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Tiimoér ve cenin gibi hizla gelismekte olan dokulardaki metabolik diizen normal
hiicrelerden farklidir. Saglikli ve kanserli dokular arasindaki en onemli fark, kanserli
hiicrelerin ¢ok hizli gelisen dogalar1 gere§i beslenme ve enerji ihtiyact farkliligidir.
Kanserli hiicrelerde glikoliz hizi artan enerji ihtiyacim1 karsilamak igin genellikle
artmaktadir. Ayn1 zamanda glikolitik enzimlerin bir veya birden fazla izoformlarinin
kanserli hiicrelerde ekspresyon durumu ya da aktivitesi degismektedir. Timor
hiicrelerindeki enzimatik mutasyonlar kanser tedavisi i¢in potansiyel hedef olmasi
secenektir. Kanserli hiicrelerde glikolitik yolunda anahtar bir rol oynayan PKM2
izoenziminin asir1 sentezlendigi karakterize edilmistir. PKM2 glikolizin ATP iiretmek
ya da biyosentetik bloklarin iiretimine yonlendirilmesinde temel belirleyici bir enzimdir.
Bu nedenle kanser tedavisi i¢in 6nemli bir hedeftir. PKM2 inhibitor ya da aktivatorleri
kemoterapoétik ajan ya da hiicrede olusan kemoterapétik direnci yenmek i¢in kombine
kemoterapotik  ajan  olarak  kullanilabilir.  Bu  yiizden bu  enzimin
inhibitor/aktivatorlerinin belirlenmesi ¢ok onemlidir.

Bu caligmada 16 dogal fenolik bilesigin PKM2 enzim aktivitesi iizerinde etkisi
arastirildi. Enzim aktivitesi ilizerinde inhibisyon etkisi gosteren bilesiklerin inhibisyon
giicii ICsp ve Ki degerlerinin hesaplanmasi ile belirlendi. Enzim aktivitesi laktat
dehidrogenaz kullanilarak 340 nm de absorbans diisiisii ile NADH’ m NAD® ya
dontisiimii takip edilerek olgiildii.
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ABSTRACT
M.S. Thesis

INVESTIGATION OF EFFECTS OF SOME FLAVONE COMPOUNDS ON
PYRUVATE KINASE ISOENZYME M2 ACTIVITY

Erdem ARSLAN

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisors: Assoc. Yrd. Dog. Dr. Sevki ADEM

Metabolic regulation in rapidly growing tissues such as fetal tissues and tumours is
different from that in most adult tissues. One of the most prominent distinctions
between healthy and cancerous tissues is the differing energetic and nutritional needs
associated with the rapid proliferative nature of cancer cells. In cancer cells glycolysis
frequently is increased for generation of ATP to meet their energy needs. Also one or
more isoforms of glycolytic enzymes have altered expression patterns or activities in
cancer cells. It is option that enzymatic mutation in the tumor cells could be used as a
potential target for cancer chemotherapy. In the cancer cells are characterized by an
over expression of the pyruvat kinase isoenzyme type M2 (PKM2) which plays a key
role in the glycolytic pathway. PKM2 is a master switch orienting glycolysis to ATP
synthesis or to the production of biosynthetic blocks. For this reason it is an important
target for anticancer treatments. PKM2 inhibitors and activators can be used as
chemotherapeutic  drug or combining chemotherapeutic drug to overcome drug
resistance. As such, the discovery of new inhibitors/activators for his enzyme is very
significant.

In this study was investigated the effects on PKM2 enzyme activity of 12 natural
phenolic compounds. Inhibition strength of compounds were identified by calculating
ICso and Ki values for substances that showed inhibition effects on this enzyme
activity. 1Cso values were calculated for substances that show activition effects. Enzyme
activity was assayed by converting from NADH to NAD® using lactate
dehydrogenase(LDH) resulting in a decrease in absorbance at 340 nm.
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1.GIRIS

