikli hiicrelere kiyasla, kanser hiicreleri normoksik kosullarda bile anaerobik
glikoliz kullanmay1 tercih etmektedirler. Glikoliz- tam kelime anlamiyla glukozun
parcalanmasi, ilk once glukozun piriivata sonrasinda da atik {iriin olan laktik aside
doniistiiriilmesini gerektirir. Memeli hiicrelerinde anaerobik glikoliz, mitokondrinin
piriivatt CO, ve H,0'ye kadar oksitlemesine izin veren oksijenin varlig: ile inhibe edilir.
Bu durum Louis Pasteur tarafindan oksijen varhiginda glukoz akisinin azaldiginin
gosterilmesi ardindan ‘Pasteur etkisi’ olarak tanimlanmistir. Tiimor hiicrelerinde ise
oksijen varliginda glikozun laktik aside doniistiiriilmesi, aerobik glikoliz veya "Warburg
etkisi" olarak bilinir [42].

Glikoliz, tiimdr biiylimesinde énemli bir rol oynayan glikoz metabolizmasinin tek
bileseni degildir (Sekil 4.6.5.1). Glikojenoliz, glikojenin glikolitik yola girmek icin
glikoz-1-fosfata (G1P) ve sonra glikoz-6-fosfata (G6P) doniistiiriildiigii siirectir (Sekil
4.6.5.2). Glikojen metabolizmasinin, kanser arastirmacilari tarafindan glikolizden ¢ok
daha az c¢alisilmis olmasina ragmen, bobrek, meme, mesane, uterin, yumurtalik, cilt ve
beyin kanserleri gibi bir¢cok kanser tiirlinde artmis oldugu; ve kanser hiicrelerinin

glikojen igeriginin, replikasyon oraniyla ters orantili oldugu gosterilmistir.

Aerobik glikoliz-
Warburg etkisi

KANSERDE Tiimér mikrogevresi-
Artmis glikoneojenez GLUKOZ Metabolik ve

METABOLIZMASI genetik degisiklikler

NS

Artmis glikojen
metabolizmasi

Sekil 4.6.5.1. Kanser hiicrelerinde degismis glukoz metabolizmasi siirecleri
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Sekil 4.6.5.2. Kanserde glikojen metabolizmasi. (Glikojen sentaz (GYS), glikojen
fosforilaz (GP)) [43]

Glikolitik yol, tersine de islev gorebilir. Glikoneojenez olarak bilinen bu siire¢
pirtivat gibi karbonhidrat olmayan karbon yapili substratlardan glikoz tiretme islemidir.
Kanser metabolizmasinda Onemli rol oynayan iki glukoneojenik enzim vardir:
Fosfoenolpiriivat karboksinaz 1 (PCK1) ve fosfoenolpiriivat karboksinaz 2 (PCK2).
TP53in her iki enzimi de inhibe ettigi, bu da TP53 kaybmin bu enzimleri ve
glukoneogenezi arttirdigi gosterilmistir [44]. Glikoneojenez ve glikoliz benzer ara
driinler drettiginden, iki yolun da gelisimi, hiicre biiylimesi i¢in anabolik Onciileri
artirabilir. Belirli tiirdeki kanser hiicreleri trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinden tlireyen
substratlart makromolekiiler sentez haline kanalize etmek icin glikoneojenik enzimler
olan fosfoenolpiriivat karboksi kinazi (PEPCK) ve fosfoenolpiriivat karboksikinaz 2'yi
(PCK2) kullanir [45].

Glukoz normal hiicrelerde, krebs veya diger adiyla trikarboksilik asit dongiisii
(TCA dongiisii) yoluyla daha sonra asetil-CoA'ya doniistiirtilebilen piriivata katabolize
edilir. TCA dongiisii siiresince, enerji Uretimi i¢in gerekli olan oksidatif fosforilasyonda
kullanilacak (mitokondriyal solunum zinciri, veya elektron tasima zinciri) NADH ve

FADH?2 iiretilir (Sekil 4.6.5.3).
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Glikoliz ———

Glukoz- Pirlivat donustimii

Oksidatif

fosforilasyon:
Elektron tagima

Mitokondri
Sitosol
Substrat diizeyinde Substrat duizeyinde Oksidatif
fosforilasyon fosforilasyon fosforilasyon

Sekil 4.6.5.3. Hiicresel solunumu olusturan glikoliz, krebs ve oksidatif fosforilasyon

siire¢leri

Bu etkin enerji iiretim siirecinde, mitokondriyal solunum sayesinde her bir glikoz
molekiilii 36 ATP iiretebilir. Normal hiicrelerde, glikoliz yalnizca oksijen kaynagi sinirlt
oldugunda Onceliklidir. Aksine, kanser hiicreleri, oksijen bollugunda bile, glikoliz
kullanir. Bu nedenle, saglikli hiicrelerin normal anaerobik glikolizden ayirt edilmesi icin,

timor glikolizine "aerobik glikoliz" veya ‘Warburg etkisi’ denir (Sekil 4.6.5.4) [5].

Diferansiye doku Proliferatif Tiimor
e > 2 doku
ddd ® - P
\ e
H0) =0. N
- o
Glukoz Glukoz Glukoz
0, Piriivat - l O, Piriivat
Pirlivat
Laktat l C%@l% Laktat
Laktat
CO, CO,
Oksidatif Anaerobik Aerobik Glikoliz
Fosforilasyon Glikoliz (Warburg Etkisi)
36 mol ATP / mol 2 mol ATP / mol
glukoz glukoz 4 mol ATP / mol glukoz

Sekil 4.6.5.4. Warburg etkisi altinda oksidatif fosforilasyon, anaerobik glikoliz ve
aerobik glikoliz [5]
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4.7.Warburg Etkisi ve Artmis Aerobik Glikoliz

Tiimdr hiicrelerindeki glikolitik yolaga dayali metabolik degisikliklerin Dr. Otto
Warburg tarafindan gézlenip raporlanmasindan 6tiirii, bu fenomen Warburg etkisi olarak
adlandirilmistir. Warburg, toplardamarlarin tiimorii besleyen atar damarlardan daha fazla
laktat ve daha az glukoz igerdigini gdstererek normoksik tiimor ortaminda net bir laktat
cikist oldugunu gostermistir [6]. Kanser hiicreleri Warburg etkisi altinda, glikolizi
mitokondriyal solunuma tercih ederler ve bunun sonucunda agiga ¢ikan diisiik enerji
iretimi durumunu telafi edilmek zorundadir. Ciinkii glikoliz siirecinde her bir glukoz
molekiilii basina 2 ATP enerji liretimi séz konusu iken, mitokondriyal solunumda
katabolize edilen her glukoz molekiilii i¢cin 32 ATP iiretebilir. Dolayisiyla kanser
hiicreleri, Warburg etkisiyle glikoz alimini ve glikoliz siirecini arttirmak {izere
programlanmistir. Enerji kontroliiniin diizenlenmesi adina hiicrenin i¢ine daha fazla
glukoz alimimin yapilabilmesi i¢in glukoz tasiyicilart GLUTI1, GLUT2, GLUT3 ve
GLUT4’lin ekspresyonlar1 artis yoniinde diizenlenir. Kanser hiicresinin daha fazla
glukoz tiikketme durumu ve glukoz tasiyici proteinlerdeki ekspresyon artiglari, tiimdrlerin
gorilintiilenmesinde positron emisyon tomografisi (PET) ve 18F-fluorodeoksiglikoz gibi
radyoaktif isaretlenmis glukoz analoglarininin kullanilmasini saglamistir [46, 47].
Warburg hipotezi dogrultusunda glikolitik fenotipin tiimor hiicresine proliferatif yonde
avantaj sagladigi siipheli goriinmektedir. Ciinkii, ilk olarak anaerobik metabolizma
glikozun tam oksidasyon ile toplamda 32 ATP {iretmesi yerine, glikoz basina sadece 2
ATP fiiretimiyle sonuclanan verimsiz bir siire¢le kullanilmasina yol agar (Sekil x1).
Ikinci olarak da, glikolizin metabolik iiriinleri olan hidrojen iyonlar1 (H+) hiicrelere
toksik etki gosteren asidik bir mikrocevre olusumunu desteklemektedir. Ancak kanser
hiicrelerinin aerobik glikolizi tercih etmelerinin ¢esitli nedenleri vardir.

Timor hiicreleri  kiiltiir ortamindaki normoksik kosullar altinda metabolik
fenotiplerini korurlar, bu da aerobik glikolizin stabil genetik veya epigenetik
degisikliklerle diizenlendigini gosterir. FAG-PET sonuglaria uygun olarak, hiicre kiiltiir
hatlarindaki glikolitik oran, tiimér agresifligi ile iliskili gibi goriinmektedir. Ornegin,
non-invaziv MCF-7 meme kanseri hiicreleri, olduk¢a invaziv olan MDA-MB-231 meme

kanseri hiicre hattina kiyasla ¢ok daha diisiik aerobik glikoz tiikketim oranlarina sahiptir.
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Bu sonuglar, tiimorler tarafindan degistirilmis glikoz metabolizmasinin hipoksi ortamina
adaptasyondan daha fazlasi oldugunu gostermektedir. Invaziv insan kanserlerinde
normoksik kosullar altinda bile aerobik glikolizin kaliciligin1 siirdiirmesi ve bunun
timor agresifligi ile iligkisi, glikolitik fenotipin kanserin somatik gelisimi ve malign
fenotipe proliferatif avantaj saglamasi a¢isinda Onemli bir bilesen oldugunu
gostermektedir [48].

Polip veya karsinoma in situ gibi pre-malign bir lezyon vaskiiler bir stromaya
sahip olabilir, hiperplastik epitel fiziksel olarak bazal bir membran tarafindan kan
damar1 kaynagindan agikca ayrilir. Kan damarlar1 stromal bélmeyle sinirlidir ve bu
nedenle, erken karsinojenez ve malign fenotip gelisimi gergekte avaskiiler bir ortamda
meydana gelir. Sonug olarak, oksijen ve glukoz gibi substratlar, bazal membran boyunca
ve icindeki damarlardan diffiiz olmali ve metabolize edildikleri tiimor hiicrelerinin
katmanlarina yayilmahdir. Bu difiizyon ve tliketim siireci, Krogh tarafindan oksijen
konsantrasyonlarinin bir kapilerden uzaklastikca azaldigini gosteren reaksiyon-difiizyon
denklemleri ile modellenmistir [49]. Bu nedenle, pre-malign lezyonlar kaginilmaz olarak
oksijen difiizyon siirmin yakininda hipoksik bolgeler olusturacaktir, ¢iinkii siirekli
cogalma epitelyal tabakanin kalinlasmasina neden olur ve bu da hiicreleri bazal
membranin diger tarafinda kalan kan akislarindan daha uzak tutar. Bu katmanda,
mikrogevre secim kuvvetleri, zorlu ortamlara adapte olan (hipoksi ve aside bagli hiicre
toksisitesine direng gelistirebilen) ve oksijen ve glukoz gibi sinirli kaynaklar i¢in rekabet
eden fenotipleri destekleyecektir [50, 51].

Normal hiicrelerin ¢ogalmasi, diger hiicreler ve hiicre dist matris (ECM) ile
etkilesimleri ve biliylime faktorlerinin seviyeleri ile kontrol edilir. Karsinojenezin erken
donemlerinde, normal doku kisitlamalarina karst olusan hiicresel duyarlilikta
degisiklikler gerekir. Bu nedenle proliferasyon, diger hiicreler, ECM ve/veya biiylime
faktorleri ile olusturulan biiyiime kisitlamalarina karst duyarhiligi azaltan genetik
degisiklikleri takip edecektir [52]. Bununla birlikte, gelisimsel modeller, pre-malign
timor popiilasyonlarmin  klonal genislemesinin yani normal doku etkilesimleri
tarafindan smirlandirilmayan hiicre ¢ogalmasinin, popiilasyonu kan dolasimindan

uzaklastirarak, substrat mevcudiyeti ile sinirlandirildigini gostermektedir. Diislik oksijen
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konsantrasyonlari, neoplastik hiicre popiilasyonlarinin kars1 karsiya kaldigi ilk substrat
sinirlamas1 gibi goriinmektedir, ¢ilinkii reaksiyon diflizyon modelleri, pO2'nin kan
damarlarindan uzaklastikca glukoz seviyelerine gore daha hizli azaldigini ve oksijen
dagiliminin da daginik oldugunu gdstermistir [53].

Hipoksi, pre-malignlezyonlarda oksijen yoklugunda bile metabolik aktivitelerin
stirdiiriilebilir olmasini saglayan anaerobik metabolizmaya dontisiim seklinde adaptif bir
karakter gelisir. Vaskiiler diizenlenme ile yeni kan damarlarinin olusumu ve sagkalimini
destekleyen hipoksi ile indiiklenen VEGF ekspresyonu gerceklesir. Biyoenerjetik agidan
bakildiginda, hipoksi daha 1iyi hayatta kalacaklar1 i¢in anaerobik glukoz
metabolizmasinin artig gosterdigi hiicreleri secer. Glikolizin artiginin, hipoksi/anoksiye
basarili bir adaptasyon olmasina ragmen, artan asit iiretimi nedeniyle hiicre dis1 pH'ta
onemli diislislere neden olan negatif sonuglara sahiptir [54].

Normal hiicrelerin asidik bir mikrocevreye uzun siire maruz kalmasi p53- ve
kaspaz-3-bagimli apoptosis ve nekroz ile sonuclanir. Apoptoz i¢in fizyolojik tetikleyici,
hiicre i¢i asidoz ile olusan transmembran H + gradyaninin ¢kmesi olabilir, ancak diger
faktorlerin de rolii olabilir. Hiicre i¢ci pH, ayni anda eksprese olan birden fazla H+
tastyict ailesi tarafindan saglanir. Na+ —H+ degisimi ve vakuolar H+ -ATPazlar,
apoptoza direng gosterebilir [55].

Glukoz tiiketim orani arttik¢a, azalan glukoz miktara karsi ilave adaptasyonlar
da gerekebilir. Giderek azalan kaynaga kars1 artan hiicresel rekabet daha fazla sayida
fenotip aciga ¢ikisini artiracak ve destekleyecektir. Ornegin, 6zofageal, gastrik, meme ve
kolon kanserlerinde karsinojenez sirasinda glikoz tasiyicilarinin (GLUT) bu sekilde
artidl  gozlenmistir. Ozet olarak, glikolitik fenotip baslangigta lokal hipoksiye
adaptasyon olarak ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 4.7.1). Kalic1 veya dongiisel hipoksi, daha
sonra oksijen varliginda bile, glikolizin artmis bir sekilde diizenlenmesine yol agan
secilimi uygular. Bu dilizenleme, mutasyonlar veya promotorlerin metilasyon
modellerinde degisiklik gibi epigenetik degisiklikler yoluyla meydana gelebilir. Artan
glikolizin sonuglari, yiiksek asit ve diisiik glikoz konsantrasyonlarina sahip ortamlara
daha fazla adaptasyon gerektirir. Bu gelisimsel se¢ilim kanserin gelisiminde énemlidir.

Ik olarak, kalic1 aerobik glikoliz yoluyla proliferatif avantaji olan bir fenotip aciga
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cikar, bu kendine zarar vermeyecek ancak rakip popiilasyonlar i¢in 6liimciil olabilecek
bir mikrogevre gelistirmesini saglar. Ikincisi, mikrogevrenin asitlestirilmesi, hem bitisik
normal popiilasyonlarin yok edilmesini hem de ECM'nin aside bagli bozunmasi ve

anjiyogenezin tesviki yoluyla tiimor istilasini kolaylastirir [56].
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Sekil 4.7.1. Karsinojenez siirecinde hiicre-mikrogevre etkilesimleri modeli [56]

4.7.1.Warburg Etkisi ve Molekiiler Mekanizmalar

Kanser hiicrelerinde aerobik glikolizin diizenlenmesine yol agan molekiiler
mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir. Genellikle glikoz tastyicilarimin ve
heksokinazlarin glikolitik siireci diizenleyen anahtar molekiiller oldugu varsayilir.
Glikolitik tepkinin temel bir diizenleyicisi, transkripsiyon faktorii hipoksi ile
indiiklenebilir faktor-la (HIF1)'dir. Bu faktor, hipoksik strese karsi pleiotropik bir
tepkiye aracilik eder ve glukoz tasiyicilar1 dahil olmak iizere, anjiyojenik biiyiime
faktorleri (6rnegin, VEGF); heksokinaz II; ve hematopoeitik faktorler (6rnegin,
transferrin ve eritropoietin) gibi hayatta kalma genlerini indiikler [57].

HIFla seviyeleri aslinda bir dizi faktor tarafindan dengelenebilir, siklooksijenaz-2
aktivitesi, insiilin benzeri biiylime faktorii 2, ERBB2, epidermal biiylime faktorii
reseptorli, fosfatidilinositol 3-kinaz, 1s1 soku proteini 90, mikrotiibil durumu,

thioredoxin ve histon deasetilaz da dahil olmak tizere birkagini igermektedir [58]. Buna
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ek olarak, Ras ve Myc gibi onkogenlerin aktivitesi ve yetersiz p5S3 kontrolii nedeniyle
tiimorlerde glikolitik enzimlerin ¢ogunun ekspresyonunun belirgin sekilde yiikseldigi
rapor edilmistir. Ozellikle glikolitik genlerin dogrudan veya dolayl aktivasyonu yoluyla
glikolizin ana uyaricis1 olarak kabul edilen c-Myc ve HIF-la, hekzokinaz-2,
fosfofruktokinaz-1 ve laktat dehidrogenaz A gibi enzimlerin sentezlenmesini tesvik eder.
HIF-1a, esas olarak hipokside islevsel iken, c-Myc'in, glikolitik hedef genlerin
normoksideki ifadesini tesvik ettigi iyi bilinir. Bu esglidiim, tiimdrlerin hizl
proliferasyonunu ve hizlandirilmis biyosentezini desteklemek icin siirekli olarak
glikolizi desteklemektedir [59, 60]. Buna karsilik, p53'iin glikoz tasiyict GLUT1 ve
GLUTA4' {in transkripsiyonunu dogrudan inhibe ederek ve GLUT3' iin ekspresyonunu
baskilayarak glikoz alimini baskiladig: bilinmektedir. GLUT3 bir NF-kB hedef genidir
ve p53'lin NF-kB aktivasyonunu bloke ettigi ve dolayistyla GLUT3 transkripsiyonunu
ve ekspresyonunu énemli dl¢iide diisiirdiigii bulunmustur [61].

