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15 times more than the typical cell to provide their energy demand. The pathway of this
energy production is known as glycolysis. With the inhibition of the glycolysis pathway,
we can both disrupt the metabolic balance of cancer cell and limits the energy sources of
the cancer cell. For these purposes, in the present thesis studies, the inhibition of HK-11
enzyme, which is the first-rate restricting step of the metabolic pathway of the glycolysis

have been studied by using some phenolic compounds.
2017, 71 pages

KeyWords: Glucose Metabolism, cancer, HK-11 Enzyme, Phenolic compounds,

activation, inhibition



ONSOZ VE TESEKKUR

Bu ¢alismanin ger¢eklesmesinde ii¢ yil boyunca degerli bilgi ve tecriibeleriyle her zaman
yol gdsteren, giiler yiiziinli ve samimiyetini esirgemeyen degerli danisman hocam sayin

Yrd. Dog. Dr. Sevki ADEM’ e,

Tez ¢alismam boyunca beraber ¢alistigim ¢alisma arkadasim Naciye Kayhan’a ve Caglar
Giiler’e, caligmalarim boyunca bilimsel ve moral destegini eksik etmeyen esim Volkan
EYUPOGLU?’ na, calismalarimi bir an &nce bitirip kendisiyle vakit gecirmemi dileyen ve
bekleme sabrimi bir biiyiik edasiyla gosteren oglum Muhammet Ali EYUPOGLU” na,
higbir zaman desteklerini esirgemeden giivenerek sabirla ve inangla yanimda olan tiim
calisma arkadaslarima, 15 Temmuz sehit ve gazilerine sonsuz saygi ve tesekkiirleri bir

borg bilirim.

2014L06 nolu Cankir1 Karatekin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi Yiiksek
Lisans tez projesi ile desteklenmistir. Katkilarindan dolay1 Cankir1 Karatekin Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine tesekkiirii bir borg bilirim.

Hem. Reyhan EYUPOGLU
Cankiri, Temmuz 2017



ICINDEKILER

OZET ..ottt ettt ettt bbbttt i
ABSTRACT ..ttt ettt e b e e st e s bt e te e st e Re et e neeeReenbe et ane e re e ii
ONSOZ VE TESEKKUR .......oiiteiiiieeceeteetes et ese st ensee et en et sss s iv
SIMGELER DIZINL.....cocoiiiiiiiiiiieeeecece ettt viii
SEKILLER DIZINI.....cooiiiiiiiiiiiiicceeeeece et IX
TABLOLAR DIZINT ...coviiiiiiiiiii s Xi
L.GIRIS ettt ettt ettt ettt en et 12
2. LITERATUR OZETI ..ccouiiiiiiiiiicisiisiicieci i 14
2.0 ENZIMIBT oo 14
2.2. Enerji Kaynagi Olarak Kullanilan Glikoliz Metabolik Yolu ........cccccooiiiiiinnne 15
2.2.1. Glikoliz metabolik yolu reaksiyonlari ve enzimleri...........ccocerviiininiiinnnns 16

2.3. Kanserin Tanimi ve OZelliKIETi........c.cocovovvrueieiieeeceeeee s esieseee e eseseteis e eneeeseis 18
2.4. Warburg Teorisi ve Kanser Hiicrelerinde Glukoz Metabolizmast....................... 21
2.5. Kanser Tan1 ve Tedavisinde Glikolizin Yeri .......ccccoovviiiiiiiiciiccneeee e 23
2.6. Kanserde Aerobik Glikolizi Artiran Cesitli Mekanizmalar ............ccccooceeeineennne 24
2.6.1. Mitokondriyal hasarlar.............cccoiiiiiiiii 24
2.6.2. Bazi metabolik ara Grinlerin artiS1.......ccoovveiieeeiiee i 24
2.6.3. HIPOKSI .ttt 25
2.6.4. Onkojen ve bazi metabolik enzimlerin anormal artis1 ...........ccocveviiiiiienns 26

2.7. Kanserde Disa Vuran 1Zoenzimler ...........ococovvvveveveiieeeieseeeeeeee e, 26
2.8. Kanser Tedavisinde Stratefiler ..o 28
2.9. Kanser Tedavisi Igin Glikoliz InhibiSyonu ...........c.ccccevrivevriiveiiiersiicesscenne, 28
2.10. Glikoliz Inhibisyonu i¢in Kullanilan Fenolik BilesiKIer.............cccevvevrvrvrerennsnn 30

3. MATERYAL VE METOT ...ttt s 32
UL MALEIYAL ... 32



3.1.1 Deneysel calismalarda kullanilan kimyasal maddeler .............cccoceeviiennnn. 32

3.1.2 Deneysel calismalarda kullanilan laboratuvar malzemeleri ve cihazlar ........ 33
3.1.3 Deneysel calismalarda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmast .............cccceeeeee. 33

B2 MEIOL ... 34
4. BULGULAR ...ttt ettt b e be et sne e nbeentesneenbeenee s 36
4.1. Enzim Aktivite Caligmalar1 ve Optimum Sartlarin Belirlenmesi .................... 36

4.2. Enzim Inhibisyon CalISMalari.........c.coceeueveeeeresieissessese s e, 37

4.2.1. Enzim inhibitorii olarak kullanilan flavon bilesikleri ve gdstermis olduklari

UKL oo 38

4.2.2. Enzim inhibitorii olarak kullanilan flavonol bilesikleri ve gostermis olduklari

UKL oo 43

4.2.3. Enzim inhibitori olarak kullanilan flavanon bilesikleri ve gdstermis

10 (o 101 E= T =11 0 1 (<) TR 49

4.2.4. Enzim inhibitorii olarak kullanilan flavanonol bilesikleri ve gostermis

o) o L0133 1< 1 [ TR 52
4.3. Inhibisyon Etkisi Gosteren Maddeler ve IC50 Degerleri...........coverrveririrerennnnn. o7
4.3 1. CRIYSIN oot 58
4.3.2. BAICAIBIN. ..ot 58
4.3.3. BAICAIIN ...t 59
4.3.4. DIOSIMELIN ..ottt bbbttt bbbt 60
4.3.5. RULIN HIAIAL.......ooiiiiiiice e 60
4.3.6. QUEICELIN .. .veiiiiie ettt ettt e e e e et e e e sabe e e sabe e e eaaeeenaeeas 61
A.3.7. IMIYTICEEIN ..ot e e s b e e teesane e 62
4.3.8. FISBEIN ...ttt 62
4.3.9. GallOCAECNIN. ..o 63
4.5, KiCaliSMalari........cccoiiiiieiiiiiiec et e e e eare e e e 64
5. TARTISMA VE SONUC ....cveveeeeeeeeeeeeeeeeseseeeseeseeseesesseeseseseessesees s esessessesenesssenes 67

Vi



KAYNAKLAR Lo

OZGECMIS

vii



SIMGELER DiZiNi

HK- 11
G6PD
EDTA
IC50
Ki

Km

NADP+
nm

Tris
Vmax
mg

mi

mM
DMS
PMSF
SDS

ul

°C

ATP
NaCl
NADP+
MgCI2

ng

min.

233

He-La
FDG
PET

Hekzokinaz 2 enzimi

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz

Etilendiamin tetra asetik asit

Maksimum hiz1 yariya diisiiren inhibitér konsantrasyonu
Inhibisyon katsayisi
Enzimin aktif bolgelerinin
konsantrasyonu
Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (okside form)
Nanometre

Trihidroksimetil amino metan

Maksimum hiz

Miligram

Mililitre

Molar

Milimolar

Dimetil Siilfat

fenilmetilsiilfonil florid

sodyum dodesil siilfat

mikrolitre

santigrat derece

Adenin trifostat

Sodyum kloriir

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
Magnezyum kloriir

Litre

mikrogram

gram

Dakika

Nanometre

Molalite

Molarite

bir ¢ozeltinin asitlik veya bazlik derecesini tarif eden 6l¢ii
birimidir.

kanser arstirmalarinda kullanilan kiiltiir hiicreleri
Floro-2-deoksiglukoz

Pozitron emisyon tomografisi

yarisinin  doldugu

viii

subsrat



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. Glikoliz metabolik yolu(Pelicano et al. 2006) ............cccccvevveiieiveie e 16
Sekil 2.2. Kanser Hiicresinin OZelliKIEr ........ccco.ovvrerveveiiecceeieieseeeeeee s, 20
Sekil 2.3. Oksidatif fosforilasyon ve aerobik glikoliz (Devic 2016) ..........ccccceveverieenene 22
Sekil 2.4. Glukoz Aliminda Artig(Finlay 2012) ....cccvviviiiiiiiiiiice e 23
Sekil 2.5. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinda metabolik ara iirtinlerin rolii................... 25
Sekil 2.6. Kanserde anormal artig gosteren izoenzimler.............cocvvverveniincnienennenn 26
Sekil.2.7. Hekzokinaz ve izoenzimleri(Scatena et al. 2008)...........cccceveiereiinieninnnins 27
Sekil.2.8. Glikoliz inhibisyonu (Ganapathy-Kanniappan and Geschwind 2013)........... 29
Sekil.4.1. Flavon bilesiklerinin genel molekiil yapist..........cccocoeeiiiiiiiiiiicniece 38
Sekil.4.2. Flavon bilesiklerinden Chrysin’in molekiiler yapist.........c.ccovveiiiiciiienennnn. 38
Sekil.4.3. Flavon bilesiklerinden Apigenin’in molekiiler yapist ........cccooevvriiiiieninnnn. 39
Sekil.4.4. Flavon bilesiklerinden Baicalein’in molekiiler yapist ...........cccoccvevveiineninenne 40
Sekil.4.5. Flavon bilesiklerinden Baicalin’in molekiiler yapisi.........ccccccovveniiiicnnnnne 40
Sekil.4.6. Flavon bilesiklerinden Diosmin’in molekiiler yapist .........cccoovevviiciieninnnne. 41
Sekil.4.7. Flavon bilesiklerinden Diosmetin’in molekiiler yapist..........cccocoveviviinennnnnn 42
Sekil.4.8. Flavon bilesiklerinden Luteolin’in molekiiler yapist.........cccoovviieiiiiiecnnnnn 42
Sekil.4.9. Flavonol bilesiklerin genel molekiil yapist.......cccovveviiiiiiiiiiiiiiciicic 43
Sekil.4.10. Flavonol bilesiklerinden Rutin hidrat’in molekiiler yapisi............cccevvennnne. 44
Sekil.4.11. Flavonol bilesiklerinden Kaempferol’tin molekiiler yapist ..........cccocoverennnne. 44
Sekil.4.12. Flavonol bilesiklerinden Quercetin’in molekiiler yapist ..........cccocvvvvennnnn. 45
Sekil.4.13. Flavonol bilesiklerinden Myricetin’in molekiiler yapist ..........ccocccvvveninnnnne. 46
Sekil.4.14. Flavonol bilesiklerinden Quercetin 3- B-D glucose’un molekiiler yapisi.....46
Sekil.4.15. Flavonol bilesiklerinden Fisetin’in molekiiler yapist ..........cccocoveviiiiecnnnnnn 47
Sekil.4.16. Flavonol bilesiklerinden Galangin’in molekiiler yapisi ...........cccocovvivernnnnn. 48
Sekil.4.17. Flavonol bilesiklerinden Morin hidrat’ i molekiiler yapisi............cc.ccovneeee 48
Sekil.4.18. Flavanonlarin genel molekill yapist........cccocevviiiiiiiiiiiiiicec 49
Sekil.4.19. Flavanon bilesiklerinden Hesperitin® in molekiiler yapisi..........c.cccocovernnnnnn. 50
Sekil.4.20. Flavanon bilesiklerinden Naringenin’ in molekiiler yapist ..........cccccverunnne. 50
Sekil.4.21. Flavanon bilesiklerinden Hesperidin’ in molekiiler yapisi............c.ccoovvneene 51



