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OZET

DEMIR SELATLAYICI SALISILIDEN ASILHIDRAZID GRUBU SENTETIK
BILESIKLERIN KANSERLI HUCRELERIN PROLIFERASYONU
UZERINDEKI ETKiSININ NOROBLASTOMA HUCRELERINDE

INCELENMESI

SULEYMAN ARZIMAN

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danigman: Dr. Ogretim Uyesi Aysegiil YILDIZ
Aralik 2019, 51 sayfa

Demir; hiicre ¢ogalmasi, metabolizmasi ve biiylimesi i¢in gerekli olan temel bir
elementtir. Mitokondriyel enzimlerin, katalitik ve katalaz gibi detoksifiye edici yonleri
icin hayati 6nem tasir. Ayn1 zamanda demir, redoks dongiisii ve serbest radikal
olusumunda yer alma kapasitesine sahiptir. Bu nedenle hiicre i¢in demir hem esastir
hem de potansiyel olarak toksiktir. Son zamanlarda yapilan g¢alismalarda demirin
tiimor mikro ¢evresinde ve metastazinda da rolii oldugu gosterilmistir. Demir edinimi,
akisi, depolanmasi ve diizenlenmesi yollarmin tiimii kanserin olusumuyla yakindan
iligkilidir, bu da demir metabolizmasinin yeniden programlanmasinin tiimor hiicresi
sagkalimmin merkezi bir yonii oldugunu gosterir. Demirin metabolik yollarini
hedeflemek, kanser prognozu ve tedavisi igin yeni araglar saglayabilir. Bu nedenle bu
tez caligmasinda demir selatlayici 6zellikleriyle bilinen salisiliden asilhidrazid sentetik
grubundan MEQOO55 ve ME0192 bilesikleri kullanilarak kanserli SH-SY5Y
(noroblastoma hiicre hatt1) iizerindeki etkileri incelenmistir. Demir selatlayici
bilesiklerin genel olarak hiicre icinde demiri hedef alarak timdr gelisimi ve metastazda
adr siklikla gegen ve hiicre siklusunu yoneten siklin, CDK gibi molekiiller {izerinde,
ayrica PI3K/AKT ve ERK/MAPK gibi sinyal yollar1 iizerinde etkili olduklar
bilinmektedir. Bu nedenle bu arastirmada ME0055 ve ME0192 demir selatlayici

bilesiklerinin hiicrelerin canliligina ve proliferasyon hizina olan etkisi hem
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ERK/MAPK ve PI3K/AKT sinyal yollar: {izerinden, hem de bu iki sinyal yolunun
iletisiminde rolii olmasi kuvvetle muhtemel olan mitotik Speedy/RINGO proteini
lizerinden, ayrica apoptotik bir belirte¢ olan aktif kaspaz-3 miktarmin 6l¢iilmesi ile
arastirilmistir. Bu iki bilesigin hiicre canliligi izerindeki etkisinin anlasilabilmesi i¢in
10x105 hiicreye MTT analizi yapilarak yari-maximal inhibitér konsantrasyon (IC50)
icin uygun doz 50uM olacak sekilde belirlenmistir. Daha sonra hiicrelerden total
protein izolasyonu sonucunda western blotlama yapilarak kullanilan demir
selatlayicilarin hiicrelerin proliferasyon hizina olan etkisi hem ERK/MAPK ve
PI3K/AKT sinyal yollar1 lizerinden, hem de bu iki sinyal yolunun iletisiminde rolii
olmasi muhtemel mitotik Speedy/RINGO proteini ekspresyonu iizerinden kontrol
hiicrelerine kiyasla incelenmistir. Hiicre siklus regiilatorii olan Speedy/RINGO
seviyesinde gozlemlenen diistisle beraber PI3K/AKT yolagindaki fosforilasyon
seviyesinin, dolayisiyla bu yolagin aktivitesinin diistiigii goriilmiistiir. Bu durum
ME0055 ve ME0192 demir selatlayicilarinin Fe*? ile ektilesime girerek AKT sinyal
yolunun inhibitdr proteini olan PTEN aktivitesinde artisa sebep olmasi, ya da PI3K’1n
PIP3ile etkilesime girmesini engellemesinden kaynakli olabilecegi gibi ERK/MAPK
ve PI3K/AKT sinyal yollar1 iizerinde regiilator etkisi bulunan Speedy/RINGO
ekspresyonunu diisiirmesinden kaynakli olabilecegi de akla gelmektedir. ERK/MAPK
yolagindaki verilerde ise bilesiklerin etkisinin daha diisiik seviyede oldugu
gbzlemlense de sonuglarin istatiksel olarak anlamli olusu géze carpmaktadir. Son
olarak kaspaz-3 aktivitesine bakildiginda ise bilesiklerin (ME0055 ve ME0192)
sirastyla kanserli SH-SYSY hiicrelerinde %90, %175 oraninda arttig1 saptanmistir. Bu
calismadan elde edilen ¢iktilar kanserlesmede onemli rolii olan ERK/MAPK ve
PI3K/AKT sinyal yollar1 ve bunlarin kesisiminde yer alarak kanserlesmeyi tetikledigi
diistiniilen Speedy/RINGO proteininin regiilasyonunda rol oynayan demir
metabolizmasi bozukluklari gibi temel nedenlerin anlagilmasina ve bu sekilde sentetik
olan demir selatlayicilarin terapotik amagh kullanim i¢in gelistirilmesine 151k

tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Salisiliden Asilhidrazitler, Noroblastoma Kanseri, MEQOOQ55,
Speedy/RINGO, ME0192, p-AKT, MAPK, Kaspaz-3



ABSTRACT

ANAKYSIS OF THE EFFECT OF IRON CHELATING SALICYLIDENE
AZILIDRAZI GROUP SYNTHETIC COMPOUNDS ON PROLIFERATION
OF CANCER CELLS IN NEUROBLASTOMA CELLS

SULEYMAN ARZIMAN
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Supervisor: Asst. Prof. Dr. Aysegiil YILDIZ

December 2019, 51 pages

Iron; It is an essential element necessary for cell proliferation, metabolism and growth.
It is vital for detoxifying aspects of mitochondrial enzymes, such as catalytic and
catalase. It is also capable of taking part in the redox cycle and free radical formation.
Thus, iron is both essential and potentially toxic to the cell. Recent studies have shown
that iron has a role in tumor microenvironment and metastasis. All of the ways of iron
uptake, flow, storage and regulation are closely related to the occurrence of cancer,
indicating that reprogramming iron metabolism is a central aspect of tumor cell
survival. Targeting the metabolic pathways of iron may provide new tools for cancer
prognosis and treatment. Therefore, in this thesis, the effects of ME0055 and ME0192
from salicylidene acylhydrazide synthetic group known on iron chelating properties
on cancer SH-SY5Y (neuroblastoma cell line) were investigated. Iron chelating
compounds are generally known to act on molecules in the cell cycle, such as cyclin,
CDK, often referred to in tumor growth and metastasis, targeting iron within the cell,
as well as signaling pathways such as PI3K / AKT and ERK / MAPK. Therefore, in
this study, the effect of MEO055 and MEO0192 iron chelating compounds on cell
viability and proliferation rate of both the ERK / MAPK and PI3K / AKT signaling
pathways, as well as mitotic Speedy / RINGO protein, which are likely to have a role
in the communication of these two signaling pathways, are also apoptotic active

caspase-3, which is a marker. In order to understand the effect of these two compounds
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on cell viability, MTT analysis was performed to 10x10° cells and the appropriate dose
for the half-maximal inhibitory concentration (IC50) was determined as 50uM. The
effect of the iron chelators on the proliferation rate of the cells by Western blotting as
a result of total protein isolation from the cells was compared to the control cells by
means of both ERK / MAPK and PI3K / AKT signaling pathways and mitotic Speedy
/ RINGO protein expression, which is likely to have a role in the communication of
these two signaling pathways. It was investigated. The decrease in the level of
phosphorylation in the PI3K / AKT pathway, and thus the activity of this pathway,
was observed with the decrease observed in the cell cycle regulator Speedy / RINGO
level. This may be due to the activation of the chelators of ME0055 and ME0192 by
Fe*?, causing an increase in the inhibitory protein PTEN activity of the AKT signaling
pathway, or preventing PI3K from interfering with PIP3, as well as regulating effect
on ERK / MAPK and PI3K / AKT signaling pathways. It is also possible that Speedy
/ RINGO may be caused by lowering expression. The data on the ERK / MAPK
pathway showed that the effect of the compounds was lower, but the results were
statistically significant. Finally, when the caspase-3 activity was examined, it was
found that the compounds (MEO055 and MEQ192) increased 90% and 175% in
cancerous SH-SY5Y cells, respectively. The results of this study will shed light on the
understanding of the underlying causes such as MAPK and Akt signaling pathways,
which play an important role in cancer, and the iron metabolism disorders involved in
the regulation of the Speedy / RINGO protein, which is thought to trigger cancer, and
to develop the synthetic iron chelators for therapeutic use.

Keywords: Neuroblastoma Cancer, Salicylidene Acylhydrazide, ME0O55,
Speedy/RINGO, ME0192, p-AKT, MAPK, Caspase-3
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SEKILLER DiZINi

Sekil 1.1. Hiicresel demir metabolizmasi. Demir atomunun iki atomu dolasimda
bulunan transferrin (Tf) proteinlerine Tf’in demir doymus formunu (holo-Tf)
olusturur. Iki holo-Tf molekiilii daha sonra hiicre zarinda eksprese edilen
transferrin reseptorii 1’e (TfR1) baglanabilir. Tf-TfR1 kompleksi endositoza
maruz kalir ve Tf bagl ferrik demirin salinimin1 ve prostat 3 altitransmembran
epitel antijeni (STEAP3) ile ferréz forma indirgenmesini indiikleyerek
endozom i¢ine alinir. Demir daha sonra iki degerli metal tasiyict 1 (DMTT1)
vasitistyla sitozol icinde serbest demir havuzuna salinir, burada: (i)
riboniikleotit rediiktaz gibi aktif protein bolgelerine dahil edilir; (ii) stoplazmik
ferritin olarak depolanir; (ii1) mitokondri taradindan alinabili; ve (iv) demir akis
pompasi ferroportin 1 (Fpnl) vasiyasiyla hiicreden ihrag edilmistir. Demir
eksikliginden olusan Tf (apo-Tf) ve TfR1 molekiilleri daha sonra geri
doniistiiriiliir ve hiicre yiizeyine geri dondiiriiliir. B. Kanserde tedavisinde
kullanilan temel selatorlerin kimyasal yapisi (Goldie vd., 2015). ................... 3

Sekil 1.2. Demir selasyonu, hiicre dongiisiinlin ¢oklu diizenleyicilerinin modiilii
(Goldie V., 2015). ...eeceieieeeie st e 9

Sekil 1.3. DNA hasar yanitlarinin diizenlenmesinde Spy 1/Ringo'nun rolii (Randy vd.,
2007) Ringo'nun DNA hasarina cevap olarak CDK'lar1 diizenlemedeki ve
dolayisiyla hiicre dongiisiinin ilelemesini, apoptoz veya DNA onarimini
KONEIOL @B ... 11

Sekil 1.4. PI3K-Akt yolunun sinyallesme modeli (Osaki vd., 2004): Biiyiime
faktorlerinin reseptor tirozin kinazina (RTK) veya G protein-bagh
reseptorlerine (GPCR) baglanmasi, p85 VE pl10 alt birimlerinden olusan
fosfatidilinositol ~ 3-kinazin  (PI3K) fosforilasyonunu uyarir. PI3K,
fosfoidilinositol-4,5 bisfosfonati (PI (4,5) P2), PI (3.4.5) P3’e doniistiirken,
PTEN (kromozom 10 iizerinden silinen fosforaz ve tensin homologu) bu
reaksiyonu tersine ¢evirir. Akt hiicre zarina yerlestirir ve PH alanmi vasitasiyla
P1(3,4,5) P3 ile etkilesime girer, fosfolinositide bagl kinaz (PDK1), PDK2 ve
integrin-baglh kinaz (ILK) ile fosforile edilir. .........ccccovriineniieniniiieeen, 12

Sekil 1.5. AKT proteini izformlari (Gizeh vd., 2014) N-terminal ucunda PH
domainleri, orta ksinda yar1 fosforilasyonun gergeklestigi threonin
rezidiilerinin yer aldigi kinase domaini ve C-terminal ucunda ile son
fosforilasyonun gerceklestiri serin rezidiilerinin yer aldigi hidrofobik motif
goriiliir. T meme kanserinde bildirilen somatik mutasyonlar1 gdstermektedir.
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1. GIRIS

1.1.  Demir Metabolizmasiin Kanserle Iliskisi

Viicuttaki asirt demir, redoks dongiisiine girme kabiliyeti ve serbest radikal olusumunu
desteklemesi nedeniyle toksiktir (Kalinowski vd., 2005). Fenton reaksiyonu yoluyla
demir, hidrojen peroksit {iiretiminin sonuglarin1 siddetlendirebilir ve biyolojik
sistemlerdeki en reaktif kimyasal tiir olan hidroksil radikallerinin olugmasina yol
acabilir (Denklem 1) (Barnham vd., 2004; Bergeron vd., 2003). Siiperoksit iyonu
ayrica Fenton reaksiyonu i¢in gerekli olan rejenere demir olusumuna da katilabilir

(Denklem 2) (Winterbourn, 1995).
H202+Fe? - OH +-0OH+Fe? (Denklem 1)
O2.+Fe3 — 0+ +Fe 2+ (Denklem 2)

Bu serbest radikaller, DNA oksidasyonuna, mitokondriyal hasara ve membran
lipidlerinin peroksidasyonuna yol agan bir dizi kimyasal reaksiyona neden olabilir,
bdylece DNA hasarini baglatir, hiicre dongiisiiniin ilerlemesini olumsuz yonde etkiler
ve hiicre apoptosisini tesvik eder (Barnham vd., 2004). Bu nedenle, demir
seviyelerinin viicutta 6zel proteinler ve demirin ¢oziilebilir ve toksik olmayan bir
bicimde taginmasindan ve depolanmasindan sorumlu prosesler vasitasiyla siki bir
sekilde diizenlenmesi ¢ok oOnemlidir (Richardson vd., 1997). Vicutta demir
homeostazini siirdiirememek, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabetes mellitus,

enfeksiyonlar ve noro-dejeneratif hastaliklar dahil olmak {izere bir¢ok hastalik

durumuyla iliskilidir (Merlot vd., 2013).