P53, c-Myc ve HIF-lo arasindaki etkilesim, kanser glikolizinin durumu
iizerinde belirleyici bir etkiye sahiptir. Bircok calisma kanser glikolizinin bu ii¢ ana
diizenleyicisi arasindaki iletisimi ve bu faktorler arasindaki dengenin kanser
metabolizmasinin durumunu nasil kontrol ettigi iizerinde durmustur [62, 59].
4.7.2.Anjiyogenez

Glikolitik fenotip avaskiiler bir mikrogevrede gelismektedir. Yani, gelisen timor
hiicreleri, in situ timorlerde oldugu gibi, kan damar1 kaynakalrindan bazal membran
araciligiyla ayrilir. Bu durum, substratlarin vaskiilarize stromadan proliferatif tiimor
epiteline diflizyonunu gerektirir. Bu nedenle, ge¢ evre karsinomun in situ olarak
“anjiyojenik™ olarak nitelendirilebilmesine ragmen, bazal membran invaziv bir hiicre
tarafindan parcalanincaya kadar tiimor vaskiilarize olmaz. Aslinda, laktik asitin
avaskiilarize ortamlarda bulunmasindan otiirii glikolitik fenotip degisimi anjiyojenez
gelisiminden Once gerceklesmektedir [56, 63]. Her ne kadar glikolitik fenotip, pre-
malign lezyonlardaki ¢evresel kisitlamalara adaptasyonun bir sonucu gibi goriinse de,
malign progresyon sonrast normoksi kosullarinda bile primer ve metastatik timor

odaklarinda yer alan hiicrelere giiclii selektif biiylime avantaji saglamaktadir. Yani
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kisaca glikolitik fenotip, invaziv tiimor biiylimesi i¢in gerekli bir durum olarak karsimiza
cikmaktadir [64].

Glikolizin siirekli artisi, mikrocevrenin akut ve kronik olarak asitlesmesine yol
acar. insan ve hayvan tiimorlerinde hiicre dis1 pH'inin asidik degerlerde (yaklasik pH
6.0) oldugunu gosteren caligmalar vardir. Hiicre dis1 asidoza adapte olacak bir
mekanizmaya sahip olmayan normal hiicreler (p53 mutasyonu gibi), bu kosullar altinda
hayatta kalamazlar, oysa tiimor popiilasyonlar1 cogalmaya devam eder. Ek olarak
asidozun kendisi muhtemelen DNA onariminin engellenmesi yoluyla mutajenik olmasi
yaninda, hem gap-junction iletkenliginin inhibe edilmesine hem de normal diploid
fibroblastlarin kendiliginden doniisiimiine yol acabilir. Sonu¢ olarak ortaya c¢ikan
glikolitik fenotipik ¢esitlilik, tiimor popiilasyonunun gelisimsel potansiyelini arttirmakta,
bu da malign ilerlemeyi ve terapotik stratejilere adaptasyonu hizlandirmaktadir (Tablo
4.7.2.1). Ayrica disik pH’in in vitro invazyon ve in vivo metastaz durumunu
destekledigi bilinmektedir [65, 64]. Bu indiiksiyonun mekanizmasi1 tam olarak
bilinmemekle birlikte, ECM ve bazal membranlarin bozulmasin1 detsekleyen

metalloproteinaz ve katepsinlerle iliskili oldugu yoniinde ¢aligmalar bulunmaktadir [56].

Tablo 4.7.2.1. Mikrogevrede artan hipoksi ve asidoz durumlarinin sonuglari [56]

Hipoksi Asidoz

Radyoterapi direnci Artmis radyoterapi direnci

Ila¢ direnci Antrasiklinlere direng
Metastaz ve invazyn Artmis metastaz

Artan mutasyon olusumu Artmis migrasyon ve invazyon

HIF-1a ile artan gen ekspresyonlart ~ Mutajenez

Apoptoz Apoptoz

4.8.Laktat Metabolizmasi
Tiimor hiicrelerinin, glikolizin son {riinii olan piriivat1 isleyis bi¢imi normal

hiicrelerden farklidir. Normal hiicrelerde, piriivatin ¢ogu TCA dongiisiinii tetiklemek
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icin asetil-CoA'ya doniistiiriiliir, bir kism1 ise alanin veya laktat tiretmek i¢in kullanilir.
Tiimor hiicrelerinde ise, saglikli hiicrelerin aksine, laktat dehidrogenaz A'nin (LDHA)
upregiilasyonu nedeniyle, pirlivat-laktat doniisiimii tercih edilir. Bu doniisiim
reaksiyonu, glikolizi hizlandirmak i¢cin NADH'yi yeniden iiretmeye yardimci oldugu i¢in
kanser hiicreleri acisindan yararhidir [47]. Kanser hiicrelerinin hidrojen peroksit
salgilamas1 durumunda tiimor stromasinda sahte hipoksik bir ¢cevre olusumu s6z konusu
olur. Buna karsilik, stromal hiicrelerde HIF-1a ve MCT4 ekspresyonu ile olusan glikoliz
sonucu acgiga cikan laktat tlimor hiicreleri tarafindan MCT1 yoluyla alinir ve oksidatif
bir metabolit olarak kullanilir. Bu durum, ters Warburg etkisi olarak tanimlanmaktadir
(Sekil 4.8.1). Ayrica, MCT4 tasiyicist vasitastyla timor mikrogevresine salian laktat
kan dolasimindaki besin Ogelerine erisimi olmayan diger kanser hiicrelerine besin
kaynagi olarak sunulmaktadir. Mikrogevrede bulunan laktat, MCT1 tasiyicisi tarafindan
alinip metabolizma i¢in TCA dongiisii tarafindan kullanilabilir. Bu gecis, tiimdriin
hipoksik bdlgelerine glikoz vermeyi kolaylastirir (Sekil 4.8.1). Laktat iireten kanser
hiicrelerinin ve laktat tiiketen tiimdr hiicrelerinin simbiyozu, tiimdrlerdeki sizintili ve
kot sekillendirilmis tiimor kan damari aginin neden oldugu kosullara tiimdrlerin
adaptasyonu i¢in etkili bir yoldur. Vaskiiler endotelyal laktat mekiginde, tiimor
hiicreleri, MCT4 vasitasiyla vaskiiler endotel hiicreleri tarafindan alinan laktati
mikrogevreye sunar. MCT] ile endotelyal hiicre tarafindan alinan laktat daha sonra,

HIF-1a ve NF-xB/IL-8 sinyalizasyonunu aktive eden piriivata doniistiiriiliir (Sekil 4.8.1)
[6].
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A Reverse Warburg effect
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Sekil 4.8.1. Kanserde laktat mekigi modelleri [6]

Ayrica, piriivatin laktata doniistiiriilmesi ile azalan reaktif oksijen tiirlerinin
seviyeleri kanser hiicrelerindeki hiicre i¢i oksidatif stresini azalttigi i¢in tiimorlerin
sagkalimimi tesvik etmektedir. Ayrica, laktat hiicre dis1 mikrogevrenin pH'sini diistiriir,
boylece ekstraselliiler matriksin pargalanmasi i¢in metaloproteazlarin aktivasyonu
kolaylastirir. Tiim bunlarin g6z Onilinde bulundurulmasi sonucu, laktatin kanserin
yayilmasi, metastazi ve inaktif terapotik yanitinin i¢in uyarict durumda oldugu kabul

edilebilir [66].

4.9.Laktatin Karsinogeneze Etkisi

Glikolitik tiimorlerde kanser hiicrelerinin laktat seviyeleri 40 kata kadar ytikselir
ve bu artis kanserin agresifligi yaninda kotii sagkalim ile yiiksek korelasyon gosterir [8].
Bu nedenle, Warburg etkisi ile laktatin iiretilmis olmasiyla, laktatin yolculugu bitmis
sayllmaz. Transforme olmus hiicrelerin sinirlar1 i¢inde ve Otesinde, aday kanser
hiicrelerinde, laktat, MCT4 ve MCT1 ekspresyonunu yiikseltir, boylece laktat, timor

biliylimesinin ve karsinojenezin diizenlenmesinde anahtar bir element yapar. Hanahan ve
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Weinberg, kanser arastirma tarihinin en ¢ok alintilanan makalesinde, kanserin belirleyici
ozelliklerini proliferasyon i¢in sinyal verme, biiylime bastiricilardan kaginma, hiicre
Olimiine direnme, replikatif 6liimsiizliigii saglama, anjiyogenezi indiikleme ve istila ve
metastazi aktive etme seklinde tanimlamistir [17, 67]. Laktat, karsinojenezdeki tiim

biiylik adimlara katkida bulunmaktadir [68].

4.9.1.Laktatin Anjiyogenezdeki Rolii

Anjiyogenez, tiimorigenezde onemli bir adimdir. Laktatin, anjiyojenezde, hiicre
gbclinde, VEGF'nin uyarilmasinda, yara iyilesmesinde ve onariminda anahtar bir rol
oynadig1 bilinmektedir [69, 70]. Kanserde laktat, anjiyogenezde endotel hiicrelerinde
VEGF protein ekspresyonunu uyarict yonde rol oynar. Laktat tiimoér endotel hiicrelerine
MCT4 yoluyla girebilir ve bu sekilde tlimor hiicrelerinden salinan laktat, anjiyogenez ve
timor biliylimesini uyarmak i¢in yeterlidir [71]. Stromay1 ¢evreleyen kanser hiicreleri,
kanser biiylimesini ve kanser hiicrelerinin hareketliligini artiran yiiksek seviyelerde
hyaluronan igerir. Laktat, hyaluronan {iretimini arttirir, bu nedenle anjiyogeneze
yardimc1 olur [72]. Laktat {iretimini ve taginimini inhibe etmek, anjiyojenezi azaltir veya
inhibe eder. LDHA’ ’nin bir LDHA inhibit6rii olan sodyum okzamat ile inhibe edilmesi
anjiyogenezi biiyiik Olclide azaltir, ayrica LDH’in knock-out olmasi kanser hiicresi
proliferasyonunu da inhibe eder [73, 5]. Kanser hiicreleri arasinda MCT'leri ve laktat
tasinim1 hedefleyen yeni yaklasimlar, giiniimiizde azalmis anjiyogenez ve hiicre gocii

yoniinde etki gostermektedir [68].

4.9.2.Laktatin Hiicre Gocii ve Metastazi1 Tesvik Etmedeki Rolii

Invazyon kanserojenezde diger &nemli bir adimdir, laktat endotel hiicre
invazyonunu arttirmada anahtar unsur olarak goriinmektedir. Gliyoma hiicrelerinde,
laktat, glioma hiicrelerinin gogiiniin temel bir diizenleyicisi olan transforme edici
biiytime faktorii- B2 (TGF- B2) ekspresyonunu indiikler [74]. Eksojen laktat eklenmesi,
konsantrasyon ile iligkili bir sekilde farkli kanser hiicre hatlarinin hiicre hareketliligini ve
goclinii arttirir. Ayrica yaklasik yirmi yildir laktat seviyesinin farkli kanser tiirlerinde

metastaz ile yliksek derecede korele oldugu da bilinmektedir. Laktatin, metastaz
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basamaklarina etkisi tam olarak anlasilamamasina ragmen, yiiksek laktat

konsantrasyonlar1 kanserin erken evresinde metastaz sikligi ile iligkilidir [68].

4.9.3. Laktatin Kanser Hiicresinin immiin Sistemden Kacisindaki Rolii

Laktat, kanser hiicrelerinin immiin sistemden kacisina farkli sekillerde katkida
bulunur. Monositler oldukca hareketli hiicrelerdir ve tiimorle iliskili makrofajlarin
onctileridir. Laktat, monosit gociinii ve sitokin tiimor nekroz faktorii ve interlokin-6 (IL-
6) salinimini inhibe eder [75]. Ayrica laktat, T hiicrelerinin aktivasyonunu ve ayrica
monositlerin dendritik hiicrelere farklilasmasini inhibe eder. Laktat, insan T hiicrelerinin
sitokin liretiminde %95'e kadar bir diisiise neden olur ve sitotoksik aktiviteyi %50 azaltir
[76]. Laktat ayn1 zamanda sitolitik fonksiyonu inhibe ederek dogrudan dogal 6ldiiriicii
hiicre fonksiyonunu da inhibe eder ve dolayl olarak dogal dldiiriicii sitotoksisitesini
inhibe eden miyeloid tiirevli bastirici hiicrelerin sayisini arttirir. Olusan asidoz laktatin
bagisiklik sistemini baskilamasinin bagka bir yolu olabilir [77]. Kanser hiicrelerinde
hiicre i¢i pH seviyeleri, MCT'lerin mikro ¢evreye laktat ve H+ verme etkisinden dolay1
notr veya hafif alkalidir. Hiicre biiyiimesi ve cogalmasi icin aktive edildiginde, T-
hiicreleri ytiksek glikolitik aktiviteye gecer ve bdylece MCT'ler yoluyla 6nemli miktarda
laktat {iretir ve ihrag eder [68].

4.9.4.Laktatin Kanser Hiicresinin Kendine Yeterliligi ve Siirekli Glikolizdeki Rolii
Laktat, biyoenerjetik, kendine yeterlilik ve kanser hiicrelerinin siirdiirtilebilirligi
icin merkezi bir rol oynamaktadir. Kanser hiicrelerinin kendi kendine yeterliligi, yliksek
glikolitik akiya bagl olarak, kanser hiicrelerinin, anjiyogenez, immiin kacis, hiicre gogii
ve metastaz i¢in gerekli olan laktat {iretmesini de saglar. Ayrica, daha dnce belirtildigi
gibi, bu kendi kendine yeterlilik ve kronik glikoz kullanimi, insan viicudundaki sinirl
glikojen depolamasi nedeniyle (~400-500g veya 1,600-2000kcal) tek basina kanser
hiicresi glikojenolizinden tiiretilemez. Bu nedenle, esas olarak viicut amino asidinden ve
protein rezervlerinden tiiretilmis prekiirsorler i¢indeki glukoneojenik mekanizmalar,

kanser hiicrelerine yeterli glikoz beslemesini saglar (Sekil 1). Kanserde, glukoneogenez,
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glutaminin degrade olmasi ile desteklenir. Glutaminoliz, kanserde yaygin bir metabolik
yoldur ve bir¢ok kanser tiiriinde artis gozlenir [78].

Glutamin, kanserlerde fazla eksprese edilen ve c¢-MYC tarafindan diizenlenen
glutaminaz ile glutamata doniistiiriiliir. Her ne kadar kanser hiicreleri tarafindan
glutamin kullanimu tarihsel olarak bir biyoenerjetik substrat ve biyosentetik oncii olarak
diisiiniilmiis olsa da, glutaminoliz de laktat iiretir. Glutamin, farkli kanserlerde asiri
eksprese edilen malik enzim aracilig1 ile once malata sonrada piriivata oksitlenir [79].
Kanser hiicrelerinde malatin piruvat'a doniisiim oranlarinin daha yiiksek oldugu, 1973
yilinda Lehninger'in laboratuvarinda goézlemlenmistir [80]. Glikolitik kanserlerde
LDHA'min artmis ekspresyonu, piruvatin laktata indirgenmesinde bir artisa yol
acmaktadir, dolayisiyla kanserde glutaminoliz, laktagenez icin ikincil bir karbon kaynagi
olarak kabul edilebilir. Ayrica, oksidatif kanser hiicrelerinde, laktat, glutamin tastyici
ASCT2 ve glutaminaz 1 (GLS1) ekspresyonunu artirarak glutamat alimini ve
katabolizmay1 destekledigi i¢cin glutamat ve laktat arasinda karsilikli bir iliski oldugu
goriilmektedir. Viicuttaki ana glutamin kaynagi, iskelet kasi i¢cindeki serbest amino asit
havuzunun yaklasik % 50-60'm1 olusturdugu icin iskelet kasidir [81]. Artan
glutaminoliz, glukoz kullanim1 ve laktat {iretimi ile ayni sekilde kanser saldirganligi ve

mortalite ile korele olan kanserde kaseksiyi de aciklayabilir [68].

4.9.5.Tiimor Mikrocevresinin Sekillenmesinde Laktatin Rolii

Kanserojenezdeki kilit rolii nedeniyle, tiimorle iligkili mikrogevre kanser
arastirmalarinda biiyiik dikkat c¢ekmektedir. Timoér mikrogevresi malign hiicreler,
bagisiklik hiicreleri, kanser dist hiicre stromasi, fibroblastlarin yani sira tiimoére ait
damarlar ve lenfatiklerinden olusur. Chen ve arkadaslari, timdr mikrogevresinin
tiimoriin degisim siireglerini sekillendiren patolojik olarak aktif bir nis oldugunu aciklar
[82]. Tiimdr mikrocevresinin asidik 6zelligi, tipik bir 6zelligi, karsinojenez siirecinde
yer alan molekiillerin etkilesimi ve sinyallesmesi i¢in kilit rol oynamaktadir. Laktat,
stirekli laktat ve protonun kanser hiicrelerinden hiicre dis1 bosluga aktarilmasi nedeniyle

hiicre dis1 mikrogevrenin asidozundan sorumlu ana elementtir. Aslinda, kanser
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hiicrelerinde hiicre i¢i pH, kanserlerde pH 5.5 ila 7.0 olan yaygin hiicre dis1 alana kiyasla
hafif alkali olma egilimindedir [83, 84].

4.10. Laktat Dehidrogenaz Altbirimleri ve izoformlar

Laktat dehidrojenaz [(S)-laktat: NAD+ oksidorediiktaz; EC 1.1.1.27] piruvat ile
laktat arasindaki doniistimii katalizleyen NAD+ bagimli enzimler ailesidir. LDH, LDHA
(M) ve LDHB (H) seklindeki iki ayr1 gen tarafindan kodlanan M ve H alt birimlerinin
biraraya gelmesiyle olusan bir homo veya hetero-tetramerdir. Ugiincii bir alt birim, ayr1
bir LDHC geni tarafindan kodlanan LDHC, yalnizca testis ve spermde eksprese edilir ve
muhtemelen LDHA geninin bir kopyasidir. LDH tetramerleri, elektroforetik hareketlilik,
piriivat ve laktat i¢in Km, immiinolojik 6zellikler, 1s1l stabilite ve koenzim analoglar
veya asirl piriivat tarafindan inhibisyon agisindan farklilik gdsteren farkli izoenzimler
olusturur [85]. LDH, piruvat ve laktatin ¢ift yonlii doniisiimiine aracilik eder ve ortaya
cikan bir antikanser hedefidir (Sekil 4.10.1). LDH, iki farkli alt birimden olusan bir
tetramerdir, LDHA ve LDHB, bes farkli kombinasyonda birlestirilebilir (LDH1, dort
LDHB alt iinitesinden olusur; LDH2, iic LDHB ve bir LDHA alt iinitesinden olusur;
LDH3, iki LDHB ve iki LDHA alt {initesini ic¢erir; bir LDHB ve tic LDHA alt birimi ve
LDHS5 dort LDHA alt birimi igerir) (Sekil x6). LDHB, kalp kasinda bulunan baskin
izoform olmasina ragmen, her yerde acikca ifade edilir. LDHA, iskelet kasinda bulunan
baskin izoformdur. Ozellikle, LDHA, piruvat rediiksiyonu i¢in LDHB'den daha yiiksek
bir afiniteye sahiptir. Bu dikkate alindiginda, LDHA ve 6zellikle LDHS tetramer, laktat
icin lokalize olur ve gerekli olan NAD+ {iretir. Buna karsilik LDHB, laktati piruvat'a
doniistiirlir, bu da hiicrelerin oksidatif metabolizma icin (6rnegin, kalp dokusu ve
noronlar) ve/veya glukoneogenez i¢in (6rnegin, karacigerde ve bobrekte) besin kaynagi

olarak laktatin kullanilmasina izin verir.
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Sekil 4.10.1. Laktat dehidrogenaz aktivitesi ve tetramerleri [6]

4.10.1.Laktat Dehidrogenaz A

Laktat dehidrogenaz A (LDH-5 veya LDHA4), dért LDHA alt biriminden olusur
ve LDH izoformlarinin piruvat i¢in en diisiik Km degerine sahip olanidir ve glikolizin
devam etmesi i¢in gerekli olan NAD + molekiillerinin yenilenmesi ile birlikte glikolizin
son asamast olan pirlivatin laktata indirgenmesini katalizler. LDHA esas olarak
sitoplazmada bulunur, ancak ¢ekirdekteki tek iplikli DNA' y1 bagladigi da bulunmustur
[85]. LDHA degerli bir prediktif/prognostik belirte¢ olarak kabul edilmistir; asiri
ekspresyonu kanser invazivligi ile iligkilidir ve yliksek serum laktat seviyeleri kotii
prognoz ve kemo- ve radyoterapiye direng ile iligkilidir [86].

