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OZET

Yiiksek Lisans

Zebra Bahginda Telomeraz Enzimi Aktivitesinin, ki Organik Bilesikle

Inhibisyonunun Incelenmesi

Abdulkerim BILGINER
Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dalh

Kanser hastalipinin heniiz, tiim kanserler i¢in etkili olabilecek net bir tedavisi
bulunamamustir. Dolayisiyla bu hastalik insanlar i¢in 6nemli bir saglik sorunudur. Son
yillarda diinyada yeni tedavi stratejileri iiretmek iizerine arastirmalar yapilmigtir. Genel
anlamda enzim inhibisyonu temeline dayanarak 6 farkl yontem gelistirilmistir. Ttim bu
bahsedilen enzimlerin dogrudan ya da dolayli olarak kanser hastaligimin gelisimi ve
yayilmasinda ¢ok etkili oldugu diistiniilmektedir. Bu ¢alismada hiicrelerin
kanserlesmesinde ¢ok Onemli rol oynayan telomeraz enziminin, daha Onceden
sentezlenmis ve yapisal olarak telomeraz enzimi inhibisyonu yapabilecegi diisiinilen,
iki imidazo[1,2-a] pirazin tiirevi kimyasal maddeyle etkilesimi incelenmistir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda zebra baliklarina uygulanan 2n kodlu 6-(4-Metilfenil-
8-(4-klorofenil)imidazo[1,2-a]pirazin (CioH;4N3Cl) isimli bilesigin telomeraz enzimi
inhibisyonu gosterdigi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Enzim inhibisyonu, Telomeraz, Antikanser ilaglar, Zebra Balig
Damsman: Dog. Dr. Ayse Gill MUTLU, Mehmet Akif Ersoy Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Bolimii

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans tezi BAP (Bilimsel Arastirma Projesi)
tarafindan 0214-YL-14 no'lu projeden desteklenmis
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

Investigation of Inhibition of Telomerase Enzyme Activity in Zebrafish by Two

Organic Compounds

Abdulkerim BILGINER
Mehmet Akif Ersoy University
Graduate School of Sciences
Department of Biology

A clear treatment could not discovered for the cancer disease. Therefore, this disease is
a major health problem for people. In recent years, research on generating new
treatment strategies in the world are made. Inhibition of enzymes in general different
methods, have been developed on the basis 6. All the mentioned enzymes directly or
indirectly in the development and spread of cancer is thought to be very effective. In
this study, the telomerase enzyme inhibition will be invastigated that created by two
organic compounds which are derivatives imidazo[1,2-a] pyrazine.

As a result in this thesis, The applied zebrafish 2n coded 6- (4-methylphenyl-8- (4-
chlorophenyl) imidazo [1,2-a] pyrazine (C1oH4N3Cl) from compound were determined
show inhibition of telomerase.

Keywords: Enzyme inhibition, Telomerase, Anticancer drugs, Zebrafish
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Ayse Giil MUTLU, Mehmet Akif Ersoy University Art and
Sciences Faculty, Department of Biology

The present M.Sc. thesis was supported by BAP under the project no of
0214-YL-14
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TESEKKUR

Tez ¢alismamin hazirlanmasi ve planlanmasinda, bilgilerini ve tecriibelerini
aktararak bana yol gosteren de@erli damisman hocam saymn Dog. Dr. Ayse Giil
MUTLUya, ¢aligmada kullandigim organik bilegikleri temin eden degerli hocam Dog.
Dr. Ismail KAYAGIL’e ve calismama bizzat katilarak emek sarf eden sevgili
arkadasim yiiksek lisans Ogrencisi Hiillya YILDIZ’a tesekkiirlerimi sunarim. Tez
calismamin gergeklesebilmesi i¢in yardimlarini esirgemeyen Sayin Prof. Dr. Seref
DEMIRAYAK hocama da tesekkiirii bir borg bilirim.

Ayrica ¢alisma boyunca bana maddi manevi destegini esirgemeyen ve her
zaman yammda olan aileme ve degerli dostlarima ok tesekkir ederim. Tezin
yapilabilmesi igin maddi kaynak saglayan BAP yonetim birimine ve g¢aliganlarina da

tesekkiirlerimi sunarim.

Abdulkerim BILGINER
BURDUR, 2015
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1. GIRIS

Sayisiz genetik ve epigenetik degisiklikler, normal hiicrelerin kotii huylu
tiimdrlere dogru degismesinde etkilidir. Birgok kanser hiicresi, bilylimek i¢in gerekli
biyolojik yetenekleriyle yayilmak igin birgok sinyal yolunu komuta eder ve bunun gibi
somatik olaylar1 kullanir bdylelikle ana organizmanin zarar gérmesine ve hatta dlimiine
yol acar. Kanser genomlan yiiksek derecede yeniden diizenlenmis, karmasik
translokasyonlar ve bolgesel kopya sayisindaki degisikliklerle karakterizedir. Kanser
genomunun istikrarsiz olmasinin altinda yatan mekanizmalari ortaya ¢ikarmak igin ¢aba
sarf edilmis, bu baglamda telomerlerin 6nemli bir rolii ortaya ¢ikmustir (Sekil 1.1)

(Artandi ve Di Pinho, 2009).

Sekil 1.1. Kromozom iizerinde floresan boyayla isaretli telomer b&lgeler (Hsu’dan, 2014).



1.1. Telomerlerin Yapisi ve Fonksiyonu

Telomerler; kromozom uglarim koruma ve genomik stabilite igin gerekli olan,
kromozom uglarinda bulunan deoksiriboniikleoprotein kompleksleridir. Telomerler,
“shelterin’’ olarak bilinen 6 proteinden olusan komplekse bagli Guanin (G) bazi
bakimindan zengin DNA dizisinin bir biri ardina tekrarindan olusur (Sekil 1.2) (Donate
ve Blasco, 2011). Telomerler lineer kromozomlarin uglaridir. Memeli kromozomlarinin

ucu bir TTAGGG dizisinin tekrar1 seklinde sekansa sahiptir (Garcia ve dig., 2008).
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Sekil 1.2. Insanda telomer yapisi ve telomerle iligkili proteinler. (Blacburn’den, 2001).

Memeli hiicrelerinde ¢ift seritli telomerik tekrarlar, komplekse yardimci
enzimlerden biri olan tankiraz bulunduran‘‘shelterin’’ ya da ‘‘telozom’’ olarak bilinen
multiprotein kompleksine baglidir. Shelterin kompleksi; telomerik tekrarlama baglayici
faktér 1 (TRF1), telomerik tekrarlama baglayici faktér 2 (TRF2), TRF1-etkilesimci
protein 2 (TIN2), bastirici-aktivator proteini 1 (Rapl), telomerler koruma proteini 1
(POT1) ve TPP1 (eski isimle ptop / Pipl / TINT1) olmak iizere 6 proteinden olusur.

Telomer, ¢ift kollu bir T- loop ve tek seritli D-loop olusturacak sekilde kendi istiine
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katlanir. Telomerler, POT1 / TPP1 heterodimerin bagli oldugu bir G- ¢ikintt (overhang)
ile sona erer (Sekil 1.3) (Tian ve dig., 2009).

Telomer telomerlerde t-déngii (t-oop)

2-100 nt uzuniukta
tekrark TTAGGG dizsi

olusturan proteinler

Sekil.1.3. Telomer yapis: ve shelterin protein kompleksinde bulanan proteinler. (Lange’den, 2009).

Telomerler, Okaryotik kromozom uglarint koruyan, her hiicre bdéliinmesinde
Ozellikle DNA replikasyonu boyunca, kisalip savunmasiz kalan niikleoprotein
yapilardir. Boylece doku yenilenmesinde 6miir boyu kromozomal istikrarsizlig1 gittikge
artan bir risk ortaya ¢ikar (Artandi ve Di Pinho, 2009). Telomer kisalmasi belli bir esik
uzunlugun altina inerse veya telomer baglayici proteinlerde fonsiyonel degisiklik olursa
telomerik koruma kaybolur, sonucunda kromozomlar uc uca yapisir ve hiicre dongisii

durur veya hiicre apoptozise ugrar (Donate ve Blasco, 2011).



1.2. Telomeraz

Telomerlerin kisalmasi, hiicre boliinmesi sirasinda DNA polimerazin kromozom
uclarini gogaltmadaki yetersizliginden dolayr ‘ug replikasyon problemi’ olarak bilinen
sorunla iliskilidir. Telomeraz, yipranmis telomere TTAGGG tekrarli dizisini
kendiliginden ileri dénitk kromozom ucuna ekleyerek telomer kaybini telafi edebilen

hiicresel bir enzimdir (Sekil 1.4) (Donate ve Blasco, 2011).

Sekil 1.4. Telomeraz yapisi ve bilesenleri (Artandi ve Di Pinho’dan, 2009).

Telomeraz ters transkriptaz aktivitesi (TERT) olan bir katalitik alt birimi, DNA
sentezi igin bir sablon olarak hareket eden bir RNA komponenti (TERC) ve buna
baglanan stabilize eden protein olan dyskerin (Dkcl)’i kapsar (Sekil 1.4) (Donate ve
Blasco, 2011). Omurgalilarda TERC’e ait 3' ucu, telomeri uzatmak i¢in gereken dizi
motiflerini bulundurur. Bu bdlgede, fare ve insanda TERC kodlama-RNA'lar belirli bir
simifi tanimlar ve bir H / ACA dizisi motifine sahiptir. Bu H / ACA RNA'lar, diger
hiicresel RNA'larin modifikasyonu i¢in kilavuz olarak hareket eder ve iki gruba aynlir.
H / ACA kutusu kiigiik niikleolar RNA'lart (snoRNAs) cekirdekgikte biriktirir ve
ribozomal RNA’larin modifikasyonunda yer alirlar. Diger grup, H/ ACA ile iliskili



Cajal hiicreleri olarak anilan kiigik molekiillerle spesifik ¢ekirdek i¢i RNA’lar
(scaRNA)’dir. Biriken Cajal hiicreleri yada CAB box (Sekil 1.4) dogrudan RNA’larin

eklenmesi, tamiti ve modifikasyonunda gorev alir (Artandi ve Di Pinho, 2009).

Son bulgularda telomeraz komplekslerinde scaRNA ve cajal hiicrelerinin yerine
yeni bir protein olan telomeraz cajal body protein 1 (TCABI) ad1 verilen bir protein
gézlenmistir (Sekil 1.5). TCAB1 (WDR79 olarak da bilinir) scaRNA’y1 CAB kutusuna
baglayan dyskerinle iliskili bir proteindir. TCAB1, ¢ogunlukla hem telomeraz aktivitesi
ve serbest ug sinyalleri hem de mitozun anafaz sirasinda kromozomlarin képrii konumu
ve kromozomal ugtan uga fiizyonlarin olusmasinda iliskilidir (Artandi ve Di pinho,
2009).

Teloemeraz Enziminin Yapiss

Telomerik DNA

Zindr uzamasinda gBreviidir

Nature Reviews |

Sekil 1.5. Telomerik DNA ve telomeraz baglantisi. Armanios ve Blackburn’den, 2012).