1.2.  Demir Metabolizmasi

Diyet kaynaklarindan gelen demir ince bagirsakta emilir ve daha sonra duodenal
enterositten kana aktarilir, burada demir baglayici protein olan transferine baglanir

(Richardson vd., 1997; Lane vd., 2015). Transferrin, fizyolojik sivilarda bulunur ve

1



her transferrin molekiilii, iki ferrik demir atomunu yiiksek afinite ile baglayabilir
(Morgan, 1981; Crichton, 2009). Transferrin, bagli demirin emilim bolgelerinden ve
hem de bozulmadan (yani, bagirsak ve karacigerden) eritropoez ve ferritin iginde
depolanma gibi kritik fonksiyonlar i¢in hiicrelere tasinmasinda kritik bir rol
oynar. Plazma membraninda bulunan transferrin reseptorii 1 (TfR1) proteini, hiicreler
tarafindan demir alimin1 kolaylagtirmak i¢in iki transferrin molekiiliinii baglayabilir
(Richardson vd., 1997; Morgan, 1981; Hanover vd., 1995). Transferrin-TfR1
kompleksi daha sonra endozom igine alinir, burada ferrik demir, asidik ortam
nedeniyle transferinden salinir Tf-TfR1 kompleksi endositoza maruz kalir ve Tf baglh
ferrik demirin salinimini ve prostat 3 alt1 transmembran epitel antijeni (STEAP3) ile
ferr6z forma indirgenmesini indiikleyerek endozom icine alinir. (Sekil 1.1A). Demir,
daha sonra endosomal membran boyunca, iki degerli metal tasiyict 1 (DMTI)
vasitasiyla sitozol igerisine salinabilir (Fleming vd., 1998). Hiicresel demir, ¢oklu
homeostatik islemlerde kullanilir. Ornegin, sunlar olabilir: (i) riboniikleotit rediiktaz
(RR) gibi proteinlerin aktif bolgelerine dahil edilmis; (ii) sitoplazmik ferritinde
depolanir; (iii) heme sentezi, demir-siilfiir kiime tiretimi veya mitokondriyal ferritinde
depolanmasi i¢in mitokondriye dagiltilmis; veya (iv) demir akis pompasi ferroportin 1
(Sekil 1.1A) araciligiyla hiicreden ihra¢ edilir (Merlot vd., 2013; Richardson vd.,
2010). Demir homeostazi, en azindan kismen, hiicre i¢i demir konsantrasyonlarina
cevap veren ve transkripsiyon sonrasi seviyede protein ekspresyonunu kontrol eden ve
bdylece demirin alimini, kullanimini ve depolanmasini diizenleyen demir diizenleyici

proteinler (IRP'ler) ile saglanir.

1.3.  Kanser hiicrelerinde degismis demir metabolizmasi

Kanser hiicrelerinde demir homeostazinin normal hiicrelere gore deregiilasyonu
yaygin olarak bildirilmistir (Merlot vd., 2013; Eisenstein vd., 1998). Malignitelerdeki
bu degismis demir halleri, hizli ¢ogalmalarina aracilik etmek i¢in kanser hiicreleri
tarafindan artan bir demir edinme fenotipi kazandirabilen demir alimi, akist ve

depolanmasindaki degisikliklerle ortaya ¢ikabilir (Merlot vd., 2013; Torti vd., 2013)
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Sekil 1.1. Hiicresel demir metabolizmasi. Demir atomunun iki atomu dolasimda bulunan
transferrin (Tf) proteinlerine Tfin demir doymus formunu (holo-Tf) olusturur. iki holo-Tf
molekiili daha sonra hiicre zarinda eksprese edilen transferrin reseptdrii 1’e (TfR1)
baglanabilir. Tf-TfR1 kompleksi endositoza maruz kalir ve Tfbagli ferrik demirin salinimini
ve prostat 3 altitransmembran epitel antijeni (STEAP3) ile ferréz forma indirgenmesini
indiikleyerek endozom igine alinir. Demir daha sonra iki degerli metal tasiyict 1 (DMT1)
vasitistyla sitozol iginde serbest demir havuzuna salinir, burada: (i) riboniikleotit rediiktaz
gibi aktif protein bolgelerine dahil edilir; (ii) stoplazmik ferritin olarak depolanir; (iii)
mitokondri taradindan alinabili; ve (iv) demir akis pompasi ferroportin 1 (Fpnl) vasiyasiyla
hiicreden ihrag¢ edilmistir. Demir eksikliginden olusan Tf (apo-Tf) ve TfR1 molekiilleri daha
sonra geri doniistirilir ve hiicre yiizeyine geri dondiriilir. B. Kanserde tedavisinde
kullanilan temel selatorlerin kimyasal yapisi (Goldie vd., 2015).



1.3.1. Demir alim

Cok sayida calisma, kanser hiicrelerinin normal hiicrelere gore daha yiiksek TfR1
seviyelerine sahip oldugunu ve daha yiiksek TfR1 ekspresyonunun daha gelismis
kanserler ile korele oldugunu gdstermistir (Merlot vd., 2013; Walker vd., 1986; Soyer
vd., 1987). Bu, kanser hiicrelerinde goriilen transferrinden daha yiiksek oranda demir
alimin1 yansitmaktadir (Richardson vd., 1990). Ayrica, TfR1'e kars1 antikorlarin timor
biiyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir (Taetle vd., 1986). DNA sentezi i¢in gerekli
olan hiz sinirlayic1 enzim, montaji ve aktivitesi i¢in siirekli bir demir kaynagi gerektirir
ve ayrica kanserde de diizenlenir. Bu nedenle, kanser hiicrelerinde proliferasyon ve
DNA sentezi oranlart normal hiicrelere gore artmistir (Jiang vd., 2010). Demir alimu,
eritroid hiicrelerinde transferine bagli endozomal ferrik demiri ferréz formuna
indirgeyebilen endozomal metallorediiktaz, STEAP3 ile de kolaylastirilir (Ohgami
vd., 2005). Aslinda, STEAP"1n prostat, kolorektal, akciger ve pankreas kanserlerinde
asirt  eksprese edildigi, kanser ile baglantili olabilecek degismis demir
metabolizmasinin baska bir yoniiniin gosterdigi bildirilmistir (Hubert vd., 1999; Isobe

vd., 2011).

1.3.2. Demir akis1

Caligmalar, demir akis pompast Fpnl'in ekspresyonunun meme kanseri, prostat
kanseri, hepatoseliiler karsinom ve 16semide azaldigin1 veya bulunmadigini, ancak bu
degisikliklerin beyin veya 6zofagus kanserlerinde goriilmedigini bildirmistir (Jiang
vd., 2010; Rhodes vd., 2007). Pinnix ve dig. (Pinnix vd., 2010), Fpnl seviyelerindeki
azalmanin, internalizasyonu ve bozulmasini tesvik ederek Fpnl ekspresyonunu negatif
olarak diizenleyen peptid hormonu, hepcidin seviyelerinin artmasiyla birlikte
gerceklestigini belirtti (Nemeth vd., 2004). Ayrica, meme kanseri hastalarinda azalmis
Fpnl ekspresyonu, diger risk faktorlerinden bagimsiz olarak zayif prognoz ve metastaz
ile korele idi ve bu hastalik i¢in onkogenik sinyallesmede Fpnl hepcidin diizenleyici
ekseni i¢in potansiyal olarak 6nemli rollere isaret eden prognostik bir belirte¢ olarak

Onerildi.

Hiicrelerdeki demir, sinyal molekiilii, nitrik oksit (NO) 'nin etkisiyle de salinabilir
(Hibbs vd., 1984; Hibbs vd., 1998). ilgingtir ki, NO demiri dogrudan baglayabilir ve
cesitli hiicre i¢i proteinleri ve metabolik yollar1 etkileyebilir (Moncada vd., 1991;
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Richardson vd., 1995). Ayrica, hiicre i¢i olarak (indiiklenebilir nitrik oksit sentaz;
iINOS) veya hiicre dis1 iiretilen NO'nun hiicrelerden demirin serbest salinimina neden
oldugu gosterilmistir (Watts vd., 2001; Lok vd., 2012). Aslinda, yukarida tarif edilen
Fpnl'in aracilik ettigi hiicresel demir saliverme mekanizmasinin aksine, NO-bagimli
demir salivermenin c¢ok-ilaca direncgli protein 1 (MRP1) araciligiyla gerceklestigi

gosterilmistir (Lok vd., 2012; Watts vd., 2006).

1.3.3. Demir depolama

Literatiirdeki ¢alismalarda demir depolanmasinin diizenlenmesinin tiimorlerde
degistigini gostermektedir (Merlot vd., 2013). Ferritin ekspresyon seviyelerinin kanser
hiicrelerinde ve hasta dokularinda degerlendirilmesi, bazilarinda ferritinin yukari
regiilasyonunu rapor ederken (Milman vd., 2002), bazilarinda ise ferritinin asagi
regiilasyonu oldugunu gosteren, celiskili sonuglara ulasilmaktadir (Merlot vd., 2013;
Pinnix vd., 2010). Primer akciger kanseri, ileri evre C kolorektal kanseri ve
ndroblastoma hastalarinda yiikselmis serum ferritin diizeyleri, hepsi kotii sagkalim
oranlar1 veya prognozlari ile kérele oldugu gériilmiistiir (Hann vd., 1985). Ilging bir
sekilde, ferritin ekspresyonunun, insan malignitelerinde siklikla ekspresyonu artmis
olan c-myc proto-onkogen, DNA sentezi ve hiicre biiylimesi igin serbest demir
kullanilabilirliginin artmasina izin veren c-myc tarafindan azaldigi bildirildi. Bu
nedenle, ferritin seviyelerindeki sapmalar, tiimor ilerlemesini kolaylastirabilir.
Kanserdeki bu demir metabolizmas: degisiklikleri demir baglama ligandlarinin
terapotik manipiilasyon potansiyelini gostermektedir. Son on yilda, bu, anti-timor
aktivitesi olan demir selatorlerinin kesfedilmesine ve gelismesine yol agmistir (Merlot

vd., 2013).

1.4. Demir Selatorleri

Desferrioksamin (DFO) veya Desferal®, Streptomyces pilosus bakterisinden izole
edilmis bir hekzadentat selatoriidiir (Aouad vd., 2002) (Sekil 1.1 B). Demir selatlama
terapisi ilk olarak P-thalassemia gibi demir yiikleme hastaliklarinda toksik demir
yiiklenmesini engellemek i¢in kullanilmaya bagslandi (Ceci vd., 2003). Kanser

tedavisinde demir selatlayicilarin potansiyeli ise ilk defa kiiltiirdeki 16semi hiicreleri



ve 16semi hastalar1 {izerinde Desferrioxamine (DFO) ve diger demir selatlayicilarinin
etkilerinin denenmesi ile gosterildi (Kontoghiorghes vd., 1986; Estrov vd., 1987). Bu
calismay1 noroblastoma timor hiicrelerinde yapilan caligmalar takip etti (Blatt vd.,
1987; Blatt vd., 1988). Fakat, DFO’nun rapor edilen anti-tumor aktivitesi bazi
caligmalarda bu etkinin gosterilememesi gibi tutarsizliklar gdstermekteydi (Blatt,
1994; Selig vd., 1998). Bu sonuca sebep olan durum muhtemelen kullanilan demir

selatlayicilarin kisa bir yar1 dmiire ve zayif membran gecirgenligine sahip olmalari idi

(Aouad vd., 2002; Richardson vd., 1994).