Sekil.4.22. Flavanon bilesiklerinden Neohesperidin’ in molekiiler yapist ..................... 52

Sekil.4.23. Flavanonollerin genel molekiil yapisi.........ccvvveiiiiiiiiiiiiiiiciie e 53
Sekil.4.24. Flavanonollerden Gallocatechin’ in molekiiler yapisi........ccccooveviiiveiiinnnnne 53
Sekil.4.25. Flavanonollerden Catechin gallate’ in molekiiler yapisi .........cccevvveiivnenne. 54
Sekil.4.27. Flavanonollerden Taxifolin hidrat’in molekiiler yapisi........ccc.ccocvriveninnnne. 55
Sekil.4.28. HK-II enzimi tizerine Chrysin % aktivite-[1] grafigi.........c.cccoovvviiiininnnn. 58
Sekil.4.29. HK-II enzimi {izerine Baicalein % aktivite-[I] grafigi .......cccccccvvvvivrnnnnnn 59
Sekil.4.30. HK-II enzimi {izerine Baicalin % aktivite-[I] grafigi .........ccccoevivrinrnnnnnn 59
Sekil.4.31. HK-II enzimi iizerine Diosmetin % aktivite-[I] grafigi.........cccccoovvvvnivnnnnns 60
Sekil.4.32. HK-II enzimi tizerine Rutin Hidrat % aktivite-[1] grafigi ...........c.cccvvrnnene. 61
Sekil.4.33. HK-II enzimi {izerine Quercetin % aktivite-[1] grafigi........ccccccevvvrivennnnne 61
Sekil.4.34. HK-II enzimi tizerine Mrycetin % aktivite-[I] grafigi.........cccooviiiiiinnnn 62
Sekil.4.35. HK-II enzimi tizerine fisetin % aktivite-[I] grafigi..........cccoevivriiiiennnnnn 63
Sekil.4.36. HK-II enzimi {izerine gallocatechin % aktivite-[I] grafigi .........c.ccceerunenne. 63

Sekil.4.37. HK-Il enzimi {lizerinde gallocatechin i¢in 5 farkli glukoz konsantrasyonunda
cizilen LiNeWeaVer-Burk grafiZi ..........ccocuviiiiiiiiiiiiiiie s 65
Sekil.4.38. HK-I1 enzimi tlizerinde baicalein i¢in 5 farkli glukoz konsantrasyonunda
cizilen Lineweaver-Burk grafigl ........cccoooviiiiiiiiiie e 65
Sekil.4.39. HK-Il enzimi {izerinde baicalin i¢in 5 farkli glukoz konsantrasyonunda

cizilen Lineweaver-Burk grafifi........cccccooiiiiiiiiiiiiiiiiici 66



TABLOLAR DiZiNi

Tablo.2.1. Saglikl1 ve kanser hiicreleri arasindaki farkliliklar ............ccccceviveieiiiiiennnn 19
Tablo.4.1. Hekzokinaz-II enzimi aktivitesi tizerine optimum sartlarin belirlenmesi ..... 37
Tablo. 4.2. HK-II enzimi tizerine Chrysin’ in etKiSi ........c.cooovriiiniiieiiieiese s 39
Tablo. 4.3. HK-II enzimi tizerine Apigenin’ in etkiSi .......cccccvevveiiveiiviieieeseesesieseenienn 39
Tablo. 4.4. HK-I1 enzimi iizerine Baicalein’ in €tkiSi.........c.ccoovvvriiniininnenenineseseniens 40
Tablo. 4.5. HK-II enzimi tizerine Baicalin’ in etKiSi.........cccccvrrveiieerivniinsieeseeniesieseeneens 41
Tablo.4.6. HK-1I enzimi {izerine DioSmin’ in €tkiSi .......cccvevverieiieenvsiieseeseeresieseeneens 41
Tablo. 4.7. HK-I1 enzimi tizerine Diosmetin’ in etKiSi.......co.cvvvrviriinrinrnieiesiniesesennens 42
Tablo. 4.8. HK-Il enzimi tizerine Luteolin’ in €tkiSi..........coocurriririrrininnieienisesenenneas 43
Tablo. 4.9. HK-II enzimi tizerine Rutin Hidrat’m etkiSi..........c.ccocovivvvviieniiniiieniens 44
Tablo. 4.10. HK-11 enzimi {izerine Kaempferol” iin etkisi ..........cccceveriiireniiniennnnnnns 45
Tablo.4.11. HK-1l enzimi tizerine Quercetin’ in €tkiSi .......ccevveeiveiiieeiiieiiec e 45
Tablo.4.12. HK-1I enzimi tizerine Myricetin’® in etkiSi .........covvviirieerininierescsesisinieas 46
Tablo. 4.13. HK-II enzimi {izerine Quercetin 3-B-D glucose’ un etkisi..........c.ccocvrvnnene 47
Tablo. 4.14. HK-II enzimi tizerine Fisetin® in €tKiSi .......cccvevvereriierieniesieseeneseeneeeeas 47
Tablo. 4.15. HK-II enzimi {izerine Galangin’ in etKiSi..........ccocuvvrriieieieneninesesenins 48
Tablo. 4.16. HK-II enzimi {izerine Morin Hidrat > 1n etKisi........cccoervreieienisiesinnnnns 49
Tablo. 4.17. HK-II enzimi {izerine Hesperitin® in €tkisi .........ccccocereiiririeinicneneinene, 50
Tablo. 4.18. HK-Il enzimi {izerine Naringenin’ in etkisi.........ccocevererinenenenesennnnnns 51
Tablo. 4.19. HK-II enzimi {izerine Hesperidin’ in etkiSi..........coouvveiieiineneninesininnns 51
Tablo. 4.20. HK-I1 enzimi {izerine Neohesperidin’ in etkisi.........c.ccovevriiiineneinennen. 52
Tablo. 4.21. HK-II enzimi {izerine Gallocatechin * in €tKiSi..........ccoovrvreriesiiienininnnns 53
Tablo. 4.22. HK-II enzimi {izerine Catechin gallate’ in etkisi ........ccccoovreveiirieniinnnnns 54
Tablo. 4.23. HK-II enzimi {izerine Epicatechin’ in etkisi ........ccccevvevirineieniniiiininnns 55
Tablo. 4.24. HK-1I enzimi {izerine Taxifolin hidrat’ m etkisi..........ccoccvvvrriveieniienennnns 55
Tablo. 4.25. Fenolik bilesiklerin HK-II enzimi tizerine etkisi ..........ccovvvevieiieeinernnnn, 56
Tablo4.26. Inhibisyon Etkisi Gosteren Maddeler ve ICso Degetleri........ccccevvvvvcnenann. 57
Tablo.4.27. Fenolik maddelerin HK-I1 enzimleri {izerine K ¢alisma sonuglart............. 64

Xi



1.GIRIS

Saglikli hiicreler biiyiimek ve fonksiyonlarmi yiiriitmek i¢in gereken enerjiyi; glukoz
kullanarak iretirler. Canlilar biyolojik yasami siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan bu
enerjiyi yonlendirebilmek i¢in hiicre i¢i diizenleyicilere ihtiya¢ duyarlar. Yeni dokularin
insasi, eskilerin ortadan kaldirilmasi, gidalarin enerjiye ve metabolizma i¢in gerekli
metabolitlere doniistiiriilmesi, atik maddelerin ortadan kaldirilmasi ve canh igin tekrar
yeni iriinlere doniistiiriilmesi veya zararsiz hale getirilmesi gibi faaliyetler enzimler

araciligiyla olmaktadir.

Aym zamanda enzimler bize ¢cok 6nemli ipuglart da vermektedirler. Ornegin; bircok
hastaligin teshisinde ve tedavi siirecinin takibinde kullanilmaktadir. Enzimlerin saglik
alaninda, tan1 ve tedavide son derece onemli gorevleri ve katkilari bulunmaktadir. Enzimlerin
niteliksel ve niceliksel tayinleri yapilarak pek ¢ok kalitsal bozuklugun ve hastaligin tanisi
konulmakta, hastaligin gelecegi ile ilgili ipuglari elde edilmektedir(Adem 2011). Enzimler
canli doku ve hiicrelerin hatta organlarin ihtiyacina gére 6zellesmis yapiya sahiptirler(Gill
et al. 2016). Enzimlerdeki bu farklilagsmalar; her bir enzimi 6zel kilmaktadir. Dolayisiyla

hastaliklarin tanisi ve tedavisi i¢in milkemmel bir hedef haline gelmistir.

Kanser, giiniimiizde 6zellikle gelismis iilkelerde olmak iizere 6nemli saglik sorunlar
arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Her gecen giin hizla artan kanser vakasi milyonlarca
insanin hayatin1 tehdit eden metabolik bir hastaliktir. Bu hastaligin tedavisi i¢in ¢ok
sayida aragtirma yapilmaktadir. Kanser olusumuna neden olan faktorlerin nitel ve nicel
artisinin yani sira tani olanaklarinin gelismesi ile paralel bir artig gosteren vaka sayilari,
konuyla ilgili kisi ve kuruluslarin kanserle daha fazla yakindan ilgilenmesine ve
aragtirmalarin artmasina yol agmustir. (http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-nedir/4-kanser-
nedir.html 2017) Giiniimiizde klinik diizeyde gerek arastirma gerekse uygulama
yoniinden c¢aligmalarin yogunluk kazandigi tartisilmaz bir gergektir. Yapilan bu
arastirmalarda, hastalikla miicadele i¢in yeni ve Ozel stratejiler belirlenmeye

calisiilmaktadir.
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Yapilan bu ¢aligmada da hedeflenen kanser dokularina 6zgii enzimleri inhibe ederek yeni
tedavi stratejileri geligtirmektir. Boylelikle diger saglikli dokular tizerindeki toksik ve
olumsuz etkiler en aza indirgenecektir. Bu farkli enzimlerin kanser tedavisinde hedef
secilebilecegi literatiirde belirtilmis ve bu enzimlerin inhibitorleri kullanilarak klinik

caligmalar baslatilmigtir.(Gatenby and Gillies 2007, Scatena et al. 2008)
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2. LITERATUR OZETi

Glikoliz ilk olarak 1930’1u yillarda Gustov Embden ve Otto Meyerhoff glikoliz yolunun
biitiin oksidasyon-rediiksiyon basamaklarin1 ortaya koyduklar1 igin glikoliz yoluna

Embden-Meyerhoff yolu da denilir.

Kanser (cancer) terimi, tibbin babas1 olarak bilinen Yunan fizik¢i Hipokrat (MO 460-370)
tarafindan olusturulmustur. Hipokrat carcinos ve carcinoma terimlerini iilser olusturan ve
tilser olusturmayan timorler igin  kullanmigtir. Kanser kelimesi de burdan

gelmektedir.(http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-nedir/4-kanser-nedir.html 2017)

2.1. Enzimler

Saglikli hiicreler biiyiimek ve fonksiyonlarmi yiirlitmek i¢in gereken enerjiyi; glukoz
kullanarak iiretirler. Canlilar biyolojik yasami stirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan bu
enerjiyi yonlendirebilmek i¢in hiicre ici diizenleyicilere ihtiya¢ duyarlar. Yeni dokularin
ingas1, eskilerin ortadan kaldirilmasi, gidalarin enerjiye ve metabolizma i¢in gerekli
metabolitlere doniistiiriilmesi, atik maddelerin ortadan kaldirilmasi ve canli i¢in zararsiz

hale getirilerek tekrar yeni tiriinlere dontistiiriilmesi enzimler araciligiyla olmaktadir.