LDHA ifadesi c-Myc, HIF-1 ve mikro-RNA 34a ile diizenlenir. LDHA'nin kanser
hiicrelerinde Warburg fenotipinin korunmasindaki kilit rolii, ¢esitli LDHA inhibisyonu
ile meme, akciger, karaciger, lenfoma ve pankreas kanserlerinde tlimoérijenitenin ciddi
sekilde azaldigi raporlanmistir. Azalan LDHA aktivitesi, oksidatif fosforilasyon ve
mitokondriyal oksijen tliketiminin uyarilmasina ve mitokondriyal membran
potansiyelinin azalmasimna ve ROS iiretimi ile apoptozun artmasina neden olur. Bu
veriler, LDHA eksikliginin normal sartlar altinda ciddi sonuglara yol agmamas1 gercegi
ile birlikte, LDHA'y1 antikanser tedavisi i¢in ¢ekici bir hedef haline getirmektedir [87,
85].
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Tiimor biiylimesini in vitro ve in vivo olarak baskiladig1 gosterilen bircok LDHA
inhibitori, belli bagh farmasoétik gruplar tarafindan gelistirilmistir, ancak 6zellikle bir¢cok
enzime ortak olan diniikleotit baglanma bolgesini hedef alanlarin orta diizeyde seciciligi
vardir. Bu inhibitorler, diger tedavilerle kombinasyon halinde daha gii¢lii olmakla
birlikte, higbiri klinik calisma asamasina gelmemistir. Gectigimiz yillarda, her iki
izoformu nanomolar potansiyeli ile inhibe edebilen GNE-140 adli yeni bir LDHA
inhibitorii tanimlamistir. Calismalari, agirlikli olarak glikolitik hiicre ¢izgilerinin LDHA
inhibisyonuna kars1 daha duyarli oldugunu, oksidatif fosforilasyona daha fazla dayanan
hiicre ¢izgilerinin dogal olarak direnc¢li oldugu gosterilmistir ve bu hiicrelerde LDHA
inhibisyonunun oksidatif fosforilasyon inhibitdrleri ile kombinasyonu sentetik olarak

sldiiriiciidiir [88, 85].

4.10.2.Laktat Dehidrogenaz B

LDHB dort B alt iinitesinden olusur ve NADH formasyonu ile birlestiginde
piriivat i¢in laktat oksidasyonunu katalize eder. Cok sayida ¢alisma LDHB'nin kanserin
alt tiplerinde roliinii arastirmistir, ancak roli belirsizdir. LDHB'min, hem
Olumsiizlestirilmis  fare hiicre hatlar1 hem de insan kanser hiicrelerinde
PI3BK/AKT/mTOR yolu ile pozitif olarak diizenlendigi bulunmustur. Ekspresyonu,
bircok kanserde anahtar bir timoérjenik siiriicii olan sinyal transdiiktorii ve transkripsiyon
STAT3'lin aktivatorii ile uyarilmaktadir [89]. Ayrica, LDHB'nin {iglii negatif meme
kanserinde ve Kras’a bagli akciger adenokarsinomunda artmis oldugu ve kotii hasta
sonuclar1 ile korele oldugu bulunmustur. LDHB'yi azaltmak, hiicre biiylimesini,
cogalmasini inhibe etmektedir ve LDHB kaybinin, in vitro ve in vivo olarak timor
bliylimesini durdurdugu gosterilmistir [90, 91]. Bu durum, stromal veya kanser
hiicrelerinin aerobik glikolize maruz kalmasini ve laktat iiretmesini Oneren “ters
Warburg etkisi” ile uyumludur ve daha sonra MCTI1 tarafindan piriivate LDHB
katalizorlii doniisiim yoluyla oksidatif hiicreleri yakmak i¢in almir. Aslinda, MCT1
ekspresyonunun TNBC'de yiiksek LDHB ekspresyonu ile korele oldugu bulundu [85].
Bunlara zit sonuglar iceren ¢alismalarda LDHB’nin artmis ekspresyonunun daha iyi

prognozla iligkili oldugu bulunmustur ve buna goére LDHB ekspresyon kaybinin

37



metastatik progresyon ile iligkili oldugu savunulmustur. Bunun altinda yatan
mekanizma, LDHB promotor hipermetilasyonunu ve bunun sonucunda transkripsiyon
seviyesinde gen susturmayi igeriyor gibi goriinmektedir, ancak LDHB kaybinin tiimor

ilerlemesine tam olarak nasil katkida bulundugunu tam olarak anlasilamamaistir [92].

4.11.Kanserde Terapotik Hedefi Olarak Laktat Dehidrogenaz

Glikoliz, metabolizmaya niikleotidlerin, amino asitlerin ve lipitlerin biyosentezi
icin onciiler saglar. Glikolizin ¢ok yliksek orani, hiicrelerin hizli ¢ogalma sirasinda
biyosentetik akisin korunmasina ve cok miktarda piriivat iiretilmesine neden olur.
Bununla birlikte, yiiksek glikolitik olusumlar, mitokondride piriivat oksidasyonunun
baslatilmasinda etkin olan enzim piriivat dehidrojenazin (PDH) maksimum kapasitesini
onemli ol¢iide asabilir. Sitoplazmada piriivat birikimini 6nlemek i¢in, piriivatin gogu
laktat dehidrogenaz A (LDHA) ile laktata doniistiiriiliir; bu, piriivatt uzaklastiran ve
NAD'yi NADH'den yeniden tireten yiiksek kapasiteli bir sistemdir [46].

Onemlisi, glikoliz kanserli hiicrelere sadece enerji degil aymi zamanda kok
hiicrelerinin metabolik profillerine benzeyen biyosentez i¢in gerekli dnciil maddeleri de
saglar. Glukoz-6-fosfat, dihidroksiaseton fosfat gibi baz1 glikolitik metabolitler
digerlerinin yaninda metabolizma yollarma yonlendirilebilir. Ornegin glikoz-6-fosfat
niikleotidleri sentezlemek i¢in pentoz fosfat yolu ile siklikla tiiketilir Dihidroksiaseton
fosfat, tliimor biliylimesini ve proliferasyonunu hizlandirmak i¢in yeni organellerin ve
hiicrelerin toplanmasi i¢in dnemli olan lipid sentezi i¢in kullanilabilir. Glikolizden ileri
gelen metabolitler, aktif hiicre boliinmesi ve biiylik 6lgekli biyosentetik programlar igin
gerekli olan amino asit iiretimi ve makromolekiil sentezi i¢in de onemli maddelerdir.
Glikolitik enzimler metabolik islevlerine ek olarak kanser sagkalimi, metastaz,
invazyon, kromatin yeniden sekillendirme, gen ekspresyonu regiilasyonu ve diger
onemli hiicresel siiregleri destekleme konusunda aktif rol oynamaktadir. Bu nedenle,
glikolitik enzimlerin aktivitelerini hedeflemek, kanser tedavisi i¢in yararli stratejiler
olabilir.

Onceden tartigildigi gibi, LDHA ve LDHB'nin diferansiyel ekspresyonu g¢oklu

malignitelerde bildirilmistir ve siklikla klinik sonuglarla hastaligin sonuglar1 arasinda
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korelasyon vardir. Gelecekteki terapdtik tasarim igin LDHA ve LDHB'yi hedeflemek
biiylik avantaj olacaktir. Etkili hedeflemenin olasi yollarindan bazilari, kiigiik molekiillii

inhibitdrlerin ve kiigiik etkilesimli RNA aracili molekiiler inhibisyonun kullanilmasidir.

4.11.1.Kiiciik Molekiil Inihibitorleri

Bu baglamda, son birkag¢ yilda yapilan in vitro ve in siliko ¢alismalar, potansiyel
terapotik hedefler olarak LDHA ve LDHB'yi ortaya koymustur. Segici, kii¢iik molekiil
inhibitorlerin LDH aracili kanser hedeflemesi i¢cin oncii adaylar olarak tanimlanmasi
umut vericidir ve spesifik yolak inhibitorleri ile kombine kullanimlar1 farkli metabolik
tipteki tiimorlerde klinik yararin genisletilmesine yardimci olacaktir [88]. Kiigiik
molekiil inhibitorleri gelistirmek i¢in, X-1s11 kristalografisi, molekiiler dinamik ve
simiilasyonlar, reseptér bazli farmakofor modelleme yaklasimi ve yapi-tabanli sanal
taramalar gibi farkli in siliko yaklasgimlar kullanilmistir. Hem dogal hem de sentetik
kaynakl1 kiigiik molekiillii inhibitorler ile yapilan preklinik laboratuar ¢alismalart LDH
ekspresyonunu bloke etme potansiyeli oldugunu gostermistir [11]. FXII (3-dihidroksi-6-
metil-7-(fenilmetil)-4-propilnaftalen-1-karboksilik  asit), c¢oklu kanserde kanser
ilerlemesini engelledigi bildirilen bir NADH yarismali, secici, kiigiik molekiilli LDHA
inhibitoriidiir [93]. Safra kesesi karsinomunda FX11 aracili LDHA susturma, kanser
hiicresi proliferasyonunu, istilasini, biiylimesini baskilamis ve safra kesesi karsinomu
hiicresinde apoptosisi anlamli sekilde indiiklemistir [94].

Prostat kanseri hiicrelerinde asir1 eksprese edilen LDHA'nin FXII ile inhibe
edilmesi hiicre proliferasyonunu, go¢iinii, istilasin1 inhibe ederken apoptozu
indiiklemistir [95]. Pamuk tohumundan tiiretilen dogal bir fenolik {iriin olan
Gossypol'un ayrica tiimor biiylimesini inhibe ettigi bildirilmistir. Melanom, kiiciik
hiicreli akciger kanseri, meme kanseri, rahim agzi kanseri, miyeloid 16semi ve glioma
gibi farkli kanser hiicrelerinde doza bagli sitotoksisite gostermistir. Gossypol ayrica
metastatik meme kanseri, metastatik adrenal kanser ve gliomalarda anlamli antikanser
aktivitesi de gostermistir [96, 97]. Galloflavin LDHA ve LDHB icin sentetik olarak
sentezlenen diper bir inhibitordiir. Galloflavin tercihen serbest enzimlere baglanir ve

substrat ve kofaktorlerle rekabet etmez ve insan meme kanseri hiicrelerinde antikanser
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aktivitesi gostermistir [94]. N-Hidroksiindol bazli inhibitorler, piruvat ve NADH ile
rekabet edebilen ve kanserde iyi bir anti-proliferatif ve aclik uyandirma kabiliyeti
sergileyen rekabetci, kiiclik molekiillii inhibitorlerdir [11]. Piruvatin bir analogu olan

sodyum okzamat ayn1 zamanda glikolizin hafifletilmesiyle tiimér biiylimesini de

engeller [98, 99].

4.11.2.Laktat Dehidrogenaz A ve B’nin Molekiiler Inhibisyonu

Kiiciik interferans RNA'lar (siRNA'lar), sekans tamamlayiciligini hedef alarak gen
ekspresyonunu azaltan 20-25 niikleotid uzun, ¢ift sarmalli RNA molekiilleridir. siRNA
aracili gen ekspresyonu inhibisyonu, kanser arastirmalarinda onemli bir ara¢ haline
gelmistir ve gelecek vaat eden yollar sunmaktadir. LDHA'y1 hedeflemede siRNA'larin
kullanimi, kanser ilerlemesini durdurmak icin etkili bir yol olarak birka¢ grup tarafindan
gosterilmistir [11]. Renal karsinom hiicrelerinde asir1 eksprese edilen LDHA'nin siRNA
aracili bloke edilmesi, Bcl-2, Bax, p2l, siklin DI ve ayrica indirgenmis matris
metaloproteinaz (MMP) -2 ve MMP-9 ekspresyonu gibi proteinleri hedefleyerek hiicre
proliferasyonunu inhibe ederken ve apoptozu indiiklemistir [100]. Benzer sekilde,
glioblastomda LDHA ekspresyonunun bloke edilmesi hiicre biiylimesini azaltmis,
glikolizi azaltmis ve apoptozu arttirmistir [101]. KRK hiicrelerinde asir1 LDHA
ekspresyonunun azaltilmasi, bilyiime oranini inhibe etti ve laktat ve ATP iiretiminin yani
sira glukoz alimimi azaltmistir [102]. shRNA aracili LDHAin yikilmasi, MDA-MB-
435 kanser hiicre hattinda mitokondriyal ROS {iretimini arttirirken, hiicre ¢ogalmasini ve
hareketliligini azaltmistir [38]. Lentiviral vektor aracili, hepatoselliiler karsinoma (HCC)
hiicrelerinde LDHA'nin RNA etkilesimi (RNA1), bir ksenograft fare modelinde reaktif
oksijen tiirlerinin {liretimini artirarak ve metastatik potansiyeli dnemli 6l¢iide azaltarak
apoptozu arttirmistir [103]

Noroblastom hiicrelerinde LDHA ekspresyonunun CRISPR/Cas9 ve shRNA ile
bloke edilmesi, LDH aktivitesini iptal etmeden veya aerobik glikolizi 6nemli dlgiide
azaltmadan tiimor biiylimesini, klonojenikligi ve tlimoérijenisiteyi inhibe etmistir [104].
Insan pankreas kanseri hiicrelerinde HIF1/2a ile aktiflenmis LDHA ekspresyonunun

bloke edilmesi, hiicre biiylimesini ve gogiinii azaltmistir [105]. LDHA'nin inhibe
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edilmesinin ayrica hiicreleri radyasyon ve kemoterapiye daha duyarli hale getirdigi
gosterilmistir. Glioblastomada LDHA ekspresyonunun siRNA ile azaltilmasi, hiicre
dongiisii ilerlemesini bloke ederek bu hiicrelerde apoptozu indiiklemis ve temozolomid
duyarliligimmi artirarak hiicre biiylimesini durdurmustur [106]. siRNA veya FX11 ile
LDHA inhibisyonu ayrica LDHA'ya baglh tiimorler i¢in etkili bir tedavi stratejisi olan
oksidatif stres ve hiicre 6liimiiniin indiiklenmesine yol agmaktadir [93]. Prostat kanseri
hiicrelerinde LDHA ekspresyonu, radyoterapi direnci ile iligkilidir ve siRNA aracilt
LDHA blokesi hiicrelerin radyoterapiye kars1 duyarliligini arttirmis, epitel-mezenkimal
gecisi azaltmis ve apoptozu arttirmistir [107]. LDHAy1 kondrosarkomda inhibe etmek,
doksorubisine duyarliligi ve meme kanseri hiicrelerinde inhbe etmek ise meme kanseri
hiicrelerinin taksole (paklitaksel) tekrar duyarliligini arttirmistir [108, 109].

LDHA ve LDHB ekspresyonunun kiiciik molekiillii inhibitérler veya kodlayici
olmayan RNA yaklasimiyla engellenmesi biiyiik ilgi ¢ekebilir ve muhtemelen kanserin
ilerlemesine miidahale edebilir. Bu alanda gelecekteki calismalar devam etmekte ve
sonuglar beklenmektedir. LDHA ve LDHB'nin inhibisyonunun olasi herhangi bir yan
etkiye neden olmast muhtemel degildir, Bu nedenle, yeni inhibitorleri tamamlayici
kemoterapotik ajanlar ve tedavi duyarlilastiricilari olarak aramak son derece faydali

olabilir [11].

4.11.3.Tiimor ve Stroma Arasindaki Laktat Degisimini Engelleme

Kanser-iligkili fibroblastlar, kendilerine mevcut glikozu sunarak ve ustalari
tarafindan salgilanan laktati kullanarak, kanser hiicrelerine destek verirler. Tumor
proliferasyonunu inhibe ederek tiimor ve stromal hiicreler arasindaki karsilikli besin
aligverigini kirmak ig¢in kanser hiicrelerinde LDHA'y1 stromal hiicrelerde LDHB'yi
hedeflemek faydali olabilir. Giatromanolaki ve arkadaglar1 prostat kanserindeki stromal
ve epitelyal elementler arasinda metabolik etkilesimlere yonelik analizler yapmis ve
prostat kanseri hiicrelerinin baslica LDH-5'"1 ifade ettigini, tiimor ile iliskili fibroblastlar/
miyofibroblastlarin LDH-1'i ifade ettigini gostermisler ve her iki izoenzimin
tamamlayict davrandigini vurgulamislardir. Kanser hiicrelerinde bulunan LDH-5

izoenzimi piruvati laktata doniistiirtirken, kanser-iliskilli fibroblastlar/ miyofibroblastlar
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iizerinde bulunan LDH-1 izoenzimi eksprese ederek laktati kullanir ve onu kanser
hiicreleri igin gerekli enerji kaynagi piruvat'a doniistiirtir [110].

Timor mikrogevresinde iiretilen laktat, metabolik diizenlemenin ¢esitli yonlerini
desteklemede kritik rol oynar ve kanser mikrogevresinin kanser hiicresini detsekleyici
yonde davranmasina katkida bulunur. Patel ve arkadaglari stromal kanser-iliskili
fibroblastlarin kendi enerji gereksinimlerini ve komsu glikolitik tiimor hiicreleri igin
genel yedek glikozu karsilamak igin laktat salgilayan timori geri doniistlirdiigiini
gostermistir [11, 111].