Bu sorunu ¢ézmek iizere daha sonra bir¢ok sentetik demir selatlayict dizayn edilerek
daha etkili, daha az toksik ve daha az yan etkileri olan bilesikler {iretme yoluna gidildi
(Kalinowski vd., 2005). Yakin zamanda sentezlenen ve demir yiiklenme sorunu olan
hastalarda klinik ¢aligsmalar1 basariyla gerceklestirilen demir selatlayict 4-[3, 5-bis-
(hydroxyphenyl)-1, 2, 4-triazol-1-yl]-benzoic acid (deferasirox), Novartis tarafindan
EXJADE® ismiyle B-thalassemia hastaliginda DFO’ya alternatif olarak kullanilmak
lizere piyasaya sunulmustur (Cappellini vd., 2009).

Son yillarda deferasirox gibi demir selatlayicilarin potansiyel bir anti-tumor ajan
olarak kullanimina ilgi olduk¢a artmis bulunmaktadir (Cappellini vd., 2009).
Deferasirox” un hepatoma, miyeloid ldsemi ve mantolu hiicre lenfomas: gibi
kanserlerde biiyiimeyi inhibe edici etkisi rapor edilmistir (Ohyashiki vd., 2009;
Chantrel-Groussard vd., 2006). Ayrica son olarak deferasirox’un DMS-53 akciger
kanseri ve OE33, OE19, ve OE21 isimli 6zofageal kanser hiicrelerinin biiyiimesini
durdurdugu da gosterilmistir (Lui vd., 2013; Ford vd., 2013). Ilging olan bir ¢calismada
ise kemoterapiye diren¢ gosteren bir akut monositik 16semi hastasina deferasirox
uygulamasi yapildiginda bunun kuvvetli bir anti- 16semik etki yarattigi ve sonugta
hastaligin tamamen iyilestigi gosterilmistir (Fukushima vd., 2011). Sonug olarak bu
calismalar demir selatlayicilarin kemoterapi i¢in kuvvetli bir alternatif olabilecegini
fakat daha iler1 seviyede caligmalarla bu etkinin onaylanmasit gerektigini

gostermektedir.



1.5.  Salisiliden asilhidrazid (SA)

Salisiliden asilhidrazidler Tip 3 salgi sistemini (T3SS) bloklamak {izere iiretilmis
sentetik bir molekiildiir. Bu molekiiller Gram negatif bakterilerdeki efektor
proteinlerin konak hiicre igerisine gegmesini engellemek amaciyla flagella ¢ikintist
seklindeki (enjektére benzer) yapmin olusmasini engellemek amaciyla tiretilmistir.
Slepenkin ve ark. tarafindan SA bislesiklerinin gen diizeyinde regiilasyona sahip
olmasi iizerindeki Onerileriyle baslayan aragtirmalar sonucunda SA bilesiklerinin
hiicresel demir depolarini bozabildigini gdsteren sonuclara ulasilmistir. Calisma, C.
trachomatis ile enfekte olan HeLa hiicrelerine demir tuzlari eklenmesi SA bilesiginin
etkisini tersine cevirdigini gostermistir ve asilhidrazon parcasinin Fe'? iyonlan ile
secici bir afinitesi olduguna isaret etti. Layton ve ark. Demir tuzlarinin eklenmesinin,
SA bilesiginin etkisini sadece kismen tersine cevirdigini gostermistir. Bu yargiya
transkriptomik analiz sonucunda demir diizenlemede yer alan genlerin yukar1 dogru
diizenlendigini ortaya ¢ikardi; Bununla birlikte, bu ¢alismada hiicre kiiltiiriine eklenen
demir ilavesi SA bilesiklerinin engelleyici etkisini tam olarak tersine ¢evirmedi. SA
bilesikleri ve ilave demir tuzlari ile muamele edilmis EHEC iizerinde yapilan baska
bir transkriptomik analiz, T3SS ile ilgili genlerin 6nemli bir asag: regiilasyonunu
gostermistir; bu nedenle, demirin SA bilesiginin aktivitesini tersine ¢evirmedigini 6ne
siirdii. (Tree vd., 2009) Kisacas1 SA birlesiklerinin hiicre i¢i demir selatlama 6zelligi

ve demir regiilasyonundaki genler iizerindeki etkisi oldugu diistiniilmektedir.

1.6. Demir selatorleri tarafindan hiicresel sinyal yolu modiilasyonu

1.6.1. Hiicre dongiisii

Selatorlerin anti-proliferatif etkilerinin, sadece demiri baglama yeteneklerinden degil,
ayn1 zamanda ¢oklu hiicre i¢i hedefler lizerindeki karmagsik etkilerinden kaynaklandigi
aciktir. Demir selatorlerinin, RR, siklinler, sikline bagimli kinazlar (CDK'ler),
retinoblastoma proteini (Rb), p53, p21 WAF1 / CIP1, p27 KIP1, N-myc akis asag1
yoniinde diizenlenen gen 1 (NDRG1) ve apoptotik proteinler dahil hiicre dongiistiniin
ilerlemesini diizenlemede kritik olan ¢oklu molekiilleri hedef aldig1 bilinmektedir.

(Gao vd., 2001; Yu vd., 2007).



1.6.2. Riboniikleotid rediiktaz

RR, DNA replikasyonu icin gerekli deoksiriboniikleotitlerin sentezini, DNA
sentezinin hiz sinirlayici asamasini, hiicre dongiisiiniin ilerlemesini ve hiicresel
onarimi katalize etmekten sorumlu bir enzimdir (Thelander vd., 1979). Insan RR'si iki
homodimerden, (yani allosterik modiilatorler i¢in aktif bolgeyi ve baglama bolgesini
iceren) R1'1 ve enzimatik aktivite i¢in hayati 6nem tasityan monomer basina bir di-
niikleer demir merkezi ve stabil tirosil radikalini igeren R2'yi igerir (Jordan vd., 1998).
Ayrica, R2 alt birimi, hiicre dongiisiiniin S / G2 faz1 sirasinda normal DNA sentezi i¢gin
gerekli iken, R2 alt iinitesinin bir varyanti, pS3R2 alt {initesinin, p53-bagimli bir

sekilde DNA hasarini takiben DNA onarimi i¢in dNTP'leri sagladigi bilinmektedir.

GO / G1 faz hiicrelerinde (Tanaka vd., 2000). Hem R2 hem de p53R2 alt birimleri,
enzimatik fonksiyonlari i¢in kritik olan bir demir baglama bdlgesine sahiptir ve demir
selasyonunun, RR'nin aktivitesini inhibe ettigi bilinmektedir (Nyholm vd., 1993).
Artan RR aktivitesinin malign transformasyon ve kanser hiicresi biiyiimesi ile iliskili
oldugu gbéz oOniine alindiginda (Tsimberidou vd., 2002), demir selatorlerinin

aktivitesini inhibe edebilme yeteneginin kanser karsiti etkileri i¢in 6nemli olmasi

muhtemeldir (Sekil 1.2).

1.6.3. Siklin ve CDK'lar

Selatorler tarafindan yapilan demir tliikenmesinin bir dizi siklin ve CDK'nin
ekspresyonunu etkiledigi gosterilmistir (Gao vd., 2001). SK-N-MC noéroepitelyalom
hiicrelerinde demir selasyonu, siklin D1, D2 ve D3 ekspresyonunu ve daha az oranda
siklin A ve B'yi azalttigi gézlemlenmistir (Gao vd., 2001). Siklin D1 ekspresyonunun
DFO ve DpT selatgilart tarafindan inhibisyonu, prostat ve pankreas kanseri
hiicrelerinde, DMS-53 akciger karsinomu hiicrelerinde ve manto hiicreli lenfoma
hiicrelerinde deferasiroksla gosterilmistir (Vazana-Barad vd., 2013). Bu son ¢alismada
deferasiroksun aracilik ettigi fosforile Rb’nin asag1 regiilasyonunun oldugunu bundan
kaynakli olarakta E2F/Rb kompleksinin ve G1/S faz hiicre miktarin art arttig
bulunmustut. Caligmalar ayrica demir selatorlerinin CDK2 veya CDK4'lin
ekspresyonunu azaltabildigini gdstermistir, ancak bu hiicre tipine bagli bir sekilde
ortaya ¢ikmaktadir ve farkli deney kosullar1 altinda degismektedir (Chaston vd., 2003;
Gao vd., 2001; Kulp vd., 1996) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Demir selasyonu, hiicre dongiisiiniin coklu diizenleyicilerinin modiilii (Goldie vd.,
2015).

16.4. p53

DFO kullanilarak yapilan demir selasyonunun transkripsiyon sonrasi seviyedeki timor
baskilayict p53'iin ekspresyonunu diizenledigi bildirilmistir (Fukuchi vd., 1995).
Onemli olarak, p53, G 1/ S kontrol noktasinda kritik bir role sahiptir ve hasar onarimi
yapilamiyorsa onarim mekanizmalarini baglatmak veya apoptozu indiiklemek i¢in
hiicre stresi veya DNA hasar1 kosullarinda aktive edilir (Kastan vd., 1995). Hiicrelerin
selatorler, DFO ve 311 ile muamele edilmesi sonucunda niikleer p53 proteini ve p53

DNA-baglama aktivitesinin arttirdig1 gériilmiistiir (Sekil 1.2) (Shen vd., 2014).

1.6.5. CDK inhibitorleri

CDK inhibitorii, p21 WAF1/CIP1, G1/ S fazi CDK-siklin komplekslerine baglanarak
hiicre dongiisiinii negatif olarak diizenler ve bunlar1 inaktif hale getirir (Alberts vd.,
2008). Bu, Rb'nin E2F1'i baglamasina izin verir, boylece G 1 / S faz gecisini onler ve
hiicre dongiisii durmasina neden olur. MCF-7 g6 giis adenokarsinom hiicrelerinde DFO

ve 311 kullanilarak yapilan demir selasyonunun, p21 WAFI1 / CIP1 proteininin



ekspresyonunu azaltirken, p21 mRNA'y1 yukar1 diizenledigi gostermistir (Fu vd.,
2007).

1.6.6. c-myc

Her ne kadar hiicre dongiisiiniin klasik diizenleyicileri olmasa da, Myc proteinleri,
hiicrelerin hiicre dongiisline girmesini saglama ve hiicre dongisi ilerlemesini
hizlandirma iizerinde derin etkilere sahiptir (Tansey, 2014). Myc, mitojenle aktive olan
protein kinaz (MAPK), biiylime faktori-f (TGF-B), Wnt ve sinyal transdiiseri ve
transkripsiyon (STAT) yolaklarinin aktivatorii dahil olmak {izere ¢oklu sinyal iletim
yollariin "kavsaginda" bulunur (Kiuchi vd., 1999; Dang, 2012). Aslinda, c-myc
proto-onkojen ekspresyonunun indiiksiyonu, mitojenik sinyallere giiglii bir hiicre
dongiisii yanit1 igin gereklidir (de Alboran vd., 2001). Bu olasilik, siklin D / CDK4- 6
aktivitesini pozitif olarak diizenleme ve p21 WAFI1/CIP1'in transkripsiyonunu
baskilama kabiliyeti sayesinde ortaya ¢ikar (Mateyak vd., 1999; Gartel vd., 2001).
DFO kullanilarak yapilan demir selasyonunun 16semik kan hiicrelerinde c-myc
ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (Kyriakou vd., 1998). Ayrica, selatorlerin, DFO,
Dp44mT ve DpC'nin yakin zamanda pankreas ve prostat kanseri hiicrelerinde c-myc
seviyelerini diislirdiigli gosterilmistir (Sekil 1.2) (Lui vd., 2015). Bu ajanlarin aracilik
ettigi mekanizma, STAT3 yolunun inhibe edilmesini ve daha sonra, siklin D1, c-myc

ve Bcl-2 dahil olmak {izere asag1 yondeki hedeflerinin regiile edilebildigi goriilmiistiir.

1.6.7. Speedy/RINGO

Siklus regiilatorlerinden oldukga farkli bir baska hiicre siklus proteini olan ise ilk kez
Xenopus oositlerinde varligi gosterilen Speedy/RINGO olup, hiicre siklusunun
ilerleyisinde CDK2 aktivitesini ve GI1-S faz1 ge¢isini kontrol etmektedir. Bu
fonksiyonunu yerine getirirken klasik siklinler gibi CDK?2’ nin fosforlanmasina ihtiyag
duymadigr gibi, p21Cipl and p27Kipl gibi inhibitér regiilatorler tarafindan
fosforilasyonla inhibisyona karsi da fazla duyarli degildir (Porter vd., 2003).
Speedy/RINGO-CDK?2 kompleksinin p27Kip1 inhibitoriiniin CDK2 ile etkilesmesini
engelleyerek CDK2 aktivasyonuna ve buna bagli olarak p27Kipl inhibitoriiniin
fosforlanarak degradasyonuna yol actig1 gosterilmistir (Porter vd., 2003) (Sekil 1.3).
Bu sayede de Speedy/RINGO hiicre siklusundaki DNA hasar kontrol noktalar1 dahil
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birgok kontrol noktasini asarak, bu 6zelligiyle kanser hiicrelerinde asir1 miktarda
eksprese olarak onlar1 apoptozdan kagirip hiicre boliinmesini devam ettirici, yani

onkogenik fonksiyonu ile bilinmektedir (Gastwirt ved., 2006).