Canli varliklar disaridan aldiklar1 besin maddelerini, bir seri kimyasal reaksiyonlarla
kendi metabolik proseslerine uygun hale doniistiiriirler. Enzimler, bu metabolik
proseslerde olusan kimyasal reaksiyonlarin biiyiilk ¢ogunlugunu katalizleyen genellikle
protein yapisinda biyomolekiillerdir. Bu molekiiller, katalizledikleri reaksiyon tiplerine
ve Uriine dontstiirdiikleri substratlara kars1 son derece spesifik davranirlar. Bu biyolojik
katalizorler tek bir kimyasal reaksiyonu ya da ayni tip benzer reaksiyonlar katalize
ederler(Nelson, 2005). Normal sartlarda ¢ok uzun siiren kimyasal reaksiyonlarin ¢ok
kisa siirede olugmasini saglarlar. Genellikle canli, doku ve hiicrenin ihtiyacina gore

Ozellesmis yapiya sahiptirler(Edip ve Keha, 2011).

Enzim calismalari biyokimya alanindaki arastirmalarda 6nemli bir yer tutmaktadir.
Enzimlerin saflastirilmasi ve inhibitorlerinin arastirilmasinin yani sira enzimler endiistri
ve medikal alanda da enzimlerle ilgili bircok ¢alisma yapilmaktadir. Bu makro
molekiilleri bazen ¢esitli hastaliklarin teshisi i¢in kullanilirken bazen de inhibitor veya
aktivatorleri ila¢ olarak kullanilmaktadir. Mevcut ilaclarin yariya yakini enzim
inhibitorii olmas1 ve yeni tedavi stratejilerinde enzimlerin onemli bir yer tutmasi

nedeniyle bu ¢aligmalar ilgiyle takip edilmektedir (Copeland, 2013).

Inhibisyon, inhibitér denen maddeler tarafindan enzimlerin in vivo ve in vitro
aktivitelerinin azaltilmas1 ya da tamamen yok edilmesi olarak tanimlanmaktadir. Bu
maddeler, ¢ogunlukla kiiciik molekiil yapili bilesikler ya da iyonlardir. Enzim
inhibisyonu biyolojik sistemlerde baslica bir kontrol mekanizmasi olusturdugu igin
onem teskil eder. Bircok kimyasal madde, ila¢ ve zehirli bilesikler de etkilerini bu yolla

gostermektedirler (Edip ve Keha, 2011)

Inhibisyon, déniisiimsiiz inhibisyon ve déniisiimlii inhibisyon olmak iizere ikiye ayrilir.
Dontistimsiiz inhibisyonda inhibitdr enzime ya kovalent olarak baglanir ya da zor

ayrilabilen bir kompleks meydana gelir.



Doniistimlii  inhibisyonda enzim-inhibitoér etkilesmeleri bir denge halindedir. Bu

inhibisyon yarigmali, yarismasiz veya yar1 yarismali olarak tice ayrilir (Sekil.1.1).

Yarigmali inhibisyonda, inhibitor ile substrat enzimin ayni aktif bolgesine baglanmak
icin yarnisirken, inhibisyon etkisi, substrat konsantrasyonu arttikga azalmaktadir.

Yarigmali inhibisyonda Ky degeri artar Vs degeri ise degismez.

Yarigmasiz inhibisyonda, inhibitér ile substrat enzimin farkli bdlgelerine
baglandigindan genelde inhibisyon etkisi substrat konsantrasyonundan bagimsiz

haldedir. Bu inhibisyonda Vmax azalirken Ky degeri degismez.

Yar1 yarigmali inhibisyonda ise, inhibitdr ES (enzim-substrat) kompleksine baglanir. Bu
inhibisyonda Vax Ve Ky azalir. Inhibitdr etkilerini genel olarak yarismali ve yarismasiz
olarak kesin sinirlarla birbirinden ayirmak miimkiin degildir. Genel olarak karigik

inhibisyon gézlenmektedir (Edip Keha, 2011).
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Sekil 1.1 Enzimlerin inhibisyonu ve inhibisyon tiirleri



Enzimlerin bagka bir inhibisyon sekli de allosterik inhibisyondur. Bu inhibisyonda,
inhibitdrler enzimin aktif bolgesine degil de baska bir kisma baglanirlar ve ii¢ boyutlu

yapiy1 degistirerek enzim aktivitesine etki ederler (Edip ve Keha, 2011).