Ayni zamanda enzimler bize ¢ok Onemli ipuglari da vermektedirler. Enzimler,
hastaliklarin teshisinde ve tedavi siirecinin takibinde ¢ok Onemli bir yere sahiptir.
Enzimlerin saglik alaninda, tan1 ve tedavide son derece onemli gorevleri ve katkilart
bulunmaktadir. Enzimlerin niteliksel ve niceliksel tayinleri yapilarak pek c¢ok kalitsal
bozuklugun ve hastaligin tanist konulmakta, hastalifin gelecegi ile ilgili ipuglar1 elde
edilmektedir(Kiifrevioglu 1985, Adem 2011). Soyle ki enzimler genellikle canli doku ve
hiicrelerin ve hatta organlarin ihtiyacina gore 6zellesmis yapiya sahiptirler(Gill et al.
2016). Enzimlerdeki bu farklilagsmalar; her bir enzimi 6zel kilmaktadir. Dolayisiyla

hastaliklarin tanis1 ve tedavisi i¢in milkemmel bir hedef haline gelmistir.
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Enzimler hiicre i¢indeki tepkimeleri kendisini degisiklige ugratmadan gergeklestirir. Enzimin
etki ettigi maddeye subsrat adi verilir. Reaksiyon sonucu olusan maddeye de iiriin denir. Uriin
agiga ciktiktan sonra enzim baska bir subsrat molekiiliinii iiriine doniistiirmek iizere calismaya

devam eder (Kiifrevioglu 1985, Bhat 2000).

Enzim aktivitelerini in vivo ve in vitro olarak azaltan ya da tamamen yok eden maddelere
inhibitor denilmektedir. Bu maddeler genellikle kiiciik molekiil yapisina sahip bilesikler ya
da iyonlardir(Kiifrevioglu 1985). Enzimlerin kinetik 0Ozellikleri hakkindaki bilgiler,
Michaelin-Menten esitliginde yer alan enzimin subsrata ilgisini ifade eden K sabiti ve
enzimin katalitik aktivitesini ifade eden Vmax degerlerinden anlasilir. Enzim aktivitesi
“Enzim Unitesi” ile ifade edilir(Kiifrevioglu 1985, Adem 2006).

2.2. Enerji Kaynag Olarak Kullamlan Glikoliz Metabolik Yolu

Canli hiicre icerisinde bir yasam dongiisti vardir. Hiicreler biiylimek ve fonksiyonlarini
yiirlitmek i¢in enerjiye ihtiya¢ duyarlar. Bu enerjiyi sadece biiylimek ve fonksiyonlarin
yerine getirmek icin kullanmazlar. Ayni zamanda yeni dokularin insasi, yipranmis
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi, disaridan alinan gidalarin enerjiye dontistiiriilmesi ve
yine metabolizma i¢in gerekli olan metabolitlerin temin edilmesi, atik maddelerin ortadan
kaldirilmasi ve canli i¢in tekrar yeni iirlinlere doniistiiriilmesi i¢in kullanirlar.

Canlilar biyolojik yagsami siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan bu enerjiyi karbonhidrat
olarak en yaygin kullanilan glukozdan elde ederler. Glukoz sadece miikemmel bir yakit
degil, aym1 zamanda dikkat cekici derecede kolay yoOnlendirilebilen biyosentetik

tepkimeler i¢in ¢ok sayida metabolik ara bilesikleri saglayabilen bir onciildiir.

Glikoliz, glukoz metabolizmasinda glukozun yikim reaksiyonudur. Bir baska deyisle
hiicre devamliligini saglamak igin gerekli olan enerjinin kazanildigi enzimatik
reaksiyonlar zinciridir. Bu reaksiyonlar sonunda glukoz piirivik asite (piriivata) kadar

parcalanarak ATP kazanilir.
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Sekil 2.1. Glikoliz metabolik yolu(Pelicano et al. 2006)

2.2.1. Glikoliz metabolik yolu reaksiyonlar: ve enzimleri

Glikoliz, glukozun piriivik aside kadar par¢alandigi on basamakli bir metabolik yoldur.
Bu metabolik yolda net olarak 2 ATP elde edildigi bilinmektedir (Pelicano et al. 2006).

Mevcut metabolik yol sagida basamaklar halinde verilmistir;
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Hekzokinaz: Bu enzim glikolizin ilk basamagidir. Glukozun fosforillenerek glukoz-6-
fosfat’a doniistimiinii katalizler. Bu reaksiyon doniisiimsiiz bir reaksiyondur. Diger
kinazlarda oldugu gibi aktivite gosterebilmesi igin Mg?*’ya gereksinim duyarlar

(Pelicano et al. 2006).

Glukoz-6 fosfat izomeraz: Bu enzim reaksiyonu glukoz-6-fosfat’in friiktoz-6-fosfat’a

2+

tersinir olarak izomerlesmesini katalizler. Bu enzim Mg’ ye gereksinir ve glukoz-6-

fosfat ve fruktoz-6-fosfat’a spesfiktir (Pelicano et al. 2006).

Fosfofruktokinaz-1: Bu enzim hiicresel sartlarda doniisiimsiizdiir ve glikolizde temel
diizenleyici noktadir. Glukoz-6-fosfat’ in glikolize girip girmeyecegini belirler. Substrat
baglama yerlerine ek olarak, bu kompleks enzimin allosterik inhibitorleri veya

aktivatorleri baglayacak birkag¢ diizenleyici bolgesi vardir (Pelicano et al. 2006).

Aldolaz: Aldolaz fruktoz-1,6-fosfat’ in gliseraldehit-3 fosfat ve dihidroksiaseton’ a
doniisiimiinii katalizleyen enzimdir. Ilging bir sekilde bu enzimin malign tiimér olan

hastalarda yiikseldigi gortilmiistiir (Pelicano et al. 2006).

Trioz fosfat izomeraz: Trioz fosfatlarin birbirine doniisiimiinii katalizler. Bu asamada
trioz fosfat izomeraz, dihidroksiaseton fosfatin gliseraldehit-3 fosfat’ a doniisiimiinii

katalizler (Pelicano et al. 2006).

Gliseraldehit-3 fosfat dehidrojenaz: Bu enzim NAD+’ nin NADH’ a indirgenmesiyle
birlikte gliseraldehit-3-fosfat’ in 1,3-bifosfogliserat’ a doniisiimiinii katalize eder
(Pelicano et al. 2006).

Fosfogliserat kinaz: Bu enzim ADP den ATP nin olusumu ile birlikte 1,3-

bifosfogliserat’ in 3-fosfogliserat’ a doniisiimiinii katalize eder. ATP iiretiminin

basladig1 basamaktir (Pelicano et al. 2006).
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Fosfogliserat mutaz: Fosfogliseratmutaz gliserat-3-fosfat ve gliserat-2-fosfat’in
birbirine doniisiimiinii katalizleyen bir glikolitik enzimdir (Pelicano et al. 2006).

Enolaz: Enolaz 2-fosfogliserat’in fosfoenolpiruvat’a doniisiimiinii katalize eder

(Pelicano et al. 2006).

Piruvat kinaz: Piruvat Kinaz(PK),fosfoenolpiruvat’dan ADP’ye fosforil grubunun geri
doniistimsiiz transferini katalizler. Piruvat ve ATP agiga ¢ikar. Fosfofruktokinazdan

sonra ATP iiretiminin yapildig1 ikinci reaksiyondur (Pelicano et al. 2006).

2.3. Kanserin Tamimu ve Ozellikleri

Latincede “cancer” Yunancada “carcinos” sozciiklerinden kaynagini alan, kanserin
kelime anlam1 yengegtir. Yengecler, diismanini uzun disli kollartyla tutar ve yavas yavas
kemirerek yer. Bu benzerlik nedeni ile kanserin kelime anlami yengecti(Hiisamettin
Erdamar 2015). Kanser terimi ilk olarak Hipokrat tarfindan olusturulmus olup; yavas
gelisen, iyilesmeyen yaralara carcinos, kotii seyirli olanlara da carsinoma deyimini
kullanmistir(Cakmak 2012).

Kanser bir metabolik hastalik olmanin yaninda DNA’da yap1 degisikligiyle baslayan bir
genom hastaligidir. Kanserde normal biiyiime ve farklilasmay1 saglayan mekanizmalar
tizerindeki kontrol kaybolmus ve degisime ugramistir. Kanser hiicrelerindeki bu 6zellik
onlarin kontrolsiiz ve sinirsiz ¢ogalmasina neden olur. Kanser hastaliginin birgok tiirii
vardir. Meydana geldigi organ veya uzuva gore ismini
alir(https://www.drozdogan.com/kanser-nedir-neden-ve-nasil-olusur-ozetle-tum-surec/
2017) Kanser hastaliginda karbonhidrat metabolizmasi bir¢ok degisime ugramaktadir ve
bu durum, kanser teshis ve tedavisinde kullanilan yontemlere 151k tutmaktadir(Hiisamettin

Erdamar 2015)
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Viicudumuzdaki saglikli hiicreler ile kanser hiicrelerini kiyaslamak kanseri daha iyi

anlamamiza yardimci olacaktir.

Tablo.2.1. Saglikli ve kanser hiicreleri arasindaki farkliliklar
(https://www.drozdogan.com/kanser-nedir-neden-ve-nasil-olusur-ozetle-tum-surec/
2017)

Saglikli Hiicre Kanser Hiicresi Hiicre Farkliliklar
Cok daha biiyiik ve
\,; / ' farkli sekillerde
;.;kirdek o c;ekird e - hiicre cekirdegi
varligi.
- Cok  sayida  ve
f:i:’ E’sr’ ﬁf-‘i_‘* kontrolsiiz  béliinen
@ hiicre varlig1.
Hiicre boyutu, sekli
< ve organel
= yapilarindaki

farkliliklarin varligi.

' Normal hiicre
A - o
\ .E:"' * ozelliklerinin
- kaybolmasi.

Viicudumuzdaki saglikli hiicreler boliinebilme yetenegine sahiptirler. Yaralanan
dokularin onarilmasi, 6len hiicrelerin de yenilenmesi amaciyla bu yeteneklerini
kullanirlar. Fakat hiicrelerin bu yetenekleri sinirlidir, sonsuz boliinemezler. Normal
sartlar altinda biyolojik diizen buna izin vermez. Bu dogal diizen anormal bir sekilde
boliinen ya da az bile olsa degisime ugramis hiicreleri algilar ve onlar1 programli 6liime
iter. Buna hiicrenin programli 6liimii yani apoptosis denir. Kanser hiicrelerinde hiicre

cekirdekleri farklilastigi i¢in hiicre faaliyetlerini kontrol eden mekanizmalar da
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farklilasarak devre dist kalmistir. Bu sebeble kanserli hiicrelerde boliinme kontrolsiiz ve
¢ok sayidadir. Hiicrenin boyutlar1 farklilagmis ve normal 6zelliklerini kaybetmistir.