Bu hiicre siklus regiilatoriiniin ayrica MAPK ve AKT sinyal yollarinin arasinda var
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Sekil 1.3. DNA hasar yanitlarinin diizenlenmesinde Spy 1/Ringo'nun rolii (Randy vd., 2007)
Ringo'nun DNA hasarina cevap olarak CDK'lar1 diizenlemedeki ve dolayisiyla hiicre dongiisiinin
ilelemesini, apoptoz veya DNA onarimini kontrol eder

olan ve kanserlesmede olduk¢a 6nemli rolii olan iletisim ve etkilesimleri {izerinde de
etkisi olabilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur. Bu nedenle anti-kanser terapiler
icin oldukga yiiksek potansiyelli ve uygun bir molekiiler hedef olarak goriilen
Speedy/RINGO’ nun ekspresyonu iizerinde demir homeostazinin ve demir

selatlayicilarinin etkisinin incelenmesi 6nem arz etmektedir.

1.6.8. PI3K-PKB/Akt (phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B) sinyal
yolagi

Fosfoinositol-3-kinaz- protein kinaz B / Akt (PI3K-PKB/Akt) yolunun ve aktive edici
reseptor tirozin kinazlarinin (RTK'larin) belirlenmesi, 1980'lerin basinda; insiilin

reseptdr sinyalini karakterize etmek icin yapilan c¢alismalara dayanmaktadir. Bu
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calismalar, insiilin reseptor substrati (IRS) proteinleri yoluyla, PI3K'ya sinyal veren
bilesenlerin ve insiilin reseptdr mekanizmasinin tanimlanmasina ve bunun sonucunda
3-fosfoinositol bagimli protein kinaz 1 (PDKI1) tarafindan PKB / Akt aracili
aktivasyonuna yol agti. PI3K ve PKB/Akt aktivasyonunun tiimorigeneze olan gii¢li
katkisinin kesfedilmesiyle, bu yolun diizenlenmesi iizerine yapilan yogun arastirmalar,
negatif diizenleyicilerin, protein fosfataz 2'nin (PP2A) ve tensin homologunun (PTEN)
kesfedilmesine yol agmustir. Ayrica PH-domeni 16sin-zengin-tekrar-iceren protein
fosfatazlarin (PHLPP1/2) iliskisinin a¢iga kavusmasini saglamistir. Daha sonraki
zamanlarda, PKB/Akt’ta C- terminal domainin de hidrofobik motif igerdiginin
bulunmasi, mTOR kompleksi 2 (mTORC2) ve DNA'ya bagli protein kinaz (DNA-PK)
ile iligkilendirilmesi, rapamisinin memeli hedefi (mTOR), Ras'in PI3K-PKB/Akt
yolunu PI3K iizerinden etkileme kabiliyeti oldugu gosterilmis ve bdylece mevcut
PI3K-PKB/Akt sinyal yolaginda etkisi olan proteinlerin, iliski ag1 olusturulmustur
(Sekil 1.4).

Growth factor

GPCR Cell membrane

PI3K Akt

activated
ORMED,
7
Akt
inactive Cell proliferation
Cell survival

Sekil 1.4. PI3K-Akt yolunun sinyallesme modeli (Osaki vd., 2004): Biiyiime faktorlerinin reseptor
tirozin kinazina (RTK) veya G protein-bagl reseptdrlerine (GPCR) baglanmasi, p85 VE pl10 alt
birimlerinden olusan fosfatidilinositol 3-kinazin (PI3K) fosforilasyonunu uyarir. PI3K, fosfoidilinositol-
4,5 bisfosfonati (PI (4,5) P2), PI (3.4.5) P3’e doniistiirken, PTEN (kromozom 10 {iizerinden silinen
fosforaz ve tensin homologu) bu reaksiyonu tersine ¢evirir. Akt hiicre zarina yerlestirir ve PH alan1
vasitastyla PI (3,4,5) P3 ile etkilesime girer, fosfolinositide bagl kinaz (PDK1), PDK2 ve integrin-bagl
kinaz (ILK) ile fosforile edilir.

12



Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) -Akt sinyal yolu; trasnkripsiyon, translasyon,
bliylime, hayatta kalma ve proliferasyonda yer alip hiicresel fonksiyonlarin
diizenlenmesin de rol oynayan elzem bir proteindir ve bu protein bir¢cok hiicresel

uyaran tarafindan veya toksik insiilin tarafindan aktive edilir.

PI13K-Akt yolunun rahatsiz edici bir aktivasyonu, kanser, diabet ve otoimmiinite gibi
hastaliklarin gelisimi ile iliskilendirilmistir. Ozellikle, PI3KAKt sinyallemesinin insan
kanserlerinde siklikla bozuldugu gosterilmistir. Kanser gelisimi ve ilerlemesi, hiicre
cogalmasi ve hayatta kalma (apoptoztan kacis) arasindaki dengede bir rahatsizligin
sonucudur. Aslinda, PI3K-Akt sinyali bu olaylarin her ikisiyle de iligkilidir ve sadece
tiimdr biiylimesinde degil ayn1 zamanda bir tiimoriin kanser tedavisine potansiyel

tepkisinde de biiyiik rol oynar.

1.6.9. PI3K ve aktivasyon mekanizmasi

PI3K, PI (4, 5) P2 inositol halkasinin 3° pozisyonunun fosforilasyonundan, hayatta
kalma sinyali i¢in gereken gii¢lii bir ikinci haberci ve insiilin hareketi i¢in PI (3, 4, 5)
P3'lin iiretilmesinden sorumludur. Sekil I'de gosterildigi gibi, PI3K'lar, katalitik bir alt
birimden (P110) ve protein tirozin kinaz aktivitesine sahip reseptorler (Gn reseptor
Tirozin Kinaz, RTK) ve G- couple protein reseptorii (GPCR) tarafindan aktive edilen
bir adaptdr / diizenleyici alt birimden (P85) olusan heterodimerlerdir. Aktive edilmis
PI3K, plazma membran lipid PI (4,5) P2'yi PI (3,4,5) P3'e saniyeler i¢cinde doniistiiriir.
Pl (3,4,5) P3 domainlerinin, yani FYVE (Fenilalanin-Tirozin-Valin-Glutamik asit) ve
pleksstrin homoloji (PH) alanlarinin etkilesmesi sonucunda PI3K aktif hale gelerek
membrana baglanir. Bu alani igeren proteinler, PI3K kaynakli sinyal i¢in kritik
mediatorleri temsil eder. PH alanlari, birgok proteinde bulunan yaklagik 100 amino
asidin globiiler protein alanlaridir. Akt deki PH alaninin Serin / treonin kinaz 3-
fosfoinositol bagimli kinaz 1 (PDK1) ile etkilesime girerek Thr308’1 fosforlanmasi
saglayarak ve Akt’nin yar1 aktif forma ulastirir. Yar1 aktif hale gelen Akt’nin C-
terminal domaininde yer alan ser473 bolgesinin ise PDK2 ile fosforlanmasiyla Akt
proteini tam anlamiyla aktivasyonu saglanir. Aktif formuna ulagan Akt proteini hiicre
proliferasyonunu ve hiicrenin hayatsal faaliyetlerinde gorev alan diger hiicre igi
kaskatin aktiflesmesini saglayarak hiicre hemoostezisinin saglamanin yaninda
apoptozun baskilanmasini saglayan sinyallerinde olusumunda yer alabilir (Luo vd.,
2003).
13
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Sekil 1.5. AKT proteini izformlari (Gizeh vd., 2014) N-terminal ucunda PH domainleri, orta ksinda
yari fosforilasyonun gergeklestigi threonin rezidiilerinin yer aldig1 kinase domaini ve C-terminal ucunda
ile son fosforilasyonun gergeklestiri serin rezidiilerinin yer aldigi hidrofobik motif goriiliir. T meme
kanserinde bildirilen somatik mutasyonlar1 gostermektedir.

AKT, cAMP'ye bagimli, cGMP'ye bagimli ve protein kinaz C familyas1 (AGC) serin
/ treonin protein kinaz ailesine aittir ve AKT kinaz domeninin ilk kristal yapis1 2002
yilinda rapor edilmistir. Akt proteini 57 kD olup ilk olarak farelerde bir 16semiden
sorumlu oldugu bilinen viral onkoprotein v-Akt’in hiicresel homologudur bu yiizden
c-Akt veya Akt olarak adlandirilir. Ayrica PKB (Protein kinaz B) ya da RAC (protein
kinaz A veya Cile iligkili) olarak da adlandirilir, ¢iinkii birka¢ ¢alisma v-Akt ve c-
Akt’ i protein kinaz C’ye (PKC) ve protein kinaz A (PKA)’ya benzer bir protein
kodladigin1 gosterdi. Akt/PKB’nin kesfi memelilerde yapilan c¢cDNA kesfine
dayanmaktadir. Genom calismalri sirasinda Aktl (PKBa), Akt2 (PKBp), Akt3 (PKBy)
izoformlariin kodyalan 3 genin varliginin ortaya c¢ikarilmasina dayanir. Akt2 ve
Akt3, sirasiyla Aktl ile sirasiyla %82 ve %83 yiiksek sekans homolojisine sahiptir ve
bir N-terminali pleckstrin homoloji (PH) domeni, merkezi bir kinaz domeni igeren
benzer bir alan yapisina sahiptirler ve bir C-terminal diizenleyici hidrofobik motifleri
bulunur (Sekil 1.5). Ug insan AKT izoformu, sirasiyla 14q32 (AKT1), 19913 (AKT2)
ve 1g44'te (AKT3) bulunan ayr1 genlerle kodlanir (Luo vd., 2003). Son zamanlarda
yapilan calismalar, demir selatorlerinin, anti-timor aktivitelerinin bir parcast olarak
prostat kanserinde PI3K/AKT/PTEN yolunu nasil hedefledigini agiklamistir (Dixon
vd., 2013). Prostat epitel hiicrelerinin ve DU145 prostat kanseri hiicre hattinin DFO
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veya Dp44mT ile inkiibasyonu, timdr baskilayict PTEN ve anti-metastatik NDRG1
ekspresyonunu arttirmistir. Dahasi, NDRG1 asir1 ekspresyonu onkojenik p-AKT
aktivitesini hafifletmis ve PTEN diizeylerini anlamli sekilde arttirdigi gostermistir.
NDRGI1 aracili p-AKT inhibisyonu, inhibe edilmis PTEN PC3 hiicrelerinde de
gbzlenmis bu etkinin PTEN'den bagimsiz olarak olustugunu diislindiiren sonuglara

ulagilmistir (Liu vd., 2012).

MIAPaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde, NDRGI asir1 ekspresyonu ayrica PTEN
diizeylerini arttirmis ve p-AKT ve p-mTOR seviyelerini diistirmiistiir (Kovacevic vd.,
2013). Ayrica, PI3K diizenleyici alt birimlerin ifadesi, fosfo-p85a ve fosfo-p55y,
NDRGT agsir1 ekspresyonu ile dnemli 6l¢iide azaldi; bu, PI3K p110a / B katalitik alt
initesinin kompleks olusumunu 6nler. MIAPaCa-2 ve diger pankreas kanseri hiicre
hatlarinda NDRG1'i belirgin bir sekilde diizenleyen tiyosemikarbazonlar, Dp44mT ve
DpC'nin (Liu vd., 2012), bu NDRG1'in, bu kritik molekiillerin modiilasyonu yoluyla
pankreas kanserinde gosterdigi anti-tiimor aktivitesine aracilik edebilecegini

gostermektedir.

1.6.10. Ras / Raf / MEK / ERK Iliskisi

Memeli hiicreleri dort ana MAPK protein kinaz kaskadina sahiptir. Bunlar, biiyiime
faktorleri ve sitokinler tarafindan tipik olarak aktive edilen Ras/Rat/MEK/ERK yolunu
ve cevresel stres ile aktive edilebilen c-Jun N -terminal kinaz (JNK), p38 ve ERK5
yollarii igerir (Roberts vd., 2007). Ras/Raf/MEK/ERK kaskadi, ¢ogalma, hayatta
kalma, farklilagsma, go¢ ve anjiyogenez dahil olmak iizere bir dizi 6nemli hiicresel
islemi diizenler (Chang vd., 2003). Ligandlari, kesfedilen ilk RTK olan epidermal
biiylime faktorii reseptorii (EGFR; ErbB1 veya HER1 olarak da bilinir) gibi RTK'lara
baglanmasi lizerine hiicre yiizeyinde aktive edilir (Gschwind vd.,2004). ErbB2/ HER2,
ErbB3/HER3 ve ErbB4/HER4 adinda iig aile liyesi daha sonra tanimlandi. Bir biiyiime
faktoriiniin reseptoriine baglanmasi (6rnegin, EGFR'ye baglanan epidermal biiylime
faktorii (EGF)), iki reseptor monomerinin dimerizasyonunu kolaylastiran hiicre dist
bir konformasyonel degisiklige neden olur (Schlessinger vd., 2002). Bu, biiylime
faktorii reseptoriine bagli protein 2'nin (GRB2) Src homolojisi 2 (SH2) alani i¢in
yiiksek afiniteli bir sitoplazmik tirozin kinaz rezidiilerin yer aldig: bolgelerin ¢apraz

fosforilasyonunu saglar. Daha sonra, GRB2'nin
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Iki Src homolojisi 3 (SH3)alani, GDP’nin GTP ile degisimi yoluyla hiicre ici enerji
transferinde yer alan Ras’in aktivasyonunu kolaylastiran, SOS (son of sevenless) ile

etkilesime girer (Sekill.7).