Okaryotik kromozom gibi dogrusal DNA molekiilleri, uglarindan gogaltma
islemini tamamlamak igin geleneksel DNA polimerazlarin yaninda, baska

mekanizmalan gerektirmektedir. Boyle bir mekanizma olmadan, kromozomal DNA'nin



terminal ucundan siirekli genetik bilgi kayb1 olur. Bu hiicresel yaslilik (senesens) olarak
aciklanir. Telomeraz aktif hiicrelerde, her béliinmede telomer sonu kayiplar ters
transkriptaz etkisiyle eklendiginden bu sorun yasanmaz (Sekil 1.6) (Blackburn, 2001).
Son yillarda yapilan c¢alismalar, telomeraz aktivitesinin normal insan somatik
hiicrelerinde simirli fakat kanser ve Sliimsiizlestirilmis hiicrelerde de yiiksek oldugunu
gostermistir (Buseman ve dig., 2012). Yetiskin dokularda fare transgeni kullanilarak
aktiflestirilen telomerazla ilgili yapilan ¢alismada, yaslanmay: 6nleyici bir etkisi oldugu

kesin olarak kamtlanmis ancak kanser goriilme siklig1 artmstir (Jesus ve Blasco, 2012).

Telomerik DNA
P"*%“'(b:um% NN NN NN

&‘ } g’_fltsnon:(; at Tek zincirli G-Cikints {(overhang)

Telomeraz
= T2 e )
B o~ TeRT| TER
™ POTY :
——n——'.-i::?:}GCGTTAIGGG_3’

Current Opner. v 3P ra Bodogy |

Sekil 1.6. Telomer sonunda bulunan G-¢ikint1 (overhang). Telomere baglananarak TTAGGG dizilerini
ekleyen telomeraz etkilesimi (Sandin ve Rhodes’dan, 2014).

Her ne kadar telomeraz aktivitesi yetiskin kok hiicrelerde bulunsa da en iyi en
gliclii telomeraz aktivitesi, pluripotent kok hiicreler ve embriyonik gelisimin erken
evrelerinde goriiliir (Sekil 1.7). Ancak yetiskin dokularda telomeraz aktivitesi yaglanma

ile iligkili telomer kisalmasini 6nlemek igin yeterli degildir (Donate ve Blasco, 2011).



Telomer uzunlugu

» Telomeraz pozitif
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Sekil 1.7. Normal, germ ve kanser hiicrelerinde telomeraz aktivasyonuna bagli telomer uzunlugu. Viicut
hiicrelerinde bulunan telomerler her béliinmede kisalir ve M1 denilen yaslanma otaya g¢ikar
kisalma devam edip kritik uzunluga ulasinca M2 denen kriz noktast olusur. Hiicre bu evreden
sonra ya apoptozise ugrar yada kanserlesir. Ayrica sekilde progenitér ve kok hiicrelerde
telomeraz aktivitesi oldugu belirtilmistir (Buseman ve dig.’den., 2012).

Hiicrenin gelecegi telomer uzunlugunun diizenlenmesine baghdir. Telomerlerin
korunmasi agisindan telomeraz aktivitesi ana mekanizmadir (Garcia ve dig.,2008).
Telomeraz bulunmayan hiicrelerde yada telomeraz ifade eksikliginde, hiicre her
boliinmede telomer bolgelerden kisalacak ve kritik uzunluga gelince ki bu yaslilikla
iliskilendirilir (Sekil 1.8), DNA hasar sinyali gibi algilanip bununla ilgili apoptozis

mekanizmasi devreye girecektir (Blackburn, 2001).



M1 (Yaslanma) ve M2 (Kritik) evresi ile baslayan
telomerik lasalma

o \ ¢« =Telomerik tekrar

v

N
Yaslanma M1 o \
N

‘¢ Telomer kisalmass

Kritik evre M2 o
Kisalan telomerde kritik
. uzunluk

Apoptoz ,ﬁ» Oliimsiizlegen hiicreler

Kanser

Sekil 1.8. Hiicrede yaslanmada M1 ve M2 evreleri ve kanserlesme (Shay ve Wright’dan, 2010).

1.3. Kanser Kemoterapisi

Timor supresor genlerdeki mutasyon, biriken DNA hasart ve aktiflesen
telomerazla birlikte hiicrenin kanserlestigiyle ilgili kamtlar mevcuttur (Boccardi ve
Paolisso, 2013). Bu nedenle 1950 ve 1960 yillarda kemoterapinin gelismesiyle belirli
kimyasal maddelerin kanser hiicrelerine uygulanmasi, hematolojik kotii huylu
tiimorlerin ve gelismis kat1 tiimérlerin gesitli tiirleri olan hastalar igin iyilestirici tedavi
stratejileriyle sonuglanmistir (DeVita, 2010). Kemoterapi normal hiicrelere nispeten,
timor hiicrelerini  6ldiirmeyi amaglamaktadir (Greenhalgh ve Symonds, 2010).
Kemoterapi ilaglar1 hiicre boliinmesi siiregleri dahil biyokimyasal mekanizmalara
miidahale ederek etkilerini gosterirler. Erken evrede kanser hastalifinda, diisiik riskli
hastalar siklikla tek basma cerrahi olarak tedavi edilir, ama birgok durumlarda
tedavilerin bir kombinasyonu gereklidir (Caley ve Johns, 2012). Halen kemoterapi

klinik olarak 4 uygulamada kullanilmaktadir;

I. Ilerlemis kanser hastalig1 igin birincil indiikleme tedavisi
II. Bir ameliyat veya radyasyon tedavisinin tek baslarina yetersiz kalmasi

durumunda hastalar i¢in neoadjuvant kemoterapi



III. Yerel tedavi metotlar1 cerrahi veya radyasyon dahil olmak lizere adjuvant
tedavi
IV. Kanser y1gmlart bolgelerine direkt asilama veya viicudun kanserden etkilenen

ozel bolgelerine dogrudan perfiizyon (DeVita, 2010).

1.3.1. Adjuvan Kemoterapi

Kanser tedavisinde cerrahiden sonra lokal bolgeye, ¢esitli kemoterapdtik
ilaglarin kombinasyon olusturarak birlikte verilmesi seklinde uygulanan kemoterapi

yontemidir. Hastalig1 kesin olarak ortadan kaldirmay: amaglar (Caley ve Johns, 2012).

1.3.2. Neoadjuvan Kemoterapi

Miimkiin oldugunca erken adjuvan tedavi verilmesinin potansiyel avantajlar
vardir. Bu ydntem ameliyattan Once verildiginde, 'neoadjuvan' adint  alrr.

Mikrometastaz yapabilen timdrlere yoneliktir (Caley ve Johns, 2012).

1.3.3. Kemoterapi Toksisitesi ve Yaygin Kullanilan Ajanlar

Kemoterapétik ilaglar hiicreleri 6ldiirerek galisir. Ancak kemoterapide en biiyiik
handikap kanser hiicrelerinin yaninda, normal saglikh hiicreler {izerinde de toksik etki
olusturmasidir. Bu yiizden ilaglar uygun dozda ve planli sekilde kullamlmahdir (DeVita,
2010). Tim geleneksel anti-kanser ilaglar1 toksik etki gosterir. Kemotrapide yaygin
kullanilan ve DNA'ya en ¢ok hasar veren ajanlar farkli yan etkilere neden olacaktir

(Cizelge 1.1) (Makin, 2013),



Cizelge 1.1. Kemoterapide yaygin kullanilan ajanlar (Caley ve Johns’dan, 2012).

ilag simifi

Alkilizan ajanlar

Anti-

metabolitler

Anti-tiimor

antibiyotikler

Topoizomeraz

inhibitérleri

Tubulin

baglama ilaglar

Etki Mekanizmasi

Proteinler, DNA ve RNA gibi énemli molekiiller izerinde kovalent
baglar olusturarak hiicre fonksiyonunu bozabilir. Kimyasal yapilari

ve kovalent baglama mekanizmasi ile siniflandinlmustir.

DNA ve RNA sentezinde rol oynayan dogal olarak olusan
metabolik yapisal analoglanidir. Normalde DNA ya da RNA'ya

katilabilir, ya da anahtar bir enzimin katalitik bdlgesine baglanir.

Liflerin kirilmasina neden olan serbest radikalleri olusturarak belli
dizilerde birlesir Antrasiklinler, mantar iiriinii olan, Streptomyces da
topoizomeraz aksiyon mekanizmasina sahiptir. Cogaltma sirasinda,

DNA'nin sarmal olusturmamasi igin gereklidir.

Topoizomerazlart DNA 'nin topolojik yapisina etki eden
enzimlerdir. Topoizomeraz inhibitérleri DNA'nin sarmal yapisinin

olusturmamasindan sorumlu maddelerdir.

Vinca alkaloidleri tubuline baglanirlar ve mitoz sirasinda 6nemli
olan mikrotiibiil olusumunu 6nlerler. Tubulinler ayn1 zamanda,

hiicre sekli ve hiicre i¢i ulasim ve aksonal fonksiyon igin gereklidir.

Ornekler

Sisplatin, karboplatin,
klorambusil,

siklofosfamid, ifosfamid

5-Fluorourasil,
metotreksat,
pemetreksed,
merkaptopurin,
gemsitabin

Bleomisin, antrasiklinler
(6rnegin doksorubisin,

epirubisin)

Topoizomeraz I -
irinotekan, topotekan
Topoizomeraz II -

etoposit

Vinca alkaloidleri -
vinkristin, vinorelbin
Taksoitler - dosetaksel,

paklitaksel

1960 ve 1970'i yillarin baslarinda, klinik etkileri bilinen kullanilabilir antikanser

ilaglarinin  yerine

biyokimyasal mekanizmalara dayali

ilag  kombinasyonlar

kullanilmaya baslanmistir (De Vita, 2010). Son g¢alismalarda biiylik gelismeler elde
edilmis daha spesifik tedaviler gelistirilmistir. Bu hedefler bliyiime faktor reseptorleri,
sinyal molekiilleri, hiicre dongiisii proteinleri, apoptoz ve kanser hiicrelerine 6zel
anjiyojenezin modiilatorlerini igerir (Greenhalgh ve Symonds, 2010). Ayrica kanserle
iliskili enzimleri hedef alan inhibitér maddeler gelistirilerek Ornegin, anti-kanser
antikorlari, tirozin-kinaz inhibisyonu gibi enzim inhibisyonu temeline dayanan tedaviler

bulunmustur (Makin, 2013).
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1.4. Enzim inhibisyonu Temeline Dayanan Tedaviler

1.4.1. Ubikitin-Proteozom Inhibisyonu

Hemen hemen tim  hiicresel fonksiyonlar proteozom tarafindan
diizenlenir. Ornegin, hiicre déngiisiiniin ilerlemesi sirasinda mitoz i¢in G2 fazinda,
siklin B ve cdc2’den olusan mitoz destekleyici faktor (MPF), birgok mitoz diizenleyen
proteinleri fosfatlar. DNA transkripsiyonu, DNA onarimi, ve anjiyogenez gibi diger
hiicresel fonksiyonlar sadece fizyolojik homeostazda degil, aym zamanda
karsinogenezdeki hiicresel olaylar, ubikitin-proteozom yolu tarafindan diizenlenir

(Voutsadakis ve Papandreu, 2010).

26S proteozomu, bir 19S diizenleyici bir bilesen ile bir ya da her iki ucundan
kapatilmis bir 20S ¢ekirdek katalitik bilesen (20S proteozomu) igeren bir 2000 kDa
multisubunit silindirik bir komplekstir (Sekil 1.9) (Adams, 2003).

20S proteozomu 26S proteozomu

19S

19S

Sekil 1.9. Proteozom yapisi (Adams’dan, 2003)
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Bu sistemin ¢alismasi igin Oncelikle hedef proteinin ubikitine baglanmasi
gerekir. Bu sistem 3 adimda gerceklesir. ilk olarak, ADP-ATP déniisiimiinden enerji
kullanarak, E1 adi verilen ubikuitin-aktive edici enzim, ubikitinine baglanir. Daha
sonra, ikinci asamada, E1-baglanmus ubikitin, ubikitin-baglayic1 enzim veya E2 olarak
adlandirlan ikinci bir konjugat enzime aktarilir. Son olarak, ligiincli bir enzim, bir
ubikitin ligaz veya E3, hedef proteine E2 ubikitini transfer eder (Sekil 1.10). Ubikitin
tarafindan proteinler, 19S veya diizenleyici pargacik olarak adlandirlan proteozom
silindirin dig kisminin belirli alt-birimleri tarafindan taninir. Bu parcacik ubikuitin ve
20S proteozom, 3 farkli proteolitik aktivitelerine sahip proteozom silindirin orta

kesiminde, hedef proteini ayristirir (Ande ve dig., 2009).