Literatlir bilgisi esliginde sunulan caligmalar, kolorektal kanserde LDH-A
aktivasyonuyla degisim gosteren metabolik fenotipin kanser hiicresinin sagkalimina,
kemoterapi direncine ve metastazina etki edebilecegini gostermektedir. Ancak
literatiirde non-metastatik kolorektal kanserlerde metabolizmanin LDH-A baglantili
inhibisyonunun, kemoterapi etkinligine olan etkisini degerlendiren c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle, LDH-A baglantili timér metabolizmasi modifikasyonu
ile, kolorektal kanserde neoadjuvan/adjuvan tedavi siireclerinde kullanilan sitotoksik 5-
fluorourasil/irinotekan kombinasyonundan alinabilecek yanitin arttirilabilecegi yoniinde
arastirmalarin gerekliligi fikri ortaya ¢ikmaktadir. Bu ¢alisma, kolorektal kanserlerinde
LDH-A inhibitorlerinin mevcut kombin tedavi uygulamalarina eklenebilirligi hakkinda
fikir sahibi olunmasini saglayacak bir basamak olmaktadir.

Calismamizda hiicre canliligi ve migrasyonu hakkinda bilgi almak i¢in gercek
zamanli, otomatize sistemler kullanilmistir. Bu sistemler deney siiresince hiicrelerin
stirekli ve kantitatif izlenmesini saglayan yenilik¢i teknoloji sunmaktadir. Gergek
zamanli hiicre analiz sistemleri, 6zellikle potansiyel antikanser ilaglarinin taranmasi ve
bilesiklerin hiicreler iizerindeki etkilerinin saatlerce hatta giinler boyunca izlenmesi i¢in
sitotoksisite arastirmasinda bir avantaj saglar. Boylece in vifro ¢alismalarda karsimiza
cikan tekrarlanabilirlik ve standardizasyon konusundaki eksiklikleri agsmak adina

Onemlidir.
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S.MATERYAL METOT

5.1. Hiicre Kiiltiiri

Bu calismada kullanilan insan KRK hiicre hatlar1 olan HCT116 (ATCC® CCL-
247) ve HT-29 (ATCC® HTB-38™) ve American Type Culture Collection (ATCC)’den

temin edilmistir. Hiicre hatlarina ait 6zellikler Tablo 5.1.1.’de verilmistir. HCT116 ve

HT-29 hiicreleri deneylerde kullanilmak tizere %10 fotal sigir serumu (Gibco by Life

Technologies, Grand Island, NY, USA) ve %] penisilin-streptomisin (Gibco by Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) ile desteklenmis McCoy’s 5A (Gibco by Life
Technologies, NY, USA)’ dan olusan kiiltiir ortami1 kullanilarak, 37°C’de 5% CO;

iceren inkiibatdr ortaminda ¢ogaltildi. Hiicrelerin ¢cogalmasi mikroskop altinda diizenli

olarak kontrol edildi. Hiicrelerden elde edilen ilk pasajlar, -196°C’de depolandi. Sonraki

planlanan deneyler pasaj 5’ten sonra elde edilen hiicrelerle calisilarak gergeklestirildi.

Tablo 5.1.1. Kolorektal kanser hiicre hatt1 karakteristik 6zellikleri

Hiicre Hasta- Tanisi-

Hatt1 Organ Evresi Mutasyon
HCT116 48 yas- erkek  Kolorektal CDKN2A,  c.68-69insG,  p.R24fs*20
Kolon karsinoma (Homozigot)
CTNNBI1, ¢.133-135delTCT, p.S45del,
(Het.)
PIK3CA, c.3140A>G, p.H1047R
(Heterozigot)
RAS, ¢.38G>A, p.G13D (Heterozigot)
HT-29 44 yas- kadin  Kolorektal APC ¢.2557G>T, p.E853 (Heterozigot)
Kolon adenokarsino APC  ¢.4666-4667insA, p.T1556fs*3
ma (Heterozigot)
BRAF, c.1799T>A , p.V600OE
(Heterozigot)
PIK3CA, c.1345C>A, p.P449T
(Heterozigot)

SMAD, ¢.931C>T, p.Q311* (Homozigot)
TP53, c.818G>A, p.R273H (Homozigot)
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5.2.Kullamlan ilaclar

Calismamizda KRK tedavisi i¢in aktif olarak kullanilan kemoterapétikler olan 5-
fluorourasil (FU) ve irinotekan kullanildi. Gastrointestinal sistem, meme, bas ve boyun
kanserlerinin sagaltiminda kullanilan FU ¢esitli sekillerde etki eder, ancak esas olarak
bir timidilat sentaz (TS) inhibitorii olarak gdrev yapar. Bu enzimin aktivitesinin bloke
edilmesi sonucu, DNA replikasyonu i¢in gereken pirimidin (timidin) sentezi engellenmis
olur. Timidilat sentaz, deoksiiiridin monofosfati (dUMP) metilleyerek timidin
monofosfatint (dTMP) olusturur. 5-FU'nun verilmesi ile timidilat sentazin inhibe
edilmesi sonucu dTMP'de bir azlik durumu olusur ve kanserli hiicreleri hizli bir sekilde
boliinmesinin 6niine gecilmis olur. Bu durum kanser hiicrelerinde hiicre 6liimiine yol
acar [112]. Irinotekan, kolon kanseri ve kiiciik hiicreli akciger kanseri tedavisinde
kullanilan bir ilagtir. Kolon kanseri ig¢in, tek basina veya florourasil ile birlikte
kullanilmaktadir. irinotekan, hidroliz reaksiyonu sonucu bir topoizomeraz 1 inhibitdrii
olan SN-38'e aktive edilir. Bu daha sonra difosfat glukuronosiltransferaz 1Al
(UGT1A1) tarafindan glukuronidasyon ile etkisizlestirilir. DNA’nin sarmal yapisini
acarak DNA replikasyonu ve transkripsiyonda gorevli olan Topoizomeraz I enziminin
aktif metabolit SN-38 tarafindan inhibisyonu, hem DNA replikasyonu hem de
transkripsiyonun inhibisyonuna yol acar [113]. Fluorourasil (Sigma Aldrich) ve
irinotekan (Sigma Aldrich) ikisi de DNA sentezini inhibe ederek kanser hiicrelerinin
cogalmasini engellemek iizerine kullanilmaktadir. Bu noktada kanser hiicrelerinin
hayatta kalmalarim1 ve kemoterapdtiklere karsi diren¢ olusumunu destekleyen laktat
bagimli metabolik siirecin ortadan kaldirilmasi i¢in LDH inhibitérii olan sodyum

okzamat (Sigma Aldrich) kullanildu.

5.3.Gercek Zamanh Sitotoksisite Analizleri

Calismamizda ilk adim olarak KRK hiicrelerine (HCT116 ve HT-29) tekli ve
kombinasyon halinde uygulanan kemoterapdtiklerin ve sodyum okzamatin hiicre
canlilifina olan etkisi incelendi. Bu ama¢ dogrultusunda, canlilik analizleri Gergek
Zamanli Hiicre Analiz Sistemi (xCelligence Real Time Cell Analyzer SP, ACEA,

Biosciences, San Diego, CA) kullanilarak degerlendirildi. Bu sistemde hiicreler cihaza

44



ozgiin olan 96 kuyucuklu e-plate (ACEA Biosciences, California) kuyucuklarina
ekildikten sonraki 24 saat siiresince, ve 24 saat ardindan gergeklestirilen ilag
uygulamalarini takip eden 48 saat siiresince gercek zamanli olarak analiz edildi. Bu
sistemde, hiicrelerin altin elektrotlarin kapli oldugu kuyucuk zeminine yapismasi ile
olusan empedans degisiklikleri lizerinden analizler yapilmaktadir. Cihazin genel prensibi
Sekil 5.3.1 iizerinde anlatilmistir [114, 115].

Sisteme ait olarak tasarlanan 96 E-plate igerisindeki kuyucuklara kuyucuk basina
1x10* hiicre olacak sekilde (toplamda 200 pL hiicre kiiltiir ortami iginde) hiicre ekimi
gergeklestirildi. Hiicreler, 24 saat boyunca 37°C’de, %5 CO, igeren ortaminda gercek
zamanli goriintiilenecek ve 24. saatin sonunda 96 E-plate igerisindeki tiim kiiltiir ortami1
cekilerek ilaglara yonelik farkli konsantrasyonlar uygulanacaktir. Hiicrelerin 48 saat
boyunca, 15 dakikada bir hiicre indeksi 6l¢iimii alindi. Hiicre canlilig1 grafigi, hiicrelerin
kullanilan bilesige verdigi cevaba dayali olarak yilizde canlilik olarak sunuldu. Yiizde
canlilik orani, ila¢ ilave edilmemis kontrol ve deneyin sifir noktasindaki hiicre

indekslerinin oran1 kullanilarak tespit edildi.

B) R 0)

Sekil 5.3.1. Gergek zamanli hiicre analiz sisteminde empedans 6l¢iimiine dayanan
analize genel bakis. A) Hiicre ¢ogalmasinin gercek zamanli olarak dl¢iilmesi. B)
Mikroelektrotlar iizerinde hiicre yayilmasi ile degisen akimin 6l¢iilmesi ve zamana bagli
olarak grafiklenmesi tam otomatik olarak gerceklestirilmektedir. C) Hiicre eklenmeden
once ve sonrasinda tek bir kuyucugun yan kesit goriiniimii. Hiicre yoklugunda elektrik
akimi elektrotlar arasindaki devreyi tamamlayan kiiltiir ortami {izerinden serbestge akar.

Hiicreler elektrotlar {izerine yapisip prolifere oldugunda ise elektrik akimi engellenir.
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5.4.1l1aclarin IC50 Dozlarinin Belirlenmesi

Deney gruplarina ila¢g uygulamalar i¢in Oncelikli olarak, kullanilacak ilaglarin
secilen KRK hiicre hatlar iizerindeki IC50 dozlari belirlendi. IC50 dozu (half maximal
inhibitory concentration) hiicre canliligin1 diger bir deyisle, sayisin1 deneyin
baslangicina oranla %50 oraninda azaltan ilag konsantrasyonudur ve hiicrelerin net
kaybini ifade etmektedir. Bunun i¢in kemoterapétiklerin ve sodyum okzamatin HCT116
ve HT-29 hiicrelerine seri diliisyon ile farkli dozlarda uygulanmasi sonucu hiicre indeks
ve sayisindaki degisimler Ger¢ek zamanli Hiicre Analiz Sistemi (xCelligence Real Time
Cell Analyzer, ACEA, Biosciences, San Diego, CA) kullanilarak degerlendirildi ve IC50
dozlar1 hesaplandi. Deneyin basindaki sifir zamani (time zero, Tz) kontrol (C), ve
bilesiklerin bulundugu konsantrasyonlarda yapilan 6l¢iim (Ti) degerleri kullanilarak
inhibisyon orani yiizde cinsiden hesaplandi. IC50 degeri: [(Ti-Tz)/Tz] x 100 = -50
formiilii ile hesaplandi. IC50 dozlar1 su sekilde belirlendi. HCT116 i¢in: 5- Fluorourasil
17 uM; Irinotekan 100 pM; Sodyum okzamat 25 mM. HT-29 igin: 5- Fluorourasil 120
uM; Irinotekan 21 uM; Sodyum okzamat 25 mM olarak belirlenmistir. KRK hiicreleri
iizerindeki fluorourasil, irinotekan, ve sodyum okzamatin hiicre oliimii iizerindeki
etkilerini incelemek amaciyla kimyasallarin tek basina ve sodyum okzamatin kombine
olarak uygulandig1 deney gruplar1 olusturuldu. IC50 dozlarinin belirlenmesinin ardindan

deney gruplar1 belirlenerek, deneysel uygulamalar gerceklestirildi.

GRUP-1: HCT116 hiicre hattiyla gergeklestirilen deneylere ait gruptur.

C1: [KRK Hiicreleri+Hiicre kiiltiir ortami1] (Kontrol)

C2: [KRK Hiicreleri+Hiicre kiiltiir ortami1] + Fluorourasil (IC50 doz)

C3: [KRK Hiicreleri+Hiicre kiiltiir ortami] + Irinotekan (IC50 doz)

C4: [KRK Hiicreleri+Hiicre kiiltiir ortami] + Sodyum okzamat (IC50 doz)

CS5: [KRK Hiicreleri+Hiicre kiiltiir ortami]+Fluorourasil+Sodyum okzamat (IC50 doz)
C6: C5: [KRK Hiicreleri+Hiicre kiiltiir ortami]+irinotekan+Sodyum okzamat (IC50 doz)
C7: [KRK Hiicreleri+Hiicre kiiltiir ortami]+Fluorourasil+irinotekan+Sodyum okzamat
(IC50 doz)

C8: [KRK Hiicreleri+Hiicre kiiltiir ortam1] + Fluorourasil + Irinotekan (IC50 doz)
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GRUP-2: HT29 hiicre hattiyla gerceklestirilen deneylere ait gruptur.
T1: [KRK Hiicreleri+Hiicre kiiltiir ortami] (Kontrol)

T2: [

T3: [KRK Hiicreleri+Hiicre kiiltiir ortami] + Irinotekan (IC50 doz)

T4: [KRK Hiicreleri+Hiicre kiiltiir ortami1] + Sodyum okzamat (IC50 doz)

TS: [

T6: C5: [KRK Hiicreleri+Hiicre kiiltiir ortami]+Irinotekan+Sodyum okzamat (IC50 doz)

KRK Hiicreleri+Hiicre kiiltiir ortam1] + Fluorourasil (IC50 doz)

KRK Hiicreleri+Hiicre kiiltiir ortam1] + Fluorourasil+ Sodyum okzamat (IC50 doz)

T7: [KRK Hiicreleri+Hiicre kiiltiir ortami]+Fluorourasil+irinotekan+Sodyum okzamat
(IC50 doz)
T8: [KRK Hiicreleri+Hiicre kiiltiir ortami1] + Fluorourasil + Irinotekan (IC50 doz)

5.5.Ger¢ek Zamanh Hiicre Migrasyon Analizleri

Sitotoksisite analizleri ile birlikte ilag uygulamasi yapilan hiicrelerin migrasyon
yetenekleri degerlendirildi. Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi (xCelligence Real
Time Cell Analyzer DP, ACEA, Biosciences, San Diego, CA) migrasyonun
degerlendirilmesine 06zgii olarak 8 uM por capiyla tasarlanmis CIM-Plate 16
kullanilmasi ile migrasyon deneyleri gerceklestirildi (Sekil 5.6.1) [114].

Hiicreler 40,000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde serum igermeyen hiicre kiiltiir
ortam1 esliginde ve spesifik kemoterapotik uygulamasi ile iist kuyucuklara ekildi. Alt
kuyucuga migrasyon i¢in serum iceren kiiltlir ortami uygulandi. Hiicrelerin migratif
ozellikleri geregi, porlardan gegisini temsil eden hiicre indeksi degerleri impedans
degerlerindeki degisimlerin 48 saat siiresince 15 dakikada bir o6l¢iilmesi ile elde
edilecektir. Hiicrenin migratif 6zelligi, ilagla muamele edilmemis kontrol hiicrelerinin

migrasyonunun %100 olarak ifade edilmesiyle sunulacaktir.
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Sekil 5.5.1. Gergek zamanli hiicre migrasyon analizi i¢in CIM-Plate. A) Plate’in
grafiksel gosterimi. B) Kullanim kolaylig1 acisindan ayrilabilir iki bdlmeye sahip olan ve

seffaf gortinlimlii plate.

5.6.Laktat Analizi

Laktat (CH3CH(OH)COO-), bir¢ok biyolojik siirecte 6nemli role sahiptir. L(+)-
Laktat, insan ara metabolizmasinda olusan baslica laktat stereoizomeridir ve kanda
bulunur. D(-)- Laktat kanda da bulunabilir, ancak L(+)-Laktat konsantrasyonunun
yaklasik % 1 — 5’1 kadardir. Laktat metabolizmasina yonelik ¢alismamizda, piriivatin
laktata doniisiimii hakkinda bilgi sahibi olabilmek i¢in, ¢aligma kapsaminda belirlenen
spesifik gruplara kemoterapdtik uygulamalarini takip eden 48.saat sonunda laktat
olusumuna iliskin analizler gerceklestirildi. L-Lactate Assay Kit (Kolorimetrik)
(ab65331), laktatin laktat dehidrogenaz ile oksitlenmesi sonucu agiga cikardigi iiriiniin
prob ile etkilesime girmesi sonucu ag¢iga c¢ikan rengin siddetinin 450 nm’de okunmasi
prensibine dayanmaktadir.

Ornek Hazirligi: Spesifik ilag uygulamalarinin ardindan, hiicreler tripsinize edildi
ve soguk PBS ile yikandi. Ardindan hiicre pelleti, Lactate Assay Buffer (~200 pL) ile
stispanse edildi ve homojenize edildi. Santrifiij ardindan (5 dakika, 4°C) iist faz topland1
ve hiicrelere buz iizerinde deproteinizasyon islemi uygulandi. Hiicre supernatant endojen
LDH igerdigi i¢in deproteinizasyon islemi enzim degrade edildi. Bu islem sirasinda

Deproteinizing Sample Preparation Kit — TCA (ab204708) kullanildi. Orneklerin iizerine
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TCA (~20uL) eklendi ve buz iizerinde 15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 12.000g’de 5
dakika santrfiiij edildi. Ust faz alindi ve Neutralizing Solution (~12pL) eklendikten
sonra Ornekler buz ilizerinde 5 dakika bekletildi.

Olgiim: Her 6rnekten 50 pL alinip, iizerine 50 uL reaksiyon miksi (Lactate assay
buffer- 46uL; Lactate substrate mix 2pL; Lactate enzyme mix 2pL) eklendi. Oda
sicakliginda 30dakika beklendikten sonra 450 nm’de absorbans gerceklestirildi.
Olgiimler hazirlanan standartlar dogrultusunda degerlendirildi (Tablo 5.7.1 ve Sekil
5.7.1).

Tablo 5.6.1. Laktat standartlari

Standart hacmi Ornek Tamponu Konsantrasyon

(nL) (nL) (nmol/kuyucuk)
Standart #1 0 50 0
Standart #2 2 48 2
Standart #3 4 46 4
Standart #4 6 44 6
Standart #5 8 42 8
Standart #6 10 40 10
1.2 1
T 14
c
3 0.8 -
E 0.6 1
«©
g 0.4 1 y = 0.0939x + 0.0345
2 021 R? = 0.998
<
0 v . v - r \
0 2 4 6 8 10 12

Konsantrasyon (nmol)

Sekil 5.6.1. Laktat kalibrasyon egrisi
5.7.Asetil KoA Eliza Analizi

Bu test, sandvi¢ enzime bagli immiin-sorbent tahlil teknolojisine dayanmaktadir.