Enzimler biyokimyasal reaksiyonlarda oynadiklar1 6nemli rollerden dolay1 ilag
tasariminda 6nemli hedeflerden biridir. Tablo da gosterildigi gibi, piyasada kullanilan
ilaglarin yaklagik olarak %47 lik kismi enzim inhibitorlerinden olustugu gibi yeni ilag
tasarimlarinda farkli enzimler zamanla ortaya ¢ikmakta ve bu oran %53 lere
varmaktadir (Hopkins and Groom, 2002; Terstappen and Reggiani, 2001). Bu nedenle
yeni inhibitor ve aktivatorlerin bulunmasi ve bunlarin inhibisyon tiirlerinin ve etki

potansiyellerinin belirlenmesi 6nemlidir.

Cizelge 1.1 Enzim inhibitdrii olarak kullanilan bazi ilaglar ve inhibisyon tiirleri

[lacin ad Hedef enzim Inhibisyon Tiirii Hastalik

Asetazolamid Karbonik anhidraz | Yarismali Glaucoma

Metotreksat Dihidroflat Yarismali  (Folik | Kanser
rediiktaz asit)

Lovastatin, HMG-CoA Yarismal Kolesterol

pravastatin rediiktaz

Etoposit Topoizomeraz 1l Yarigsmasiz Kanser

Takrin Asetilkolinesteraz Yarismasiz Alzheimer

Trazodon Adenozin deaminaz | Yarismasiz Depresyon

Kamptotesin Topoizomeraz | Yar1 yarigsmal Kanser

Metotreksat Dihidroflat Yari yarigmali | Kanser, Bakteriyel
rediiktaz (NADPH) enfeksiyon

Valproik asit UDP- glukuronozil | Yar1 yarigmali Ksenobiyotik
transferazlar metabolizmasi




Kanser milyonlarca insanin hayatini tehdit eden ve giinbegiin hizla artan metabolik bir
hastaliktir. Bu hastalifin tedavisi i¢in sayisiz aragtirmalar yapilmaktadir. Bu
arastirmalarda, hastalikla miicadele i¢in yeni ve 0&zel stratejiler belirlenmeye
calisilmaktadir. Kanser hiicrelerinin diger hiicrelerden farkli olan metabolik isleyisinin
kanser tedavisinde hedef olarak secilebilecegi literatiirde belirtilmistir. Kanser
hiicrelerinin “Warburg etkisi” olarak bilinen diger dokulardan farkli olarak asir1 glikoz
tikketimi yaklasik olarak doksan yildir bilinmekte ve bu farklilik teshis amagh olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir(Warburg, 1956). Fakat bu metabolik yolun
inhibisyonu, diger dokular iizerinde toksik etkiye neden olacagi diigiiniildiigii i¢in tedavi
amacl hedef olarak seg¢ilememistir. Bununla beraber, son on yilda yapilan birgok
yayinda molekiiler biyolojide yapilan ¢aligmalarin da etkisiyle diger dokulardan farkl
olarak enzim ekspresyonunda énemli farkliliklar1 oldugu ifade edilmistir. Bu farklilik,
kanser hiicreleri i¢in tedavide spesifik bir hedef olabilecegi literatiirde ifade edilmistir.
Bu enzimleri inhibe ederek uygulanacak kanser tedavileri, diger dokular lizerindeki
toksik ve olumsuz etkileri en aza indirgeyecektir. Bu farkli enzimlerin kanser
tedavisinde hedef secilebilecegi literatiirde belirtilmis ve bu enzimlerin inhibitorleri
kullanilarak klinik ¢aligmalar baslatilmistir (Gatenby and Gillies, 2007; Porporato et al.,
2011; Scatena et al., 2008).



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Kanser ve Glikoliz

Kanser hiicre fizyolojisinde bir¢cok degisime neden olan kompleks bir hastaliktir. Bu
hiicrelerde metabolizma yeni duruma uygun ihtiyaglari karsilamak icin yeniden
diizenlenir(Hainaut and Plymoth, 2012). Normal olmayan hiicre biiylimesi hastaligin
biyolojik son noktasidir. Bu hiicrelerde alt1 temel degisim meydana gelmektedir. Bunlar,
biiylime sinyalleri kendi kendine yeterlilik, biiyiime baskilayicilara karst duyarsizlasma,
programlanmis hiicre 6liimii kacirma, sinirsiz replikatif potansiyeli, siirekli vaskiiler
beslenmesi, doku isgali ve metastaz seklinde siralanmaktadir(Hanahan and Weinberg,
2000).