Ubikitin-Substrat

Ty B

E1: Ubikitin-aktivasyon enzimi
E2: Ubikitin koniugat enzimi
E3: ublikitin ligaz enzimi

Sekil 1.10. Ubikitin-Proteozom sistemi (Voutsadakis ve Papandreu’dan, 2010).

Ubikitin-proteozom yolagi, hiicre dongiisiinii diizenleyici proteinleri de dahil
olmak {izere diger hiicre proteinlerinin yok edilmesinde 6nemli bir rol oynar. Bu yollar
tiim hiicrelerin proliferasyonu ve hayatta kalmasi igin kritik 6nem tasur. Ozellikle de
kanserli hiicrelerde, proteozom inhibisyonu potansiyel olarak bir anti-kanser terapi igin
gereklidir (Adams, 2003). Ubikitin sistemindeki bilesenleri hedef alan kii¢iik molekiil

inhibitérleri potansiyel anti-kanser ilag olarak kullanilabilir. Simdiye kadar, birkag

12



proteozom inhibitérleri; peptid aldehidler, boronatlar, siilfonatlar, peptit epoksi ketonlar
ve beta-laktonlar olmak {izere gelistirilmistir. Bortezomib (Velcade® adi altinda
piyasada bulunmaktadir) ile spesifik olarak in vitro ve in vivo kosullarda, hem de
normal hiicreleri sag birakarak, tiimér hiicrelerini oldiiren bir dipeptid boronat klinikte

kombinasyon kemoterapi ilaglariyla beraber kullanilmaktadir (Ande ve dig., 2009).

1.4.2. Topoizomeraz Inhibisyonu

Topoizomerazlar esas olarak, DNA topoloji kontrolii ile iligkili olan hepsi
prokaryotik ve okaryotik hiicrelerde bulunan yiiksek diizeyde korunmus bir enzim
familyasindandir. Insan TOPI geni kromozom 20q11.2-13.1 yer almaktadir ve 100
kDa'hik bir proteini kodlar. Protein, ATP-bagimsiz bir sekildle DNA tek zincirini
endoniikleolitik aktivitesi aracilifiyla keser ve sonra iki zincir ucunu birlestirir.

(Tomicic ve Kaina, 2013).

TOPI1, 765 amino asitten olusur. 200 amino asit igeren yapisal olmayan N-
terminal bdlgesini, 565 amino asitlik yapilandirilmis bir fonksiyonel sahayla baglanan
ve diiglim bolgelerinden DNA’y1 rahatlatan bir enzimdir (Sekil 1.11) (Laco ve
Pommier, 2008).

N- Terminal saha | Fonksiyonel saha

NLS O Cekirdek Baglayics C-Terminal Ucu
! A3 3al | Bsige | i
240 303 346 TN
y & 200_= = 5385 B> )7 |— 7068
-‘_‘\—-‘_“—-.
—_—

E NIS 4 ————
ll"F.l’l)NKKKKP'(KI-'.I-.l:ﬁ)KWKWWEEERYI’E(iI'
1R6 201 215

Sekil 1.11. Topoizemeraz yapisi. Topoizomerazda bulunan N-terminal, fonksiyonel kisim ve C-
terminal ucunda bulunan aktif bélge (Laco ve Pommier’den, 2008).
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Insan genomunda niikleer topoizomerazi kodlayan yedi topoizomeraz geni
vardir. Bunlar Topoizemeraz I (TOP 1), mitokondriyal topoizomeraz [ (TOP 1 mt), Il o
ve B (TOP2a / B) topoizomerazlar III a ve B (TOP3a / B) ve esey hiicrelerinde kisitlh
Spoll topoizomerazlardir (Tomicic ve Kaina, 2013). Topoizomerazlarin, hiicre
dongiisii, DNA replikasyonu, transkripsiyon ve ¢ogalma gibi hiicre i¢in kritik olaylarda
onemli roli vardir (Costenaro ve dig., 2007). Topoizomeraz I, DNA replikasyonu
sirasinda olusan diiglimii ¢dzmek igin, aktif olan tirozin bolgesiyle DNA zincirindeki
fosfat omurgaya baglanir sonucunda DNA zincirinin 3’ ucunda tirozin-fosfat bagi
olusarak zinciri keser ve aymr. 5° OH ucu serbest kalarak diiglim ¢o6ziilir ve
replikasyon islemi sorun yasamadan devam eder (Laco ve Pommier, 2008). Bu
sebeplerle topoizomeraz I inhibitérleri, anti-timdér maddeleri igin yeni bir ilag ailesini
olusturmaktadir. Kamptotesin’in tiirevi olan topotecan ve irinotecan insan kanseriyle
miicadele i¢in yeni bir silahtir. Bu iki ila¢ topoizomeraz I - DNA kompleksi diizeyinde,
DNA replikasyonu ve hiicre bolinmesinde etki gosterir. Bu etki mekanizmasi,
kamptotesin ile sl degildir. Ormegin, Hoechst 33258 ve bu benzofenantridin
alkaloidler ve indolokarbazol tiirevleri gibi DNA interkalatorlar, DNA mindr agiklik
baglayici maddeler de dahil olmak tizere ¢ok sayida topoizomeraz I inhibitorleri

kesfedilmis ve gelistirilmistir (Bailly, 2000).
1.4.3. Glikoliz Inhibisyonu
80 yil once Warburg, kanser hiicrelerinin enerji ihtiyaglarimi karsilamak yani

ATP iiretimi igin glikoliz metabolik yoluna biiyiik dl¢lide bagli oldugunu kesfetmistir
(Sekil 1.12) (Xu ve dig., 2005).
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Sekil 1.12. Glikoliz basamaklart (Wise ve Thompson’dan, 2010).

Artan anaerobik glikoliz, yaygin insan kanserlerinde genis bir spektrumda

goriilmektedir. ATP {iretimi i¢in glikolitik yolun kullanilmasi, kanser hiicrelerinin artan

bagimlilifindan dolay1, glikolizin farmakolojik

olarak inhibe edilerek kanser

hiicrelerinin 6ldiiriilmesi igin tedavi stratejilerinin tasariminda biyokimyasal temel

saglar (Sekil 1.13) (Pelicano ve dig., 2006).

[_ Glikoz
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Sekil 1.13, Glikoliz basamaklarinda gorevli 6nemli enzimleri inhibe eden maddeler mavi ile

gosterilmistir (Pelicano ve dig.’den, 2006)
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1.4.4. Matriks Metalloproteinaz inhibisyonu

Matriks metaloproteinazlar (MMP’ler), hiicre-dis1 matriksin  bozulmasim
saglayan ¢inkoya bagli proteinaz enzimlerdir (Sekil 1.14) (Hidalgo ve Eckhardt, 2001).
MMP’ler embriyogenez, normal doku modellemesi, yaramin iyilesmesi, ve damar
gelisimi gibi, birgok biyolojik siire¢de, merkezi bir rol oynar (Visse ve Nagasse, 2002).

Ancak aym1 zamanda, kanser hastaliginda timor biiylimesi, istilas1 ve metastaz
stireglerine dahil edilmis, malign timoérlerde asirt salgilandigi ve kanserli hastalarda

agresif habis bir fenotipe sahip oldugu bulunmustur (Hidalgo ve Eckhardt, 2001).

spiw?' m': ﬁb“’::g?rﬁp 2 (J:k,;) Hemopeksin kissim  Transmembran kisim

BN B

Sekil 1.14. Matriks metalloproteinazlarin genel yapis1 (Hidalgo ve Eckhardt’dan, 2001).

Su anda, insan MMP gen ailesinin 21 {iyesi bilinmektedir. Yap1 ve alt-tabaka
Ozgilligine gbére MMP’ler; kollajenazlar, stromelisinler ve stromelisin-benzeri
MMP'ler, matrilizinler jelatinazlar, zar tipi MMP’ler (MT-MMP) ve diger MMP’ ler
seklinde alt gruplara ayrilmistir (Vihinen ve Kahari, 2002). Ancak bunlarin tamaminin
hiicre iginde fonksiyonu heniiz tam olarak anlasilmasa da bu metalloproteinazlar i¢in
spesifik inhibit6rlerin tasarimi kanserle miicadelede olduk¢a Onemlidir (Visse ve
Nagasse, 2002). Insan kanserleri iizerine calismalarda gesitli MMP’ler ayni organ,
normal doku ya da iyi huylu tiimorlere gére malign tiimdrlerde asirt eksprese oldugunu
gostermektedir. Bu sebeple son yillarda, MMP'lerin kiigiik bir kismina karsi secici
sentetik inhibitorler gelistirilmistir. Su anda, bu inhibitérler, bir ¢ok kanser tiirlerine

kars1 klinik testlerden gegmektedir (Duffy ve dig., 2009). MMP'lerin asin
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ekspresyonun, gesitli kot huylu timorlerin gelismesinde ve bilylimesinde énemli bir rol
oynadigina iliskin bulgular sentetik ve dogal MMP inhibitor maddelerin kesfedilmesini
ve tedavide kullanilmasim saglamistir. ‘Batimastat, Marimastat, Solimastat’ inhibitor
olarak kullanmilan maddelerden bazilaridir (Vihinen ve Kahari, 2002). Sonug¢ olarak,
MMP'ler, kanser tedavisi igin ¢ekici bir hedefi temsil ederler ve MMP inhibitérii olan
bilesiklerin herhangi bir kanser tiirlinii tedavi edici olarak kullanishh olup olmadigim

belirlemek igin, klinik denemeler stirmektedir (Hidalgo ve Eckhardt, 2001).

1.4.5. Glutatyon S Transferaz inhibisyonu

Glutatyon  S-transferazlar (GST'ler) reaktif elektrofiller tarafindan
gergeklestirilen saldirilara karsit hiicresel makromolekiilleri korumak i¢in islev goren
Faz Il detoksifikasyon enzimleri ailesindendir. GST’ler zara-bagli mikrozomal ve
sitozolik olmak iizere ikiye ayrilir. Sitozolik GST'ler, insan popiilasyonlarinda belirgin
genetik polimorfizm gosterir ve 7 gruba ayrilir (Townsend ve Tew, 2003). Alfa, Mu,
Omega, Pi, Sigma, Teta ve Zeta seklinde adlandirilir. Mikrozomal GST'ler ‘eikosanoid
ve glutatyon metabolizmasi membran-iliskili proteinler’ (MAPEGs) olarak
belirlenmistir (Mcllwain ve dig., 2006). Glutatyon ve glutatyon S-transferaz’in (GST)
ilaca direngli hiicrelerle karakterize olmast ¢ok onemlidir (Tew, 1994). Genel olarak,
GST substratlar1 hidrofobiktir ve elektrofilik merkezinde karbon atomuna sahiptir.
Bununla birlikte, bir azot, oksijen ya da kiikiirt ihtiva etmektedir (Townsend ve Tew,
2003).