Kanser hiicrelerinin 6zellikleri;

1. Biiylime faktorlerinden bagimsiz olarak kontrolsiiz biiylime

2. “Planli hiicre 6liimii” (Apoptoz) sisteminin bozulmasi sonucu mutasyona ugramis
veya genetik olarak hatali hiicrelerin hizla ¢ogalmasi

3. Yeni damarlanmalar(Anjiojenez) yapabilme yetenegi ile tiimor hiicrelerinin hizla
biliylimesi ve ¢ogalmasi

4. Invazyon(dokunun icine yerlesme) ve metastaz (farkli doku ve organlara yayilim)
yapabilme yetenegi kanser hiicrelerinin ayirt edici 6zelligidir.(Hanahan and
Weinberg 2000)

Lenf Kan Diger organlara
damarlan yayihim

Sekil.2.2. Kanser Hiicresinin Ozellikleleri
(http://lwww.drahmetdobrucali.com/hastaliklar/kalin-barsak-kanseri-kolon-kanseri-
kolorektal-kanser/ 2017)
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2.4. Warburg Teorisi ve Kanser Hiicrelerinde Glukoz Metabolizmasi

Bir Alman biyokimyac1 olan Dr. Otto Warburg, 1931'de, oksijen yetersizliginin ve hiicre
fermantasyonunun, kanser siirecinin pargalari oldugunu kesfetmesiyle Nobel Odiilii
almisti. Dr. Warburg’ a gore: “Kanserin tek nedeni oksijensiz yasamdir. Normal hiicreler
oksijene gereksinme duyarlar iken kanser hiicreleri oksijensiz de yasayabilir.” Dr.
Warburg, herhangi bir embriyodan aliman normal hiicreleri laboratuvar tiiplinde
oksijensiz biliylimeye zorlandiginda kanser hiicrelerinin 6zelliklerini aldiklarini gosterdi.
Warburg teorisine gore, hiicreler oksijenden mahrum birakilinca, enerjilerini, oksijenden
degil, bunun yerine sekerin fermantasyonundan alarak, glikoz reaksiyonlarina

girebiliyordu. (Pelicano et al. 2006, Devic 2016)

Normal hiicrelerle kanser hiicreleri karsilastirildiginda yeterli oksijen varliginda bile
glikolitik aktivitenin O6nemli Olgiide yiikseldigi goriilmiistiir. ‘Kanser hiicrelerinin
baslangict’ ya da maling doniisiimde en temel metabolitik degisim olarak aerobik glikoliz
oldugu kabul edilmistir. Cesitli doku kokenlerinde birgok kanser hiicrelerinde siirekli
glikoliz artis1 gozlenmistir, bu metabolik degisimin kanserde ortak oldugunu akillara
getirmektedir. Buna ragmen kanserin gelisimi ve aerobik glikoliz artisi arasindaki neden-

sonug iliskisi tartismalidir.(Pelicano et al. 2006)

Daha sonra yapilan g¢alismalarda Warburg'un kanserli hiicrelerin glukozu, aerobik
glikoliz yoluyla metabolize ettigi ilk hipotezinin tersine, normal hiicrenin glikoz
metabolizmasin1 oksidatif fosforilasyondan aerobik glikolize gecirdigi anda normal
hiicrenin kanserlestigine iligskin yeni bir hipotez sunulmustur. (Devic 2016)

Tlimor hiicrelerinin ATP iiretirken oksidatif fosforilasyondan daha az etkili olan aerobik
glikolizi (Warburg etkisi) tercih etmeleri bize biraz diistindiiriicii gelebilir ancak kanser
hiicreleri o kadar hizli galigmaktadir ki; bize az gibi goriinen bu kazangla hem kisa siirede

hem de ¢ok sayida enerji elde etmektedirler.
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Sekil 2.3. Oksidatif fosforilasyon ve aerobik glikoliz (Devic 2016)

Kanser hiicreleri aerobik glikoliz kullanarak agresif mikro ¢evre kosullarina adaptasyon
saglarlar.(Hanahan and Weinberg 2000, Hiisamettin Erdamar 2015) Ayrica aerobik
glikolizde karbon zincirlerini hiicre ¢ogalmasi i¢in gerekli olan metabolitlerin (niikleik

asitler, proteinler ve lipidlerin) sentezi i¢in kullanirlar. (Devic 2016)

Kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalip, biiyiiyen kanser hiicreleri normal hiicrelerden 10-15 kat
daha fazla enerjiye ihtiya¢ duyarlar.(Hanahan and Weinberg 2000, Hiisamettin Erdamar
2015) Ihtiyag duyduklari bu enerjiyi karsilayabilmek igin hiicrenin enerji santrali olan
mitokondriyi devreden ¢ikartip anaerobik glikoliz yoluyla istedikleri kadar enerji elde
ederler. Bu yol tam da kanser hiicrelerinin tabiatina uygun bir yoldur. Daha hizl bityiimek
ve ¢ogalmak icin, daha siki ¢alismak zorunda kalan Kanser hiicrelerinde gergeklesen
glukoz metabolizmasindaki biyokimyasal degisiklikler iki biiyiik olay ile ifade edilebilir.

Bu degisimler sunlardir:

1- Glukozun piruvata doniisiim siireci sonunda laktat iiretimi (fermentasyon) ile

sonuglanan anaerobik glikolize yonelis ve
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2- Glukoz aliminda artigtir(Hanahan and Weinberg 2000, Ganapathy-Kanniappan
and Geschwind 2013, Hiisamettin Erdamar 2015).

Glucose Glucose

o\d"‘” (qw""
Lactate Lactate
»
Glucose Glucose
Biosynthetic.
' v £ Precursors
| = Vietabo lic ( ATP \‘
\\ Lactate s co, 3 Lactate Pyruvate <o, //
\ \__/ \—/ -~ y
h \\ 4
\\ ATP - AR
- \\7_”_/,,/ \\\“ e =
DN3 preTCR 4 DN4 PI3K
Thymus Thymocyte “| Thymocyte dependent
Naive TCR =:Acﬁwned
Periphery T cell T cell PI3K

independent
2 |cr

Sekil 2.4. Glukoz Aliminda Artig(Finlay 2012)

2.5. Kanser Tam ve Tedavisinde Glikolizin Yeri

Viicudumuz, kanseri beslemeye calisirken kapasitesinin iistiinde ¢alisir ve bu enerjiyi
karsilamak i¢in glikoliz hiz1 artar(Ganapathy-Kanniappan and Geschwind 2013).

Gilinlimiizde kanserin bu biyokimyasal 6zelliginden klinik olarak yararlanilmakta ve
timor tepkilerinin belirlenmesi yoluyla radyoaktif olarak isaretlenen glukoz analogu
Floro-2-deoksiglukoz (FDG), PET (pozitron emisyon tomografi) ¢ekimlerinde
kullanilmaktadir(Ganapathy-Kanniappan and Geschwind 2013, Hiisamettin Erdamar
2015). Viicuda verilen radyoaktif olarak isaretlenmis glukoz analogu, glukoza ilgisi

yiiksek olan kanserli hiicrelerin tespitinde kullanilir. .
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2.6. Kanserde Aerobik Glikolizi Artiran Cesitli Mekanizmalar

Kanserde aerobik glikolizi artiran birgok mekanizma oldugu bilinir. Aerobik glikolizin
artmasi kanser hiicrelerinin hizla bilyiiyiip cogalmasi anlamina gelir ve ayn1 zamanda
aerobik glikoliz sonucu biriken laktat ve piruvat, kanserin olusumuna ve yayilimina
zemin hazirlar, ayn1 zamanda anti-kanser tedavilere direng olusturur. Kanser olusumunu

hizlandiran bu mekanizmalara asagida kisaca deginilmistir.

2.6.1. Mitokondriyal hasarlar

Glikoliz, glukozun bir takim kimyasal reaksiyonlar sonucu piruvata doniismesi ve bu
arada ATP (enerji) sentezlenmesi olayidir. Glikoliz olayinda oksijen kullanilmaz. Yeterli
oksijen varsa, olusan piruvat mitokondriye girer ve burada tam bir oksidasyona ugrayarak
karbondioksit ve suya kadar parcalanir. Mitokondriyal DNA nin mutasyona ugramasi
mitokondrinin islev bozukluguna neden oldugu bilinmektedir. Mitokondrinin devre dist
kalmas1 ise aerobik glikoliz metabolizmasinin artisina neden oldugu bilinmektedir

(Pelicano et al. 2006).

2.6.2. Baz1 metabolik ara iiriinlerin artisi

Glikoliz hiz1 artikga metabolik ara {iriin miktarlarinda da artis goriiliir. Reaksiyon sonunda
biriken metabolik ara triinler laktat ve piruvattan ibarettir. Hiicrede biriken laktat ve
piruvat asidik bir mikro ¢evre olusturur. Hiicre ortaminda olusan asidoz protein yapisinda
olan enzimlerin biyolojik aktivitelerini olumsuz yonde etkiler. Ayrica hastaliklarin
olugmasina ve iiremesine zemin hazirlar. Hiicre asidoza girdiginde hipoksi gelisir.
Gelisen hipoksi ile birlikte aerobik glikolizde belirgin bir artig gortiliir. Bu dongii asagida
sekil.2.5. ile gosterilmistir. (Devic 2016)
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Sekil 2.5. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinda metabolik ara iirtinlerin rolii

2.6.3. Hipoksi

Otto Warburg'a gore kanserin tek bir sebebi vardir. Bu da viicudun normal hiicrelerinin
oksijenli ~ solunumunun,  oksijensiz  (aerobik)  hiicre  solunumuyla  yer
degistirmesidir.(Devic 2016). Hiicrelerde O2 kaynaginin yetersiz olusu ya da
oksijenlenmenin yeteri kadar saglanmadig1 durumlarda aerobik glikoliz artis1 goriilebilir.
Hipoksik kosullarda ortaya ¢ikan hipoksi uyart faktorii dedigimiz HIF-1a; hipoksik ve
stresli durumlarda hiicresel cevabi kontrol eden hiicre i¢i bir proteindir. Hipoksik
durumlar HIF-1o’nin kontrolsiiz bir sekilde expresyonuna sebeb olarak aerobik glikolizi
arttirir. (Pelicano et al. 2006, Hiisamettin Erdamar 2015)
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2.6.4. Onkojen ve bazi1 metabolik enzimlerin anormal artis1

Insan viicudunda kanser olusumunu engelleyen biyolojik mekanizmalar vardir bunlar;
timor baskilayici genler, DNA onarim genleri ve apoptozisi diizenleyen genlerdir.
Bunlardan biri veya birka¢inin bozulmasi sonucu kanserli hiicre gelisiminin
gbzlenebildigi bilinmektedir. Buna ek olarak mutasyona ugramis her bir gen karsimiza

bir onkojen olarak ¢ikabilir.

Metabolik enzimlerin anormal disa vurumu ozellikle glikolizde metabolik yolun hiz
sinirlayici kontrol noktasi enzimlerinin belirgin artis1 glikolizi kontrolden ¢ikararak hizla
artmasina sebeb olur. Glikolizde hiz kisitlayici kontrol enzimlerinin izoenzimleri asagida

sekil.2.6. da gosterilmistir.

HK-2
HK

Sekil 2.6. Kanserde anormal artig gosteren izoenzimler

2.7. Kanserde Disa Vuran izoenzimler

Kanserli hiicrelerde, enerji ihtiyaci arttikga glikolitik yolu enzimlerinin kapasitesinin
artmast gerekmekte ve dolayisiyla bu enzimlerin izoenzimleri devreye girmektedir.
Ornegin; Hekzokinaz enziminin dort izoformu vardir. Bunlar HK 1, II, III ve IV olarak

adlandirilirlar. Her biri ayr1 ayr1 doku ve organlarda hayat bulmaktadir. Ornek vermek
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gerekirse; HK-1 dokularda ortak bulunurken HK- Il eritrositlerde bulunur. HK-III
testislerde, HK- IV yani glukokinaz da karacigerde bulunmaktadir. (Scatena et al. 2008).