Kanser hiicrelerindeki metabolik degisimden bahsedildiginde ilk akla gelen Otto
Warburg’dur(Warburg, 1956). Bu arastirmaci kanserli hiicrelerin normal hiicrelere
oranla yaklasik olarak 10 — 15 kat daha fazla glikoz tiikettigini fark etmistir. Alinan
glikoz, hiicrenin enerji kaynagi olarak kullanilmakla beraber ayni zamanda glikoliz
metabolizmasimnin ara metabolitleri yoluyla biyomolekiillerin sentezi i¢in karbon
kaynagi olarak da kullanilmaktadir. Kanserli hiicrelerde olan bu farklilik, hiicre i¢i ve
hiicre dis1 metabolit miktarinda diger dokulara oranla baz1 maddelerin asir1 bulunmasina
neden olmaktadir. Bu maddeler kanser teshisinde kullanilmaktadir(Munoz-Pinedo et al.,
2012). Ayrica bu metabolitler hiicrede bazi biyokimyasal prosesleri etkilemektedir.
Asirt laktik asit iiretimi kanserli hiicrelerin etrafinda hipoksiye neden olmaktadir.. Bu
etki ile hiicrelerde oksidatif fosforilasyon enzimlerin transkripsiyonu baskilanmakta
glikoliz enzimlerinin transkripsiyonu ise aktive edilmektedir. Ayrica, olusan laktat ve
piruvat gibi ara metabolitler yoluyla kanser tedavisi siirecinde ilaclara karsi hiicrede
diren¢ olugmaktadir. Kanserli hiicrelerde glikolizin enerji tliretimi disinda metabolik

etkileri agagida verilmistir.
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Sekil 2.1 Kanserli hiicrelerde glikolizde gorev yapan enzimlerin enerji
metabolizmasi disinda hiicredeki fonksiyonlar1 (Ganapathy-Kanniappan
and Geschwind, 2013)

Kanserli dokularin diger dokulardan farkli olan metabolik isleyisi, glikoliz enzimlerinde
de bu metabolik ihtiyac1 karsilayacak sekilde bazi enzimlerin asir1 sentezlenmesine
neden olmustur. Enzim kompozisyonundaki bu degisim o enzimleri inhibe ederek

kanserli hiicrelerin tedavi edilebilecegi yaklasimini ortaya ¢ikarmustir.

Kanserli dokularda glikoliz yolunun bazi izoenzimleri asir1 sentezledigi bilinmektedir.
Bu enzimlerin inhibitorleri kullanilarak kanser tedavisinde basarili olunabilecegi

literatiirde belirtilmis ve bu amagla klinik ¢alismalar baglatilmistir.

Glikoliz yolunun inhibisyonu;

» Glikoliz yolunun hizin1 yavaslatarak hiicre i¢i ATP seviyesini azaltacagi

» Glikoz tiiketim miktar1 azalacagindan hiicrede otofajiyi tetikleyecegi



» Pentoz fosfat yolunu etkileyerek hiicre ici NADPH ve riboz 5 — fosfat
miktarin1 azaltacagi, bununla da hiicrenin oksidatif strese karsi
miicadelesini zayiflatacagi, DNA ve RNA sentez hizinin diisecegi,

» Glikoliz hizim1 azaltmasi nedeniyle hiicrenin biyokimyasal dengesini
bozacagi,

» Piruvat ve laktat gibi kemoterapotik ajanlara karsi hiicrenin direng
olusturmasin1 saglayan maddelerin miktarlarinin azalmasina neden
olacagi

» Laktat olusumunun azalmasi ile hiicrenin etrafinda olusan asidik ortamin
degisecegi belirtilmistir.