GST'ler; kemoterapi maddeleri, bocek Oldiiriiciler, bitki oOldiiriiciiler, ve
mikrobiyal antibiyotiklere karsi direng gelisimi ile iliskilendirilmistir. Kanser
hiicrelerinde ilag direnci gelisimi, kemoterapi basarisizliginda 6nemli bir unsurdur
(Townsend ve Tew, 2003). Son ii¢ yilda, kanser galismalardan elde edilen verilere
bakildiginda kanser ilaglar1 dahil olmak ftizere ¢esitli kimyasallara karsi direng
gelisiminin, GST izozimlerinin anormal ifadesiyle baglantili oldugunu gostermistir.
Kemoterapdtik-direngli tiimér hiicrelerinin  GST izoenzimlerini asir1 ifade ettigi
gosterilmistir (Mcllwain ve dig., 2006). Bu sebeplerden dolayr GST’ler kanser hastalig:
tedavisinde kemoterapdtik ilaglarin hedefi olabilir. Kanser hiicrelerinde asin ifade

edilmesi, GST izozimlerinin inhibisyonunu 6énemli kilar (Townsend ve Tew, 2003).
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1.4.6. Telomeraz inhibisyonu

Normal viicut hiicrelerinin aksine, kati1 tiimorlerde ve kanser hiicrelerinin

yaklasik % 85’inde yiiksek telomeraz aktivitesi belirlenmistir. Bu nedenle, telomeraz

daha segici bir kanser terapisi igin yeni ve umut vaad eden bir hedeftir. Telomeraz

aktivitesi yiiksek ise, kanser hiicrelerinin ¢ogunda oldugu lizere, bu hiicreler, Sliimsiiz

hale gelir. Bu temel mekanizmalarin kesfi, 6nemli derecede tibbi etki olusturmus ve

yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesini tesvik etmistir (Sekil 1.15) (Dong ve dig,,

2010). Telomeraz, smrsiz gogalmayr saglamak igin kanser hiicrelerinin biyik

¢ogunlugu tarafindan kullamlan mekanizma oldugundan, insan kanserleri i¢in neredeyse

evrensel bir hedef olarak kabul edilir (Buseman ve dig., 2012).

Kemoterapl Kemoterapl& Telomeraz
inhibitdeleri
Tetomer uzuniundv (ib) S, Telomer vzuniudu (kb)
""‘“I 2r .
LRIV, :‘ 1= RO AR
7 i 7

©
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7
Bdigesel cevap
ROV AT,
7
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NN
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Tetomer wzuniufunda
Kksaima it etd

Sekil 1.15. Telomeraz hedefli ve normal kemoterapi. Telomeraz hedefli kemoterapinin, rutin
uygulanan klasik kemotarepiye gére daha etkilidir (Buseman ve di§’den., 2012).
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Kanser kemoterapisi uygulandiginda 6zellikle kanserli hiicreleri hedef alir ancak
normal ve sagliklt hiicreler iizerinde az veya ¢ok etki gdsterir. Telomeraz: hedef alan
terapiler daha spesifiktir. Telomeraz biyolojisi hedef alinarak gelistirilmis olan
maddelerin ti¢ genel siniflart vardir bunlar; Gen tedavisi, bagisiklik tedavisi ve kiigiik
molekiil inhibitdrleri seklindedir. Gen tedavisi, insan kanser hiicrelerindeki telomerazin
hTERT yada TERC kisimlarim hedef alan viral intihar vektorii kullanarak toksik etki
yaratmay1 amaglar (Sekil 1.16) (Shay ve Wright, 2011). Immiinoterapi, timér antijenine
karst hTERT hedefli peptid asilarin kullanilmasidir. Bununla ilgili sitotoksik T
hiicrelerini aktiflestiren ve telomerazin TERT bdlgesini hedef alan GV1001 asis1
gelistirilmistir (Tian ve dig., 2009). Kiigikk molekiil inhibitérleri ise, telomeraz
aktivasyonu sirasinda telomerazin islevini kolaylastiran, ¢alismas: igin gerekli olan
protein yapilarim1 yada sinyal yollarim hedef alan oligoniikleotit yapidaki inhibitor
maddelerdir (Shay ve Wright, 2011). Son zamanlarda ‘“T-Oligo’’ ad1 verilen telomerik
DNA’nin terminal ucundaki niikleotit dizisine sahip bir oligoniikleotit gelistirilmistir.
Birgok kanser hiicresinin telomerindeki T-loop yapisint bozarak DNA hasarina sebep
olmus ve sitotoksik etki gdstermis inhibitdr bir maddedir. Ayrica BIBR1532 kiigiik
nilkleotik olmayan sentetik bilesik, niikleozidik bilesikler veya duyarli
oligoniikleotitlerden farkli olarak rekabetgi olmayan inhibitér maddedir. BIBR1532
dogrudan telomerazin ana bilesenleri olan hTERC ve hTERT’i hedefler ve telomerazi
engelleyerek, telomer kisalmasim saglar. Kanser hiicrelerinin bilylimesini durdurur

(Tian ve dig., 2009).
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Telomeraz gen terapi
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Sekil 1.16. Telomeraz gen terapi. A: siRNA aracili bir vektdr kullanilarak telomerazin hTERT geni hedef
alinir. Telomeraz aktivasyonu yliksek olan kanser hiicrelerini yok eder. B: Telomeraz hedefli
bir vektor kullanilmus inaktif bagka bir enzimle kombine edilmistir. Bu inaktif enzim bir 6n
ilag ile aktiflestirildiginde sadece telomeraz aktivasyonu olan kanser hiicrelerinde toksik etki
yaparak onlarn Oldiiriir. C: Onkolitik virlis bir vektor iginde aktarilir, Telomerazin
aktivasyonu sirasinda viriisler gogalarak tiim hiicrelere etki eder (Shay ve Keith’den, 2008).

Telomeraz ¢ogunlukla kanserli hiicrelerde aktif oldugundan, normal somatik
hiicrelerde daha az ya da hi¢ aktivite géstermediginden bu normal hiicreler telomeraz
hedefli kemoterapiden daha az etkilenecekler ve bu tedavi stratejisinin daha az yan

etkisi olusacaktir (Buseman ve dig., 2012).

Farkli stratejiler tiimor hiicrelerin de telomerazi inhibe etmek i¢in kullanilmistir.
hTERC veya hTERT farkli molekiiller tarafindan hedef olabilir. Bu peptid niikleik
asitleri gibi, hTERC’e kars1 stabilize antisens oligoniikleotidler veya metillenmis riboz
seker halkalarina (2'-O-metil-RNA) RNA oligomerleri baglamir, hTERC’le hibrit
olusturur ve telomer uzamasim engeller. Telomeraz aktivitesi, \TERT igin niikleozidik

olmayan bilesiklerinin dogrudan baglanmasiyla (6rnegin, BIBR1532, TELIN) ya da G-
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dortliisti (quadruplex) etkilesimli bilesikler tarafindan tek seritli telomerik ucunun G-
dortlisii yapisinin dengelenmesiyle (6rnegin, BRACO19, TMPyP4) inhibe edilebilir
(Dong ve dig., 2010).

G-dortliisti ligandlari, telomerlerin G-¢ikinti (overhang) bélgesine baglanan
onlan1 kapatarak, agilmasim engelleyen yapilardir (Sekil 1.17). Bu yapilar oldukga
kararl ve gatal olusturup ¢ok katli sekilde oldugundan, telomeraz, aktivasyonu sirasinda
bunlari ¢ézemez ve islevsiz hale gelir (Giines ve Rudolph, 2013). Ayrica, hTERT
immiinojenik oldugu i¢in, kanser immiinoterapisi iginde uygun bir hedeftir. hTERT
epitoplara kars1 yonlenmis peptitler igeren birden fazla as1 formiilasyonlar: ile ilk klinik
calismalar, kanserin immun tedavisinin miimkiin olabilecegini diisiindiirmektedir.
Ornegin, GV-1001, bir biyolojik telomeraz peptid asidir (Dong ve dig., 2010). Anti-
kanser telomeraz immiinoterapi uygulanan klinik calismalarda elde edilen mevcut
sonuglar cesaret vericidir. Birden fazla as1 stratejileri gelistirilmis ve melanom, akciger,
prostat, meme kanseri olan hastalarda test edilmistir. Bu calismalar genel olarak
hTERT’i pozitif timdr hiicrelerine karsi, spesifik bir bagisiklik yamiti dogurmustur
(Buseman ve dig., 2012).

Guanin (G)- dortliisii

T-dng (T-loop)

D-dongii (D-loop)

5

. - gm 5 LIAGGGUAGGGUAGGTIANGGG 3 6 4 41560 ethilesimil
inhibitorler

- BRACOI9

Shefterin protein kompleksi - RHPS4

- Telomestatin

Sekil 1.17. Telomeraz inhibisyonunda G-dortliisii (quadruplex) ligandlari ve baglandiklar1 telomer
bolgeler (Ruden ve Puri’den, 2013).
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Telomerlerdeki ¢‘shelterin’” protein kompleksin de gérevli hTERT ile etkilesime
giten POT1 ve TPPI1, telomeraz aktivitesini de kontrol edebilir. POT1’in asin
ekspresyonu telomerdeki telomeraz aktivitesini inhibe ederek telomerin kisalmasina yol
agar (Artandi ve Dipinho, 2009).

Aktif telomeraz’in anlik ifade edilmesinde esas olarak, birikmis hTERC-
Diskerin kompleksleri ile hTERT geninin bir araya gelmesi gereklidir. Bu birlesme
islemi HSP90 adli proteinin varhigini gerektirir (Garcia ve dig., 2008). HSP90 proteini,
hiicrede protein sentezinde son diizenlenmeler, fosforilasyon islemi gibi fonksiyonal
islerde gorev alir. Dolayisiyla bu proteinin inhibe edilmesi telomerazin aktif ¢alisma
ortamini da etkileyecek ve inhibe edecektir (Mahalingam ve dig., 2009).

Tiim bu potansiyel anti-kanser ajanlarini, tiimoér hiicrelerine karst giivenli ve
etkili bir sekilde géndermek ve timor hiicrelerince alinmasini saglamak 6nemli ancak
zor bir istir. Antisens bir oligoniikleotid ile kombine edilmis lipit parcasi olan
GRN163L biyo-bozunabilir nanopartikiiller gibi gesitli telomeraz inhibitorlerinin hiicre
i¢ine verilmesi igin etkili bir tasima sistemi olarak kullamilabilir (Dong ve dig., 2010).
GRN163L dizisi (5'-palmitat-TAGGGTTAGACAA-NH -3 ') hTERT ile aktif bir
kompleks olusturup engelleyen, hTERC iizerinde 13 niikleotid bdlgesini hedef alir.
Yapilan galismalarda, GRN163L’ye maruz kalan hiicrelerde telomerazin inhibe edildigi
goriilmilis ve beyin, meme, mesane, karaciger, akciger, prostat ve mide tiimorleri de
dahil olmak iizere gesitli kokenlerden elde edilen kanser hiicresi hatlarinda telomer
kisalmasi saglanmistir (Buseman ve dig., 2012).

Telomeraz inhibitorleri, basta tiimor hiicresi biliylimesini etkilemez ama
sonrasinda telomerlerin kisalmasina neden olarak, belirli bir gecikme siiresi sonunda
diisiik proliferasyon ve apoptoza neden olur. Dolayisiyla, telomeraz inhibitdrleri ile
kanser hastalarinin tedavisinin, uzun siireli tedavi seklinde olmas1 gerekir. Bu ilaglarin
dustik yan etkileri vardir. Timor hiicreleri yaninda, kok hiicreler ve germ hiicrelerinin
telomeraz aktiviteleride telomeraz inhibitérlerinden etkilenebilir (Dong ve dig., 2010).