. dgkgv . eritrositler ve
ozgilligu kanser
ortak hiicreleri

HK-4

karaciger

Sekil.2.7. Hekzokinaz ve izoenzimleri(Scatena et al. 2008)

Hemen hemen biitiin kanser tiirlerinde HK-1I nin asir1 sentezlendigi bir ¢ok ¢alismada
belirtilmis ve literatiirde yerini almistir. (Hu et al. 2014, Jiang-Tao Zhong 2017, Tao et
al. 2017). Kanserde glikolitik yolun ilk hiz kisitlayici kilit enzimi olan HK-II nin inhibe
edilmesi tedavi stratejilerinden biridir. Yapilan bu ¢alismada da hedeflenen kanser
dokularina 6zgii enzimleri inhibe ederek yeni tedavi stratejileri gelistirmektir. Boylelikle
diger saglikli dokular tizerindeki toksik ve olumsuz etkiler en aza indirgenecektir. Bu
farkli enzimlerin kanser tedavisinde hedef secilebilecegi literatiirde belirtilmis ve bu
enzimlerin inhibitorleri kullanilarak klinik ¢alismalar baslatilmistir.(Gatenby and Gillies
2007, Scatena et al. 2008)
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2.8. Kanser Tedavisinde Stratejiler

Kanser tedavisi i¢in yeni stratejiler gelistirilmekte ve her gecen giin bu stratejilere bir
yenisi eklenmektedir. Klinik olarak artan kanser vakalar1 bu konuda yapilan ¢aligmalari
hizlandirmaktadir(http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-nedir/4-kanser-nedir.ntml ~ 2017)

Metabolik olarak belirlenen bu stratejiler asagida maddeler halinde verilmistir.
Kanser terapi i¢in belirlenen metabolik stratejiler asagida verilmistir. Bu stratejiler:

1) Enerji kaynagi olarak glukoz yoksunlugunun saglanmasi
2) Glikolitik yolun inhibisyonunu hedeflenmesi
3) Glukoz analoglarinin kullaniimasi

4) Glukoz transportunu engellenmesidir.

2.9. Kanser Tedavisi I¢in Glikoliz inhibisyonu

Glikolitik yolun inhibisyonu, kanser terapi i¢in segilen stratejiler icerisinde en etkili ve
stirdiirtilebilir oldugunu diistindiirmiistiir. Glikoliz metabolik yolunun hiz kisitlayict 3
kontrol noktast vardir. Bunlar, Hekzokinaz, Fosfofruktokinaz ve Piruvatkinaz
enzimlerinin katalizledigi basamaklardir. Sozii edilen bu kontrol noktasi enzimlerinin
inhibisyonuyla kanser hiicrelerinin metabolik dengesinin degisebilecegi diisiiniilmekte ve
bununla ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmaktadir (Pelicano et al. 2006, Scatena ef al. 2008,
Hiisamettin Erdamar 2015). Ancak bir siire sonra bu strateji de kanser i¢in bir ¢éziim
olmaktan ¢ikmistir. Clinkii kanserli hiicreleri etkilemenin yaninda diger saglikli hiicre ve
dokular da etkilenmis hatta zarar gérmiistiir. Bir silire sonra saglikli dokular iizerinde
toksik etkiye neden olacagi i¢in tedavi amagh hedef olarak tercih edilmemistir. Glikolitik
enzimler yerine glikolitik enzimlerin izoenzimlerini hedef almak diger normal dokular
tizerindeki toksik ve olumsuz etkileri en aza indirmis ve segicilik kazandirmistir. Bu

baglamda glikoliz yolunun 6nemli bir basamagi olan Hekzokinaz enziminin izoenzimi

28



olan HK-II’ nin sinyal yolaklarin1 inhibe etmenin, kanser tedavisi i¢in yeni bir strateji

olabilecegi yapilan ¢alismalar sonunda belirtilmistir. .(Jiang-Tao Zhong 2017)

MEMBRANE
CYTOPLASM)

N VUSSP Sow DR |
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Sekil.2.8. Glikoliz inhibisyonu (Ganapathy-Kanniappan and Geschwind 2013)
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2.10. Glikoliz inhibisyonu I¢in Kullamlan Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler benzen halkasi i¢eren organik maddelerdir(Arslan 2015). Fenolik
bilesikler sekonder metabolitlerin ana sinifin1 olusturan, benzen halkasina hidroksil bagl
kimyasal bilesiklerdir. Fenolik bilesikler, bitkilerde fazla miktarda bulunur, meyve
ciceklere renklerini verir, ¢evresel stres faktorlerine karsi bitkilere koruma saglar.
Bitkilerdeki Fenolik bilesikler yillardir geleneksel olarak tedavi amagl kullanilmaktadir.
Ayrica antioksidan, antikanser ve antienflamatuar gibi farkli biyolojik etkilerinden dolay1
onemli bilesiklerdir. insan sagligma faydali olabilecegi diisiiniilen bu bilesiklerin, birgok
hastaligin 6nlenmesinde ve iyilestirilmesinde tedavi amagl kullanilabilecegi literatiirde
belirtilmistir.(Gulcin et al. 2004, Dykes and Rooney 2007) Bir¢cok deneysel ve
epidemolojik calismada c¢esitli dejeneratif hastaliklara karsi fenolik asitlerin korumasi
rapor edilmistir (Kris-Etherton and Keen 2002, Oktay et al. 2003, Baker et al. 2007,
Dykes and Rooney 2007, Newman 2008).

Bitkiler aleminde ¢ok genis bir yayilim alanina sahip olan fenolik bilesikler en az bir
hidroksil grubu (OH) ve bunun fonksiyonel gruplarini igeren aromatik halkali
bilesiklerdir. En basit fenolik bilesik bir tane hidroksil grubu igeren benzendir ve fenol
olarak adlandirilmaktadir. Birden fazla hidroksil grubu igeren fenolik maddeler ise
polifenoller olarak bilinirler. Polifenoller ¢ok genel bir siniflandirma sekli olarak fenolik
asitler ve flavonoidler olmak {izere 2 grup altinda toplanmaktadirlar (Shi et al., 2003)(Arslan
2015).

Bu bilesiklerin biyolojik aktiviteleri ile ilgili birgok ¢alisma yapilmaktadir. Bu bilesikler
kendi i¢inde gruplara ayrilmakla beraber fenolik asitler ve flavonoidler en biiylik grubunu
olusturmaktadir. Flavonoidler biyolojik aktivite gosteren bitki fenollerinin en biiyiik grubunu
icermektedir. Bu bilesikler bir¢ok alanda kullanilmaktadir. So6zii edilen bilesikler insan
sagligina faydali olabilecegi gibi birgok hastaligin Onlenmesi ve tedavisinde de
kullanilabilecegi literatiirde belirtilmistir(Arslan 2015)(Shi et al., 2003)(Baker et al. 2007,
Dykes and Rooney 2007, Newman 2008)
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Sar1 renkli olmalari nedeniyle latince 'sar1 ' anlamina gelen 'flavus' sozciiglinden
tiiretilerek 'flavonoid ' adini almislardir. Flavonidler suda ¢oziinen bilesiklerdir ve kimyasal

olarak iskelet yapilarina gore;

1) Flavonlar

2) Flavonoller

3) Flavanonlar

4) Flavanonoller
5) Flavanoller

6) izoflavonlar

7) Antosiyanidin
8) Antosiyanidinler

9) Salkonlar olamak iizere 9 sinifta incelenirler.(Newman 2008)
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Deneysel calismalarda kullanilan materyaller; laboratuvarda kullanilan malzemeler,

laboratuvarda kullanilan cihazlar ve kimyasal maddelerden ibarettir.

3.1.1 Deneysel ¢calismalarda kullanilan kimyasal maddeler

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan kimyasal maddeler asagida liste halinde verilmistir;

1) Ph:8 de 200 mM Tris tamponu
1) 0.1M Glikoz

2) 14 mM ATP

3) 2mM NADP*

4) 140 mM MgCl;

5) Glukoz-6 fosfat Dehidrojenaz(G6PD)
6) He-La kiiltiir hiicresi

7) Saf su

8) Hidroklorikasit(HCI)

9) 150 mM NacCl

10)1 mM EDTA

11) % 0.1 SDS

12) 1 mM PMSF

13) Fenolik Bilesikler
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3.1.2 Deneysel calismalarda kullanilan laboratuvar malzemeleri ve cihazlar

Deneysel c¢alismalarda kullanilan laboratuvar malzemeleri ve cihazlar asagida liste
halinde verilmistir;
Yararlanilan Alet ve Cihazlar:
1) Spektrofotometre: Rayleigh UV-2601
2) pH metre: Mettler Toledo
3) Kuvars kiivetler: Hellma Analytics
4) Vorteks
5) Manyetik Karistirict
6) Piset
7) Otomatik pipet
8) Hassas terazi
9) Saf su cihazi
10) Buzdolabi
11) Ependorf tiipleri
12) Beher
13) Spatul
14) Falkon

3.1.3 Deneysel ¢alismalarda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Deneysel c¢alismalarda kullanilan ¢ozelti ve kimyasallarin hazirlanisi; asagida liste

halinde verilmistir.
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Aktivite 6lciimiinde kullanilan c¢o6zeltiler:
1) 0.1 M Glikoz Cozeltisi: 99 mg glukoz tartilir. Saf su ile 5 ml ye tamamlanir.
2) 14 mM ATP Cozeltisi: 38,57 mg ATP tartilir. 5 ml saf su ile tamamlanir.
3) 2 mM NADP* Cozeltisi: 7.65 mg NADP™ tartilir. 5 ml saf su ile tamamlanir.
4) 140 mM MgCl; Cozeltisi: 66.65 mg MgCly tartilir. 5 ml saf su ile tamamlanir.
5) 200 mM Tris tamponu ¢ozeltisinin hazirlanisi: 1,21gr. Tris tartilir.50 ml saf su ile

tamamlanir. pH:1 8 ‘e ayarlanur.

Deneysel ¢aligmalarda kullanilmak iizere;
He-La hiicresini (HK-11) par¢alamak i¢in kullanilan ¢ozeltiler:
1) 50 mM Tris-HCL Cozeltisi: 0,6057 gr Tris-HCL tartilir. 5 ml saf su ile
tamamlanir. pH 7.4 ‘e ayarlanir.
2) 150 mM NaCl Cozeltisi: 0,87 gr. NaCl tartilir.
3) 1 mM EDTA Cozeltisi: 0,029 gr. EDTA tartilir.
4) %0,1SDS:0,1qr.
5) ImM PMSF: 17,42 mg PMSF tartilir.50 ml ye tamamlanur.

3.2. Metot

Yapilan bu ¢aligmalar 3 asamali olarak yapildi. ilk olarak parcaladigimiz kiiltiir He-La
hiicresinde mevcut HK-Il enziminin aktivitesi spektrometrik olarak 6l¢iiliip aktivasyon
etkisinin olup olmadigia bakilmistir. Sonrasinda enzim ve diger maddelerin optimum
sartlar1 belirlenmek tizere enzim aktivite calismalar1 yapildi. Daha sonra bazi fenolik
bilesik ve tiirevleri kullanilarak her birinin ayr1 ayr1 enzim iizerinde sergilemis oldugu
etkilere bakildi. Inhibisyon etkisi gosterenler belirlendi. Daha sonra bu inhibisyon etkisi
gosteren fenolik bilesiklerin ICso degerleri belirlendi. Sonrasinda en etkili olan

bilesiklerin K;jdegerleri ¢alisildi.