Bu nedenlerden dolayi, bu enzimin inhibitorlerinin potansiyel antikanser ajan
olarak, kemoterap6tik direnci yenmek i¢in kombine kemoterapotik ajan olarak
kullanilabilecegi bilinmektedir(Ben Sahra et al., 2010; Wolf et al., 2011)

2.2.Piriivat Kinaz M2 (PKM?2)

Glikolizde ikinci adenozin trifosfatin (ATP) sentezlendigi tepkime piruvat kinaz
tarafindan katalizlenir. Piruvat kinaz glikolitik yolun bu son basamaginda fosfoenol
piruvattan (PEP) adenozin difosfata (ADP) bir fosforil grubunun transferini
katalizleyerek ATP ve piruvati olusturur. Tepkime negatif serbest enerjiye sahip olmasi
nedeniyle fizyolojik kosullarda geri doniisiimsiizdiir. Piruvat kinaz, glikoliz yolunun

kontroliinii saglayan {i¢ enzimden birisidir (Noguchi et al., 1987).

Piruvat kinaz
PEP + ADP Piruvat + ATP
M92+’ K+

Genel olarak piruvat kinaz, yaklagik olarak 200 — 250 kDa agirhiginda olan 4
monomerden olusmaktadir. Her bir monomer yaklagik 500 aminoasitten meydana
gelmis tetramerik yapiya sahiptir(Jurica et al., 1998; Rigden et al., 1999; Valentini et
al., 2002). Bu monomerler ii¢ major domain ve bunlara ek olarak kii¢iik N—terminal
domain igermektedir. Piruvat kinaz enziminin domainlerinin kombinasyonu ve alt

Uinitelerinin ~ rotasyonu,  aktif = bodlgede  geometrinin  degisimine  neden



olmaktadir(Valentini et al., 2002). Bu rotasyon piruvat kinaz enziminin aktif R formunu
veya aktif olmayan T formunu olusturur. Piruvat kinaz enziminin aktif olmayan T
formundan, aktif R formuna gecisindeki degisiklikler substratin enzime baglanmasini

saglar(Mattevi et al., 1996; Valentini et al., 2002).

Kinetik ozellikleri, elektrik mobiliteleri, aminoasit icerikleri ve cesitli dokulardaki
dagilimina gore insan piruvat kinazi L ve M tipi olmak iizere iki farkli gen tarafindan
kotlanan ve splesing mekanizmalari ile farklilasan 4 farkli izoenzime (M1, M2, L ve R)
sahiptir(Eigenbrodt et al., 1992). M tipi M1 ve M2 izoenzimleri, L tipi ise L ve R
izoenzimlerini icermektedir. R tip piruvat kinaz olgun eritrositlerde, L tip piruvat kinaz
karaciger ve bobrek gibi glukoneojenik dokularda bulunmaktadir. R ve L tip piruvat
kinaz FDP tarafindan aktive edilmekte ve substrati olan PEP’ e karsi allosterik bir
davranig gostermektedir. M1 tip piruvat kinaz yetiskin iskelet kasinda bulunan tek
izoenzim olup kalp kas1 ve beyinin ana izoenzimidir. M1 tip piruvat kinazin kinetik ve
diizenleyici ozellikleri diger 3 tipten farkli olup PEP’ e kars1 Michaelis-Menten kinetigi
gostermekte ve FDP tarafindan aktive olmamaktadir. M2 tip piruvat kinaz fetus ve
timor dokularinin majoér izoenzimi olup en fazla eriskin dokularda bulunur(Mazurek et
al., 2000). M2 tip piruvat kinaz PEP’ e kars1 sigmoidal kinetik 6zellik gostermekte olup
FDP tarafindan da aktive olmaktadir. M2 izoenzimi elektroforetik ve immiinolojik

olarak M1 izoenzimine, kinetik olarak da L izoenzime benzemektedir.