Kemoterapi, radyasyon ya da anjiyojenik inhibitorleri gibi diger hedef ilaglarla
birlikte kullanildiginda, telomeraz inhibisyonu ile tedavi daha etkili olabilir. Sadece
geleneksel kemoterapi odakli yaklasimlarda, tiimérler genellikle uzun siiren tedaviye
direng gelistirir ve en sonunda hastaliin tekrar niikks etme ihtimali vardir. Telomeraz
inhibitorleri kullanimiyla, kemoterapi ilaglarinin ve radyasyonun diisiik dozlarda etkin

kullanimi saglanir. Kemoterapi yada radyasyona duyarlilagtirict etki ortaya gikar
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(Buseman ve dig., 2012). Hala daha spesifik kanser tedavisi i¢in gegerli olacak etkili ve
givenli "antitelomeraz" ajanlarini igeren tam bir terapi bulunamasa da, telomeraz
fonksiyonu ve yapist ile ilgili kesifler, yeni bir ilag hedefini ortaya ¢ikarmistir (Cizelge
1.2). Ancak bu konuda hala bilgi edinilmesi ve arastirilmas: gereken noktalar vardir
(Dong ve dig., 2010). Ayrica bu hedefleri gerceklestirmek i¢in, normal kdk hiicrelerinin
ve kanser kok hiicrelerinde bulunan telomerlerin, telomerazla ilgili kendini yenileme ve
farklilasmasim diizenleyen mekanizmalar hakkinda daha fazla bilgi edinmek gerekir

(Shay ve Wright, 2011).

Cizelge 1.2. Telomeraz inhibitdrlerinin mekanizmalari ve hedef bolgeleri (Ruden ve Puri’den, 2013).

TEDAVI EDICI HEDEF MEKANIZMA INHIBITORLER
YAKLASIMLAR
Kiigiik molekiil hTERT Direkt olarak enzimin aktif bdlgesine BIBR1532
inhibitérler baglanir.
Anti-sense hTERC Telomerazin RNA bilesenine GRNI163L
oligontikleotitler baglanir.
Immiinoterapi hTERT Peptid asilarla CD4+ ve CD8+ GV 1001,
hilcrelerinin immiin cevabini ortaya GRNVACI1/2
¢ikarir. Vx-001
Gen Terapi hTERT hTERT promotor aracili timor Telomelizin
hiiclerinin pargalamadir. On ilagla Ad-hTERT-
aktiflesir timor hiicrelerini indiikler. NTR/CB1954
hTERTp-HRP/IAA
G-dortlisii ligandlar G- dortlusi Telomerin uc bélgesine baglanarak BRACO19
telomerazin erisimini engeller. RHPS4
Telomestatin
Telomer ve HSP90 Telomeraz telomere baglanamaz ve Geldanamisin(GA)
telomerazla iliskili islevsiz hale gelir. Kurkumin
proteinler
T- Oligo yolu Tankiraz Telomerin yapisint bozarak DNA PARP inhibitérleri
G-¢ikinti hasart olusturur. N/A

1.5. Model Organizma Olarak Zebra Bahgi

Zebra balig1 (Danio rerio) olarak bilinen canli, kiigiik bir tropikal akvaryum
bahigidir (Liu ve dig., 2014). Ilk olarak 30 yil énce George Streisinger’in laboratuvar
calismast i¢in secilmistir (Guo, 2004). 1990'larda Tiibingen ve Boston biiyiik 6lgekli
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ileri genetik ¢alismalarda erken dénemde embriyo gelisimini anlamak igin, zebra balik

sistemini daha da ileriye tasimstir (Amatruda ve dig., 2002).

Zebra baligmin erken yasam evrelerinde genellikle yetiskinler ve gengler ile
karsilagtirldiginda zehirli bilesiklere kars: daha duyarh olduklan gézlenmistir (Liu ve
dig., 2014). Zebra balif1, sadelik ve karmasiklig1 iyi bir dengede olan diploit omurgali
bir canlidir. 3-5 cm uzunlugunda, gayet iyi iireyebilen kiigiik bir baliktir. Diger omurgali
modellere gore kiigiik bir alanda ¢ok sayida barmabilir. Bakimi kolay, maliyeti ucuzdur.
Bilyilk ¢apta genetik veya biyokimyasal ¢alismanin gerceklestirilmesi igin bu 6n
kosullar1 kolaylikla saglar (Guo, 2004). Balik ve insan evrimsel siirecte son ortak ata
ayriimast 300 milyondan fazla yil olmasina ragmen, kanser biyolojisi i¢in bu iki

organizma ayni metabolik 6zelliklere sahiptir (Amatruda ve dig., 2002).

Memeli ve zebra baliklar1 arasinda kanser hastaliginda telomeraz ifadesinde
gozlemlenen farkliliklara ragmen, her ikisinde de baglanma yerleri goz Oniine

alindifinda, ortak transkripsiyon faktérii tespit edilmistir (Anchelin ve dig., 2011).

Dogal laboratuvar faresinin aksine zebra baligy, insan benzeri uzunlukta
heterojen telomer yapisina sahiptir. Cesitli dokularda telomeraz aktivitesinin tespit
edilmesine ragmen, zebra bahigindaki telomerler, insanlardaki gibi kisalir ve balik

yaslanir (Henriques ve dig., 2013).

Zebra baliginin gelisim siiregleri ve organ fonksiyonlari, insan hastaliklarinin
arastirilmasinda biiyiik bir potansiyele sahiptir (Guo, 2004). Ayrica insanda kotii huylu
tiimorlerin yayilmasini anlamak igin, omurgali modellere ihtiya¢ duyulur (Amatruda ve
dig., 2002). Tiim bu sebeplerden dolay1 zebra balifi, insan gelisimi ve hastaliklarim
anlamaya yonelik ¢alismalar igin seckin model organizmalardan biri haline gelmigtir

(Howe ve dig., 2012).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Bu tez ¢alismasinda materyal olarak zebra baligi kullamlmustir (Sekil 2.1).
Baliklar CES Akvaryum Istanbul Kadikdy subesinden 100 adet ergin birey olarak
hizmet alim seklinde temin edilmistir. Tatli su akvaryumu iginde 26 +1 °C sicaklikta ve
yeterli oksijen saglanarak, 7,6 su PH’sinda 10 giin aklimatizasyon i¢in bekletilmigtir. Bu
sire boyunca her giin, sabah ve aksam olmak iizere ince pul balik yemiyle

beslenmislerdir.

Sekil 2.1. Calismada kullanilan 6rmek bir birey

10 giinliik alisma siiresi sonunda, baliklar 4 gruba ayrilmistir. Bu gruplardan bir
tanesi, kontrol grubu olarak higbir ekstra uygulamaya maruz birakilmamis 2. ve 3.
gruplara ise telomeraz inhibit6rii olabilecegi diisiiniilen iki organik bilesik uygulamasi
mikroenjeksiyon seklinde yapilmistir. Mikroenjeksiyon kullanmilmadan &nce kalibre
edilmis ve ultra saf suyla temizlenip, steril edilmistir. Bu bilesikler, buzda anestezi
(Sekil 2.2) uygulanan bireylere, li¢ farkli konsantrasyonda (10*, 10%, 10° M) 7 uL
enjekte edilmis (Sekil 2.3), etki gostermesi igin 2 buguk saat beklenmistir. 4. grup,
kimyasal maddenin iginde ¢oziildiigii ¢oziicii olan dimetilsiilfoksit’in (DMSO) baliklara
uygulandig 2. bir kontrol olarak yapilmustir.
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Sekil 2.2. Calismada uygulanan buz anestezisi

Bu siire sonunda bireylere tekrar buz anestezisi uygulandiktan sonra (Sekil 2.3),
diseksiyon islemi yapilmis ve baliklarin dalaklari ¢ikartilmis, Smek olarak ependorf
tiiplerine alinmistir. Alinan dalak doku 6rnekleri uzun siire saklanmasi agisindan, -80 °C
derin dondurucuya, daha kisa siireli bekletmeler igin ise -20 °C derin dondurucuya

koyulmustur.

Sekil 2.3. Mikroenjeksiyon ile organik kimyasal maddelerin bireylere enjekte edilmesi
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Enzim inhibisyonu i¢in kullamlan kimyasallar, 6-(4-Metilfenil-8-(4-
metoksifenil) imidazo[1,2-a] pirazin ve 6-(4-Metilfenil-8-(4-klorofenil)imidazo[1,2-a]
pirazin’dir (Demirayak ve Kayagil, 2005).

HFLANMILIT DN

Sekil 2.4. Calismada kullanilan mikroenjeksiyon

2.2. Yontem

Calismada kullanilan ekipman listesi soyledir:
Mikrosantifiriij

Termal dongii cihazi

Steril PCR tiipli

Steril pipet uglari

Pipetler

Steril ependorf tiipleri

Steril ultra saf su

Mikro plaka calkalayici

YV V. V V V V V VYV VY

Mikro plaka okuyucu
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Calismada dikkat edilen hususlar:

RNaz/ DNaz kontaminasyonu olmamali

PCR isleminde ultra saf su kullaniimali

Kit solusyonlari laboratuardaki diger kimyasal ajanlardan uzak tutulmah
Kullanilacak cam malzemeler ve ekipman otoklavlanmali

Calisma sirasinda maske ve eldiven kullamilmali

V. V V V V VY

Pipet uglan filtreli olmali

Kullanilan g¢alisma solusyonlar1 kit prosediiriine (Roche Telomerase PCR-

ELISA kiti kullantlmistir) gore hazirlanmistir:

> Solusyon 5 : Gerektigi kadar ultra saf su ile seyreltildi (1:10) (1 ay stabil
kalabilir)

> Solusyon 6 : 240 pL ultra saf su ile ¢oziip stok ¢ozelti seklinde hazirlandi. ( 6 ay
stabil) Gerektigi kadarim ‘konjugat diliisyon tampon’u ile 1:10 olacak sekilde
seyreltip hemen kullanildi

> SolusyonlO : Buzda, 20 pL ultra saf su ile ¢oziip karistirildi. Aliquatlara ayrildi.
(1 reaksiyon igin 1-3 pL kullanildi)

Diger 7 soliisyon i¢in kit prosediiriine gére herhangi bir 6n islem yapilmamustir.

2.2.1. Hiicre Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Bundan sonraki asamalarda, kullanilan Roche Telomerase PCR-ELISA Kkiti
icerisindeki talimatlara gore hareket edilmistir. Kit talimatlarina gore; hiicre
ekstrelerinin hazirlanmasi igin, donmus dalak dokular gikartilmis ve kiiciik pargalara
ayrildiktan sonra ependorf tiiplere alinmis ve iizerine 200 pL soguk lizis tamponu
eklenmis, ultrasonik pargalayicida 5 kez 30 saniye siiresince bekletilmigtir. 30 dakika
buz tizerinde inkiibe edildikten sonra, santifiriij islemiyle siipernatan ve pellet kisimlari
ayrilip, yeni bir tiipe aktarilmistir. Elde edilen hiicre 6ziitliniin bir kismindan Bradford

yOntemiyle protein miktar1 6l¢iilmiis ve sonuglar kaydedilmistir.
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2.2.2. PCR Amplifikasyonu (TRAP reaksiyonu) Isleminin Yapilmasi

PCR reaksiyonu basimna PCR amplifikasyonu i¢in uygun tiipler igine tepkime

karisimu / hiicre 6ziitii 30 (25+5) pL olacak sekilde aktarimustir.

Tiip basina hiicre 6ziitli 1-3 pL, negatif kontrol: tiip basina gelen 1s1l islem
gormils hiicre ekstresi 1-3 pL, denetim sablonu: iki ayn tiip igine 1 pL pipet kontrolii ve
1 pL lizis tamponu, 50 pL nihai bir hacme kadar, niikleaz igermeyen, iki kez damitilmis

su eklenmistir.