96 kuyucuklu plakalar anti-Asetil KoA antikor, 6nceden kaplandi. Biotin konjuge anti-
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Asetil KoA antikorlari tespit antikorlar1 olarak kullanildi. Standartlar, spesifik gruplara
ait hiicreler 6rnekleri ve biotin eslenik tespit antikorlar1 vasitayla kuyucuklara eklendi ve
ardil yikalamalar gergeklestirildi (Sekil 5.8.1). HRP-Streptavidin ilave edildi ve
baglanmayan konjugatlar yikama tamponuyla yikandi. TMB substratlart HRP enzimatik
reaksiyonu gorsellestirmek icin kullanildi. TMB, asidik durdurma c¢ozeltisi ilave
edildikten sonra sartya doniisen mavi renkli bir iiriin iiretmek icin HRP ile
katalizlenmektedir. En son durdurma soliisyonu ekleyerek sar1 rengin olugmasi saglandi.
Sart renk yogunlugu, plakada yakalanan Asetil KoA ornek miktartyla orantilidir.
Absorbansin 450nm'de Olgiilmesi ardindan Orneklerde mevcut olan Asetil KoA
konsantrasyonu standartlar araciligi ile elde edilen kalibrasyon egrisi araciligi ile
hesaplandi (Sekil 5.8.2).

0.3ml
77 Ny 0.3ml 03ml 03m 03m 03ml

NS NS NS Ny blank

VYV VU DD

20ng 10 5 2,5/I 125 0625 0313 ’
ng/m

Sekil 5.7.1. Asetil KoA standartlarin hazirlanisi. Her bir tiipe 0.3ml standart tamponu

eklendir, ve bunun iizeri bir 6nceki standart tiipiinden 0,3ml standart ¢ozeltisi eklendi.

y =0.0063x + 0.2163
R?=0.99516

chahwhuION®©®

Absorbans (450nm)
(=N =N NN NN

0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 5.7.2. Asetil KoA kalibrasyon egrisi
5.8.Total Antioksidan Kapasitesi Analizi

Ornekler igindeki total antioksidan 6lciimii, Erel tarafindan gelistirilen metotla

yapilmistir [116]. Tampon ¢ozelti varlifinda ortam pH’sinin sabit tutulmasi ile ABTS
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(2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) reaktifi hidrojen peroksit ile
radikal hale getirilmistir. Bu reaksiyon sonucunda olusan ¢ozelti koyu yesil-lacivert arasi
bir renge sahiptir. Bu ¢dzeltiye, hiicre lizatlarinin ilave edilmesi ile, 6rnekler icerisindeki
antioksidanlar mevcut ABTS radikallerini nétralize eder. Notralizasyonun gerceklesmesi
ile birlikte ¢ozeltinin rengi acilir, dolayisiyla 6rnek iginde bulunan total antioksidan
miktar ile ¢ozeltinin renk siddeti orantilidir. Standartlarin ve 6rneklerin, absorbansi 658
nm’de Olciiliir. Standart egri olarak kullanilan absorbans-molarite verileri kullanilarak

ornegin total antioksidan molaritesi hesaplanir.

Kullanilan Reaktifler:

R1: 0.4 Molar Asetat tamponu (pH:5.8)

R2: 30mM Asetat Tamponu (pH:3.6); 10mM ABTS reagent +1000ml i¢in 278 uL
H,0,; %10 Etilen glikol

Standart: 0.1 Molar (pH:8) Tris tamponu i¢inde ImM Potasyum hekzosiyanoferrat
(CsFeK3Ne)

5.9.Total Oksidan Seviyesi Analizi

Ornekler icindeki total oksidan o&lgiimii, Erel tarafindan gelistirilen metotla
yapilmistir [117]. Fe;SO4’nin suda  ¢dziinmesi ile Fe* aciga cikar. Hiicre lizatlarinda
bulunan oksidanlar Fe* nin Fe*’e yiikseltgenmesini saglar. R1 soliisyonu igindeki X-
orange reaktifi Fe* ile birlikte renkli bir kompleks olusturur. Olusan rengin siddeti;
orneklerin igindeki total oksidan miktar1 ile orantilidir. Standartlarin ve orneklerin
absorbanslart 658 nm’de Olgiildii. Standart olarak kullanilan ¢ozeltinin absorbans-

molarite verileri lizerinden 6rnekelrin total oksidan molaritesi hesaplandi.

Kullanilan Reaktifler:

R1:Fox soliisyonu: 140mM NaCl; 25mM Siilfirik asit; Fox sollisyonu i¢ine 150mM D-
Sorbitol ve 250uM X-orange

R2: Fox soliisyonu igine 10mM 4-Hidroksibenzoik asit ve SmM Amonyum Fe’SOy
Standart: 20uM H,0,
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Oksidatif Stres Indeksi=TOS/TAS olarak hesaplanmistir ve OSI Referans Aralig1:0-

3’tiir.

5.10.Kantitatif Ger¢cek Zamanh PCR ile LDH Gen Ekspresyonlarinin Belirlenmesi
mRNA izolasyonu: Oncelikli olarak farkli gruplara ait hiicrelerden RNeasy Mini
Kit (Qiagen, Cat no: 74104, Germany) kullanilarak mRNA izolasyonu yapildi. Ornekler
once parcalanir ve daha sonra homojenlestirildi. Ideal baglama kosullar1 saglamak icin
lizata etanol eklendi. Lizat daha sonra RNeasy silika membranina yiiklenir.RNA
filtrelere baglanir ve tiim kirleticiler verimli bir sekilde yikama basamaklariyla ortamdan

uzaklastirildi. Saf, konsantre RNA 30-100 pl su kullanilarak eliie edildi.

cDNA sentezi: mRNA sentezi ardindan, gen ekspresyon analizlerinde mRNA'dan
verimli bir sekilde cDNA sentezi gergeklestirilmelidir. cDNA sentezi igin RT2 First
Strand Kit (Qiagen, Cat no: 330404, Germany) kullanildi. Ilk olarak, genomik DNA
eliminasyon karisimi hazirlandi ve bu karisim 5 dakika siiresince 42°C’de inkiibe edildi
(Tablo 5.11.1).
Tablo 5.10.1. DNA eliminasyon karigim1 hazirligi

DNA Eliminasyon Karisimi

RNA 5-10 pl
Buffer GE 2 ul
Rnase free water Degisken

Inkiibasyon ardindan Genomik DNA eliminasyon karisimini igeren tiipler buz
iizerine konuldu ve Revers Transkripsiyon karisimi hazirlandi ve tiiplerin {izerine 10 pl
bu karisimdan eklendi (Tablo 5.11.2). Ornekler 42°C’de 15dakika, 95°C’de Sdakika
inkube edildi. Inkiibasyon sonrasi her bir reaksiyona 91ul DNAaz free dH20 eklendi ve

ornekler dondurucuda saklandi.
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Tablo 5.10.2. Revers transkripsiyon karigimi hazirligi

Revers Transkripsiyon Karisim

5X Buffer BC3 4 pl
Control P2 Tl
RE3 Reverse Transcriptase Mix 2 ul
Rnase free water 3ul
DNA Elimination mix 25 ul

Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (PCR): Cogaltma islemleri i¢in LDHA ve
LDHB genlerine 6zgii olan RT> gPCR Primer Assay kullanild1 (Qiagen, LDHA, Cat no:
PPHO02047H; LDHB, Cat no: PPH14743B). Pcr master miks hazirliginda, ise yine RT?
SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Cat no: 330500, Germany) kullanild1 (Tablo 5.11.3).
RT2 SYBR PCR Kit’i, gPCR Mastermix, PCR tamponu, yiiksek performansli HotStart
DNA Taq polimeraz, niikleotidler ve SYBR® Green boya icerir. SYBR® Green, DNA
bazlar1 arasinda interkale olan ve molekiiler biyolojide bir¢ok uygulamaya sahip olan bir
boyadir. Boyle bir uygulama, ayni zamanda qPCR olarak da bilinen ger¢ek zamanli
PCR'dir. Boyanin fliioresansinin yogunlugu, ardil olarak gerceklesen her PCR dongiisii
ile artar ve bu nedenle PCR iiriiniin 6l¢iilmesi i¢in kullanildi. Veri analizi asamasinda,
normalizasyon i¢in hedef gen ile birlikte housekeeping bir gen (Beta-aktin) de amplifiye
edildi. Reaksiyon hazirliginda kullanilan reaktif, primer, kalip miktarlar1 asagidaki

gibidir. Sonuglarin analizinde delta-delta CT degerleri iizerinden ekspresyon kat sayisi

hesaplandi.
Tablo 5.10.3. PCR karsimi hazirlig1
PCR Karisimi
RT SYBR GREEN Mastermix 12.5 ul
qPCR Primer Assay Tl
cDNA 5-7 ul
RNaz free su Toplam hacim 25 pl olacak

sekilde tamamlanir
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5.11.Istatistiksel Analiz

Calisma dogrultusunda gerceklestirilen tiim deneyler 3 veya daha fazla bagimsiz
deneyde tekrar edildi. Istatistiksel analiz GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA, ABD) veya SPSS version 21.0 (SPSS, Chicago, IL, United States)
kullanilarak gerceklestirildi. Degerlendirilen parametreler kapsaminda farkliliklar
degerlendirmek i¢in parametrik olmayan Mann Whitney U testi kullanildi. Metin ve

sekillerin sayisal degerleri, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. P degeri < 0.05
diizeyinde kabul edildi.
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6.BULGULAR

6.1. Kolorektal Kanser Hiicrelerinin Kiiltiir Edilmesi
KRK hiicre hatlar1, satin alinan firmanin yonergesi dogrultusunda kiiltiir edildi
(Sekil 6.1.1 ve Sekil 6.1.2). Elde edilen hiicreler sonraki deney asamalarinda

kullanilmak tizere uygun kosullarda saklandi.

Sekil 6.1.1. HCT116 hiicrelerinin kiiltiir kosullarindaki mikroskobik goriintiileri

Sekil 6.1.2. HT-29 hiicrelerinin kiiltiir kosullarindaki mikroskobik goriintiileri
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6.2.11a¢ Uygulamalar1 Sonucu IC50 Degerlerinin Belirlenmesi

HCT116 ve HT-29 hiicrelerinin in vitro kiiltir edildigi kosullarda ilag
uygulamalarinin yapilabilmesi i¢in, ilaglarin ve kullanilacak kimyasal maddelerin IC50
dozu (half maximal inhibitory concentration) diger bir deyisle hiicre canliligini-sayisini
deneyin baslangicina oranla %50 oraninda azaltan ilag konsantrasyonlar1 belirlendi.
Bunun icin HCT116 ve HT-29 hiicrelerine ilaglara ait farkli doz uygulamalar
gerceklestirildi. HCT116 icin: 5- Fluorourasil 17 pM; irinotekan 100 uM; sodyum
okzamat 25 mM; HT-29 i¢in: 5- Fluorourasil 120 pM; irinotekan 21 pM; sodyum
okzamat 25 mM olarak belirlenmistir. KRK hiicreleri lizerinde sodyum okzamatin tek
basma veya S5-fluorourasil ve irinotekan ile birlikte uygulanacagi deney gruplar

olusturuldu.

Tablo 6.2.1.Deneylerde kullanilan IC50 degerleri

. IC50 Dozu
Ila¢/Kimyasal
HCT116 HT-29
5-Fluorourasil 17 uM 120 uM
Irinotekan 21 uM 21 uM
Sodyum okzamat 25 mM 25 mM
A B
150 150
||
® | |
100+ 100+
|
504 504 u
|
[} ° L] [ ]
0 0
0 1 2 3 0 1 2 3
Log(Concentration) Log(Concentration)

Sekil 6.2.1. HCT116 ve HT-29 hiicrelerinde 5-fluorourasil ilacina ait IC50 egrileri. A)
HCT116, B) HT-29 hiicrelerinin egrileridir.
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Sekil 6.2.2. HCT116 ve HT-29 hiicrelerinde irinotekan ilacina ait IC50 egrileri. A)
HCT116, B) HT-29 hiicrelerinin egrileridir.

A HCT116 B HT29
100 -~ 24 hours 100 -e- 24 hours
-#- 48 hours -®- 48 hours
= x
Z 50 £ 50
© ©
(&] o
Ot T ) rt+——r—r—rr—rrrrrrrrrrrrrr7—
0 50 100 0 50 100
Sodyum okzamat konsantrasyonu (mM) Sodyum okzamat konsantrasyonu (mM)

Sekil 6.2.3. HCT116 ve HT-29 hiicrelerinde sodyum okzamata ait canlilik egrileri

24 saatlik canlilik verileri degerledirildiginde hem HCT116 hem de HT29 hiicre
hattinda, 10, 20, 40,80 ve 100mM konsantrasyonundaki sodyum okzamat uygulamasi
kontrole gore canlilig istatistiksel anlamli olarak azaltmaktadir (p< 0.05).

48 saatlik canlilik verileri incelendiginde ise hem HCT116 hem de HT29 hiicre
hattinda, 10, 20, 40, 80 ve 100mM konsantrasyonundaki sodyum okzamat uygulamasi

kontrole gore canlilig istatistiksel anlamli olarak azaltmaktadir (p< 0.05).
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Sekil 6.2.4. HCT116 ve HT-29 hiicrelerinde sodyum okzamata ait IC50 egrileri. A)
HCT116, B) HT-29 hiicrelerinin egrileridir.

6.3.Gercek Zamanh Sitotoksisite Analizlerinin Sonuclar:

llaglara yénelik IC50 dozlarinm belirlenmesinin ardindan sodyum okzamatin,
mevcut kemoterapdtiklerle uygulanmasi sonucu hiicre canliligina olan etkisi gercek
zamanli sitotoksisite analizleri ile incelendi. Bu ama¢ dogrultusunda her hiicreye 6zgii

olarak belirlenmis IC50 dozlar1 uygulandi.

A B
HCT116 HT-29
100+ 100-
80 80—
S 60 s 60
§ 40 § 40
o (8]
20+ 20
0- 0-
S @ oF oF ot o & D @ gt gF gt oF @
TN O 00O \N <K ON ON O O (N
SEH SELH
S N

Sekil 6.3.1. HCT116 ve HT-29 hiicrelerine ait canlilik grafikleri. A) HCTI116
hiicrelerine 5-fluorourasil, irinotekan ve sodyum okzamatin tek basina veya farkli
kombinasyonlar halinde uygulanmasimnin canlilik iizerine olan etkisi. B) HT-29

hiicrelerine 5-fluorourasil, irinotekan ve sodyum okzamatin tek basina veya farkli
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kombinasyonlar halinde uygulanmasinin canlilbik iizerine olan etkisi. (FU: 5-

Fluorourasil, IRI: irinotekan, OX: Sodyum okzamat)

A B C

HCT116 (FU-OX) HCT116 (IRI-OX) HCT116 (FU-IRI-OX)
100- 100- 100~
*
80 80 80-
< 60 < 60 < 60
= X X
T 40 T 40 T 40-
(&) o (8]
20 20 20
0- 0- 0-
FU OX FU-OX IRl OX IRI-OX + & & &
o o 9O N
& & 0,83 &
3

Sekil 6.3.2. HCT116 hiicrelerine ait canlilik grafikleri. A) HCT116 hiicrelerine 5-
fluorourasilin tek basina ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin canlilik {izerine
olan etkisi. B) HCT116 hiicrelerine irinotekanin tek basina ve sodyum okzamatla birlikte
uygulanmasinin canlilik tizerine etkisi. C) HCT116 hiicrelerine 5-fluorourasil/irinotekan
kombinasyonunun ve bunun sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin canlilik iizerine
etkisi. *p< 0.05 olarak anlamli kabul edilmistir. (FU: 5-Fluorourasil, IRI: irinotekan,
OX: Sodyum okzamat)

A HT-29 (FU-OX) B HT-29 (IRI-OX) (03 HT-29 (FU-IRI-OX)
100~ 100+ 100-
" *
80+ 80 80 %
T 60 < 60 < 60 1
E 40 E 40 E 40-
S o S
20 20 20-
0- 0- 0-
FU OX FU-OX IRl OX IRI-OX + & @
O o o N
S & &
&

Sekil 6.3.3. HT-29 hiicrelerine ait canlilik grafikleri. A) HT-29 hiicrelerine 5-
fluorourasilin tek basina ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin canlilik {izerine
etkisi. B) HT-29 hiicrelerine irinotekanin tek basimna ve sodyum okzamatla birlikte

uygulanmasinin canlilik iizerine etkisi. C) HT-29 hiicrelerine 5-fluorourasil/irinotekan
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kombinasyonunun ve bunun sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin canlilik iizerine

etkisi. *p< 0.05 olarak anlamli kabul edilmistir. (FU: 5-Fluorourasil, IRI: irinotekan,
OX: Sodyum okzamat)

6.4.Gerc¢ek Zamanh Hiicre Migrasyon Analizlerinin Sonug¢lar:

HCT116 ve HT-29 hiicrelerine mevcut kemoterapdtiklerin ve sodyum okzamatin
tek basina veya ¢esitli kombinasyonlar halinde uygulanmasini takiben, hiicrelerin
migrasyon yetenekleri degerlendirilmistir. Hiicrelerin migratif yetenekleri Gergek
Zamanl Hiicre Analiz Sistemi (xCelligence Real Time Cell Analyzer DP, ACEA,

Biosciences, San Diego, CA) ile degerlendirilmistir.