RTK Signaling Cytokine Signaling

Plasma membrane

AN ,;i ?iiiiiiiiiiiiiiﬁ:i | [REERR5eERs
\ S) 5 <) b ) FHHHS) K
CRERSRLARLKIRRERRY || BELRBOLSER AR | | Bodadias
Cytosol PIP, sy PP,

PCSC Activity ™
Cell Growth and Survival
Angiogenesis
Migration/Invasion

Sekil 1.6. Demir selasyonu, mitojen aktive olan protein kinaz (MAPK) sinyallesmesinin modiilii
(Rybak, P. 2014)

Ras, neoplastik doniisiimde rol oynayan ilk tanimlanmis onkogendir ve biiyiime
faktorii sinyallerini, bu sinyalleri ¢ekirdege ileten ¢cok onemli faktorlerle birlestiren,
hiicre biiyiimesini diizenlemede anahtar bir oyuncu olarak kabul edilir (Avruch vd.,
2007; Harada vd., 2004). Aktif RAS (RAS-GTP) daha sonra ana efektoérlerinden birini,
mitojenle aktive olan protein kinaz kinaz kinazin1t (MAPKKK veya MEKK), Raf
aktive eder.

Raf fosforilasyonlar1 mitojenle aktive olan protein kinaz kinaz1 (MAPKK veya MEK),

ki bu daha sonra mitojenle aktive olan protein kinazlari (MAPK!'ler) fosforile eder.
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Aktive edilmis MAPK 'lar, hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini tesvik etmek i¢in, c-myc,
Elk1, transkripsiyon faktorlerini ve CREB dahil olmak iizere bir¢ok transkripsiyon
faktoriiniin aktivitesini fosforile etmek ve diizenlemek i¢in ¢ekirdege girebilir. Ras /
Raf / MEK / ERK yolu ayrica pro-apoptotik Bim ve BAD'yi fosforilasyonla etkisiz
hale getirerek apoptozu inhibe edebilir, bdylece Bcl-2 ve Bcel-xL'nin anti-apoptotik
rollerini tesvik eder (Zha vd., 1996; Ley vd., 2003). Dahasi, ERK, matris
metaloproteinazlarinin 2/9 (MMP-2/9) ve miyosin hafif zincir kinazin (MLCK)
aktivitelerini arttirma kabiliyeti sayesinde hiicre hareketliliginin ve metastazin

indiiklenmesinde rol oynar.

EGFR'nin asir1 ekspresyonu, karsinomlarin%350' sinden fazlasinda gozlenir ve ErbB2
asir1 ekspresyonu, meme kanserlerinin%30' unda goriiliir (Downward, 2003). Ras'ta
mutasyonlar pankreas kanserlerinin%90'indan fazlasinda meydana gelir ve akciger
kanserleri, karaciger kanserleri, melanomlar ve tiroid malignitelerinde bulunur
(Dhillon vd., 2007). Bu onkogenlerin tanimlanmasi, EGFR-Ras-MAPK yolunda yer
alan kritik molekiillere yonelik hedefli terapotiklerin gelistirilmesine yol agmistir
(Roberts vd., 2007). Gercektende, klinikte en basarili hedefe yonelik tedaviler
oncelikle EGFR, ErbB2, BCR-ABL ve KIT gibi bu yola dahil olan tirozin kinazlara
yoneliktir (Hudis, 2007; Izar vd., 2013).

Son zamanlarda, DFO ve Dp44mT'nin PC-3 ve DU145 prostat kanseri hiicrelerinde
ERK1 / 2 fosforilasyonunu azaltarak Ras / Raf / MEK / ERK kademesini
diizenleyebildigini gdstermistir (Dixon vd., 2013). ERK'nin bir dizi mitojenik uyarici
tarafindan aktive edildigi ve ¢coklu mitojenik sinyal yollar i¢in kritik bir yakinsama
noktasini temsil ettigi géz oOniine alindiginda, demir selatorlerinin ERK yolaginin

aktivasyonunu hafifletme kabiliyeti, kanseri 6nlemede 6nemli bir mekanizma olabilir.

1.7.  Cahismanin amaci

Bu tez konusunun amaci, farkli salisiliden asilhidrazid bilesiklerinin (ME0055 ve
MEO0192) bakterilerde gdzlenen demir selatlama ve bu sayede replikasyonu durdurma
Ozelligini gdz 6niinde bulundurarak bu bilesiklerin kanserli SH-SY5Y hiicre hattinin
cogalmasi tizerindeki etkilerinin ERK/MAPK ve PI3K/AKT sinyal yollart ve bu iki

sinyal yolu arasindaki iletisimi saglayan odaklardan biri olmas1 muhtemel olan mitotik
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regiilatdor Speedy/RINGO iizerinden molekiiler diizeyde incelenmesidir. Bu sayede
bir¢ok kanser tiiriinde baslatic1 etkisi bilinen, yan1 sira zayif prognoz ve tedaviye
direngle de iliskilendirilen ERK/MAPK ve PI3K/AKT sinyal yollarindaki anormal
davraniglarin altinda yatan molekiiler mekanizmanin anlagilmasina ve tan1 ve tedavide
dogru hedeflerin se¢ilmesine olanak saglayacak, ayrica ileride demir selatlayict
salisiliden asilhidrazid temelli preparatlarin tedaviye destek amacgli kullanimindan
daha genis ¢apta ve daha bilingli olarak faydalanilabilmesinin Oniinii acacak bir

calisma gerceklestirilmis olacaktir.

Bu dogrultuda, baslanan deneyde kiiltiir ortaminda her uygulama ve kontrol grubu i¢in
10x10* kanserli SH-SYS5Y hiicreleri iiretildi ve sitotoksite dozunun (IC50)
belirlenmesi i¢in (belli dozlarda dilue edilen MEO0055 ve MEO0192) 24 saat
inkiibasyona birakilip MTT testi uygulanip uygun dozun belirlenmesi saglanildi. Daha
sonraki agamada ise hiicre siklus regiilatorii olan Speedy/RINGO seviyesine bakilip
beklenen diislise bagli olarak olarak ERK/MAPK ve PI3K/AKT yolaklarinin bundan
etkilenip etkilenmedikleri arastirildi. Ayrica bu iki sinyal yolu hiicrenin hayatta kalimi
ve proliferasyonunu kontrol ettigi icin demir selatorleriyle olan etkilesimleri sonucu
hiicrelerde apoptotik bir belirte¢ olan kaspaz-3 aktivitesine bakilarak hiicrelerin
apoptotik yola girip girmediklerinin gozlemlenmesi amaclandi. Bakterilerde
virulanslig1 kontrol etmek i¢in kullanilan ve ilk kez néroblastoma hiicre hattinda
uygulamasi yapilan MEO055 ve ME0192 bilesikleri sayesinde Speedy/RINGO, Akt
ve MAPK sinyal yolaklar1 {izerindeki etkilerini gésteren bilgiler sunmasi amaglanildi.
Gilinlimiizde kanser tedavisine destek amaciyla kullanilan demir selatorlerinin yaninda
salisiliden asilhidrazidlerinde demir gelatlama 6zelliginin agiklanarak hedefe yonelik

tedavilere 151k tutacag diisiiniilmektedir
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2. MALZEMELER VE YONTEMLER

2.1. Malzemeler

2.1.1. Ekipmanlar

Bu ¢aligmada kullanilan tiim ekipmanlar Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Ekipmanlar

Ekipman Tedarik¢i Firma
Mikropipet Thermo Fisher
Otomatik pipetor Thermo Fisher
Serolojik pipet Thermo Fisher
96 well plate Thermo Fisher
Hiicre kiiltiir flasklar Corning
Pasteur pipet ISOLAB
Hemositometre ISOLAB
Hiicre kaziyici Biologix
Falcon tiip (15mL, 50mL) Biologix
Santrifiij Niive NF400
Sogutmal1 santrifiij Niive NF8OOR
Otoklav Niive OT40L
Distile su cihazi Niive ND§
Qubit 3.0 fluorometer Invitrogen

Nitroselilloz membran

Santra Cruz

Gili¢c Kaynagi

Thermo Fisher

Elektroforez jel sistemi (SDS-PAGE)

BIO-RAD Mini Ptotean

Trans-blot turbo transfer pack

BIO-RAD

Western Blotlama Cihazi BIO-RAD Trans-blot Turbo

Western goriintiileme sistemi B10-RAD ChemiDoc XRS+

Qubit 3.0 fluorometer Invitrogen

Mikroplate okuyucu sistem Molecular Devices, SpectraMax i3

Inverted mikroskop Leica DMI3000 B

CO:> inkiibatori Thermo Scientific

Biyogiivenlik kabini Thermo Scientific

Su banyosu Wisd Laboratory Instruments
Calkalayici Wisd Laboratory Instruments
Vorteks BioCote

Hassas Terazi Denver Instrument
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Cizelge 2.1, @evam)

Ekipman Tedarik¢i Firma

Isiticili manyetik karigtirict Denver Instrument

+4 sogutucu Argelik

-20 sogutucu Argelik

-80 sogutucu New Brunswick Scientific

Buz makinesi Brema/GB903A-Q

pH metre Hanna Instruments (HI1241 pH/ORP)

2.1.2. Kimyasallar ve enzimler

Bu c¢aligmada kullanilan kimyasallar ve enzimler Cizelgesi 2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.2. Kimyasallar ve Enzimler

Kimyasal/Enzim Tedarik¢i Firma

MEQ055 Umea  Universitesi’nden
Prof. Dr. Mikael Elofsson

ME0192 Prof. Dr. Mikael Elofss

DMEM, high glucose Sigma- Aldrich

FBS Sigma- Aldrich

Pen/Strep Sigma- Aldrich

L-glutamine Sigma- Aldrich

PBS Sigma- Aldrich

Tripsin, %2,5 Sigma- Aldrich

DMSO Sigma- Aldrich

Tween-20 Sigma- Aldrich

B-merkaptoetanol Sigma- Aldrich

Trypan blue Sigma- Aldrich

Methanol Sigma- Aldrich

Absolute ethanol Sigma- Aldrich

SDS Santa Cruz

Gliserol Santa Cruz

APS Santa Cruz

TEMED Santa Cruz

Tris base Santa Cruz

Glisin Santa Cruz

Akrilamid/bisakrilamid, %30 Santa Cruz

p-Akt1/2/3 mouse monoklonal antikor (C-11) Santa Cruz

p-Akt1/2/3 mouse monoklonal antikor (B-5) Santa Cruz

MEKZ1/2 mouse monoklonal antikor (9G3) Santa Cruz

Calnexin mouse monoklonal antikor (TO-5) Santa Cruz

GapDH mouse monoklonal antikor (0411) Santa Cruz
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Cizelge 2.2. (devamy

Kimyasal/Enzim Tedarik¢i Firma
Anti-Caspase-3 antibody (E87) Santa Cruz
SPDYA poliklonal antikor Thermo Fisher
m-lgGk BP-HRP anti-mouse sekonder antikor Santa Cruz
Mouse anti-rabbit IlgG/HRP sekonder antikor Bioss Antibodies
Bromofenol blue Novex

n-biitanol MERCK

HCI MERCK
SeeBlue Plus2 Pre-stained protein standart Invitrogen

NaCl EMSURE

2.1.3. Ticari kitler

Bu calismada kullanilan ticari kitler Cizelge 2.3 ‘te verilmistir.