Bir termal dongii i¢in protokol ile kombine primer uzamasi / amplifikasyon
reaksiyonunun gergeklestirilmesi: 25 °C de 10 dakika telomerazin islev gostermesi ile
primerin uzatilmas: asamast ve 94 °C de 5 dakika telomerazin inhibe edilmesinden
sonra, 94 °C de 30 saniye, 50 °C de 30 saniye, ve 72 °C de 90 saniye 25 déngii seklinde

gerceklestirilmistir.

2.2.3. Hibridizasyon ve ELISA igleminin Yapilmasi

Ornek basina, her reaksiyon tiipii icin denatiirasyon soliisyonu 20 pL
uygulanmistir. Kuyucuga amplifikasyon tiriiniinden 5 pL eklenir ve 10 dakika boyunca
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Hibridizasyon tamponundan 225 pL eklenir ve
sallamak suretiyle karistirilip pipetleme islemi 100 pL olarak, her bir karisim basina
streptavidin kapl ve kendinden yapiskan folyo kapakli mikro-titre plakalara yapilmastir.
2 saat siire ile 37 °C'de ¢alkalama (shaker) 300 rpm’de mikro-titre plakada inkiibe edilip
ve hibridizasyon sollisyonunun uzaklastirilmas: saglanmistir. 250 pL yitkama tamponu
ile her bir yikama arasinda en az bir 30 saniye olacak sekilde li¢ kez yikanmustir. Anti-
DIG-HRP 100 pL kuyucuklara eklenmis ve oda 1sisinda (18-22 °C) 'de 300 rpm'de
calkalama sirasinda kapag: folyo ile kaplanmis mikrotitre plaka ile 30 dakika boyunca
inkiibe edilmistir. Sollisyonun tamamen uzaklastirilmas: saglanmis bunun igin her bir
kuyu bagina en az 30 saniye bekleyerek 250 pL yikama tamponu ile bes kez durulanmr
ve ytkama tamponu uzaklastinlmistir. Oyuk bagsina, TMB substrat ¢ozeltisi (oda
sicakliginda) folyo kapakli kuyucuklara 100 pL eklenip ve 10-20 dakika 300 rpm
calkalama sirasinda oda sicakliginda (18-22 °C), renk gelisimi i¢in inkiibe edilmistir.

Reaksiyon substratin1 ortadan kaldirmadan, renk gelisimini durdurmak igin durdurma
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reaktifi 100 pL eklenmistir (Sekil 2.5). Bir ELISA okuyucu kullanarak, durdurma
reaktifi ilave edildikten sonra 15 dakika iginde 450 ve 690 nm'de absorbans olgiimii

yapilmak suretiyle sonuglar elde edilmistir (Sekil 2.6).

Sekil 2.6. ELISA prosediirii geregince durdurucu soliisyon uygulanmig okumaya hazir plate
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2.2.4. Istatistik

[statistiksel degerlendirmelerin yapilmast i¢in Minitab 13.0 istatistik programi

kullanilmis, Mann-Whitney Testi uygulanmuistir.

2.2.5. Relatif Telomeraz Aktivitesi (RTA) Degerlerinin Hesaplanmasi

RTA degerleri hesaplanirken kullanilmis olan formiil asagida verilmistir.

A450 nm A690 nm= AA

AA — A Negatif =X

100x

mg/mL protein -

Negatif 6rnek; RNaz uygulamasi ile telomeraz aktivitesi tamamen yok edilmis drnektir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Kontrol ve uygulama gruplarinin ortalama RTA degerlerini gosteren ¢izelge
(Cizelge 3.1) asagidadir. Sonuglarla ilgili grafik olusturulmustur (Sekil 3.1). Calismada
kullanilan iki organik kimyasal madde ifade edilirken kolaylik olmas1 ag¢tsindan, 2n' ve

2i* olarak adlandiriimstir.

Cizelge 3.1. Relatif telomeraz aktivite (RTA) degerlerinin ortalamasi ve standart hata tablosu

Gruplar RTA +£SH
A (Kontrol) 0,428 + 0,167
B (DMSO) 2,265 + 0,770
2j (10" M) 0,956 + 0,343
2j (10° M) 1,408 + 0,430
2j (10° M) 1,537 + 0,480
2n(10" M) 3,733 + 1,279
2n(10° M) 0,551 + 0,182
2n(10° M) 0,403 + 0,098

2n'; 6-(4-Metilfenil-8-(4-klorofenil)imidazo[ 1,2-a]pirazin (C o H 4 N3 Cl)

2j%; 6-(4-Metilfenil-8-(4-metoksifenil)imidazo[ 1,2-a]pirazin (Cy0H7;N30), (Demirayak ve Kayagil,
2005).
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Sekil 3.1. Relatif telomerazin ortalama degerlerini tiim gruplarin farkli konsantrasyonlar1 igin gdsteren

grafik.

3.1. Tiim Gruplar icin Istatistiksel Olarak Uygulanmus Mann-Whitney Testi

Sonug¢lar

A grubu olarak belirlenen bireylere higbir uygulama yapilmamistir. B grubu

olarak belirlenen gruba ise kimyasal maddelerin ¢dziiclisii olan dimetilsiilfoksit

(DMSO) maddesi uygulanmis ve 2. kontrol olarak belirlenmistir. Mann-Whitney

testinin tiim gruplarim iceren sonuglan asagidaki gizelgede gdsterilmistir (Cizelge 3.2)
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Cizelge 3.2. Tiim gruplarin Mann-Whitney Testi sonucu olusan p degerleri. Aralarinda istatistiksel
olarak, anlamli fark gdzlenenler ( p < 0,05) koyu renkle gosterilmistir.

Karsilastirilan gruplar p Degeri
A:B 0,007
B: 2j (10*M) 0,148
B: 2j (10°M) 0,651
B: 2j (10°M) 0,651
B: 2n (10°*M) 0,477
B: 2n (10°M) 0,033
B: 2n (10°°M) 0,009
2§ (10°M) : 2j (10°M) 0,353
2j (10°M) : 2j (10°M) 0,284
2j (10° M) : 2§ (10° M) 0,936
2n (10°M) : 2n (10°M) 0,030
2n (10*M) : 2n (10°M) 0,012
2n (10°M) : 2n (10°M) 0,721
2j (10*M) : 2n (10°M) 0,074
2j (10°M) : 2n (10°M) 0,128
2j (10°M) : 2n (10°M) 0,012

A:B

Higbir uygulama yapilmayan deney grubu (Kontrol 1) ile DMSO uygulanan
grup (Kontrol 2)’nin karsilastinlmasinda p<0,05 oldugundan bu iki grupta elde edilen
sonuglar istatistiksel olarak farklidir (Cizelge 3.2). Tablodan anlasildig: tizere, B grubu
olarak DMSO ¢bzeltisinin uygulandig1 bireylerde telomeraz aktivitesi artmustir (Sekil
3.1).
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B: 2n (10 M)

DMSO uygulanan 2. kontrol grubuyla, Imidazo[l,2-a]pirazin tiirevi olan, 2n
olarak adlandirilmis organik bilesigin 10° M konsantrasyonu uygulanmis bireylerin
karsilastirllmasinda, p<0,05 oldugundan bu iki grupta elde edilen sonuglar istatistiksel
olarak farkhdir (Cizelge 3.2). 2n (10° M) grubunun DMSO kontrol grubuyla

karsilastirilmasindan, telomeraz inhibisyonunu sagladigi anlasiimaktadir (Sekil 3.1).
B: 2n (10 *M)

DMSO uygulanan kontrol grubuyla, 2n olarak adlandirilmis organik bilesigin
10° M konsantrasyonu uygulanan bireylerin olusturdugu grubun karsilastirilmasinda
elde edilen sonuglara gore istatistiksel olarak p<0,05 seviyesinde bir fark oldugu
goriilmektedir (Cizelge 3.2). 2n (10°M) grubunun DMSO kontrol grubuyla

karsilastiriimasindan, telomeraz inhibisyonunu sagladig anlasilmaktadir (Sekil 3.1).
2n (10 M) : 2n (10 “M)

2n Bilesiginin 10™* M konsantrasyonu uygulanan bireylerle, aynt bilesigin 10°M
konsantrasyonu uygulanan bireylerin olusturdugu gruplarin karsilastirilmasinda p<0,05
oldugundan, elde edilen sonucglara gére bu iki grup birbirinden istatistiksel olarak
farklidir (Cizelge 3.2). 2n (10°M) grubu, 2n (10 M) grubuyla kiyaslandiginda, daha

fazla telomeraz inhibisyonu gergeklestirdigi saptanmstir (Sekil 3.1).
2n (10 “M) : 2n (10 *M)

2n Bilesiginin 10"* M konsantrasyonu uygulanan bireylerle, aym bilesigin 10°M
konsantrasyonu uygulanan bireylerin olusturdugu gruplarin karsilastirilmasinda, bu iki
grubun istatistiksel olarak anlamli derecede farkli oldugu gézlenmistir (Cizelge 3.2).
Buna gore, 2n (10° M) grubunun, 2n (10* M) grubuna gore, daha fazla telomeraz
inhibisyonu sagladig anlasilmaktadir (Sekil 3.1).
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2j (10 *M ) : 2n (10 M)

Imidazo[1,2-a]pirazin tiirevi olan ve 2j olarak adlandirilmus diger bilesigin 10°
M konsantrasyonda uygulandigi bireylerin olusturdugu grupla, 2n bilesiginin aym
konsantrasyonda uygulandigi grubun karsilastirilmasinda p<0,05 oldugundan iki grup
arasinda elde edilen sonuglar istatistiksel olarak farklidir (Cizelge 3.2) ve 2n (10° M)
grubunun, 2j (10°° M) grubuna gbre, telomeraz inhibisyonunu daha fazla gerceklestirdigi
anlasilmaktadir (Sekil 3.1).
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4. TARTISMA VE SONUC

Tiimdr supresér genlerdeki mutasyon, biriken DNA hasar1 ve aktiflegen
telomerazla birlikte hiicrenin, kanserlestigiyle ilgili kamtlar mevcuttur (Boccardi ve
Paolisso, 2013). Normal viicut hiicrelerinin aksine, kati tiimorlerde ve kanser
hiicrelerinin yaklasik % 85’inde yiiksek telomeraz aktivitesi belirlenmistir. Telomeraz
aktivitesi yiiksek ise, kanser hiicrelerinin ¢ogunda oldugu iizere, kanser hiicreleri
oliimsiiz hale gelir (Dong ve dig., 2010). Telomerlerin uzamasim saglayan telomeraz
mekanizmasi, kanser hiicrelerinin sinirsiz ¢ogalmasi igin kullanilan bir mekanizma
oldugundan, telomeraz insan kanserleri igin neredeyse evrensel bir hedef olarak kabul
edilir (Buseman ve dig., 2012). Fare iizerinde yapilan ¢alismalarda, telomerazin aktive
edilmesinin ardindan, telomer disfonksiyonu ve malign tiimor gelisimini tesvik ettigi
belirlenmistir (Giines ve Rudolp, 2013). Telomerazin kanser gelisimi ile olan yakin
iligkisi, telomerazin kompleks yapisi, enzimatik aktivitesi ve yardimei proteinlerin roli

hakkinda daha detayl bilgi saglanmasini zorunlu kilmistir (Sandin ve Rhodes, 2014).