Yapilan calismalarda oncelikli olarak aktivite deneyleri yapilmustir. Olgiimler oda

sicakliginda 340 nm’ de spektrofotometrik olarak takip edildi. Biitiin islemlerde optimum
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sartlar belirlenerek deneysel ¢aligmalarin ayni sartlar altinda gerceklesmesi saglandi.
Olgiimler 1 ml’lik kiivetlerde yapildi. Her bir 6lciim 3 kez tekrarlandi. Ug degerin
ortalamasi alinarak hesaplama yapildi. Kiivet icerikleri bulgular kisminda tablo.4.1. de
verilmistir. Absorbans degerleri 3 dakika takip edildi ve bir dakikalik ortalama absorbans

hesaplamada kullanildi. Enzim iinitesi, enzim iinitesi/ml olarak hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Enzim Aktivite Calismalar: ve Optimum Sartlarin Belirlenmesi

HK-II enzim aktivitesi katalizledigi reaksiyonun tiirlinlerinin Sl¢tilmesi ile belirlenir.
Olusan glukoz-6 fosfat miktar1 glukoz-6 fosfat dehidrogenaz (G6PDH) aktivitesine bagl
olarak Beutler metoduna gore 6l¢iilebilmektedir(Adem 2006, Christofk et al. 2008, Adem
2011, Arslan 2015)

Aktivite Ol¢limleri oda sicakliginda 340 nm’de spektrofotometrik olarak takip edildi.
Aktivite 6l¢timleri 1 ml’lik kiivetlerde yapildi. Absorbans diisiisii 3 dakika takip edildi ve
bir dakikalik ortalama diisiis hesaplamada kullanildi. Enzim {initesi, enzim iinitesi/ml

olarak hesaplanmistir.(Kiifrevioglu 1985)

Enzim aktivitesinin daha iyi 6l¢iilmesi igin yapilan 6n ¢aligmalarda her bir maddenin ayr1
ayrt pipetlenmesi durumunda 20 dakika gibi uzun bekleme siireleri sonunda
spektrofotometrede enzim katilmadan absorbans degisimi sabitleniyordu. Bekleme
siiresini azaltmak i¢in ¢esitli kombinasyon ¢alismalari sonucunda ATP, NADP* ve MgCl»
cozeltileri calisma Oncesi birlestirildi. Bu yontem ile yapilan 6n denemelerde olumlu
sonuglar alindig1 i¢in bu protokolle inhibisyon ¢aligmalari yapildi. Bir ¢ok denemeden
sonra HK-II enziminin optimum sartlar1 saglandi. Optimum sartlarin saglandigi kiivet

hacimleri ve igerikleri tablo.4.1.” de verilmistir.
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Tablo.4.1. Hekzokinaz-II enzimi aktivitesi {izerine optimum sartlarin belirlenmesi

Stok ¢ozeltiler Kontrol kiiveti Kontrol kiiveti
(ul) (u)

200 mM Tris tamponu

(Ph:8) 125 125

14 mM ATP,2 mM NADP+, 140 mM 175 175

MqgCI2

Saf su 650 595
3 min. inkiibasyon

Toplam enzim 6rnegi - 55

Glukoz 50 50

Toplam kiivet hacmi 1000 1000

4.2. Enzim Inhibisyon Calismalar

Aktivite calismalar1 tamamlandiktan sonra inhibisyon c¢aligmalarina baslandi.
Calismalara flavon, flovononol, flavanonol ve flavanon gibi fenolik bilesikler ile birlikte
devam ettik. Her bir fenolik madde 1 mg olarak tartildi. Daha sonra da 1/1 oranda DMSO

da ¢oziildii. Saf su ile belli oranlarda seyreltildi.

Enzim aktivitesinin daha 1y1 6l¢lilmesi i¢in yapilan 6n ¢calismalarda her bir maddenin ayr1
ayr1 pipetlenmesi durumunda 20 dakika gibi uzun bekleme siireleri sonunda
spektrofotometrede enzim katilmadan absorbans sabitlendi. Bekleme siiresini azaltmak
i¢in ¢esitli kombinasyon ¢alismalari sonucunda ATP, NADP+, MgCl2 ¢ozeltileri ¢alisma
oncesi birlestirildi. Bu yontem ile yapilan 6n denemelerde olumlu sonuglar alindig: igin

bu protokolle inhibisyon ¢aligmalari yapildi.
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4.2.1. Enzim inhibitorii olarak kullanilan flavon bilesikleri ve gostermis olduklar:

etkiler

Genel olarak flavon bilesiklerinin kimyasal iskelet yapilar1 agagida gosterildigi gibidir.

0

Sekil.4.1. Flavon bilesiklerinin genel molekiil yapisi

Deneylerde ¢alistigimiz flavon bilesikleri sirasiyla asagida sekilleri ile beraber

verilmistir.

» Chrysin

OH O

HO O

Sekil.4.2. Flavon bilesiklerinden Chrysin’in molekiiler yapisi

10 kat seyreltilmis chrysin HK-II enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gostermistir.

Deneylerden elde edilen veriler asagida tablo halinde verilmistir.
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http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/c80105?lang=en&region=TR

Tablo. 4.2. HK-II enzimi tizerine Chrysin’ in etkisi

Kontrol | Flavonoid | 100 pl 200 pl 250 ul | 300 pl 400 pl

Degeri | hacmi
0,077 Abs. farki | 0,068 0,049 0,037 0,029 0,018

uoAsiqryuy

» Apigenin

OH O

HO 0
OH

Sekil.4.3. Flavon bilesiklerinden Apigenin’in molekiiler yapisi

10 kat seyreltilmis apigenin’in HK-II enzimi iizerinde etkisi yoktur. Deneylerden elde

edilen veriler agagida tablo halinde verilmistir.

Tablo. 4.3. HK-1I enzimi {izerine Apigenin’ in etkisi

Kontrol | Flavonoid | 100 ul 0 | 200 pl 300 pl 400 pl 500 pl
degeri hacmi J
0,077 Abs farki | 0,080 0,075 0,079 0,077 0,068
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> Baicalein

OH O
HO

HO O

Sekil.4.4. Flavon bilesiklerinden Baicalein’in molekiiler yapist

20 kat seyreltilmis baicalein HK-II enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gostermistir.

Deneylerden elde edilen veriler asagida tablo halinde verilmistir.

Tablo. 4.4. HK-1l enzimi tizerine Baicalein’ in etkisi

Kontrol | Flavonoid | 5 pul 10 ul 15 ul 20 ul 25 ul

uoAsiqryuy

degeri hacmi

0,080 Abs farki | 0,066 0,051 0,038 0,025 0,010

> Baicalin

Sekil.4.5. Flavon bilesiklerinden Baicalin’in molekiiler yapisi
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10 kat seyreltilmis baicalin HK-II enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gostermistir

Deneylerden elde edilen veriler asagida tablo halinde verilmistir

Tablo. 4.5. HK-1l enzimi tizerine Baicalin’ in etkisi

Kontrol | Flavonoid | 50 pul 75 ul 100 pl 125 pul 150 pl =
=
degeri | hacmi g
s y
0,073 Abs farki | 0,058 0,045 0,037 0,031 0,025 £
» Diosmin
OH O
0 g0 N
k ﬁ OH
CJH
OH DH 0CHs

Sekil.4.6. Flavon bilesiklerinden Diosmin’in molekiiler yapisi
100 kat seyreltilmis diosmin’in HK-II enzimi tizerinde etkisi yoktur. Deneylerden elde

edilen veriler agagida tablo halinde verilmistir.

Tablo.4.6. HK-11 enzimi tizerine Diosmin’ in etkisi

150 ul | 200 ul | 250 pl

Kontrol | Flavonoid | 50 ul 100 pl
degeri hacmi
0,073 0,069 0,082 0,076

0,069 Abs farki | 0,073
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> Diosmetin

OH O

|
HO 0 oF

OCH;

Sekil.4.7. Flavon bilesiklerinden Diosmetin’in molekiiler yapisi

10 kat seyreltilmis diosmetin HK-II enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gostermistir.

Deneylerden elde edilen veriler agsagida tablo halinde verilmistir.

Tablo. 4.7. HK-1I enzimi tizerine Diosmetin’ in etkisi

Kontrol | Flavonoid | 50 pl 100 pl 200 pl 300 pl 400 pl =

=
degeri | hacmi S

<
0,073 Abs farki | 0,064 0,057 0,040 0,028 0,019 5

» Luteolin
OH O
OH

OH

Sekil.4.8. Flavon bilesiklerinden Luteolin’in molekiiler yapisi

42
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10 Kkat seyreltilmis luteolin’in HK-II enzimi {izerinde etkisi yoktur. Deneylerden elde

edilen veriler agagida tablo halinde verilmistir.

Tablo. 4.8. HK-1l enzimi tizerine Luteolin’ in etkisi

Kontrol | Flavonoid | 100 pl 200 pl 300 pl 400 pl 500 pl

degeri hacmi
0,073 Abs farki | 0,069 0,074 0,068 0,057 0,066

4.2.2. Enzim inhibitorii olarak kullanilan flavonol bilesikleri ve gostermis olduklar:

etkiler

Genel olarak flavonol bilesiklerinin kimyasal iskelet yapilar1 agagida gosterildigi gibidir.

OH

Sekil.4.9. Flavonol bilesiklerin genel molekiil yapist
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> Rutin hidrat

OH oH CH

Sekil.4.10. Flavonol bilesiklerinden Rutin hidrat’in molekiiler yapisi

10 kat seyreltilmis diosmetin HK-II enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gostermistir

Deneylerden elde edilen veriler asagida tablo halinde verilmistir.

Tablo. 4.9. HK-1l enzimi tizerine Rutin Hidrat’1n etkisi

Kontrol | Flavonoid | 100 pl 300 pl 500 pl 600 pl 700 pl

uoAsiqryuy

degeri hacmi
0,062 Abs farki | 0,056 0,047 0,038

0,026 0,023

» Kaempferol

OH O
OH

HO 0
OH

Sekil.4.11. Flavonol bilesiklerinden Kaempferol’iin molekiiler yapisi
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10 kat seyreltilmis kaempferol HK-II enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gostermistir.

Deneylerden elde edilen veriler asagida tablo halinde verilmistir.

Tablo. 4.10. HK-II enzimi tizerine Kaempferol” @in etkisi

Kontrol | Flavonoid | 100 pl 200 pl 300 pl 400 pl 500 pl

degeri hacmi
0,062 Abs farka

Aktivasyon

0,070 0,073 0,078 0,079 0,081

» Quercetin

OH O
OH

H
HO O 0

OH

Sekil.4.12. Flavonol bilesiklerinden Quercetin’in molekiiler yapisi

20 kat seyreltilmis quercetin HK-II enzimi {iizerinde inhibisyon etkisi gostermistir

Deneylerden elde edilen veriler agsagida tablo halinde verilmistir.

Tablo.4.11. HK-1l enzimi lizerine Quercetin’ in etkisi

Kontrol | Flavonoid | 25 pl 100 pl 200 pl 300 pl 500 pl

uoAsiqryuy

degeri hacmi
0,062 Abs farki | 0,052 0,039

0,031 0,025 0,006
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» Myricetin

OH O
OH

|
H
HO o 0
OH
OH

Sekil.4.13. Flavonol bilesiklerinden Myricetin’in molekiiler yapist

10 kat seyreltilmis myricetin HK-II enzimi {iizerinde inhibisyon etkisi gostermistir.

Deneylerden elde edilen veriler asagida tablo halinde verilmistir.