Cizelge 2.3. Ticari Kitler

Kit Tedarik¢i Firma
Whole Cell Protein Extraction Kit Millipore

Qubit Protein Assay Kit Invitrogen
Clarity Western ECL Subsrate Kit BIO-RAD

MTS Cell Proliferation Assay Kit Abcam

2.1.4. Tamponlar ve soliisyonlar
2.1.4.1. 1X yiikleme Boyasi (SDS-PAGE igin)

Izolasyonu yapilan protein Orneklerinin SDS-PAGE uygulama oncesi denatiire
edilmesi amaciyla 1X yiikleme boyasi kullanildi. 1X yiikleme boyasi; 340 uL dH20,
400 pL %10 SDS, 120 pL %100 gliserol, 100 pL0.5M Tris-HCI (pH 6.8) ve 40 pL
%0.5 bromofenol blue karisimindan olusturuldu. Ornekler SDS-PAGE’e

yiiklenmeden 6nce 54 uL B-merkaptoetanol eklendi.
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2.1.4.2.  SDS-PAGE igin stacking buffer pH 6.8 0.5 M

0.5 M stacking buffer; 100mL dH-O igerisinde 7.88g Tris-Cl’lin ¢oziilmesiyle ve son
pH’1 6.8 olacak sekilde hazirlandi.

2.1.4.3. SDS-PAGE i¢in separatin buffer pH 8.8 1.5M

1.5 M sparating buffer;100mL dH20 igerisinde 23.64g Tris-Cl’iin ¢6ziilmesiyle ve son
pH’1 8.8 olacak sekilde hazirlandi.

2.1.4.4.  SDS running buffer

SDS running buffer; 1L dH20 igerisinde 30g tris ve 144g glsinin ¢oziidiiriilmesiyle
pH’1 8,3 olacak sekilde 10X stok soliisyonu hazirlandi. 10X SDS running buffer: 10

kez seyreltmesi yapilarak 1X ¢alisma soliisyonu olusturuldu.

2.1.4.5.  Tris buffered saline (TBS)

Tris buffered saline; 1L dH2O igerisinde 23.23g tris ve 87.66g NaCl’i
¢oziidiiriilmesiyle pH’1 7.6 olacak sekilde 10X stok soliisyonu hazirlandi. 10X SDS

running buffer1 10 kez seyreltmesi yapilarak 1X ¢aligma soliisyonu olusturuldu.

2.1.4.6.  Tris buffered saline-tween20 (TBST)

Tris buffered saline-tween20; 1L dH20 igerisinde 100mL 10X TBS ve 1mL tween-
20’nin eklenerek 1X calisma soliisyonu olusturuldu. Bu soliisyon tiim western

blotlama asamasinda yikama tamponu olarak kullanilmistir.

2.1.4.7. Towbin buffer

Towbin buffer; western blotlama asamasinda kullanilan transfer tamponudur. Towbin
buffer igerigi; 1L dH20 igerisinde 30.25g tris ve 144g glsinin ¢oziiriilmesiyle pH’1 8,3
olacak sekilde 10X stok soliisyonu hazirlandi. 10X towbin buffer1 200 mL metanol ve

700 mL dHz0 ile karistirilarak 1X ¢alisma soliisyonu olusturuldu.
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2.1.4.8.  Wesstern Blotlama’da bloklama soliisyonu

5g (%5) blocker, total hacmi 100 mL olacak sekilde 1X TBS icerinde ¢ozdiiriilerek

100 mL bloklama siiliisyonu hazirlandi.

2.1.4.9.  Primer ve sekonder antikorlarin hazirlanmasi

1:1000 konsatrasyonda 5 mL primer/sekonder antikor soliisyonu, 5 puL antikor ve 4995

uL bloklana soliisyonu olacak sekilde hazirlandi.

2.2.  Yontemler

2.2.1. Kanserli SH-SY5Y hiicre hattinin biiyiitiilmesi

Kanserli SH-SYSY hiicre hatt1 %20 FBS, %1 Pen/strep ve 2Mm 1cc L-Glutamin
iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) besiyeri i¢inde 37°C sicaklikta
ve %5 CO:2 igeren nemlendirilmis inkiibatdrde cogaltildi. Hiicreler her 48 saatte bir
inverted mikroskopta incelenerek kiiltiir mediumlari degistirildi ve belirli bir konfluent
yapiyltya ulagtiginda hiicrelerin logaritmik fazda kalmalari acisindan hiicreler
pasajlanarak biiylime hizlar1 kontrollii bir sekilde takip edildi. Pasajlama isleminde
flask igerisindeki kiiltiir mediumlari ¢ekildikten sonra 3ml PBS ile yikandi. Daha sonra
flakta hiicelerin bulundugu yiizeyi kaplayacak kadar %2.5 tripsin (yani 2ml) konarak
hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi i¢in 2-3 dakika inkiibatorde bekletildi. Siire¢ sonunda
flask yiizeyinden kalkan hiicreleri almak ve tripsinin inhibe edilmesi i¢in 3ml taze
medium konuldu. Flaskta bulunan medium igerigi 15ml’lik falcon tiiplere alinarak
200g (rcf)’te 10 dakika sanrifiij edildi. Tiiplerdeki siipernanat kismi dokiilerek pellet
kism1 5ml taze DMEM igerisinde ¢6zdiiriildii. Flasklara esit hiicre dagitilmasi igin
hiicre sayilar1 ise Thoma lamu ile sayilarak belirlendi ve flasklara hiicrelerin ekimi

gerceklestirildi.

Kontrol, ME0055 ve ME0192 gruplar igin 25ml’lik 3 flask igerisinde her birinde

%98’1 canl1 en az 10x10° hiicre olacak sekilde deneylere baslandi.
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2.2.2. Salisiliden asilhidrazid grubu sentetiklerin hazirlanmasi

MEOQ055 ve MEQ192 bilesikleri temin edildi (Umea Universitesi’nden Prof. Dr.
Mikael Elofsson tarafindan). ME0O55 (Ma=301,07g/mol) 16,9mg bilesigi Sml i¢inde,
MEO0192 (Ma=379,09g/mol) 16.1mg bilesigi ise 4ml Dimetil Silfoksit (DMSO)
igerisinde ¢oziilerek 10mM stok MEO0055 ve MEO0192 olusturuldu. ME0055 ve
MEQ192 bilesiklerinin uygulama dozajinin belirlenmesi i¢cin 10mM stoklardan
DMEM ile seyreltme islemine gidilerek son konsantrasyonlari 50uM, 100uM, 150uM
ve 200uM olacak sekilde kimyasallar hazirlanildi.

2.2.3. Yari-maksimal inhibitor konsantrasyonun (1C50) belirlenmesi

Mitokondriyel aktiviteye sahip olan, yani canli hiicrelerin belirlenmesinde kullanilan;
NADH’ a bagimli oksirediiktaz enziminin formazan tuzlariyla etkilesime girmesiyle
renk degisimini igeren ve sitotoksik etkilerin belirlenmesinde kullanilan kantitatif
kolorimetrik bir yontem olan MTT [3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H
tetrazolium bromide] hiicre proliferasyon testi kullanildi. Bu arastirmada 96
kuyucuklu plat’lere 10x10? kanserli SH-SYSY hiicre hatt1 ekimi yapilmistir. ME0OSS5
ve ME00192°’nin 50uM, 100uM, 150uM ve 200uM konsantrasyonlarindaki
dozajlarmin uygulamasi yapildi, uygulama yapilmayan hiicreler ise kontrol grubunu
olusturdu ve 37°C’de %5 CO: igeren inkiibatérde 24h inkiibe edilmistir. Ardindan
20ul MTS reaktifi [MTS Cell Proliferation Assay Kit (Abcam)] eklenerek 3.5 saat,
37°C’de %S5 CO: igeren inkiibatorde inkiibe edildikten sonra bir BioTec plaka

okuyucuda 490 nm'lik uyarma ve emisyon dalga boyu kullanilarak dl¢tilmiistiir.

2.2.4. Protein izolasyonu

Kontrol gruplart ve kimyasal uygulamasi yapilan kanserli SH-SYSY hiicreler
toplanarak iki kez 2ml PBS ile yikandiktan sonra buna takiben 10 dakika 4° C’de
200xg de santrifiij edildildi, pellet 2 kez 2ml soguk 1X PBS ile durulandi. Pellet
nazik¢e 1x Whole Cell Extraction Kiti (Millipore) (yaklasik 100ul) ile homojenize
edildi ve 25 saniye araliklarla 3 kez 5’er saniye sonikasyon yapildi. Sonikasyonu
yapilmis ependoftaki oOrnekler 15 dakika buz {izerinde inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonras1 20 dakika 4° C’de 8000xg’de santrifiij edildi ve santrifiij sonras1

supernatant kisim aliarak total protein izolasyonu yapilmistir. Deneyin sonraki
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asamasi i¢in protein ornekleri esit hacimde aligotlanarak -80 °Cye kaldirilarak tizere

stoklandi.

2.2.5. Protein miktar analizi

Invitrogen Qubit Protein Test Kiti (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak her deneysel
durum icin elde edilen total proteinlerin miktar tayini yapildi. Ug farkli
konsantrasyondaki BSA igeren Qubit ajani ve Qubit seyreltme tamponu kullanilarak e
1:200 oraninda 1200ul olacak sekilde Working Solution hazirlandi. Cizelge 2.4.’de de
goriildiigi gibi 10ul 6rneklerden alinarak 190ul Working Solution ile muamele edilen
tiipler 2-3 saniye vortekslendi. Ardindan karanlik ortamda, oda sicakliginda 15 dk
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda Qubit™ 4 Fluorometer (invitrogend™) cihazinda
tiipler okutularak drneklerdeki protein miktari tayin edildi (Cizelge 2.5.). Her numune

ic kopya halinde 6l¢iilmiistiir.

Cizelge 2.4. Qubit protein miktar tayini

Standart / Ornek Working Solution

Standart 1 (0 ng/nl) 10ul 190 ul
Standart 2 (200 ng/ul) 10ul 190 ul
Standart 3 (400 ng/ul) 10 ul 190 pl
Kontrol SH-SY5Y 10 pl 190 ul
MEOQO055 ile muamele 10 pl 190 ul
edilen SH-SY5Y

MEO0192 ile muamele 10 ul 190 pl
edilen SH-SY5Y

Cizelge 2.5. Protein konsantrasyonu

Protein konsantrasyonu
SH-SY5Y Kontrol 17,680 pg/ml
MEOO55 ile muamele edilen SH- | 12,400 pg/ml
SY5Y
MEQ192 ile muamele edilen SH- | 10,480 ug/ml
SY5Y
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2.3. Western blotlama

Cizelde 2.5.2°de verilen verilerdeki belirtildigi miktarda protein igeren ependorflara
NEBx3 rediikleyici mavi yiikleme tamponu eklenildi ve 95° C’de 5 dakika
kaynatilarak proteinlerin denatiire olmasi saglandi. Daha sonra, jeldeki kuyulara esit

konsantrasyonda (100 ug/kuyu) protein 6rnekleri yiiklenmesi igin hazir duruma geldi.

Ik kuyucuga 15 pl protein marker1 yiiklendi. Ardindan sirasiyla Kontrol SH-SY5Y,
MEO055 ve ME0192 ile muamele edilmis olan protein 6rnekleri kuyucuklara yiiklendi.
Stacking bolgesinden ayrilincaya kadar jel 100V akimda Separating bélgesinde ise
130V akimda 1.5 saat yiiriitiilerek proteinlerin ayrimi saglandi. Jel daha sonra

nitroselulaz membrana aktarilagindan, soguk 1X towbin bufferin igerisine kondu

Cizelge 2.6. SDS-PAGE icin yiiklenecek protein érnekleri

Protein Miktar 1x NEBX3
Kontrol SH-SY5Y 6ul 19ul
MEOO055 ile muamele ul 16ul
idelen SH-SY5Y
MEO0192 ile muamele 10ul 15ul
idelen SH-SY5Y

Jeldeki proteinler Bio-Rad protein blotting guide bulletin 2895 (Thermo Fisher
Scientific) kulanilarak sandwich haline getirilen jel 25V, 2.5A’de 15dk’lik tranfer
slireci sonunda proteinler nitroseliiloz membrana aktarimi gerceklestirildi. Transferin
ardindan membranlar, oda sicakliginda lsaat siireyle %5 yagsiz siit tozunun PBS

soliisyonunda oda sicakliginda, bloklama soliisyonu igerisinde 1 saat bloklandi.