Bu calismada arastirdigimuz bilesiklerin, Demirayak ve Kayagil’in 2005’de
yayinladiklan ¢aligmaya gore, melphalan ve cisplatin gibi kemoterapide rutin olarak
kullanilan molekiillere gére, bazi kanser tiirlerinde daha iyi sonug verdigi goriillmiistiir.
Bilesiklerin ¢ogu, melphalandan daha iyi sitotoksisite sonuglar1 vermistir. 2n Bilesiginin
meme kanseri, melanom, kalin bagirsak kanseri, 16semi ve bobrek kanserlerinde
cisplatinden ¢ok daha fazla sitotoksik etki gOstermesi ayrica dikkat ¢ekicidir
(Demirayak ve Kayagil, 2005). Imidazo[1,2-a]pirazin tiirevleri basta kanser, norolojik
hastaliklar ve sitma hastaign olmak f{izere pek ¢ok hastalifin tedavisi igin
denenmektedir. Kanser ve Norolojik hastaliklar igin alinmis pek ¢ok patent internette

bulunabilir (US7189723 B2, WO02002010170 Al, US7259164 B2, US7393848 B2
gibi).

Bu tez calismasinda kullanilmis olan iki molekiil, 6,8-Diarilimidazo[1,2-
a]pirazin tiirevleridir. Bu bilesiklerin sentezi ve sitotoksik etkileri, 2005 yilinda
Demirayak ve Kayagil tarafindan yapilan makalede ortaya koyulmustur. Imidazo[1,2-
a]pirazin tiirevlerinin antikanser aktivitelerine dikkat ¢ceken birgok baska arastirmalar da
vardir. Myadaraboina ve arkadaglari, bazi tiirev molekiillerin antikanser etkilerini 4

kanserli hiicre hatt1 {izerinde denemis, elde ettikleri 6n sonuglara gore, bu bilesikleri
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antikanser etkilerini arttiracak sekilde yeniden dizayn etmislerdir. Bir imidazo[1,2-
a]pirazin tiirevinin sitotoksik etkisi, bu molekiile takilan yan gruplara (R gruplari) gore
degismektedir (Myadaraboina ve dig., 2010). Diarilimidazopirazinlerin ayrica iyi
antioksidanlar oldugu da yapilan bilimsel galismalarda gosterilmistir (De Wael ve dig,,
2009). Leng ve arkadaslar, 2012 yilinda yayinlanan makalelerinde, QSAR ¢alismast ile
kantitatif yapi-etki iligkisi kurmuslar ve baz imidazo[1,2-a]pirazin tiirevlerinin Aurora
A kinaz inhibitorleri olarak islev gdrebilecegini 6nermislerdir. Aurora A kinaz, mitotik
ser/thr kinaz ailesinin bir iiyesidir. Aurora kinazlar, kanser kemoterapisinde hedef
molekiil olarak diisiiniilmekte ve bu yiizden bu enzimleri inhibe edebilecek molekiillerin
arayis1 devam etmektedir (Keen and Taylor, 2004). Mitchell ve ekibi, imidazo[1,2-
alpirazin diaril iire bilesiklerinin, reseptor tirozin kinaz inhibitdrii olarak islev
gordiigiinii gdstermislerdir. Bu gelisme, bu bilesiklerin kanser dahil pek ¢ok hastaligin
tedavisinde kullanimina dair umutlar arttirmigtir (Mitchell ve dig., 2010). Bu bilesiklere
dair yapilan patent ¢alismalarina bakildiginda, protein kinaz inhibitorii olarak alinmig
pek cok patentin mevcut oldugu goriilebilir (US7186832, US7709468 vb). Matthews ve
arkadaslarinin galismasinda 3,6-di(hetero)arilimidazo[1,2-a]pirazin tiirevlerinin pek
cogunun checkpoint kinaz 1 (CHK1) ve diger baska kinazlarm inhibitdri oldugu
belirtilmektedir (Matthews ve dig., 2010). Bir baska checkpoint kinaz olan mTOR’u
regiile eden sinyal yollari, insan kanserlerinde siklikla aktive edilmis durumdadir.
mTOR’un hiicre dongiisiinii ilerlettigi ve aym zamanda anti-apoptotik etkisi oldugu
dusiiniilmektedir. Imidazo[1,2-a]pirazin tiirevlerinin mTOR inhibitorii olarak kullanimi
ile ilgili patent ve makaleler mevcuttur (Rosse, 2013). Dalak tirozin kinaz1 (SYK)
inhibitérii olarak Imidazo[1,2-a]pirazin tiirevlerinin kullamim ile ilgili de patent
kayitlar1 mevcuttur (US20100152159 A1, US20120220582 Al). Bu enzim ozellikle B
hiicre lenfomalarinda énemli goriilmektedir. B hiicre reseptorii (BCR) sinyalleri SYK yi
ve baz1 baglantili yollan aktive eder. BCR ve aktive ettigi molekiiller kanser tedavisi
icin onemli hedefler olusturmaktadir (Chen ve dig., 2013). Bazi kaynaklarda,
Imidazo[1,2-a]pirazin tiirevlerinin topoizomeraz 1l yi inhibe ettigi ve apoptozisi
indiikledigine dair bilgiler mevcuttur (Baviskar ve dig., 2011). Prevost ve ekibi 2006
yilinda yaymladiklar1 ¢alismalarinda, bir Imidazo[1,2-a]pirazin tiirevi olan BIM-
46174’tn, hiicrede G protein reseptér kompleksinin bir inhibitdrii olarak islev

gordiigiinii ortaya gikartmislardir. Bu makale, kanserin tetiklenmesi ve ilerlemesinde
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cok onemli bir role sahip olan G protein reseptorlerinin de Imidazo[1,2-a]pirazin

tiirevleri tarafindan hedef alinabilecegini gostermektedir.

Bu tez galismasinda ortaya ¢ikan sonuglara gore bazi Imidazo[1,2-a]pirazin
tiirevleri, telomeraz inhibisyonu saglamak amaciyla da kullamlabilir. 2n kodlu 6-(4-
Metilfenil-8-(4-klorofenil)imidazo[1,2-a]pirazin (C;9H;4N3Cl) bilesiginin 107 ve 10°M
konsantrasyonlarinin uygulamalarinda, telomeraz aktivitelerini istatistiksel olarak
anlamli derece inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu sonuglara dayanarak, bu bilesigin daha
detayli aragtirmalar sonucu bir anti-kanser ajan olarak kullanilabilme olasihgi ortaya

cikmustir.

Telomeraz inhibisyonu saglamak igin en uygun hedef, telomerazin katalitik alt
birimi olan hTERT genidir. Yapilan bir c¢alismada telomerazin RNA bileseninin
engellenmesi (hTERT) insan prostat kanserinde, kanser hiicrelerinin biiylimesinin
durmast ve apoptoza ugramasim saglamistir (Mocellin ve dig., 2013).
Telomer/telomeraz protein komplekslerinin, en azindan bazi bilesenlerinin inhibe
edilmesiyle hiicre dongiisiiniin kontrol edilebildigi, ¢esitli g¢alismalarla kanitlanmistir
(Blackburn, 2001). Bu konuyla ilgili diinya iizerinde yapilan g¢alismalar sonucu,
telomeraz inhibisyonunun saglanmasiyla kanser hiicrelerini hedef alan etkili anti-kanser
terapisinin kesfedilecegi dustiniilmektedir (Shay ve Wright, 2010). Telomeraz
inhibit6rleri olarak klinik ¢alismalar su anda: Imetelstat (GRN163L), dogrudan telomeraz
antagonisti; gen tedavisi, telomeraz ifade eden hiicreleri hedefleme; telomeraza 6zel
peptit asilarla immiinoterapi uygulamalan seklinde, ii¢ farkli yolla yapilmaktir. Son
zamanlarda yapilan g¢alismalarda, bazi telomeraz inhibitdrleri, kemik iligi, prostat,
beyin, gogiis ve pankreas kanseri hiicreleri iizerinde denenmis ve kanser hiicrelerinin

sayilarinda azalma oldugu tespit edilmistir (Buseman ve dig., 2012).

Bu ¢aligmada telomeraz inhibisyonu yaptifimi belirledigimiz 2n kodlu 6-(4-
Metilfenil-8-(4-klorofenil)imidazo[1,2-a]pirazin (C;9H;4N3Cl) bilesiginin hangi yolla
bu etkiyi gdsterdigi bilinmemektedir. Substrat analogu olarak kompetatif inhibisyon
gostermesi olasi olmakla birlikte, non-kompetatif inhibisyon da gosteriyor olabilir. Bu

konunun agikliga kavusmasi igin daha ileri ¢calismalarin yapilmas: gerekmektedir.

Ayrica  ¢alismamizda, kimyasal maddeleri ¢ozmek igin  kullamlan

dimetilsiilfoksit (DMSO)’in telomeraz aktivitesini artirict etki gosterdigi gozlenmistir.
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De Mat ve arkadaslarimin yaptig1 bir ¢alismada, telomeraz aktivitesi olmadigr / duisik
oldugu bilinen hiicre hattmn DMSO’ya maruz birakilmasi sonucu, telomeraz
aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (De Mat ve dig., 2001). Fare lizerinde embriyonik kok
hiicrelerin farklilasmasiyla ilgili yapilan bir ¢alismada ise, her bireye dimetilstilfoksit
(DMSO) muamelesi sonucunda TERT geni ifadesi yiikselmis ve telomeraz aktivitesinin

arttig1 tespit edilmistir (Armstrong ve dig., 2000).

Giintimiizde en yaygin sekilde kullanilan kemoterapi ilaglarmin en &nemli
dezavantaji segici olmamalaridir. Béylelikle kanserli hiicreyle beraber normal saglikli
hiicreler iizerinde de etki gdsterirler. Telomeraz inhibisyonu stratejisi daha spesifik bir
temel saglar. Boylelikle telomeraz aktivasyonu sebebiyle siirsiz boliinebilen kanser
hiicreleri, telomeraz enziminin inhibe edilmesiyle bu 6zelliklerini kaybedebilirler.
Ayrica kanser hastalifinin heniiz, tiim kanserler i¢in etkili olabilecek net bir tedavisinin
bulunamamasi, dolayisiyla bu hastaligin insanlar igin 6nemli bir saglik sorunu olmasi,

yaptigimiz ¢alismanin literatiire katki olmast agisindan 6nemini artirmaktadir.

40



KAYNAKLAR

Adams J., 2003. The development of proteasome inhibitors as anticancer drugs. Cancer Cell, 5, 417-421.

Amatruda F.J., Shepard L.J., Stern M.H. and Zon L.L., 2002. Zebrafish as a cancer model system. Cancer
Cell, 1, 229-231.

Ande R.S., Chen J., Maddika S., 2009. The ubiquitin pathway: An emerging drug target in cancer
therapy. European Journal of Pharmacology, 625, 199-205.

Anchelin M., Murcia L., Pe’ rez A.F., Garci’a-Navarro M.E. ,Cayuela L.M., 2011. Behaviour of telomere
and telomerase during aging and regeneration in zebrafish. Plos One, 6, 1-14.

Armanios M., Blackburn E.H., 2012. Telomerase and telomere components involved in human
monogenic  telomere  syndromes. Nature Reviews Genetics, 13, 693-704, from
http://www.nature.com/nrg/journal/v13/n10/fig_tab/nrg3246_F1.html

Armstrong L., Lako M., Lincoln J.,Cairns M.P., Hole N., 2000. mTERT expression correlates with
telomerase activity during the differentiation of murine embryonic stem cells. Mechanisms of
Development , 97, 109-116.

Artandi E.S. and Di Pinho A.R., 2009. Telomeres and telomerase in cancer. Carcinogenesis, 31, 9-18.

Bailly C., 2000. Topoisomerase I poisons and suppressors as anticancer drugs. Current Medicinal
Chemistry, 7, 39-58.