100 100

80 80

Migrasyonun inhibisyonu (%)
Migrasyonun inhibisyonu (%)

O @ gF g ot oF @ O @ GF ot 6F ot @
L oo ot on K Lot ot o
SELHFS SELHFS
S S

Sekil 6.4.1. HCT116 ve HT-29 hiicrelerine ait migrasyon grafikleri. A) HCT116
hiicrelerine 5-fluorourasil, irinotekan ve sodyum okzamatin tek basina veya farkl
kombinasyonlar halinde uygulanmasinin migrasyon inhibisyonuna olan etkisi. B) HT-29
hiicrelerine 5-fluorourasil, irinotekan ve sodyum okzamatin tek basina veya farkl
kombinasyonlar halinde uygulanmasinin migrasyon inhibisyonuna olan etkisi. (FU: 5-

Fluorourasil, IRI: irinotekan, OX: Sodyum okzamat)
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Sekil 6.4.2. HCT116 hiicrelerine ait migrasyon grafikleri. A) HCT116 hiicrelerine 5-
fluorourasilin tek basina ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin migrasyonun
inhibisyonu iizerine olan etkisi. B) HCT116 hiicrelerine irinotekanin tek basina ve
sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin migrasyonun inhibisyonu iizerine olan etkisi.
C) HCT116 hiicrelerine 5-fluorourasil/irinotekan kombinasyonunun ve bunun sodyum
okzamatla birlikte uygulanmasinin migrasyonun inhibisyonu iizerine olan etkisi. *p<

0.05 olarak anlamli kabul edilmistir. (FU: 5-Fluorourasil, IRI: irinotekan, OX: Sodyum

okzamat)
& 1004 & 1004 & 1004
2 2 2 *
% 80 * % 80 * % 80
2 god | | 8 ool 8 gl
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Sekil 6.4.3. HT-29 hiicrelerine ait migrasyon grafikleri. A) HT-29 hiicrelerine 5-
fluorourasilin tek basmma ve sodyum okzamatla birlikte kombinasyon seklinde
uygulanmasinin migrasyonun inhibisyonu {iizerine olan etkisi. B) HT-29 hiicrelerine

irinotekanin tek basmma ve sodyum okzamatla birlikte kombinasyon halinde
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uygulanmasinin migrasyonun inhibisyonu iizerine olan etkisi. C) HT-29 hiicrelerine 5-
fluorourasil/irinotekan kombinasyonunun ve bunun sodyum okzamatla birlikte
uygulanmasinin migrasyonun inhibisyonu iizerine olan etkisi. *p< 0.05 olarak anlamli

kabul edilmistir. (FU: 5-Fluorourasil, IRI: irinotekan, OX: Sodyum okzamat)

6.5. Laktat Analizi Sonuclar:

HCT116 ve HT-29 hiicrelerine mevcut kemoterapétiklerin ve sodyum okzamatin
tek basmna veya cesitli kombinasyonlar halinde uygulanmasimi takiben, timor
metabolizmasinin belkemigi olan Warburg etkisi dogrultusunda tiimore sagkalim ve
diren¢ avantaji saglayan laktatin hiicre ortamindaki konsantrasyonu degerlendirilmistir.
Boylece pirilivatin laktata doniisiimii hakkinda bilgi sahibi olunarak, Warburg etkisinin

ne derece asildig1 hakkinda bilgi sahibi olunmustur.

A B
8 8
s s %]
£ £
5 44 5 4
= x
© ©
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Sekil 6.5.1. HCT116 ve HT-29 hiicrelerinde laktat ait konsantrasyon grafikleri. A)
HCT116 hiicrelerine 5-fluorourasil, irinotekan ve sodyum okzamatin tek basina veya
farkli kombinasyonlar halinde uygulanmasinin laktat konsantrasyonuna olan etkisi. B)
HT-29 hiicrelerine 5-fluorourasil, irinotekan ve sodyum okzamatin tek basina veya farkl
kombinasyonlar halinde uygulanmasinin laktat konsantrasyonuna olan etkisi. (FU: 5-

Fluorourasil, IRI: irinotekan, OX: Sodyum okzamat)
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Sekil 6.5.2. HCT116 hiicrelerine ait laktat konsantrasyon grafikleri. A) HCTI116
hiicrelerine 5-fluorourasilin tek basina ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin
laktat konsantrasyonuna olan etkisi. B) HCT116 hiicrelerine irinotekanin tek basina ve
sodyum okzamatla birlikte kombinasyon halinde uygulanmasmin laktat
konsantrasyonuna olan etkisii C) HCT116 hiicrelerine 5-fluorourasil/irinotekan
kombinasyonunun ve bunun sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin laktat
konsantrasyonuna olan etkisi. *p< 0.05 olarak anlamli kabul edilmistir. (FU: 5-

Fluorourasil, IRI: irinotekan, OX: Sodyum okzamat)
HCT116 hiicrelerinde kontrol grubuna ait laktat konsantrasyonu diger gruplarla

karsilastirlldiginda (FU, IRI, OX, FU-OX, IRI-OX, FU-IRI-OX ve FU-IRI) tiim

sonuglarda kontrole oranla anlamli bir azalma gozlenmektedir (p< 0.05).
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Sekil 6.5.3. HT-29 hiicrelerine ait laktat konsantrasyon grafikleri. A) HT-29 hiicrelerine
S5-fluorourasilin tek basina ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin laktat
konsantrasyonuna olan etkisi. B) HT-29 hiicrelerine irinotekanin tek basina ve sodyum
okzamatla birlikte uygulanmasinin laktat konsantrasyonuna olan etkisi. C) HT-29
hiicrelerine 5-fluorourasil/irinotekan kombinasyonunun ve bunun sodyum okzamatla
birlikte uygulanmasiin laktat konsantrasyonuna olan etkisi. *p< 0.05 olarak anlamli

kabul edilmistir. (FU: 5-Fluorourasil, IRI: irinotekan, OX: Sodyum okzamat)

HT-29 hiicrelerinde kontrol grubuna ait laktat konsantrasyonu diger gruplarla
karsilastirlldiginda (FU, IRI, OX, FU-OX, IRI-OX, FU-IRI-OX ve FU-IRI) tiim

sonuglarda kontrole oranla anlamli bir azalma gozlenmektedir (p< 0.05).

6.6. Asetil KoA Eliza Analizi Sonug¢lar

HCT116 ve HT-29 hiicrelerine mevcut kemoterapétiklerin ve sodyum okzamatin
tek basina veya cesitli kombinasyonlar halinde uygulanmasii takiben, asetil KoA
Ol¢iimii yapilmistir. Bu 6l¢limle tiim6r metabolizmasinin belkemigi olan Warburg etkisi
dogrultusunda tiimore sagkalim ve diren¢ avantaji saglayan laktatin azaltilmasinin
amaglandig1 kosullarda, laktata gitmeyen piriivatin asetil KoA olusturmasi hakkinda

hakkinda bilgi sahibi olunmustur.
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Sekil 6.6.1. HCT116 ve HT-29 hiicrelerinde asetil KoA konsantrasyon grafikleri. A)
HCT116 hiicrelerine 5-fluorourasil, irinotekan ve sodyum okzamatin tek basmna veya
farkl1 kombinasyonlar halinde uygulanmasinin asetil KoA konsantrasyonuna olan etkisi.
B) HT-29 hiicrelerine 5-fluorourasil, irinotekan ve sodyum okzamatin tek basina veya

farkl1 kombinasyonlar halinde uygulanmasinin asetil KoA konsantrasyonuna olan etkisi.

(FU: 5-Fluorourasil, IRI: irinotekan, OX: Sodyum okzamat)
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Sekil 6.6.2. HCT116 hiicrelerine ait asetil KoA konsantrasyon grafikleri. A) HCT116
hiicrelerine 5-fluorourasilin tek basina ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin
asetil KoA konsantrasyonuna olan etkisi. B) HCT116 hiicrelerine irinotekanin tek bagina
ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin asetil KoA konsantrasyonuna olan etkisi.

C) HCT116 hiicrelerine 5-fluorourasil/irinotekan kombinasyonunun ve bunun sodyum
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okzamatla birlikte uygulanmasinin asetil KoA konsantrasyonuna olan etkisi. *p< 0.05

olarak anlamli kabul edilmistir. (FU: 5-Fluorourasil, IRI: Irinotekan, OX: Sodyum

okzamat)

HT-29 hiicrelerinde kontrol grubuna ait asetil KoA konsantrasyonu diger gruplarla
karsilastirildiginda (FU, IRI, OX, FU-OX, IRI-OX, FU-IRI-OX ve FU-IRI) IRI grubu

harig tiim sonuglarda kontrole oranla anlamli bir artis gézlenmektedir (p< 0.05).
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Sekil 6.6.3. HT-29 hiicrelerine ait asetil koA konsantrasyon grafikleri. A) HT-29
hiicrelerine 5-fluorourasilin tek basina ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin
asetil KoA konsantrasyonuna olan etkisi. B) HT-29 hiicrelerine irinotekanin tek basina
ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin asetil KoA konsantrasyonuna olan etkisi.
C) HT-29 hiicrelerine 5-fluorourasil/irinotekan kombinasyonunun ve bunun sodyum
okzamatla birlikte uygulanmasinin asetil KoA konsantrasyonuna olan etkisi. *p< 0.05

olarak anlamli kabul edilmistir. (FU: 5-Fluorourasil, IRI: Irinotekan, OX: Sodyum

okzamat)

HT-29 hiicrelerinde kontrol grubuna ait asetil KoA konsantrasyonu diger gruplarla
karsilastirlldiginda (FU, IRI, OX, FU-OX, IRI-OX, FU-IRI-OX ve FU-IRI) tiim

sonuglarda kontrole oranla anlamli bir artis gézlenmektedir (p< 0.05).
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6.7.Total Antioksidan Kapasitesi Analizinin Sonuc¢lari

HCT116 ve HT-29 hiicrelerine mevcut kemoterapétiklerin ve sodyum okzamatin
tek basina veya ¢esitli kombinasyonlar halinde uygulanmasini takiben, total antioksidan
kapasitesi (TAK) oOl¢iilmiistiir. Bu 6l¢limle ortamdaki antioksidan kapasitesi hakkinda
bilgi sahibi olunarak kemoterapétik aracili, oksidatif stres hakkinda yorum yapilabilmesi

saglanmistir. Total antioksidan kapasite birimi mmol Trolox eq. olarak tanimlanmuistir.
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Sekil 6.7.1. HCT116 ve HT-29 hiicrelerinde total antioksidan kapasite grafikleri. A)
HCT116 hiicrelerine 5-fluorourasil, irinotekan ve sodyum okzamatin tek basina veya
farkli kombinasyonlar halinde uygulanmasinin total antioksidan kapsitesine olan etkisi.
B) HT-29 hiicrelerine 5-fluorourasil, irinotekan ve sodyum okzamatin tek basina veya
farkli kombinasyonlar halinde uygulanmasinin total antioksidan kapasitesine olan etkisi.
Total antioksidan kapasite birimi mmol Trolox eq.’dir. (FU: 5-Fluorourasil, IRI:

[rinotekan, OX: Sodyum okzamat)
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Sekil 6.7.2. HCT116 hiicrelerine ait total antioksidan kapasite grafikleri. A) HCT116
hiicrelerine 5-fluorourasilin tek basina ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin
total antioksidan kapasitesine olan etkisi. B) HCT116 hiicrelerine irinotekanin tek basina
ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin total antioksidan kapasitesine olan etkisi.
C) HCT116 hiicrelerine 5-fluorourasil/irinotekan kombinasyonunun ve bunun sodyum
okzamatla birlikte uygulanmasinin total antioksidan kapasitesine olan etkisi. Total
antioksidan kapasite birimi mmol Trolox eq.’dir. *p< 0.05 olarak anlamli kabul

edilmistir. (FU: 5-Fluorourasil, IRI: Irinotekan, OX: Sodyum okzamat)
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Sekil 6.7.3. HT-29 hiicrelerine ait total antioksidan kapasite grafikleri. A) HT-29
hiicrelerine 5-fluorourasilin tek basina ve sodyum okzamatla birlikte kombinasyon
seklinde uygulanmasinin total antioksidan kapasitesine olan etkisi. B) HT-29 hiicrelerine
irinotekanin tek basmma ve sodyum okzamatla birlikte kombinasyon halinde

uygulanmasimin total antioksidan kapasitesine olan etkisi. C) HT-29 hiicrelerine 5-
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fluorourasil/irinotekan kombinasyonunun ve bunun sodyum okzamatla birlikte
uygulanmasinin total antioksidan kapasitesine olan etkisi. Total antioksidan kapasite
birimi mmol Trolox eq.’dir. *p< 0.05 olarak anlamli kabul edilmigstir. (FU: 5-

Fluorourasil, IRI: irinotekan, OX: Sodyum okzamat)

6.8.Total Oksidan Seviyesi Analizinin Sonug¢lar:

HCT116 ve HT-29 hiicrelerine mevcut kemoterapétiklerin ve sodyum okzamatin
tek basina veya cesitli kombinasyonlar halinde uygulanmasini takiben, total oksidan
seviyesi (TOS) ol¢iilmiistiir. Bu 6lglimle ortamdaki oksidan seviyesi hakkinda bilgi
sahibi olunarak kemoterapotik aracili, oksidatif stres hakkinda yorum yapilabilmesi

saglanmistir. Total antioksidan kapasite birimi pmol H202 olarak tanimlanmastir.
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Sekil 6.8.1. HCT116 ve HT-29 hiicrelerinde total oksidan seviye grafikleri. A) HCT116
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hiicrelerine 5-fluorourasil, irinotekan ve sodyum okzamatin tek basina veya farkli
kombinasyonlar halinde uygulanmasinin total oksidan seviyesine olan etkisi. B) HT-29
hiicrelerine 5-fluorourasil, irinotekan ve sodyum okzamatin tek basina veya farkli
kombinasyonlar halinde uygulanmasinin total oksidan seviyesine olan etkisi. Total
oksidan seviyesi birimi pmol H202’dir. (FU: 5-Fluorourasil, IRI: Irinotekan, OX:

Sodyum okzamat)
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Sekil 6.8.2. HCT116 hiicrelerine ait total oksidan seviye grafikleri. A) HCTI116
hiicrelerine 5-fluorourasilin tek basina ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin
total oksidan seviyesine olan etkisi. B) HCT116 hiicrelerine irinotekanin tek basina ve
sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin total total oksidan seviyesine olan etkisi. C)
HCT116 hiicrelerine 5-fluorourasil/irinotekan kombinasyonunun ve bunun sodyum
okzamatla birlikte uygulanmasimin total total oksidan seviyesine olan etkisi. Total
oksidan seviyesi birimi pumol H202’dir. *p< 0.05 olarak anlamli kabul edilmistir. (FU: 5-

Fluorourasil, IRI: irinotekan, OX: Sodyum okzamat)
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Sekil 6.8.3. HT-29 hiicrelerine ait total oksidan seviye grafikleri. A) HT-29 hiicrelerine
5-fluorourasilin tek basina ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin total oksidan
seviyesine olan etkisi. B) HT-29 hiicrelerine irinotekanin tek basina ve sodyum
okzamatla birlikte kombinasyon halinde uygulanmasinin total oksidan seviyesine olan

etkisi. C) HT-29 hiicrelerine 5-fluorourasil/irinotekan kombinasyonunun ve bunun
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sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin total oksidan seviyesine olan etkisi. Total
oksidan seviye birimi pmol H202’dir. *p< 0.05 olarak anlaml kabul edilmistir. (FU: 5-

Fluorourasil, IRI: irinotekan, OX: Sodyum okzamat)

6.9.0ksidatif Stres Indeksi Sonuclar

Yukarida verilen total antioksidan kapasitesi ve total oksidan seviyeleri dl¢timleri
ile oksidatif stres hakkinda yorum yapilabilmesini saglayan oksidatif stress indeksine
ulagilmistir. Total oksidan seviyesi ile total antioksidan kapasitesi arasindaki oran

oksidatif stresinin derecesi hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglayan oksidatif indeks

degerini verir.
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Sekil 6.9.1. HCT116 ve HT-29 hiicrelerinde oksidatif stress indeksi grafikleri. A)
HCT116 hiicrelerine 5-fluorourasil, irinotekan ve sodyum okzamatin tek basmna veya
farkli kombinasyonlar halinde uygulanmasinin oksidatif stres indeksine olan etkisi. B)
HT-29 hiicrelerine 5-fluorourasil, irinotekan ve sodyum okzamatin tek basina veya farkl
kombinasyonlar halinde uygulanmasinin oksidatif stres indeksine olan etkisi. (FU: 5-

Fluorourasil, IRI: irinotekan, OX: Sodyum okzamat)
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Sekil 6.9.2. HCT116 hiicrelerine ait oksidatif stress indeksi grafikleri. A) HCT116
hiicrelerine 5-fluorourasilin tek basina ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin
oksidatif stres indeksine olan etkisi. B) HCT116 hiicrelerine irinotekanin tek basina ve
sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin oksidatif stres indeksine olan etkisi. C)
HCT116 hiicrelerine 5-fluorourasil/irinotekan kombinasyonunun ve bunun sodyum
okzamatla birlikte uygulanmasinin oksidatif stres indeksine olan etkisi. *p< 0.05 olarak

anlamli kabul edilmistir. (FU: 5-Fluorourasil, IRI: Irinotekan, OX: Sodyum okzamat)
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Sekil 6.9.3. HT-29 hiicrelerine ait oksidatif stress indeksi grafikleri. A) HT-29
hiicrelerine 5-fluorourasilin tek basina ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin

oksidatif stres indeksine olan etkisi. B) HT-29 hiicrelerine irinotekanin tek bagina ve

sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin oksidatif stres indeksine olan etkisi. C) HT-
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29 hiicrelerine 5-fluorourasil/irinotekan kombinasyonunun ve bunun sodyum okzamatla
birlikte uygulanmasinin oksidatif stres indeksine olan etkisi. *p< 0.05 olarak anlaml

kabul edilmistir. (FU: 5-Fluorourasil, IRI: Irinotekan, OX: Sodyum okzamat)

6.10. Laktat Dehidrogenaz Gen Ekspresyonu Sonuclari

HCT116 ve HT-29 hiicrelerine mevcut kemoterapétiklerin ve sodyum okzamatin
tek basina veya ¢esitli kombinasyonlar halinde uygulanmasini takiben, LDH enziminin
ekspresyon durumlart Olciilmiistiir. Bu sekilde mevcut uygulamalarin LDH-A veya
LDH-B enziminlerinin ekspresyonlarinda degisiklik olusturup olusturmadigi hakkinda

bilgi sahibi olunmustur.
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Sekil 6.10.1. HCT116 ve HT-29 hiicrelerinde LDH-A enziminin ekspresyonuna ait
grafikler. A) HCT116 hiicrelerine 5-fluorourasil, irinotekan ve sodyum okzamatin tek
basma veya farkli kombinasyonlar halinde uygulanmasinin LDH-A enziminin
ekspresyonuna olan etkisi. B) HT-29 hiicrelerine 5-fluorourasil, irinotekan ve sodyum
okzamatin tek basina veya farkli kombinasyonlar halinde uygulanmasinin LDH-A
enziminin ekspresyonuna olan etkisi. (FU: 5-Fluorourasil, IRI: Irinotekan, OX: Sodyum

okzamat)
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Sekil 6.10.2. HCT116 hiicrelerine ait LDH-A ekspresyon grafikleri. A) HCTI116
hiicrelerine 5-fluorourasilin tek basina ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin
LDH-A ekspresyonuna olan etkisi. B) HCT116 hiicrelerine irinotekanin tek basina ve
sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin LDH-A ekspresyonuna olan etkisi. C)
HCT116 hiicrelerine 5-fluorourasil/irinotekan kombinasyonunun ve bunun sodyum
okzamatla birlikte uygulanmasinin LDH-A ekspresyonuna olan etkisi. *p< 0.05 olarak

anlamli kabul edilmistir. (FU: 5-Fluorourasil, IRI: Irinotekan, OX: Sodyum okzamat)