2.3.1. Antikor Uygulamasi ve Kemiliiminesans Tayini

Membranlar, gece boyunca 4° C’de hafifce calkalanarak primer antikorlar: i¢cinde
inkiibe edilmistir. Membranlar House-keeping gen iiriinii olarak kullanilan Calnexin
proteinine 6zel primer antibody olarak Calnexin (TO-5): sc-80645 fare monoklanal Ab
(Santa Cruz) (1:1000 seyreltme), GAPDH i¢in ise GAPDH (0411): sc-47724 fare
monoklonal Ab (Santra Cruz) (1:500 seyreltme) iceren bir karigim igerisinde inkiibe

edildi. Speedy/RINGO i¢in Spdy A tavsan poliklonal Ab (Invintrogen PA1-16959)
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(1:500 seyreltme) uygulamasi yapilirken MAPK sinyal yolu aktivitesi icin MEK-1/2
Antibody 9G3 fare monoklonal Ab (Santa Cruz sc-81504) (1:1000 seyreltme) yapildi.
Aktif kaspaz-3 aktivitesi igin tavsan Anti-Caspase-3 antibody [E87]: ab32351 (1:500
seyreltme) uygulandi. p-AKT in ifade edilme diizeyi i¢in ise serd73 ve thr308’e
bakildi. Ser473 i¢in kullanilar primer antikor p-Akt1/2/3 Antibody (C-11): sc-514032
fare monoklonal Ab (Santa Cruz) (1:1000 seyreltme) kullanilirken, thr308 igin p-
Akt1/2/3 (B-5): sc-271966 fare monoklanal Ab (Santa Cruz) (1:1000 seyreltme)
uygulamalar1 yapilarak inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda bu membranlar
bes kez 5 dakika siireyle %3 BSA igeren TBST (TBST;S00Mm NaCl, 20Mm Tris-Cl,
pH 7,5, %0,05 (w/v) Tween 20) ile yikandi. Sekonder antibody uygulamasi i¢in hazir
olan membranlar; primary antibodylerine gore Mouse Anti-Rabbit 1gG Antibody
(H+L), HRP Conjugated: bs-0295M-HRP (Bioss) ve m-IgGk BP-HRP: sc-516102
(Santa Cruz) igerisinde oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Ardindan oda
sicakliginda bulunan TBST i¢inde 3-5 kez 5 dakikalik yikama sonrasinda goriintii elde
etmek i¢in 5 dakika boyunca Clarity Western ECL substract kemiliiminesan algilama
reaktifinde (Bio-Rac) inkiibe edildikten sonra ChemiDoc cihazinda mebranlardaki

bantlarin goriintiisii elde edildi.

2.3.2. Biitiinleyici piksel analizi ve istatiksel analizler

Sosyal Bilimler igin Istatistik Paketi (SPSS) Istatistiksel Analiz Programi kullanilmis
ve sonuglar t-test’i kullanilarak istatiksel olarak analiz edilmistir. Verilerin ortalamasi
SD+ olarak ifade edilmis ve biitiin sonuglar en az {i¢ ayr1 deneyi temsil etmektedir.
Western sonuclarindan elde edilen goriintiilerle Piksel Analizine gidilmistir. Piksel
analizi i¢in; image lab software kullanilarak bantlar ve yogunluklari tespit edilmis
ayrica Photoshop CS6 programi kullanilarak histograma bagli olarak olusturulan
kontrast degerleriyle goreceli yogunluk oOlglimii yapilmistir. Kontrole bagh
normallestirme yapilirken kontrol gruplar1 1’e normallestirildi ve daha sonra deney

gruplarinin nispi protein ekspresyonu degisiklikleri hesaplandi.
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3. BULGULAR VE IRDELEME

3.1. Bulgular

3.1.1. Farkh salisiliden asilhidrazid grubu sentetiklerin kanserli SH-SY5Y
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri

Salisilliden asilhidrazid grubu kimyasallarindan olan ME0055 ve ME0192’nin 50uM,
100uM, 150uM, 200uM dozlar1 SH-SYSY hiicre hatlarima uygulanmis ve 24 saat
inkiibasyon sonrasinda MTT analizi verilerine gore bu kimyasallarin hiicre
proliferasyonunu ne kadar baskiladigi hesaplanmistir. Grafik 1 ve 2’de bilesiklerin
MTT analiz degerleri sonucunda elde edilen canlilik oranlar yiizdesi (%) verilmistir.
Bilesiklerin sitotoksik etkileri incelendiginde ME0OS5 bilesigi Grafik 1’deki degerlere
bakildigin 50uM’lik dozda %52,35’lik canlilik orani elde edilmistir P=0,0002
***p<0,001). 100uM ve 150uM’lik dozajlarda da SD+ =1,8 p=0,0003 ***p<0,001
olmasina ragmen canliligin %59 oldugu goriilmektedir. 200uM’de ise %84 oraninda
canlilik oldugu gozlediginden en uygun dozun %50 canliliga en yakin deger olan

50uM dozaj1 kabul edilmistir.
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Grafik 3.1. MEOO55 bilesiginin kanserli SH-SY5Y hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkisi
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MEQ192 bilesigi kanserli SH-SYS5Y hiicre hatti tizerindeki etkisi ise uygulama yapilan
tim konsantrasyonlarda %50 canliligin altinda oldugu hesaplanmistir. SD+0,6
*#%p<0,001 verisine gore tiim konsantrasyonlar yliksek derecede anlamli oldugu
goriilmektedir. Calismanin devami i¢in uygun dozajin belirlenmesi %50 (IC50)
canliliga bagh oldugundan MEO192 bilesigi i¢inde en uygun dozajin %48,85’lik
canliliga sahip olan 50uM’lik konsantrasyon oldugu saptanmustir.
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Grafik 3.2. ME0192 bilesiginin kanserli SH-SY5Y hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi

Sekil 3.1.’de 10x10° kanserli SH-SY5Y hiicre hatt1 igeren kontrol grubunun 24 saatlik
stire sonunda konfluent bir yap1 olusturdugu goriilmektedir.

Sekil 3.1. 10x10° Kanserli SH-SY5Y hiicre iceren kontrol grubunun X10 Mikroskop
Goriintiisii
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Sekil 3.2. *de ise 10x10° kanserli SH-SYSY hiicrelerine 50uM ME0055 bilesigi
uygulamasindan, 24 saat sonundaki goriintiisii goriilmektedir.

Sekil 3.2. 50uM'ik MEO0055 bilesik dozu uygulanan kanserli SH-SY5Y hiicrelerinin

24 saatlik inkiibasyon sonundaki goriintiisii
Sekil 3.3.’te ise 10x10° kanserli SH-SYSY hiicre ekimi yapildiktan sonra 50uM
MEQ192 bilesigi uygulanmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonucunda kontrol grubuna
gore bliylik miktarda hiicrelerin degrede oldugu goriilmektedir. Bu durumda ME0192
bilesiginin MEQOOS5 bilesigine gore ayni dozajda dahil hiicreleri daha fazla 6liime
gotiirdiigli bulgusuna ulagilmistir

Sekil 3.3. 50uM'lhik ME0192 bilesik dozu uygulanan kanserli SH-SY5Y hiicrelerinin
24 saatlik inkiibasyon sonundaki sitotoksik etkisi
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3.1.2. MEO055 ve MEOQ0192 bilesikleri ile demirin selatlanmasi sonrasi
PI3K/AKT yolaginda Akt (Thr 308) fosforilasyonunun incelenmesi

Litaratiirdeki demir selatlamasinin kanser hiicrelerindeki etkisi incelendiginde PI3K’1n
selatlanmaya bagli olarak diistiigii ve PTEN seviyesindeki artis bilinmektedir. Bu
sonuglar ise PISBK/AKT yolaginda fosforilasyon seviyesinde diistise neden oldugu
bilinmektedir. Bu ¢alismada ise demir selatlanmasina bagli olarak MAPK dan
baslayan ve Speedy/RINGO (Cylin A ve CDK2) seviyesindeki diisiisiin son basamak
olarak da PI3K/AKT yolagi arasindaki baglantida etkili olup olmadiginin
gozlemlenmesi amaciyla baslanan deneyde MEO55 ve ME0192 bilesikleri kullanilarak
gerceklestirilen selatlama sonucunda PI3K/AKT yolaginda ilk fosforilasyonun
gerceklestigi (yart aktif p-Akt forma ulagsmasi) Thr 308’in fosforilasyon seviyesine
bakilmistir. Sekil 3.4.’de p-Akt yolagimi inceledigimiz Thr308 bulgular
goriilmektedir. Thr308 iizerinden fosforilasyon seviyesinin incelenmesinde
uyguladigimiz  her iki bilesiginde kontrol grubuna gore anlamli derecede
fosforilasyonu azalttig1 goriilmektedir. MEOOSS5 bilesigi %74 ’lik bir azalma saglarken
MEO0192°de ise %93 liik azaltma sagladigi gorilmiistiir (p<0,001).
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Sekil 3.4. Akt (Thr308) i¢in western blotlama sonucu. a): Western blotlamada Akt (Thr308)
icin kantitafif sonuglar1 gosteren grafik. b): ME0055 ve ME0192 ile demir selatlamasi yapilan
SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerindeki p-Akt Thr 308 protein seviyesi. Sonuglar kat degisimi
olarak gosterildi. Hata gubuklari, ortalama deger = SD’yi temsil eder. *** p<0.001.
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3.1.3. MEO055 ve MEOQ0192 bilesikleri ile demirin selatlanmasi sonrasi
PI3K/AKT yolaginda Akt (Ser473) fosforilasyonunun incelenmesi

Sekil 3.5.” de p-Akt (Ser473) miktar1 incelendiginde Kontrol grubuna gére uygulama
yapilan SH-SYSY hiicrelerinde fosforilasyon miktarinda farkliliklar gézlemlenmistir.
MEOQO55 bilesiginde kontrol grubuna gore %20’lik bir artis gézlemlenmistir (p<0,05).
MEOQ192 bilesiginde ise %90 lik bir azalis gézlemlenmistir (p<0,001). Uygulamasi
yapilan salisiliden asilidrazidler arasinda pAkt(ser473) iizerinde birisinde
fosfarilasyon miktarinda artis gozlemlenirken diger kimyasalda fosforilasyonu

azalttig1 sonucuna ulasilmistir.
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Sekil 3.5. p-Akt Ser473 icin western blotlama sonucu. a): Western blotlamada p-Akt Ser473 i¢in
kantitafif sonuglar1 gosteren grafik. b): ME0055 ve ME0192 ile demir selatlamasi yapilan SH-SY5Y
noroblastoma hiicrelerindeki p-Akt Ser473 protein seviyesi. Sonuglar kat degisimi olarak gosterildi.
Hata ¢ubuklari, ortalama deger + SD’yi temsil eder. *** p<0.001.
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3.1.4. Demir selatlanmasi sonras1t MEK1/2 protein ekspresyonunun analizi

MAPK sinyal yolag: bircok hiicre ici kaskatta yer alan ve kanser dokusunda hiicre
hareketliligi ve metaztazindan sorumludur ve bunlar1 c-myc fosfore ederek expresyon
seviyesini arttirmasiyla, ayrica pro-apoptotik Bim ve BAD'yi fosforilasyonla etkisiz
hale getirerek apoptozu inhibe edebilir. Bu ylizden demir selatasyonu sonucunda
hiicrelerde MEK1/2 ‘yi nasil etkilediginin anlagilmasi i¢in yapilan bu uygulamada
MEOQ055 ve ME0192 demir selatorleriyle yapilan deneyde elde edilen veriler Sekil 3.6.
goriildiigii tizere MEOS5 bilesigi MEK1/2 seviyesini 0,2 kat azaltirken ME0192°de ise
0,3 katlik bir artisa sebeb oldugu saptanmaistir.

a) MEK1/2
1,2
1
* Lustoa
i3 1
22 0,8 0,876146667
:'?; ; 0,6
-]
=3
D e 04
S B
0,2
0
Control MEDQDS5 MEOO192

W Control MEDOS55 MEDD1592

b) Kontrol MEO00SS ME0192

S S VL2

S SR S Colnexin

Sekil 3.6 MEK1/2/ icin western blotlama sonucu. a): Western blotlamada MEK1/2 i¢in
kantitafif sonuglar1 gosteren grafik. b): ME0055 ve ME0192 ile demir selatlamasi yapilan
SHSYSY noroblastoma hiicrelerindeki MEK1/2 seviyesi. Sonuglar kat degisimi olarak
gosterildi. Hata ¢ubuklari, ortalama deger = SD’yi temsil eder. * p<0.001
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3.2.  Speedy / RINGO protein ekspresyon analizi

Hiicre dongiisiinii kontrol ettigi bilinen proteinlerin, demir selasyonu sonucunda
ekspresyon seviyelerinin 6nemli derecede azaldigi bilinmektedir. Bir hiicre dongiisii
kontrol proteini olan Speedy/RINGO’nun da ayni sekilde etkilenme potansiyeli goz
Oniine almarak, ayrica bu proteinin ERK/MAPK ve PI3K/AKT sinyal yollari
tizerindeki etkisi de diisiiniilerek, bu ¢alismada ilk kez uygulanan demir gelatorlerin bu
proteinin ekspresyon seviyesine etkisi incelenmistir. Yapilan western blot
caligmasinda Sekil 3.7.°de gosterilen bulgulara ulagilmistir. MEOO55 bilesigi
Speedy/RINGO seviyesini %54 azaltirken (p=0,001), ME0192 ise 1’den 0,18’¢
(%82°1ik) ¢ok yiiksek diizeyde anlamli (p=0,000004) bir diislise sebep olmustur.
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Sekil 3.7. Speedy/RINGO icin western blotlama sonucu. a): Western blotlamada speedy/RINGO
icin kantitafif sonuglar1 gosteren grafik. b): ME0055 ve MEO0192 ile demir selatlamas1 yapilan
SHSY5Y noroblastoma hiicrelerindeki speedy/RINGO protein seviyesi. Sonuglar kat degisimi olarak
gosterildi. Hata gubuklari, ortalama deger + SD’yi temsil eder. * p<0.001
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3.3.  Kaspaz-3 aktivitesi