Tablo.4.12. HK-1I enzimi {izerine Myricetin’ in etkisi

Kontrol | Flavonoid | 50 pl 100 pl 200 pl 300 pl 400 pl

uoAsiqryuy

degeri hacmi
0,073 Abs farki | 0,053 0,044 0,029

0,019 0,007

» Quercetin 3-$-D glucose

Sekil.4.14. Flavonol bilesiklerinden Quercetin 3- B-D glucose’un molekiiler yapisi
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10 kat seyreltilmis Quercetin 3-B-D glucose’un HK-II enzimi {izerinde etkisi yoktur.

Deneylerden elde edilen veriler asagida tablo halinde verilmistir.
Tablo. 4.13. HK-II enzimi tizerine Quercetin 3-p-D glucose’ un etkisi

Kontrol | Flavonoid | 100 pl 200 pl 300 pul 400 pl 500 pl
degeri hacmi
0,062 0,062 0,060 0,075 0,074

0,068 Abs farki

> Fisetin

OH
* KHEO

HO O

OH
OH

Sekil.4.15. Flavonol bilesiklerinden Fisetin’in molekiiler yapisi

10 kat seyreltilmis fisetin HK-II enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gostermistir.

Deneylerden elde edilen veriler agsagida tablo halinde verilmistir.

Tablo. 4.14. HK-Il enzimi {izerine Fisetin’ in etkisi

Kontrol | Flavonoid | 50 pl 100 pl 200 pl 300 pl 500 pl

uoAsiqryuy

degeri hacmi
0,062 Abs farki

0,053 0,047 0,033 0,021 0,007
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» Galangin

Sekil.4.16. Flavonol bilesiklerinden Galangin’in molekiiler yapisi

10 kat seyreltilmis galangin’in HK-II enzimi {izerinde etkisi yoktur. Deneylerden elde

edilen veriler asagida tablo halinde verilmistir.

Tablo. 4.15. HK-II enzimi iizerine Galangin’ in etkisi

Kontrol | Flavonoid | 50 pl 100 pl 150 ul 200 pl 250 pl

degeri hacmi
0,069 Abs farki | 0,072 0,056 0,061 0,061 0,059

> Morin hidrat

OH O

OH
‘ . }{Hgo

HO O
HO OH

Sekil.4.17. Flavonol bilesiklerinden Morin hidrat” in molekiiler yapisi
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10 kat seyreltilmis morin hidrat’in HK-II enzimi tizerinde etkisi yoktur. Deneylerden elde

edilen veriler agagida tablo halinde verilmistir.

Tablo. 4.16. HK-Il enzimi lizerine Morin Hidrat > 1n etkisi

Kontrol | Flavonoid | 100 pl 200 pl 300 pl 400 pl 500 pl

degeri hacmi
0,069 Abs farki | 0,075 0,073 0,071 0,066 0,066

4.2.3. Enzim inhibitorii olarak kullamlan flavanon bilesikleri ve gostermis olduklar:

etkiler

Genel olarak flavanon bilesiklerinin kimyasal iskelet yapilari asagida gosterildigi gibidir.

Sekil.4.18. Flavanonlarin genel molekiil yapisi
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» Hesperitin

OH O

H
HO 0 0

OCHs

Sekil.4.19. Flavanon bilesiklerinden Hesperitin’ in molekiiler yapisi

10 kat seyreltilmis hesperitin’in HK-II enzimi iizerinde etkisi yoktur. Deneylerden elde

edilen veriler asagida tablo halinde verilmistir.

Tablo. 4.17. HK-II enzimi tizerine Hesperitin® in etkisi

Kontrol | Flavonoid | 100 pl 200 pl 300 pul 400 pl 500 pl

degeri hacmi
Etkisiz

0,058 Abs farki 0,064

0,070 0,048 0,052 0,035

» Naringenin

OH O

HO 0]
OH

Sekil.4.20. Flavanon bilesiklerinden Naringenin’ in molekiiler yapis1
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10 kat seyreltilmis naringenin’in HK-II enzimi {izerinde etkisi yoktur. Deneylerden elde

edilen veriler agagida tablo halinde verilmistir.

Tablo. 4.18. HK-II enzimi tizerine Naringenin’ in etkisi

Kontrol | Flavonoid | 100 pl 150 pl 200 pl 250 pl 300 pl
degeri hacmi
0,073 Abs farki | 0,064 0,073 0,067 0,058 0,059

Etkisiz

» Hesperidin
OH 0
HO Uﬂl f\j)k
DDJ \"'\-. y JU
OH
OH OH OCH;
OH OH

Sekil.4.21. Flavanon bilesiklerinden Hesperidin’ in molekiiler yapisi

10 kat seyreltilmis hesperidin’in HK-II enzimi {izerinde etkisi yoktur. Deneylerden elde

edilen veriler asagida tablo halinde verilmistir.

Tablo. 4.19. HK-II enzimi {izerine Hesperidin® in etkisi

Kontrol | Flavonoid | 100 pl 200 pl 300 pl 400 pl 500 pl
degeri hacmi
0,058 Abs farki | 0,065 0,065 0,060 0,062 0,063

Etkisiz
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» Neohesperidin

o ®
o o OH
o |

OH OCH5

OH OH

Sekil.4.22. Flavanon bilesiklerinden Neohesperidin’ in molekiiler yapisi

10 kat seyreltilmis neohesperidin’in HK-II enzimi {izerinde etkisi yoktur. Deneylerden

elde edilen veriler asagida tablo halinde verilmistir.

Tablo. 4.20. HK-1I enzimi tizerine Neohesperidin’ in etkisi

Kontrol | Flavonoid | 50 pl 100 pl 150 ul 200 pl 250 pl
degeri hacmi
0,058 Abs farki | 0,073 0,077 0,069 0,072 0,070

Etkisiz

4.2.4. Enzim inhibitorii olarak kullanilan flavanonol bilesikleri ve gostermis

olduklar etkiler

Genel olarak flavanonol bilesiklerinin kimyasal iskelet yapilar1 asagida gosterildigi

gibidir.
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OH
O

Sekil.4.23. Flavanonollerin genel molekiil yapisi

> Gallocatechin

OH

OH
OH

Sekil.4.24. Flavanonollerden Gallocatechin’ in molekiiler yapisi

10 kat seyreltilmis gallocatechin HK-II enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gostermistir.

Deneylerden elde edilen veriler asagida tablo halinde verilmistir.

Tablo. 4.21. HK-Il enzimi lizerine Gallocatechin ’ in etkisi

Kontrol | Flavonoid | 25 pl 50 ul 75 ul 100 pl 125 ul
degeri hacmi
0,065 Abs farki | 0,051 0,039 0,032 0,024 0,015 é
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» Catechin gallate

OH
OH

OH OH

OH

Sekil.4.25. Flavanonollerden Catechin gallate’ in molekiiler yapisi

10 kat seyreltilmis catechin gallate’ in HK-II enzimi tizerinde etkisi yoktur. Deneylerden

elde edilen veriler asagida tablo halinde verilmistir.

Tablo. 4.22. HK-II enzimi iizerine Catechin gallate’ in etkisi

Kontrol | Flavonoid | 100pl 200 ul 300 ul 400 ul 500 ul
degeri hacmi
0,054 Abs farki | 0,062 0,077 0,060 0,062 0,063

Etkisiz

» Epicatechin

OH
OH

HO O

OH
OH

Sekil.4.26. Flavanonollerden Epicatechin’ in molekiiler yapisi
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10 kat seyreltilmis epicatechin’in HK-II enzimi {izerinde etkisi yoktur. Deneylerden elde

edilen veriler agagida tablo halinde verilmistir.

Tablo. 4.23. HK-II enzimi iizerine Epicatechin’ in etkisi

Kontrol | Flavonoid | 100 pl 200 pl 300 pl 400 pl 500 pl

degeri hacmi
0,058 Abs farki | 0,043 0,042 0,049 0,045 0,060

» Taxifolin hidrat

Sekil.4.27. Flavanonollerden Taxifolin hidrat’in molekiiler yapisi

10 kat seyreltilmis Taxifolin hidrat HK-II enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gostermistir.

Deneylerden elde edilen veriler agsagida tablo halinde verilmistir.

Tablo. 4.24. HK-Il enzimi {izerine Taxifolin hidrat’ 1n etkisi

Kontrol | Flavonoid | 100 pl 200 pl 300 pl 400 pl 500 pl

degeri hacmi
0,065 Abs farki | 0,082 0,087 0,094 0,105 0,0116

Aktivasyo
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Bu calismalar sirasinda HK-II enzimi iizerinde etkileri belirlenen maddeler asagida

tabloya doniistiirilmiistiir.

Tablo. 4.25. Fenolik bilesiklerin HK-II enzimi tizerine etkisi

Bilesigin sinifi Bilesigin ad1 Etki
Flavon Chrysin Inhibisyon
Apigenin Etkisiz
Baicalein Inhibisyon
Baicalin Inhibisyon
Diosmin Etkisiz
Diosmetin Inhibisyon
Luteolin Etkisiz
Flavonol Rutin hidrat Inhibisyon
Kaempferol Aktivasyon
@;0 \ Quercetin Inhibisyon
0 " Myricetin Inhibisyon
Fisetin Inhibisyon

Quercetin3-D Glukoz Etkisiz

Galangin Etkisiz
Morin hidrat Etkisiz
Flavanon Hesperitin Etkisiz

O Naringenin Etkisiz
Q.
O Hesperidin Etkisiz

) Neohesperidin Etkisiz
Flavanonol Gallocatechin Inhibisyon
Catechin gallate Etkisiz
. Epicatechin Etkisiz
S o Taxifolin hidrat Aktivasyon
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4.3. inhibisyon Etkisi Gosteren Maddeler ve IC50 Degerleri

Deneysel galismalardan elde ettigimiz verilere gore flavon bilesiklerinden; chrysin,
baicalein, baicalin ve diosmetin, flavonol bilesiklerinden; rutin hidrat, quercetin,
myricetin ve fisetin, flavanonol bilesiklerinden ise gallocatechin inhibisyon etkisi
gdstermistir. Inhibisyon etkisi gdsteren fenolik bilesikler ve ait olduklar siniflar asagida

tablo halinde 1Cso degerleri ile birlikte verilmistir.

Tablo4.26. Inhibisyon Etkisi Gosteren Maddeler ve ICso Degerleri

Bilesigin Simifi Bilesigin Adi Etkisi I1Cs0 Degeri (uM)
Flavon Chrysin inhibisyon 81,76
o) Baicalein inhibisyon 2,29
| |
: Baicalin inhibisyon 23,39
Diosmetin inhibisyon 72,45
Flavonol Rutin hidrat inhibisyon 99,29
o Quercetin inhibisyon 34,60
|
C; OH - - R
5 Myricetin inhibisyon 51,75
Fisetin inhibisyon 76,97
Flavanonol Gallocatechin inhibisyon 27,71
(o]
Q; OH
o
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4.3.1. Chrysin

Chrysin’in hekzokinaz II enzimi ilizerinde gosterdigi etki incelenmis ve elde edilen
deneysel veriler Sekil.4.28’de grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gore Chrysin

bilesiginin hekzokinaz II enzimi lizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir.