HCT116 hiicrelerinde kontrol grubuna ait LDH-A ekspresyonu diger gruplarla
karsilastirildiginda (FU, IRI, OX, FU-OX, IRI-OX, FU-IRI-OX ve FU-IRI) sonuglarda
anlamli bir degisiklik saptanmamustir. Ozetle, HCT116 hiicrelerinde mevcut
kemoterapotiklerin ve sodyum okzamatin tek basina veya ¢esitli kombinasyonlar halinde
uygulanmast LDH-A enziminin ekspresyon seviyesinde anlamli bir artis ya da azalma

olusturmamaktadir.
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Sekil 6.10.3. HT-29 hiicrelerine ait LDH-A ekspresyon grafikleri. A) HT-29 hiicrelerine
S5-fluorourasilin tek basina ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin LDH-A
ekspresyonuna olan etkisi. B) HT-29 hiicrelerine irinotekanin tek basina ve sodyum
okzamatla birlikte uygulanmasinin LDH-A ekspresyonuna olan etkisi. C) HT-29
hiicrelerine 5-fluorourasil/irinotekan kombinasyonunun ve bunun sodyum okzamatla
birlikte uygulanmasinin LDH-A ekspresyonuna olan etkisi. *p< 0.05 olarak anlamli

kabul edilmistir. (FU: 5-Fluorourasil, IRI: irinotekan, OX: Sodyum okzamat)

HT-29 hiicrelerinde kontrol grubuna ait LDH-A ekspresyonu diger gruplarla
karsilastirildiginda (FU, IRI, OX, FU-OX, IRI-OX, FU-IRI-OX ve FU-IRI) sonuglarda
anlamli  bir degisiklik saptanmamstir. Ozetle, HT-29 hiicrelerinde mevcut
kemoterapotiklerin ve sodyum okzamatin tek basina veya ¢esitli kombinasyonlar halinde
uygulanmast LDH-A enziminin ekspresyon seviyesinde anlamli bir artis ya da azalma

olusturmamaktadir.
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Sekil 6.10.4. HCT116 ve HT-29 hiicrelerinde LDH-B enziminin ekspresyonuna ait
grafikler. A) HCT116 hiicrelerine 5-fluorourasil, irinotekan ve sodyum okzamatin tek
basimna veya farkli kombinasyonlar halinde uygulanmasinin LDH-B enziminin
ekspresyonuna olan etkisi. B) HT-29 hiicrelerine 5-fluorourasil, irinotekan ve sodyum
okzamatin tek basina veya farkli kombinasyonlar halinde uygulanmasinin LDH-B
enziminin ekspresyonuna olan etkisi. (FU: 5-Fluorourasil, IRI: Irinotekan, OX: Sodyum

okzamat)
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Sekil 6.10.5. HCT116 hiicrelerine ait LDH-B ekspresyon grafikleri. A) HCT116

hiicrelerine 5-fluorourasilin tek basina ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin
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LDH-B ekspresyonuna olan etkisi. B) HCT116 hiicrelerine irinotekanin tek basina ve
sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin LDH-B ekspresyonuna olan etkisi. C)
HCT116 hiicrelerine 5-fluorourasil/irinotekan kombinasyonunun ve bunun sodyum
okzamatla birlikte uygulanmasinin LDH-B ekspresyonuna olan etkisi. *p< 0.05 olarak

anlamli kabul edilmistir. (FU: 5-Fluorourasil, IRI: Irinotekan, OX: Sodyum okzamat)

HCT116 hiicrelerinde kontrol grubuna ait LDH-B ekspresyonu diger gruplarla
karsilastirildiginda (FU, IRI, OX, FU-OX, IRI-OX, FU-IRI-OX ve FU-IRI) sonuglarda
anlamli bir degisiklik saptanmamustir. Ozetle, HCT116 hiicrelerinde mevcut
kemoterapotiklerin ve sodyum okzamatin tek basina veya ¢esitli kombinasyonlar halinde
uygulanmasini LDH-B enziminin ekspresyon seviyesinde anlamli bir artis ya da azalma

olusturmamaktadir.
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LDH-B ekspresyon kat sayisi

Sekil 6.10.6. HT-29 hiicrelerine ait LDH-B ekspresyon grafikleri. A) HT-29 hiicrelerine
S5-fluorourasilin tek basimna ve sodyum okzamatla birlikte uygulanmasinin LDH-B
ekspresyonuna olan etkisi. B) HT-29 hiicrelerine irinotekanin tek basina ve sodyum
okzamatla birlikte uygulanmasinin LDH-B ekspresyonuna olan etkisi. C) HT-29
hiicrelerine 5-fluorourasil/irinotekan kombinasyonunun ve bunun sodyum okzamatla
birlikte uygulanmasinin LDH-B ekspresyonuna olan etkisi. *p< 0.05 olarak anlamli

kabul edilmistir. (FU: 5-Fluorourasil, IRI: irinotekan, OX: Sodyum okzamat)
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HT-29 hiicrelerinde kontrol grubuna ait LDH-B ekspresyonu diger gruplarla
karsilastirildiginda (FU, IRI, OX, FU-OX, IRI-OX, FU-IRI-OX ve FU-IRI) sonuglarda
anlamli  bir degisiklik saptanmamstir. Ozetle, HT-29 hiicrelerinde mevcut
kemoterapotiklerin ve sodyum okzamatin tek basina veya ¢esitli kombinasyonlar halinde
uygulanmasini LDH-B enziminin ekspresyon seviyesinde anlamli bir artis ya da azalma

olusturmamaktadir.
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7. TARTISMA

KRK’de tedavi secenekleri diger kanserlerde oldugu gibi kanserin evresine ve
hastanin durumuna bagl olarak degisim gostermektedir. Her hastaya cerrahi operasyon
yapilamasa bile, kemoterapi uygulamalari cerrahi Oncesi veya sonrasi olarak
uygulanabilmektedir. Ancak kemoterapdtiklerin kanser hiicresine spesifik olmayist ve
zaman i¢inde gelisen ila¢ direnci kanserde yiiksek mortalitenin en 6nemli sebepleri
arasindadir [1]. Konvansiyonel sitotoksik ilaglarin bir arada kullanilmasiyla, tiimor
hiicrelerinin klonal olarak sec¢ilme riski azaltilarak ila¢ direncinin Oniine gecilmeye
calisilmaktadir. Konvansiyonel sitotoksik ilaglara ek olarak hedefe yonelik tedaviler ile
biliylime faktorleri, hiicre ylizeyi reseptorleri veya tiimdr olusumu ve progresyonu ile
iligkili enzimlerin islevlerini engellemek veya degistirmek tedaviye o6zgiilliik
kazandirirken basar1 sansini arttirmaktadir. Ozellikle kanser hiicresinde degisime
ugramis metabolik yolaklarla iliskili faktorler geleneksel kemoterapiye yanit gelistirmek
icin yeni ve kombine edici ilaglarin gelistirilmesi icin 6nemli hedefler olarak ©ne
siriilmektedir. Ancak tiimor gelisimini ve metastazi tesvik eden genetik ve epigenetik
faktorlerin anlagilmasinda 6nemli ilerleme kaydedilmesine ragmen, timor progresyonu
ve metastatik fenotipin gelisiminde etkili olan metabolik fenotipe yonelik degisiklikler
ve bunlarin kemoterapi etkinligi {izerine etkisi ve bununla iligkili yeni tedavi
hedeflerinin agiga ¢ikarilmasi konusunda ilerleme yavastir [3]. Bu nedenle ¢alismamiz
temel olarak tliimor metabolizmasindaki degisikliklerin kemoterapi etkinligi tizerindeki
rolii lizerine olusturulmustur.

Literatiirdeki c¢alismalar, KRK’de LDH-A aktivasyonuyla degisim gosteren
metabolik fenotipin kanser hiicresinin sagkalimina, kemoterapi direncine ve metastazina
etki edebilecegini gostermektedir. Ancak literatiirde non-metastatik KRK’de
metabolizmanin LDH-A baglantili olarak inhibe edilmesinin kemoterapi etkinligine olan
etkisini degerlendiren calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, LDH-A baglantili
metabolik fenotipin inhibisyonu ile, KRK’de neoadjuvan/adjuvan tedavi siireglerinde
kullanilan sitotoksik 5-fluorourasil ve irinotekan kombinasyonundan alinabilecek yanitin

arttirilabilecegi yoniinde arastirmalarin gerekliligi fikri ortaya ¢ikmaktadir. Bu ¢aligma,
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KRK’de LDH-A inhibitdrlerinin mevcut tedavi uygulamalarina eklenebilirligi hakkinda
fikir sahibi olunmasini saglayacak bir basamak olmasindan 6tiirii 6zglindii.

Calismamizda LDHA enzimi inhibitérii sodyum okzamat kullanilarak, timor
metabolizmasinin belkemigi olan Warburg etkisi dogrultusunda tiimére sagkalim ve
diren¢ avantaji saglayan laktat dehidrogenaz enziminin inhibisyonunun, geleneksel
sitotoksik ajanlar olan fluorourasil ve irinotekan yanitlarina etkisi degerlendirilmistir.
Fluorourasil, bir antineoplastik antimetabolit olan bir pirimidin analogudur. Timidilat
sentetazin, deoksiiiridilik asidin timidilik aside doniisiimiinii bloke ederek DNA
sentezine miidahale eder. Irinotekanda, KRK tedavisinde kullanilan antineoplastik enzim
inhibitoriidiir. Topoizomeraz I'in etkisini inhibe eden kamptotesinin bir tlirevidir.
Irinotekan, topoizomeraz I-DNA kompleksine baglanarak DNA zincirinin yeniden
baglanmasin1 dnler ve olusan ¢ift iplikli DNA kirilmasi ve hiicre 6liimiine neden olur.
Calismamizda ilk olarak HCT116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicrelerine 5-fluorourasil,
irinotekan ve sodyum okzamatin tek basina veya farkli kombinasyonlar halinde
uygulanmasinin hiicre canlilifi ve migrasyon iizerine olan etkisi degerlendirilmistir.
Canlilik ve migrasyonun degerlendirilmesi i¢in gercek zamanli, otomatize sistemler
kullanildi. Bu sistemler deney siiresince hiicrelerin siirekli ve kantitatif izlenmesini
saglayan yenilik¢i teknoloji sunmaktadir. xCELLigence sistemi, ozellikle potansiyel
antikanser ilaglarinin taranmasi ve bilesiklerin hiicreler {lizerindeki etkilerinin saatlerce
hatta giinler boyunca izlenmesi icin sitotoksisite arastirmasinda bir avantaj saglar.
Boylece in vitro ¢aligmalarda karsimiza ¢ikan tekrarlanabilirlik ve standardizasyon
konusundaki eksiklikleri asmak adina 6nemlidir.

Sodyum okzamatin KRK hiicre canliligi iizerine tek basina etkisi: HCT116 ve HT-
29 hiicreleri iizerinde sodyum okzamat, 5-fluorourasil ve irinotekanin IC50 dozlar
belirlenmistir. Bunun i¢in her ilag ilag¢ farkli dozlarda uygulanmistir ve canlilik yiizdeleri
iizerinden hiicrelerin %50’sini 6ldiiren dozlar belirlenmistir. 5-fluorourasil ve irinotekan,
KRK hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisi bilinen ilaglardir. Ancak sodyum okzamatin
farkli dozlarmin KRK hiicrelerine olan etkileri Sekil 6.2.3’te gosterilmistir. Sodyum
okzamat, her iki KRK hiicre hattina 5, 10, 20, 40, 80 ve 100mM olacak sekilde farkl

dozlarda uygulanmistir. Elde edilen 24 saatlik ve 48 saatlik canlilik verilerinden yola
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cikildiginda, sodyum okzamat doza bagimli olarak hem HCT116 hem de HT-29
hiicrelerine sitotoksik etki gostermektedir. Her iki hiicre hattinda hem 24 saatlik hemde
48 saatlik canlilik verileri degerledirildiginde 10, 20, 40, 80 ve 100mM
konsantrasyonlarindaki sodyum okzamat uygulamasi kontrole gore canliligi anlamli
olarak azaltmaktadir (p< 0.05).

Zhao ve arkadaslari, okzamat-aracili otofaji hakkinda yiiriittiikleri ¢calismalarinda
sodyum okzamatin 20-120mM doz aralifinda gastrik kanser hiicre hatlar1 tizerindeki
etkisini degerlendirmistir ve proliferasyonun anlamli oranda azaldigimi1 saptamislardir.
Ayni ¢alismada sodyum okzamat uygulanmasi ile Akt/mTOR yolag: iliskili otofajinin
indiiklendigi de gosterilmistir [118].

Yang ve arkadaslari, LDH-A inhibisyonunun akciger kanseri hiicreleri lizerindeki
etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda sodyum okzamati 20-100mM doz araliginda
akciger kanseri hiicre hatlarina uygulamislardir. Sonucglarda proliferasyonun anlaml
oranda azaldigin1 saptamislardir. Ayni ¢alismada sodyum okzamat uygulanmasi ile
hiicre Oliimiiniin oksidatif stresle indiiklenen apoptoz iizerinden gergeklestigi de
gosterilmistir [119].

Zhai ve arkadaglari, LDH-A inhibisyonu ve radyosensitivite hakkinda ytiriittiikleri
caligmalarinda sodyum okzamatin 20-100mM doz araliginda nazofariks karsinoma
hiicre hatlan iizerindeki etkisini degerlendirmistir, ve proliferasyonun dozla bagimli
olacak sekilde anlamli oranda azaldigini1 saptamislardir. Ayni c¢alismada sodyum
okzamat aracili LDHA inhibisyonunun, CDK1/siklin B1 yolaginin baskilanmasiyla ve
ROS artis1 ile indiiklenen apoptoz araciligiyla G2/M hiicre dongiisii kagisina neden
oldugu da gosterilmistir [120].

Liu ve arkadaslari, LDH-A baskilanmasinin gastrik kanser hiicrelerine olan
etkilerini inceledikleri caligmalarinda sodyum okzamati 20-100 mM doz araliginda
gastrik karsinoma hiicre hatlarina uygulamislardir ve laktat {iretimindeki azalma ile
birlikte proliferasyonun dozla bagimli olacak sekilde anlamli oranda azaldigim
saptamiglardir. Ayni ¢alismada sodyum okzamat aracili LDHA inhibisyonunun, Bax
protein ekspresyonunu arttirip, Kaspaz-3’ii aktive edip ve Bcl-2 ekspresyonunu azaltarak

apoptozu indiikledigi gosterilmistir [121].
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Sodyum okzamatin kemoterapdétiklerler kombinasyonunun KRK hiicre canliligi
tizerine etkisi: HCT116 hiicrelerine sodyum okzamatin, 5-fluorourasil ve irinotekan ile
kombinasyon halinde uygulanmasinin hiicre canlilig1 {izerine olan etkisi incelendiginde,
S5-fluorourasil/sodyum okzamat kombinasyonunun 5-fluorourasilin tek basina
uygulanmasina gore hiicre canliligini anlamli olarak azalttigi belirlenmistir (p< 0.05).
Bunun yaninda irinotekan/sodyum okzamat kombinasyonu, irinotekanin tek basina
kullanilmasina oranla, ve 5-fluorouasil/irinotekan/sodyum okzamat kombinasyonu
fluorourosil/irinotekan kombinasyonuna kiyasla hiicre canliligini anlamli olarak
azaltmamistir (Sekil 6.3.2).

HT-29 hiicrelerine ait canlilik grafikleri incelendiginde, 5-fluorouasil/sodyum
okzamat kombinasyonu  5-fluorouasilin  tek basmma  kullanimina  kiyasla;
irinotekan/sodyum okzamat kombinasyonu irinotekanin tek basma kullanimina kiyasla;
5-fluorouasil/irinotekan/sodyum  okzamat  kombinasyonunun  kullanimi 5-
fluorouasil/irinotekan birlikteligine kiyasla hiicre canliligini anlamli oranda azaltmistir
(p< 0.05) (Sekil 6.3.3).

LDH inhibisyonunun, kanser hiicrelerine uygulanan kemoterapiye hassasiyetin
artmasi lizerine etkisi oldugu cesitli gruplarin yiiriittiigii ¢aligmalarla gosterilmistir [122,
109]. Ornegin, Zhou ve arkadaslar1 sodyum okzamatin taksol ile kombinasyonunun
taksol direncli meme kanseri hiicrelerinde canliligi anlamli oranda azalttifin1 ve
apoptozun indiiklendigini raporlamislardir [122, 109]. Ancak literatiirde KRK’de giincel
olarak kullanilan kemoterapoétiklerin sodyum okzamat ile birlikte kullanilmasini
degerlendiren herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

HCT116 ve HT-29 genetik acidan farklilik iceren hiicre hatlaridir, HCT116 Kras
G13D mutasyonu barindirirken; HT-29 is Braft VO0OE mutasyonu barindirmaktadir.
Aymni ilaglarin ve dozlarin uygulanmasi sonucu gozlenen farkliliklar genetik farkliliklar
iizerinden anlamlandirilabilir. Literatiirde Kras ve Braf mutasyonu ag¢isindan farklilik
gosteren KRK’lerin metabolik fenotiplerinin ve gen ekspresyon paternlerinin farkliligi
acisindan yayinlar mevcuttur [123-125].

Calismamizda, sodium okzamatin mevcut kemoterapétiklerle kombinasyon

seklinde kullaniminin KRK hiicrelerinin canlilig1 iizerine sinerjistik inhibitor etkisi agik
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olarak goriilmektedir. Bunun sebebi olarak, tiimoriin canliligini destekleyen Warburg
etkisi dogrultusunda LDH enziminin inhibisyonu ve laktat seviyelerinin diismesiyle
kanser hiicresinin kazandig1 agresif fenotipin 6nlendigi yorumu yapilabilir. LDH, laktat
ve agresif fenotip hakkinda bilgi sahibi olabilmek i¢in canlilik analizlerinin ardindan
hiicrenin metastatik 6zelliginin ilk adimi olan migratif karakteri degerlendirilmistir.

Sodyum okzamatin KRK hiicre migrasyonu iizerine etkisi: Hiicre canliliginin
degerlendirilmesinden sonra, sodyum okzamat kullaniminin KRK hiicrelerinin
yayilmaci karakterine olan etkisini yorumlayabilecegimiz migratif 6zelligi hakkinda
bilgi sahibi olmamizi saglayan migrasyon kapasitesi degerlendirilmistir.

HCT116 hiicrelerine sodyum okzamatin, 5-fluorourasil ve irinotekan ile
kombinasyon halinde uygulanmasinin migrasyonun inhibisyonu f{izerine olan etkisi
incelendiginde, irinotekan/sodyum okzamat kombinasyonunun irinotekanin tek basina
uygulanmasina gére migrasyonu anlamli olarak azalttigi1 belirlenmistir (p< 0.05). Ancak
S5-fluorourasil/sodyum  okzamat kombinasyonu, 5-fluorourasilin tek  basina
kullanilmasina kiyasla; ve 5-fluorourasil/irinotekan/sodyum okzamat kombinasyonu 5-
fluorourasil/irinotekan ~ kombinasyonuna  kiyasla migrasyonu anlamli  olarak
azaltmamistir (Sekil 6.4.2).