6) CAAT TATA

PKLR
Location:

1g21

(b)
PKM

Location:
15022

mRNA
PKM2
mRNA

TIBS

Sekil 2.2 Piruvat kinaz enzimi 2 farkli gen tarafindan kodlanmakta ve siplazing

mekanizmasi ile dort farkli izoenzime sahiptir (Chaneton and Gottlieb
2012)



M2 Tipi Piruvat Kinaz M2 tipi piruvat kinaz enzimi, yetigkin dokularinda genis bir
dagilima sahiptir. Akciger, bdbrek, yag dokusu gibi yetiskin dokularinda, fetal
dokularda, 16kosit, plateletlerde ve bircok tliimdral dokuda mevcut kompleks tip piruvat
kinaz olarak kabul edilmektedir. M2 tipi piruvat kinaz es molekiiler agirlikli ve benzer
yapida dort alt birimden olusmustur (Sekil 2.3.) (Chiavarina et al., 2011; Christofk et al.,
2008).

Sekil 2.3 PKM2 nin yapis1

2.3. Kanser ve PKM2

Kanserli dokularda glikoliz yolunda baz1 izoenzimlerinin asir1 sentezlendigi
bilinmektedir. Bu enzimlerin inhibitorleri kullanilarak kanser tedavisinde basarili
olunabilecegi literatiirde belirtilmis ve bu konuda klinik calismalar baslatilmistir. Bu
enzimlerden bir tanesi de kanserli dokularda asir1 eksprese olan piruvat kinaz M2
olarak bilinmektedir. Enzimin bu izoformu fosfotirozin peptitlerine baglanabilen tek

piruvat kinaz oldugu i¢in bir¢ok kanser tiirii i¢in hem teshis de hem de tedavi siirecini
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takipte dokuya spesifik olmayan marker olarak kullanilmaktadir(Harris et al., 2012;
Mazurek et al., 2011). PKM2 enzimi i¢in kanserli hiicrelerde glikoliz yolunu anahtar
enzimi denilmektedir. Hiicre i¢ine alinan glukoz enerji ihtiyact i¢in mi yoksa hiicre i¢in
gerekli diger metabolitlere mi doniisecegi PKM2 enzim aktivitesi ile belirlenmektedir.
PKM2 enzim diger izoenzimlerden farkli olarak dimerik formda neredeyse inaktif iken
tetramerik formda ise yiiksek aktiviteye sahiptir. Aktif forma doniisiimiinii fruktoz 1,6-
bis fosfat aktive ederken, onkoproteinler tarafindan inaktif halde tutulmaktadir. Hiicre
iginde fruktoz 1,6-bis fosfat seviyesi arttiginda dimerik formdan yiiksek aktiviteye sahip
tetramerik forma doniiserek glukozun piruvata doniistimiinii tamamlar. Hiicre i¢i F1,6-P
diistiiglinde dimerik forma doniis saglanir ve glikoliz enerji i¢cin degil biyosentez

arabilesikler i¢in ¢alisir(Cortes-Cros et al., 2013)

flging bir sekilde, literatiirde bu enzimin hem inhibitdrlerinin hem de aktivatdrlerinin,
kemoterapdotik amacgli kullanilabilecegi belirtilmistir(Cortes-Cros et al., 2013; Harris et
al., 2012; Mazurek et al., 2011). PKM2 enziminin aktivatorleri kanser hiicrelerinin
normal hiicreler gibi metabolik bir yapiya kavugmasini saglayarak hiicrelerin ¢ogalma
hizlarin  diigiirecegi belirtilmistir. Inhibitdrlerinin ise kanserli dokudaki glikolizi
durdurarak hiicrede enerji eksikligi olusturarak hiicre ¢ogalmasimi durduracag: ifade
edilmistir. Clinkli hiicrelerin temel enerji kaynagi glikolizdir. PKM2 enziminin
inhibitorleri kullanilarak Faz II seviyesinde klinik caligmalar yapilmis ve olumlu
sonuglar alinmistir. Bu ¢alismalardan sonra PKM2 enzimi igin spesifik inhibitor
belirlenmesi amaciyla birgok ¢alisma yapilmistir. Bu amagla bir anti kanser ilaci olarak
kullanilmak tizere PKM2 enziminin hem aktivatorleri hem de inhibitorleri i¢in yapilmis
calismalar vardir. Her iki tiir calismalar icin de literatiirde olumlu sonuglar rapor

edilmistir (Boxer et al., 2009; Chen et al., 2011; Vander Heiden, 2011).
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Glukoz