Baviskar, A.T., Madaan, C., Preet, R., Mohapatra, P., Jain, V., Agarwal, A., Guchhait, S.K., Kundu, C.N.,,
Banerjee, U.C., Bharatam, P.V., 2011. N-fused imidazoles as novel anticancer agents that inhibit
catalytic activity of topoisomerase Ila and induce apoptosis in G1/S phase. J Med Chem, 54(14),
5013-30.

Blackburn H.E., 2001. Switching and signaling review at the telomere. Cell, 106, 661-673.

Boccardi V., Paolisso G., 2014. Telomerase activation: A potential key modulator for human healthspan
and longevity. Ageing Research Reviews, 15, 1-5.

Buseman CM., Wright W.E., Shay J.W., 2012. Is telomerase a viable target in cancer? Mutation
Research, 730, 90-97.

Caley A., and Jones R., 2012. The principles of cancer treatment by chemotherapy. Surgery, 30:4, 186-
190.

Chen, L., Monti, S., Juszczynski, P., Ouyang, J., Chapuy, B., Neuberg, D., Doench, 1.G., Bogusz, A M.,
Habermann, T.M., Dogan, A., Witzig, T.E., Kutok, J.L., Rodig, S.J., Golub,T., Shipp, M.A.
2013, SYK Inhibition modulates distinct PI3K/AKT dependent survival pathways and
cholesterol biosynthesis in diffuse large B cell lymphomas. Cancer Cell, 23, 826-838.

Costenaro L., Grossmann J.G., Ebel C. and Maxwell A., 2007. Modular structure of the full-length DNA
Gyrase B subunit revealed by small-angle X-Ray scattering. Structure, 15, 329-339.

41



De Matte AM.Y., Cheng J.Q., Kruk P.A., 2001. Ultraviolet irradiation- and dimethyl sulfoxide-induced
telomerase activity in ovarian epithelial cell lines. Experimental Cell Research, 267, 13-27.

Demirayak S., Kayagil 1., 2005. Synthesis of some 6,8-diarylimidazo[1,2-a]pyrazine derivatives by using
either reflux or microwave irradiation method and nvestigation of their anticancer activitie. J
Heterocyclic Chem, 42, 319-325.

DeVita T. V. and Chu E.Jr., 2010. Principles of cancer chemotherapy. Physicians’ Cancer Chemotherapy
Drug Manual, 1, 1-14.

De Wael F., Jeanjot P., Moens C., Verbeuren T., Cordi A., Bouskela E., Rees J., Marchand-Brynaert J.,
2009. In vitro and in vivo studies of 6,8-(diaryl)imidazo[1,2-a]pyrazin-3(7H)-ones as new
antioxidants. Bioorganic and Medicinal Chemistry, 17, 4336-4344.

Donate L.E and Blasco M.A., 2011. Telomeres in cancer and ageing. Phil. Trans. R. Soc. B, 366, 76-84.

Dong M., Miirdter T.E., Klotz U., 2010. Telomeres and telomerase as novel drug targets: reflections on
the 2009 Nobel Prize in Physiology or Medicine. Eur J Clin Pharmacol, 66, 1-3.

Duffy J.M., McKiernan E., O’Donovan N. and McGowan M.P., 2009. Role of ADAMs in cancer
formation and progression. Clin Cancer Res., 15, 1140-1144.

Garcia F.1., Solarzono de O.C., Mantuenga M.L., 2008. Telomeres and telomerase in lung cancer.
Journal of Thoracic Oncology, 3, 1085-1088.

Greenhalgh A.T. and Symonds P.R., 2014. Principles of chemotherapy and radiotherapy. Obstetrics,
Gynaecology and Reproductive Medicine , 249, 259-265.

Gunes C. and Rudolph L.K., 2013. The role of telomeres in stem cells and cancer. Cell, 152, 390-393.

Guo S., 2004. Linking genes to brain, behavior and neurological discases: What can we learn from
zebrafish? Genes, Brain and Behavior, 3, 63-74.

Henriques M.C., Carneiro C.M., Tenente M.1., Jacinto A., Ferreira G.M., 2013. Telomerase is required
for zebrafish lifespan. PLOS Genetics, 9, 1-13.

Hidalgo M. and Eckhardt G.S., 2001. Development of matrix metalloproteinase mhibitors in cancer
therapy. Journal of the National Cancer Institute, 93, 178-193.

Howe D.G, Bradford Y.M, Conlin C., Kartal A.E, Fashena D., Frazer K., Sovalye J., Mani P., Martin R.,
Moxon S.A.T., Paddock H., Pich C., Ramachandran S., Ruef B.J., Ruzicka L., Schaper K., Shao
X., Singer A., Sprunger B., Van Slyke C.E and Westerfield M., 2013. ZFIN, the zebrafish
model organism database: increased support for mutants and transgenics. Nucleic Acids
Research, 41, 854-860. from http://nar.oxfordjournals.org/.

Hsu C., 2014. Brain Cancer Linked to Longer Telomeres. Mental Health update Jun 09, 07:05 from
http://www.counselheal.com/articles/10021/20140609/brain-cancer-linked-longer-telomeres.htm

Jesus de B.B. and Blasco A.M., 2012. Potential of telomerase activation in extending health span and
longevity. Current Opinion in Cell Biology, 24, 739-743

Keen, N., Taylor, S. 2004. Aurora-kinase inhibitors as anticancer agents. Nature Reviews Cancer, 4,
927-936.

Laco S.G. and Pommier Y., 2008. Role of a tryptophan anchor in human topoisomerase I structure,
function and inhibition. Biochem. J., 411, 523-530 (Printed in Great Britain).

Lange de T., 2009. How telomeres solve the end-protection problem. Science; 326(5955)-948. from
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2819049/

42



LiuL., XuY., XuL. Wang J., Wu W., Xu L., Yan Y., 2014, Analysis of differentially expressed proteins
in zebrafish (Danio rerio) embryos exposed to chlorpyrifos. Comparative Biochemistry and
Physiology, Part C 167, 183-189.

Mahalingam D., Swords R., Carew J.S., Nawrocki S.T., Bhalla K.and Giles F.J., 2009. Targeting HSP90
for cancer therapy. British Journal of Cancer, 100, 1523-1529.

Makin G., 2013. Principles of chemotherapy. Paediatrics and Child Health Symposium: Oncology, 24 :4,
161-165.

Matthews T.P., McHardy T., Klair S., Boxall K., Fisher M., Cherry M., Allen C.E., Addison G.J., Ellard
J., Aherne G.W., Westwood .M., Montfort R., Garrett M.D., Reader J.C., Collins 1., 2010.
Design and evaluation of 3,6-di(hetero)aryl imidazo[1,2-a]pyrazines as inhibitors of checkpoint
and other kinases. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 20, 4045-4049.

Mcllwain C.C., Townsend M.D. and Tew K.D., 2006. Glutathione S-transferase polymorphisms: cancer
incidence and therapy. Oncogene, 25, 1639-1648.

Mitchell S.A., Danca M.D., Blomgren P.A., Darrow J.W., Currie K.S., Kropf I.E., Lee S.H., Gallion S.L.,
Xiong J.M., Pippin D.A., DeSimone R.W., Brittelli D.R., Eustice D.C., Bourret A., Hill-Drzewi
M., Maciejewski P.M., Elkin L.L., 2009. Imidazo[1,2-a]pyrazine diaryl ureas: Inhibitors of the
receptor tyrosine kinase EphB4. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 19, 6991-6995.

Mocellin S., Pooley K.A. ve Nitti D., 2013. Telomerase and the search for the end of cancer. Trends in
Molecular Medicine, 19: 2, 125-133.

Myadaraboina S., Alla M., Saddanapu V., Bommena V.R., Addlagatta A., 2010. Structure activity
relationship studies of imidazo[1,2-a]pyrazine derivatives against cancer cell lines. European
Journal of Medicinal Chemistry, 45, 5208-5216.

Pelicano H., Martin DS., Xu R-H. and Huang P., 2006. Glycolysis inhibition for anticancer treatment.
Oncogene, 25, 4633-4646.

Pre'vost G.P., Lonchampt M.O., Holbeck S., Attoub S., Zaharevitz D., Alley M., Wright J., Brezak M.C.,
Coulomb H., Savola A., Huchet M., Chaumeron S., Nguyen Q., Forgez P., Bruyneel, E., Bracke
M., Ferrandis E., Roubert P., Demarquay D., Gespach C., Kasprzyk P.G. 2006. Anticancer
activity of BIM-46174, a new inhibitor of the heterotrimeric Go/GPy protein complex. Cancer
Res, 66(18), 9227-9234.

Rosse, G., 2013. Imidazopyrazine Derivatives As Inhibitors of mTOR. ACS Med Chem Lett, 4(6), 498-
499.

Ruden M. and Puri N., 2013. Novel anticancer therapeutics targeting telomerase. Cancer Treatment
Reviews, 39, 444-456.

Sandin S. and Rhodes D., 2014. Telomerase structure. Current Opinion in Structural Biology, 25, 104-
110.

Shay W.J. and Keith N.W, 2008. Targeting telomerase for cancer therapeutics. British Journal of Cancer,
98, 677-683.

Shay J.W. and Wright W.E., 2010. Telomeres and telomerase in normal and cancer stem cells. Febs
Letters, 584, 3819-3825.

Shay W.J. and Wright E'W., 2011. Role of telomeres and telomerase in cancer. Seminars in Cancer
Biology, 21, 349-353.

43



Tew K.D., 1994. Glutathione-associated enzymes in anticancer drug resistance. Cancer Research, 54,
4313-4320.

Tian X., Chen B. and Liu X., 2010. Telomere and telomerase as targets for cancer therapy. Appl.
Biochem Biotechnol, 160, 1460-1472.

Tomicic T.M. and Kaina B., 2013. Topoisomerase degradation, DSB repair, p53 and IAPs in cancer cell

resistance to camptothecin-like topoisomerase I inhibitors. Biochimica et Biophysica Acta, 1835,
11-27.

Townsend M.D. and Tew D.K., 2003. The role of glutathione-S-transferase in anti-cancer drug resistance.
Oncogene, 22, 7369-7375.

Vihinen P. and Kahari M.V., 2002. Matrix metalloproteinases in cancer: prognostic markers and
therapeutic targets. Int. J. Cancer, 99, 157-166.

Visse R. and Nagase H., 2003. Matrix Metalloproteinases and Tissue nhibitors of metalloproteinases
structure, function, and biochemistry. Circ Res., 92, 827-839.

Voutsadakis A.IL. and Papandreou N.C., 2012. The ubiquitin-proteasome system in prostate cancer and its

transition to castration resistance. Urologic Oncology: Seminars and Original Investigations, 30,
752-761.

Wise R.D. and Thompson B.C., 2010. Glutamine addiction: A new therapeutic target in cancer. Trends in
Biochemical Sciences, 35, 427-433.

Xu R-H, Pelicano H., Zhou Y., Carew S.J., Feng L., Bhalla N.K., Keating J.M., Huang P., 2005.

Inhibition of glycolysis in cancer cells: a novel strategy to overcome drug resistance associated
with mitochondrial respiratory defect and hypoxia. Cancer Res., 65: (2), 613-621.

44



OZGECMIS

Ad1 ve Soyadi: Abdulkerim BILGINER
Dogum Yeri ve Yili: Istanbul/ Kadikdy - 01.01.1991
Medeni Hali: Bekar

Yabanci Dili: Ingilizce

Egitim Durumu
Lise: Mahmutbey Lisesi ( Istanbul), 2003-2006
Lisans: Mehmet Akif Ersoy Universitesi (Burdur), 2008-2012

Yiiksek Lisans: Mehmet Akif Ersoy Universitesi (Burdur), 2013- ?

45