HT-29 hiicrelerine ait migrasyon grafikleri incelendiginde, 5-fluorourasil/ sodyum
okzamat kombinasyonu 5-fluorourasilin tek basmma kullannmma kiyasla;
irinotekan/sodyum okzamat kombinasyonu irinotekanin tek basma kullanimina kiyasla;
5-fluorourasil/irinotekan/sodyum okzamat kombinasyonu 5-fluorourasil/irinotekan
birlikteligine kiyasla migrasyonu anlamli oranda azaltmistir (p< 0.05) (Sekil 6.4.3).

Liu ve arkadaglar1 ¢alismalarini sodyum okzamatin, mevcut kemoterapdtiklerle
birlikte kullanimina yonelik olarak yiirlitmemislerdir. Ancak sodyum okzamatin 20-100
mM doz araliginda kullanimimin gastrik karsinoma hiicrelerinin invaziv karakterini
azalttiklarin1 raporlamislardir [121].

Literatiirde, LDH-A’nin kimyasal kullanimini ile degil de siRNA kullanilarak
inhibe edildigi ¢aligmalar mevcuttur. Bu ¢aligmalarda da, LDH-A inhibisyonuyla birlikte
kanser hiicresinin invaziv 6zelliginin azaldigi raporlanmigstir. Ornegin Arseneault ve

arkadaslari, meme kanseri hiicrelerinde LDHA nin siRNA ile inhibisyonu sonucu hiicre
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migrasyonunun anlamli oranda azaltildigin1 géstermislerdir [98].

Jiang ve arkadaslar1 tarafindan mesane kanseri iizerinde yiiriitiilen ¢calismada da,
LDH-A’nin siRNA ile inhibe edilmesinin mesane kanseri hiicrelerinin epitelyal-
mezensimal gecisle iligkili proteinlerin (E-kaderin) ekspresyonlarini ve hiicrelerin
invaziv/migratif 6zelliklerini anlamli oranda azalttig1 gosterilmistir [99].

Sodyum okzamatin laktat seviyelerine olan etkisi: HCT116 hiicrelerine sodyum
okzamatin, 5-fluorourasil ve irinotekan ile kombinasyon halinde uygulanmasinin laktatin
iretimi  lizerine olan etkisi incelendiginde, 5-fluorourasil/sodyum okzamat
kombinasyonu 5-fluorourasilin tek basina kullanimina kiyasla; irinotekan/sodyum
okzamat kombinasyonu irinotekanin tek basma kullanimmna kiyasla; ve 5-
fluorourasil/irinotekan/sodyum  okzamat kombinasyonu 5-fluorourasil/irinotekan
birlikteligine kiyasla laktat {iretimini anlamli olarak azaltmistir (p< 0.05) (Sekil 6.5.2).

HT-29 hiicrelerine ait laktat grafikleri incelendiginde ise, 5-fluorourasil/sodyum
okzamat kombinasyonu 5-fluorourasilin tek basmma kullannomma kiyasla;
irinotekan/sodyum okzamat kombinasyonu irinotekanin tek basma kullanimina kiyasla;
ve S-fluorourasil/irinotekan/sodyum okzamat kombinasyonu 5-fluorourasil/irinotekan
birlikteligine kiyasla laktat {iretimini anlamli olarak azaltmistir (p< 0.05) (Sekil 6.5.3).

Literatiirdeki yayinlarda, sodyum okzamatin hiicre kiiltiir ortamina eklenerek
kullanildig1 c¢alismalarda sodyum okzamatin kullanim amacina uygun olarak etki
gosterip gostermediginin kontrolii i¢in ya laktat analizi, ya da LDH-A aktivitesine
yonelik aktivite analizi yapilmistir. Hepsinde sodyum okzamat uygulamasi ile elde
edilen LDH-A aktivitesinde azalma/inhibisyon ve bunun sonucu laktat liretimindeki
azalma ile laktat konsantrasyonlarindaki azalma gosterilmistir.

Zhao ve arkadaslari, gastrik kanser hiicrelerinde sodyum okzamati 20-120mM doz
araliginda kullanarak LDH-A’y1 inhibe ettikleri calismalarinda, sodyum okzamat
uygulamas1 ile doza bagimli olarak laktat konsantrasyonunda anlamli azalma
saptamislardir [118].

Seliger ve arkadaglarimin glioma hiicreleri {izerinde sodyum okzamat
uygulamasiyla laktat1 module ettikleri ¢aligmalarinda, sodyum okzamat uygulamasi ile

doza bagimli olarak LDHA aktivitesinde ve laktat konsantrasyonunda anlamli azalma
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saptamislardir [126].

Liu ve arkadaslari, gastrik karsinoma hiicre hatlar1 tizerinde sodyum okzamatin 20-
100 mM doz araliginda uygulanmas ile doza bagimli olarak laktat tiretiminde anlamli
azalma saptamislardir [121].

Zhai ve arkadaslar1 nazofarinks hiicreleri iizerinde, Yang ve arkadaslarinin ise
akciger kanseri hiicreleri {izerinde yiiriittiikleri calismalarinda, sodyum okzamat
uygulamasiyla birlikte doza bagimli olarak LDHA aktivitesinde anlamli azalma
saptamiglardir [119] [120].

Sodyum okzamatin asetil KoA miktarina etkisi: Laktat analizi ardindan, HCT116
ve HT-29 hiicrelerine mevcut kemoterapotiklerin ve sodyum okzamatin tek basina veya
cesitli kombinasyonlar halinde uygulandigi gruplarla asetil KoA 6l¢timii yapilmistir. Bu
Olgtimle tlimor metabolizmasinin belkemigi olan Warburg etkisi dogrultusunda tiimore
sagkalim ve diren¢ avantaji saglayan laktatin azaltilmasimin amaclandigi kosullarda,
laktata gitmeyen piriivatin asetil KoA olusturmas1 hakkinda hakkinda bilgi sahibi
olunmustur.

HCT116 hiicrelerine sodyum okzamatin, 5-fluorourasil ve irinotekan ile
kombinasyon halinde uygulanmasinin asetil KoA iizerine olan etkisi incelendiginde; 5-
fluorourasil/sodyum okzamat kombinasyonunun kullanildig1 kosullarda 5-fluorourasilin
tek basina kullanimina kiyasla irinotekan/sodyum okzamat kombinasyonunun
kullanildig1 kosullarda irinotekanin tek basina kullanimina kiyasla asetil KoA miktar1
anlamli olarak artmistir (p< 0.05) (Sekil 6.6.2).

HT-29  hiicrelerine ait asetili KoA  grafikleri incelendiginde, 5-
fluorourasil/irinotekan/sodyum okzamat kombinasyonunun kullanildigi kosullarda 5-
fluorourasil/irinotekan kullanimina kiyasla asetil KoA miktar1 anlamli olarak artmistir
(p< 0.05) (Sekil 6.6.3).

Lu ve arkadaglarinin, pankreas kanseri hiicrelerinde epigallokatekin gallate ve
sodyum okzamat ile LDH-A inhibisyonun meydana getirdigi metabolik degisimlere
odaklandiklar1 caligmalarinda, okzamat ile LDH-A inhibisyonu sonucunda azalmis
glikoliz ile birlikte piriivatin asetil KoA olusumuna katkida bulundugu saptanmistir

[127].
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Laktat olusturmayan piriivatin, asetil KoA iizerinden TCA’ya girip mitokondriyal
oksidatif fosforilasyonu arttirmasi, LDH-A inhibisyonun ve laktat azaltiminin ana
hedeflerinden birisidir. Bu nedenle asetil KoA miktarindaki artig piriivatin oksidatif
fosforilasyona girdiginin gostergesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Sodyum okzamatin total antiokasidan kapasitesine etkisi: Anti-kanser ajanlarinin
islevsel mekanizmalari, genellikle mitokondriyal reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin
uyarilmast ve kanser hiicresinde oldukga aktif olan antioksidan savunma sistemlerinin
metabolik inhibisyonla etkisizlestirilmesidir. Hiicresel metabolik yolaklarla iliskili olan
degisiklikler genelde, amino asitler, lipitler ve niikleotit gibi temel yap1 taslarinin sentezi
ile baglantilidir. Bu yolaklarin substratlari, NADPH ve glutatyon (GSH) dahil olmak
iizere yalnizca antioksidan molekiilleri degil ayn1 zamanda NADH ve FADH gibi redoks
kofaktorlerini iiretmek icin kullanilir. Redoks homeostazinda yer alan hiicresel
metabolik yollar arasinda, glikoliz, tiimérdeki homeostazin kontroliinde esas oyuncu
olarak kabul edilir, ¢iinkii glikolitik ara maddeler NADPH ve GSH43 gibi indirgen
esdegerleri lireten metabolik yollara yerlestirilebilir. Son ¢aligmalar, sodyum okzamat
dahil LDHA inhibitdrleri tarafindan aerobik glikolizin baskilanmasinin, oksidatif stresin
indiiklenmesi yoluyla kanserin ilerlemesini azalttigin1 géstermistir [93, 119].

Calismamizda, hem HCTI116 hem de HT-29 hiicrelerinde fluorourasil ve
irinotekanin tek basma kullanildigt durumlarda total antioksidan kapasitesinde
istatistiksel olarak anlamli disilisler gozlenmektedir. Ancak kemoterapdtik ajanlara
sodyum okzamat eklenmesi durumunda benzer anlamlilik oranlar1 elde edilememistir.
Sodyum okzamatin kullanildig1 sartlarda total antioksidan kapasitesinde diismeler
goriilse bile bu diistisler istatistiksel olarak anlamli degildir. HCT116 hiicrelerine 5-
fluorourasil/sodyum okzamat kombinasyonunun kullanildig1 kosullarda 5- fluorourasilin
tek basina kullanimina kiyasla total antioksidan anlamli olarak azalma gdstermistir (p<
0.05). Bu durum, S5-fluorourasil/sodyum okzamat kombinasyonunun HCTI116
hiicrelerinin antioksidan kapasitesini azalttigini; bunun da 5-fluorourasil/sodyum
okzamat grubundaki azalmis canliligin destekleyicilerinden olabilecegi diisiiniilebilir.

Sodyum okzamatin total oksidan seviyesine ve oksidatif indekse etkisi: Total

oksidan seviyeleri agisindan inceleme yapildiginda, hem HCT116 hiicrelerinde hem de
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HT-29 hiicrelerinde hicbir grupta anlamli bir artis yakalanamamistir. Oksidatif stres
indeksi agisindan analiz yapildiginda da HT-29 hiicrelerinde 5-fluorourasil/sodyum
okzamat grubunda, 5-fluorourasil grubuna oranla artmis oksidatif stres indeksi
saptanmaktadir (p< 0.05). Bu durum, 5-fluorourasil/sodyum okzamat kombinasyonunun
HT29 hiicrelerinde oksidatif stresi indiikledigini ve bunun da azalmis canlilik oraninin
ana sebeplerinden biri olabilecegini diisiindiirmektedir.

Zhao ve arkadaglarinin gastrik kanser {lizerinde, Zhai ve arkadaslarinin nazofarinks
kanseri hiicrlerinde, Yang ve arkadaslarimin akciger kanseri hiicrelerinde yaptiklari
caligsmalarda okzamatin reaktif oksijen tiirlerini arttirarak hiicreleri apoptoza gotiirdiigii
gosterilmistir [119, 120, 118].

Sodyum okzamatin LDHA ve LDHB ekspresyonuna etkisi: HCT116 ve HT-29,
kolorektal kanser hiicreleri iizerinde sodyum okzamatin tek basina ve giincel
kemoterapoétiklerle  birlikte  kullanildigr  calismamizda, canlilik, migrasyon,
mikrocevredeki laktat ve asetil KoA’da saptanan degisimlerle birlikte LDHA ve LDHB
enzimlerinin ekspresyon durumlarinda degisiklik olup olmadigina dair bilgi almak i¢in
gergek zamanli pcr ile bu enzimlerin ekspresyon durumlarini degerlendirdik.
Sonuglarimizda istatistiksel olarak anlamli bir degisim ne LDHA i¢in ne de LDHB i¢in
saptanmamis olsa da; sodyum okzamat kullanimi ve onun yarattigi mikrogevresel
degisimlerle birlikte LDHA ekspresyonlarinda azalma ile birlikte LDHB
ekspresyonlarinda artis durumu gézlenmektedir. Bu durum, LDHA enziminin aktivitesel
olarak bloke edilmeye calisildigi durumda LDHB’de artis olabilecegine dair bilgi
veriyor olabilir. Warburg etkisinin ve tiimor mikrocevresinde laktatdan ileri gelen
avantajin devamlilig1i konusunda LDH izoenzimleri arasinda ekspresyonel degisimlerin
varligr literatiire sunulmustur [128]. Her iki LDH enziminin diizenlenme
mekanizmalarinin  ve yolaklarinin  farkliigi g6z oniine alindiginda, LDHA’nin
regiilasyonu i¢in gereken kosullar ortadan kaldirildiginda LDHB’nin ekspresyonel

olarak artig gostermesi s6z konusu olabilir.
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8. SONUC

Kanser metabolizmasiyla ilgili olarak Otto Warburg tarafindan Onerilen aerobik
glikoliz roliiniin 6tesinde, kanser metabolizmasi konusundaki anlayisimiz biiyiik dlgiide
degismektedir. Giinlimiizde kanser metabolizmasi aragtirmalar1 kanseri iyilestirmek ve
geleneksel tedavilerin  sinirlarii  agmak igin yiriitiilmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde ve Avrupa’da kanser metabolizmasini1 yonlendiren ilaglara ait ¢ok sayida
klinik calisma yiiriitiilmektedir. Bu nedenle, kanser terapisi i¢in kanser metabolizmasina
yonelik ilave ilaclarin tek basina ya da geleneksel tedavi, hedefe yonelik tedavi ve
immiinoterapi ile kombinasyon halinde gelistirilebilecegi muhtemeldir.

Bu noktada, kanser metabolizmasinin yeniden programlanmasi ve kemoterapi
etkinliginin arttirilmasi icin metabolizmanin modiilasyonu {iizerine olan c¢alismalarin
gerekliligi s6z konusuyken, lilke olarak ilag calismalarinda kullanilabilecek yeni
bilgilerin literatiire kazandirilmasi1 konusunda kaynak gosterilme potansiyeli olan 6ncii
proje ciktilar1 olusturabilmek onemlidir. Bu dogrultuda bu calismanin primer amaci
tiimdr metabolizmasinin belkemigi olan Warburg etkisi dogrultusunda tiimore sagkalim
ve direng¢ avantaji saglayan LDH enziminin ve laktatin LDH inhibitorii sodyum okzamat
ile modiile edilmesinin, giincel KRK tedavi segenekleri 5-Fluorourasil ve irinotekan
kullanimi tizerindeki etkisini gostermektir.

Calismamizda, ilk olarak sodyum okzamatin kanser hiicresinin canlilig1 tizerindeki
etkisi incelenmistir. Sonug¢larimiz dogrultusunda, sodyum okzamatin hem HCT116
hiicrelerinde hem de HT-29 hiicre hattinda canliligt anlamli olarak azalttig1
belirlenmistir (p< 0.05).

Sodyum okzamatin KRK’nin tedavisinde giincel olarak kullanilan 5-fluorourasil
ve irinotekanla kombinasyonu sonucunda HCTI116 ve HT-29 hiicre hatlarinin
canlilifinda anlamli azalma goézlenmistir (p< 0.05). Sodyum okzamatin HCT116 hiicre
hattinda 5-fluorourasil ile birlikte kullanilmasi durumunda; HT-29 hiicre hattinda ise
hem 5-fluorourasil hem de irinotekan ile birlikte kullanilmasi durumunda hiicre

canliliginda anlamli azalma goézlenmistir (p< 0.05).
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Migrasyon agisindan yapilan incelemelerde, ise sodyum okzamatin 5-fluorourasil
ve irinotekanla kombinasyonu sonucunda migrasyonu anlamli olarak inhibe ettigi
gozlenmistir (p< 0.05). Sodyum okzamatin HCT116 hiicre hattinda irinotekan ile birlikte
kullanilmas1 durumunda; HT-29 hiicre hattinda ise hem 5-fluorourasil hem de irinotekan
ile birlikte kullanilmasi durumunda migrasyonun inhibisyonunda anlamli artis
gozlenmistir (p< 0.05).

Calismamizda sodyum okzamatin tek basina veya kemoterapoétiklerle birlikte
kullanilmas1 sonucunda, laktat ve asetii KoA diizeylerindeki degisimlere de
odaklanilmistir. Sonuglarimiz dogrultusunda, her iki hiicre hattinda sodyum okzamatin
tek basina veya fluorourasil ve irinotekanla kombinasyon seklinde kullanildiginda laktat
seviyelerinde anlamli azalmalar gézlenmistir (p< 0.05). Bu sonu¢ sodyum okzamatin,
LDHA’y1 inhibe ettigini ve laktat olusumunu azalttiginin gostergesidir. Hiicrenin agresif
fenotipini destekleyen laktatin azaltilmasi canlilikla birlikte migrasyondaki azalmanin
temel sebebi olarak gosterilebilir.

Asetil KoA diizeyleri agisindan incelemeler yapildiginda, HCT116 hiicrelerinde
sodyum okzamatin S5-fluorourasil ve irinotekanla birlikte kullanildiginda; HT-29
hiicrelerinde ise sodyum okzamatin 5-fluorourasil/irinotekan kombinasyonuyla birlikte
kullanildiginda asetil KoA’nin anlamli olarak artis gosterdigi belirlenmistir (p< 0.05).
Asetil KoA miktarindaki artig pirlivatin  TCA iizerinden oksidatif fosforilasyona
girdiginin isareti olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Sonu¢ olarak, sodyum okzamatin KRK’nin giincel tedavisinde kullanilan 5-
fluorourasil ve irinotekan ile kombinasyon halinde kullanilmasi durumunda kanser
hiicresinin canlilifi ve migrasyonu; 5-fluorourasil ve irinotekanin tek basina
kullanilmasina oranla anlamli olarak azalmaktadir. Kanser mikrogevresinde hiicrenin
migratif ve metastatik Ozelligini destekleyerek hiicreye agresif fenotip kazandirma
konusunda etkin olan laktatin, sodyum okzamat kullanilmasiyla azaltilmasi canlilik ve
migrasyondaki azalmay1 desteklemektedir. Ayrica artis gosteren asetil KoA diizeyleri de

metabolik agidan mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun artabilecegini gostermektedir.
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