Bu deneyde kanserli SH-SYS5Y hiicrelerinin MEQ0O055 ve ME0192 kimyasallari ile
muamele edilmesi sonucunda sinyal yolaklari iizerindeki ve hiicre siklus
proteinlerinde elde edilen veriler géz oniine alindiginda hiicrelerdeki son durumun ve
yasamsal aktivitenin ne sekilde devam ettiginin anlasilmasi i¢in kaspaz-3 aktivitesine
bakilmistir. Bu uygulama sonucunda kaspaz-3 MEQO55 bilesigi uygulanan hiicrelerde
%9011k ¢ok yiiksek yiizeyde anlamli bir artis gdsterirken, ME0192 hiicrelerinde ise
%175’1ik bir aktivite artis1 oldugunu ve hiicrelerin apoptoza ugramis olabileceklerine

isaret etmektedir. (p<0,001).
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Sekil 3.8. Kaspaz-3 aktivitesi i¢in western blotlama sonucu. a): Western blotlamada Kaspaz-3
aktivitesi i¢in kantitafif sonuglar1 gosteren grafik. b): ME0055 ve ME0192 ile demir selatlamasi
yapilan SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerindeki Kaspaz-3 aktivitesi seviyesi. Sonuglar kat degisimi
olarak gosterildi. Hata cubuklari, ortalama deger + SD’yi temsil eder. * p<0.001
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3.4. irdeleme

Speedy/RINGO’nun MEQ055 ve ME0192 bilesiklerine magruz kalan ndroblastoma
hiicrelerinde ¢ok yiiksek diizeyde anlamli olacak bir diisiis (ME0055 igin %54,
ME0192’de %84°liik) gostermesi demir selatlanmasinin Speedy/RINGO proteininin
ekspresyon seviyesini ve aktivasyonu iizerinde etkili bir inhibisyona sebep oldugunu
ilk defa olarak gostermistir. Speedy/RINGO’nun PI3K/AKT ve ERK/MAPK sinyal
yollar1 tizerindeki kontrol etkisi diisiiniildiigiinde ise, Speedy/RINGO miktarindaki bu
diisiistin hiicre dongiistinde etkili olan PI3K/AKT sinyal yolaginin aktivitesi iizerinde
de etkili olabilecegi diisiiniilmiistlir. PI3K/AKT sinyal yolunun aktiflesmesi i¢in Akt
proteininin Thr308 ve Ser473 olmak iizere iki farkli bolgesi tizerinden fosforlanmasi
gerektigi bilinmektedir. Bu iki bdlgeden oOncelikle Thr 308’tin PIP3-PDK1 ile
fosforlanmasi ile Akt proteini yar1 aktif forma girer, daha sonra ise PDK2 ile Ser473
tizerinden foforlanarak tam aktif p-Akt olusur. Demir selatorlerinin ise bu
mekanizmadaki PIP3’lin olusmasinda gorev alan PI3K seviyesini azaltarak bu
yolaktaki negatif geri besleme yani PIP3’lin PIP2 ye doniismesi saglayarak Akt
yolaginin fosforlanmasin1 inhibe eden PTEN seviyesinde artis1 sagladig
bilinmektedir. Bu c¢alismada kullanilan MEO0O55 bilesigi Thr308 fosforilasyonu
tizerinde % 74’likk azalma saglarken Ser473 fosforilasyonu {izerinde ise %20’lik bir
artisa sebep olmaktadir. Her ne kadar Ser473 {izerinde bir artisa sebep olsa da
PI3K/AKT yolagimnin Thr308 iizerinden ilk fosforlanma basamagi ger¢eklesmeden
Ser473  fosforlanmasi anlam kazanmamakta ve Akt proteini aktivite
kazanamamaktadir. Bu durumda her iki selatoriin de PI3K/AKT yolaginda etkili bir
inhibisyon sagladigi soylenebilir. ME0192 bilesigi ise Thr308 fosforliasyonu
tizerinde%93 liik bir azalma saglayip Ser473 fosforilasyonu tlizerinde ise %88 ‘lik bir
azalma saglayarak her iki fosforlanma bdlgesinde de inhibisyon etkisi gostermistir. Bu
bilesiklerin PI3K/AKT yolagindaki etkilerinin hangi molekiillerle etkilesime girmeleri
sonucu ortaya c¢iktiginin anlasilmasi i¢in Oncelikli olarak PI3K, PTEN ve
Speedy/RINGO gibi bu sinyal yolu iizerinde etkisi olan proteinlerin ekpresyon
seviyelerinin incelenmesi gerekmektedir. Bunun i¢in PTEN’den kaynakli olma
thtimalini degerlendirmek tizere PTEN siRNA teknigi ile susturularak PI3K/AKT
yolagindaki fosforlanma seviyesindeki degisikliklere bakilabilecegi gibi PTEN ve
PI3K’nin inhibe edildigi hiicrelere bilesiklerimizi uygulayarak Speedy/RINGO’nun

ekspresyon seviyesine bagli olarak PI3K/AKT yolagimin fosforilasyon seviyesi
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incelenebilir. Bu uygulama ile Speedy/RINGO ile PI3K/AKT sinyal yolag: arasinda
daha direkt bir baglantinin varlig1 goriilebilecegi gibi akisin hangi yonde oldugu da
gorilebilir. Fakat gilinlimiizde kanser tedavisinde kullanilmakta olan DFO gibi demir
selatlayicilar hiicre sinyal yolaklarinda bir¢ok noktada etkili oldugu i¢in demir
selatlayicilarin etkisini mevcut tekniklerle net olarak ortaya koyabilmek oldukga
zordur. Bu yiizden kullanilan bilesiklerin hiicre i¢cinde neleri hedef aldiginin bilinmesi
i¢cin yapilmasi gereken daha bir¢ok ¢alisma vardir. Bu tez calismasinin ise iki bilesigin
noroblastoma kanser hiicrelerinde kullanildigi ilk ¢alisma oldugu g6z Oniine
alindiginda bilesiklerin iki mitojenik sinyal yolu iizerinde, ayrica bu sinyal yollar
tizerinde etkili olan mitotik regiilator protein Speedy/RINGO iizerindeki etkisi
hakkinda degerli ipuglarina ulasildigi goriilmektedir.

ERK/MAPK yolaginda ise giinlimiizde kullanilan demir selatlayicilari ile yapilan
calismalarda bu sinyal yolunun kilit elemanlarindan biri olan ERKI1/2
fosforilasyonunun azaldigi gosterilmistir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan MEO0055
bilesigi ile ise, yine bu sinyal yolunun 6nemli iiyelerinden MEK1/2 ekspresyonunun
anlamli derecede 0,2 kat (%2) (P<0,05) azaldigi goriilirken ME0192 bilesigi
uygulandiginda ise 0,3 kat (%3) bir artis goriildii. Demir selatlayici bilesiklerin hiicre
icindeki c¢oklu etkilesimleri ve ¢oklu etkileri bilindiginden, ve c¢alismada kullanilan
bilesikler daha dnce yalnizca bakteri hiicrelerinde denenmis fakat 6karyotik hiicrelerde
calisiimamis oldugundan heniiz 6karyotik hiicrelerdeki, dahasi anormal hiicresel
davranig gosteren kanserli hiicrelerdeki etki mekanizmalar1 bilinmemektedir. Ayrica
hiicrelerin stres ortaminda farki davraniglar gosterebildikleri ve literatiir bilgilerine
bakildiginda da kullanilan demir selatlayicilarin farkli kanser dokularinda ya da stres
kosullar1 altinda beklenenin aksine sonuglar verebildigi gbz Oniine alindiginda
calismada MEK1/2 ile ilgili elde edilen bu sonug ¢ok sasirtict degildir. Fakat ME0192
bilesigi ERK/MAPK sinyal yolu iizerinde aktivasyon etkisi gdstermis olsa bile mitotik
tetikleyiciler olan Speedy/RINGO proteini ve PI3K/AKT sinyal yolu {iizerinde
gosterdigi inhibisyon etkisi ile yine de hiicrelerin canliligini azaltmis ve apoptotik bir
belirte¢ olan kaspaz-3 aktivitesinde artisa neden olabilmistir. Bu da hiicrenin biliyiime
ve bolinmesi ile iligkili proteinlerin ve iligkili sinyal yollarinin birbirleriyle
etkilesimlerinin, Ozellikle de kanser hiicrelerindeki ¢ok yonliiliigiiniin derecesini

gozler Oniine sermektedir.
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Hiicre ig¢i stres kosullarinda (ROS ya da Asir1 NO olusumundan kaynaklanan) ve p53
aktivite artist sonucunda kaspaz-3 aktifleserek hiicrelerin apoptotik proteinleri
uyararak hiicre kontrollii sekilde yasamsal faaliyetlerini sona erdirir. Son olarak demir
selatlayicilarin hiicrenin sinyal yolaklari lizerinde yapmis oldugu bu degisimler onlarin
prolifereasyonunu ve yasamsal aktivitelerini ne sekilde yonlendirdigini inceledigimiz
kaspaz-3 aktivitesine bakilmigtir. ME0O55 ve ME0192 bilesikleri sirasiyla %90 ve
%175’1ik bir kaspaz-3 aktivitesi gostermistir ki bu durum hiicrelerin apoptoza

ugradigina isaret eden gii¢lii bir bulgudur (Sekil3.2.- Sekil3.3.).

Kanser tedavilerinde amag kontrollii bir sekilde hiicrelerin proliferasyon hizini kontrol
altina almak ve metastazini 6nlemek oldugundan, ME0055 ve MEO0192 demir
selatlayicilarinin ndroblastoma kanser hiicrelerinin proliferasyonu ve hiicrelerin
yasamsal aktiviteleri izerindeki etkisinin, proliferasyon iligkili sinyal yolaklar1 ve yine
proliferasyon iligkili Speedy/RINGO proteini iizerinden incelenmesi Onem arz

etmektedir.

Bu calisma ile kanser tedavisinde kemoterapiye destek amaciyla kullanilan demir
selatorleri ile benzer sekilde MEO0055 ve MEO0192 bilesiklerinin de ayni anti-
proliferatif etkiyi saglayabildikleri, bu iki bilesigin ERK/MAPK, PI3K/AKT sinyal
yollar1 ve Speedy/RINGO ekspresyonu fiizerindeki etkisinin incelenmesi sonucu
literatiire ilk kez sunulmustur. Bu ¢alisma demir metabolizmasindaki degisikliklerin
kritik bir mitotik regiilator olan ve kanserlesmede adi sikca gegen Speedy/RINGO
protein ekspresyonu iizerinde etkili oldugunu ilk kez olarak gostermesi bakimindan da

Onemlidir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢aligsma kapsaminda néroblastoma kanserli hiicrelerinde kullandigimiz ME0OS55 ve
MEOQ0192 bilesiklerinin bu hiicrelerin proliferasyon hizina olan azaltici etkisi
gosterilmis olup ni, bu etkinin mekanizmasini anlamak tizere ise bu bilesiklerin MAPK
sinyal yolu iiyelerinden MEK1/2 ekspresyonuna, PI3K/Akt sinyal yolag: iiyelerinden
AKT proteininin fosforilasyonuna ve hem bir hiicre siklus regiilatorii olan hem de bu
iki sinyal yolunun iletisiminde rolii olmas1 muhtemel Speedy/RINGO ekspresyonuna
olan etkileri incelenmis, ayrica hiicrelerin apoptotik durumlarini anlayabilmek i¢in de
aktif kaspaz-3 analizi yapilmistir. Sonug olarak bu iki bilesigin ERK/MAPK ve
PI3K/AKT sinyal yollar1 {izerinde farkli diizeylerde inhibe edici etkileri olduguna,
Speedy/RINGO proteinin ekspresyonu tizerinde ise belirgin olarak inhibe edici etkisi
olduguna, ayrica kaspaz-3 aktivitesini arttirarak hiicreleri apoptoza yonlendirme

ozelliginde olduguna dair 6nemli ipuglari ilk kez olarak literatiire sunulmustur.

MEO0055 ve ME0192 bilesikleri ile noroblastoma hiicrelerinde yapilmis olan bu
caligma farkli kanser tiirlerinde kanserlesmenin ortaya c¢ikist ve tedaviye direng
gelismesinin altinda yatan mekanizmalarin daha 1yi anlagilabilmesine ve boylece tani
ve tedavide dogru hedeflerin se¢ilmesine olanak saglayacak caligsmalara 1s1k tutacaktir.
Bu tiir ¢aligmalarin ilerletilmesi ve ¢ok yonlii in vitro ve in vivo analizlerin yapilmasi
durumunda ileride demir selatlayic1 salisiliden asilhidrazid temelli preparatlarin
tedaviye destek amacli kullanimindan daha genis capta ve daha bilingli olarak

faydalanilabilmesinin 6nii agilacak ve literatiire biiytlik katki saglanacaktir.
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