120 ~

100

80 y =-0,4974x + 100,54

R?=0,9731

% inhibisyon

60 -
40 -
20 -
¢
O T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Chrysin, uM

Sekil.4.28. HK-II enzimi iizerine Chrysin % aktivite-[I] grafigi
ry grafig

4.3.2. Baicalein

Baicalein’in hekzokinaz II enzimi iizerinde gosterdigi etki incelenmis ve elde edilen
deneysel veriler Sekil.4.29°da grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gore baicalein

bilesiginin hekzokinaz Il enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir.
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Baicalein, uM

Sekil.4.29. HK-II enzimi iizerine Baicalein % aktivite-[I] grafigi

4.3.3. Baicalin

Baicalin’in hekzokinaz II enzimi iizerinde gosterdigi etki incelenmis ve elde edilen
deneysel veriler Sekil.4.30°da grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gore Baicalin

bilesiginin hekzokinaz Il enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir.

120 ~

100 y=-2,1104x + 101,15
R?=0,969

80

60 -

% inhibisyon

20 A

O T T T 1
0 10 20 30 40

Baicalin, pM

Sekil.4.30. HK-II enzimi iizerine Baicalin % aktivite-[1] grafigi
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4.3.4. Diosmetin

Diosmetin’in hekzokinaz II enzimi {izerinde gosterdigi etki incelenmis ve elde edilen
deneysel veriler Sekil.4.31°de grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna goére Diosmetin

bilesiginin hekzokinaz II enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir.

120 ~

100

y =-0,6105x + 98,366

80
R?=0,9974

60

% inhibisyon

40 -

0 20 40 60 80 100 120 140
Diosmetin, pM

Sekil.4.31. HK-II enzimi lizerine Diosmetin % aktivite-[I] grafigi
grafig

4.3.5. Rutin Hidrat

Rutin Hidrat’in hekzokinaz II enzimi {izerinde gosterdigi etki incelenmis ve elde edilen
deneysel veriler Sekil.4.32’de grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gére Rutin Hidrat

bilesiginin hekzokinaz II enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir.
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Rutin hidrat, pM

Sekil.4.32. HK-II enzimi iizerine Rutin Hidrat % aktivite-[I] grafigi

4.3.6. Quercetin
Quercetin’in hekzokinaz II enzimi lizerinde gosterdigi etki incelenmis ve elde edilen

deneysel veriler Sekil.4.33’de grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gére Quercetin

bilesiginin hekzokinaz Il enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir.

120 -

100

80 y= 100e-0,025x

R?=0,942
60 -

% inhibisyon

20 -

0 20 40 60 80 100
Quercetin, uM

Sekil.4.33. HK-II enzimi lizerine Quercetin % aktivite-[I] grafigi
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4.3.7. Myricetin

Myricetin’in hekzokinaz II enzimi lizerinde gosterdigi etki incelenmis ve elde edilen
deneysel veriler Sekil.4.34’de grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gore Myricetin

bilesiginin hekzokinaz II enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir.

120 -

y= 100e-0,017x
100 R? = 0,9632

60 -

% inhibisyon

40 -

0 20 40 60 80 100 120 140
[Myricetin, puM]

Sekil.4.34. HK-II enzimi tizerine Mrycetin % aktivite-[I] grafigi
ry g

4.3.8. Fisetin

Fisetin’in hekzokinaz II enzimi {izerinde gosterdigi etki incelenmis ve elde edilen
deneysel veriler Sekil.4.35’de grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gore Fisetin

bilesiginin hekzokinaz II enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir.

62



120 +

100
§ & y = -0,5498x + 100
2 R?=0,9587
2 60 -
-
£
® 40 -

20 -

¢
O T T T 1

0 50 100 150 200
[Fisetin, uM]

Sekil.4.35. HK-II enzimi iizerine fisetin % aktivite-[I] grafigi

4.3.9. Gallocatechin

Gallocatechin’in hekzokinaz II enzimi tizerinde gosterdigi etki incelenmis ve elde edilen
deneysel veriler Sekil.4.36’da grafiksel olarak ifade edilmistir. Buna gore gallocatechin

bilesiginin hekzokinaz II enzimi lizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir.

120 ~
100
80 - y= 100e—0,03x

R?=0,9865
60 -

% inhibisyon

40 -

0 10 20 30 40 50 60 70
[Gallacatechin, uM]

Sekil.4.36. HK-II enzimi iizerine gallocatechin % aktivite-[I] grafigi
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4.4. Ki Calismalari

Calisilan maddelerden yiiksek inhibisyon etkisi gosterenlerin gallocatechin, baicalein ve
baicalin i¢in Kj degerlerini belirlemek amaciyla enzimlerin aktivitesini yartya diisliren
madde konsantrasyonu ile bu degerin altinda ve {stiinde iki sabit inhibitor
konsantrasyonlarinda glukozun bes konsantrasyonu ile aktivite 6l¢iimleri yapildi. Elde
edilen degerlerle her bir inhibitér igin Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi(Adem
2006,2011, Arslan 2015). Bu grafiklere gore gallocatechin, baicalein enzimin Ky
degerini diistirdiikleri i¢in enzim aktivitesini yarigsmali olarak inhibe etmistir. Yani enzimi
inhibe ederken glukozun baglanma bélgesine baglanarak enzimi inhibe etmistir. Baicalin

ise enzim aktivitesini etkilerken substrat olan glukozun baglanmasini etkilememistir, bu

nedenle yarismasiz olarak inhibe etmistir.

Tablo.4.27. Fenolik maddelerin HK-I1 enzimleri tizerine Kj¢alisma sonuglari

Etkin madde Ortalam K; (uM) Inhibisyon tiirii
Baicalein 0,48+0,15 Yarismali
Gallocatechin 10+1,40 Yarigsmali
Baicalin 82+3,17 Yarismasiz
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20 -

X 48 uM Gallocatechin 18 - a

24 uM Gallocatechin 16 - -
M 12 pM Gallocatechin 14 -
 Kontrol 1 |
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6 -
4 -

-100 -50 0 50 100
1/[Glukoz] mM

Sekil.4.37. HK-1I enzimi {izerinde gallocatechin i¢in 5 farkli glukoz konsantrasyonunda
cizilen Lineweaver-Burk grafigi

X4 uM Baicalein
2,5 uM Baicalein

B 1,4 uM Baicalein 30 1

4 Kontrol 25 -

35 -

1/EU

15 A

10 -

-100 -50 0 50 100
1/[Glukoz] mM

Sekil.4.38. HK-1I enzimi {izerinde baicalein i¢in 5 farkli glukoz konsantrasyonunda
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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X 37 uM Baicalin 7S
22 uM Baicalin
M 12 pM Baicalin 12 4
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1/[Glukoz] mM

Sekil.4.39. HK-1I enzimi {izerinde baicalin i¢in 5 farkli glukoz konsantrasyonunda
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Yapilan tez ¢calismasinda elde edilen sonuglar Boliim 4’de verilmistir. Buna gore HK-
II enzimi vasitasiyla glikoliz mekanizmasinin inhibisyonu fenolik bilesikler
kullanilarak deneysel olarak incelenmistir. Bilimsel literatiirde yapilan c¢aligmalara
gore, kanserli dokularda glukoz tiiketiminin fazla oldugu kanitlanmigtir (Pelicano et
al. 2006, Gatenby and Gillies 2007, Gill et al. 2016). Yapilan deneysel ¢alismalar
gostermistir ki, glukoz tiikketimi hiicre i¢indeki metabolik ihtiyaca uygun olarak
diizenlenmektedir. Metabolizmada enerji ihtiyacini karsilamak i¢in harekete gecirilen
glikoliz yolunun hizi, hiicre i¢i faaliyetlere ve enerji ihtiyacina goére kontrol
edilmektedir. Bu kontrol mekanizmasinda HK-Il izoenziminin kilit rol oynadig
bilinmektedir (Pelicano et al. 2006, Jiang-Tao Zhong 2017, Thamrongwaranggoon et
al. 2017). Bu enzimin aktivasyonundaki pozitif veya negatif degisim ile kanserli
dokunun glikolitik metabolik dengesi degisebilmekte ve bu degisimin kanserli
dokunun gelisimini 6nledigine dair ¢alismalar da literatiirde mevcuttur (Harris et al.
2012). Yukarida bahsi gegen sebeplerden dolayi, kanser tedavisi amaci ile HK-II
enziminin inhibisyonunun olduk¢a 6nemli hedef oldugu diisiiniilebilir. Bu amagla
biyoaktivitesi yiiksek olan flavonoid tiirevi bilesiklerin, kanserli hiicrelerin gelisimi
onlemek tizerine etkili bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Gulcin et al. 2004, Chahar et al.
2011, Finlay 2012, Ganapathy-Kanniappan and Geschwind 2013). Bu bilesikler,
kanser hiicrelerindeki enzim metabolizmalari tizerinde yiiksek inhibisyon veya
aktivasyon potansiyeline sahip olduklar1 bilindiginden dolay:r yapilan deneysel

calismalarda incelenmek i¢in uygun goriilmiistiir.

Calismada flavonoid tiirevi bilesiklerin “flavonlar, flavonoller, flavanonlar ve
flavanonoller” olmak {izere dort ayri alt grupta HK-Il enzimi {izerine etkileri
calisilmigtir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.25°de ayrintili olarak liste halinde
verilmistir. Buna gore flavon ve flavanon grubu bilesiklerin diger bilesiklere oranla
glukoz metabolizmasini daha ¢ok inhibe ettigi bunun yaninda inhibisyon etkisi en az
olan grubun flavanonoller oldugu tespit edilmistir. Fenolik bilesiklerden flavanonlar
ise hicbir sekilde Inhibisyon etkisi gdstermemistir. Molekiil formiilleri incelendiginde;
flavon ve flavonol grubu bilesenler ile flavanonlar ve flavanonollerin ortak molekiil

yapilarina sahip olduklar1 goriilmektedir. Flavon ve flavanol bilesenlerinde —OH

67



grubunnun bagli oldugu karbon atomunun a pozisyonunda ¢ift bag oldugu, flavanonlar
ve flavanonoller de ise bu bagin olmadigi goriilmektedir. Buna paralel olarak
bilesiklerin genel anlamda biyolojik aktivitelerinin de degistigi gdzlenmistir.
Flavanonol gurubu bilesiklerden gallocatechin hari¢, incelenen higbir bilesigin
inhibisyon etkisi gostermedigi saptanmistir. Bunun aksine incelenen toplamda on bes
flavonol ve flavon bilesiginden ise sekiz tanesinin inhibisyon etkisi gosterdigi tespit
edilmistir. Elde edilen inhibisyon sonuglarinin bilesiklerin molekiiler yapilari ile

ilintili  oldugu sonucuna varilabilecegi diisiiniilebilir. Ayn1 zamanda elde edilen

sonuglarin bilimsel literatiirle de uyumlu oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak gergeklestirilen tez ¢alismasinda glikoliz metabolizmasini inhibe eden
flavonoid tiirevi bilesikler incelenmis ve bilesiklerin molekiiler yapilari ile inhibisyon
aktiviteleri arasinda kuvvetli bir bag oldugu tespit edilmistir. en iyi Inhibisyon etkisi
gosteren 3 bilesigin HK-II enzimine ilgisi K;i formiilii ile hesaplandi. Bu ¢aligmanin
sonunda Gallocatechin ve Baicalein’in yarismali, Baicalin’in ise yarigsmasiz oldugu
tespit edilmistir. Baicalein hem ICsp degerinin diisiik olmast hem de yarismali
Inhibisyon sergilemesi nedeniyle fenolik bilesikler arasinda énem kazanmistir. Elde
edilen verilere gore baicalein bilesigi kanser terapi amagli farmosetik alanda
kullanilabilecegi ayni1 zamanda ileri diizey biyokimyasal ve tibbi arastirmalara

dayanak olacagi ongoriilmektedir.
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