Fosfoenol pinoat

Aktivatdr P2 inhibitéirleri

Hacrenin nomnal bir hicreye dondgd Hilcrenin enerji yolu kesilerek
safilanarak  hdcrenin  ¢ofalmas: igin cofalmasi engelleniyar.
olugan ara metabolitlerin codalmas
engellenivar,

Piruvat

Sekil 2.4 PK-M2’nin inhibitor/aktivatorlerinin metabolik etkisi

Kanserli dokularin laktat ve piriivat gibi metabolitler araciligiyla kanser tedavisinde
kullanilan ilaglara karsi1 direng¢ sagladig: ifade edilmistir. Ayrica laktatin hiicre disina
tasinimu ile hiicrede hipoksi etkisi, olusturmakta ve bu hiicre i¢i bircok metabolik
prosesi etkilemektedir. Mesela bu etkiden dolayi, oksidatif fosforilasyon enzimlerinin
transkripsiyonu baskilanmakta, hiicrede oksijen kitlig1 olusmaktadir. Bu nedenlerle de

bu enzimin inhibisyonu kanser tedavisi i¢in 6nem arz etmektedir.

2.4. Fenolik Bilesikler

Benzen halkas1 igeren organik maddeler fenolik bilesikler olarak adlandirilmakta olup
bitkiler aleminde bulunan ikincil metabolitlerdir. Kimyasal agidan flavonoid olmayanlar
(hidroksisinnamik, hidroksibenzoik asit ve tiirevleri, fenolik alkoller) ve flavonoidler
(antosiyaninler,flavon-3-monomerleri ve polimerleri,flavonoller proantosiyanidinler)
olmak {lizere iki gruba ayrilmaktadir. Benzoik asitlerin esterlesmesi sonucu olusan
hidrolize olabilen tanenler ve proantosiyanidinler (kondense tanenler), tanenler

kategorisinde degerlendirilebilir(Mushtaq and Wani, 2013).
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Fenolik bilesikler bitkilerde fazla miktarda bulunan, meyve c¢iceklere renklerini veren,
cevresel stres faktorlerine karsi bitkilere koruma saglayan, bitkilerdeki sekonder
metabolitlerin ana smifin1 olusturan, benzen halkasina hidroksil bagli kimyasal
bilesiklerdir. Fenolik bilesikler yillardir geleneksel olarak tedavi amaclh
kullanilmaktadir. Ayrica antioksidan, antikanser ve antienflamatuar gibi farkli biyolojik
etkilerinden dolay1 6nemli bilesiklerdir (Kris-Etherton et al., 2002; Middleton Jr et al.,
2000; Nigam, 2009).

Bu bilesiklerin biyolojik aktiviteleri ile ilgili birgok ¢alisma yapilmaktadir. Bu bilesikler
kendi i¢inde gruplara ayrilmakla beraber fenolik asitler ve flavonoidler en biiyiik
grubunu olusturmaktadir. Flavonoidler genis bir spektrumda biyolojik aktivite gosteren
bitki fenollerinin en biiyilk grubunu icermektedir. Bu bilesikler birgok alanda
kullanilmaktadir. So6zii edilen bilesikler insan sagligina faydali olabilecegi gibi bir¢cok
hastaligin o6nlenmesi ve tedavisinde de kullanilabilecegi literatiirde belirtilmistir.
Bircok deneysel ve epidemolojik calismada cesitli dejeneratif hastaliklara karsi fenolik

asitlerin korumasi rapor edilmistir (Dykes and Rooney, 2007)

Bitkiler aleminde ¢ok genis bir yayilim alanina sahip olan fenolik bilesikler, sekonder
metabolitler olarak da taniirlar(Burns et al., 2001). 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 kokii igeren fenolik maddeler ise
polifenoller olarak bilinirler. Tiim fenolik bilesikler, basit fenollerdeki benzen halkasina
farkli radikal gruplarin baglanmasi ile olusmuslardir (Tsao, 2010).Fenolik bilesikler
genel olarak basit fenoller ve polifenoller olmak iizere iki grup altinda toplanmaktadir.
Basit fenoller bir veya birkag fenol grubu igceren aromatik bir c¢ekirdekten
olusmaktadirlar. Dogada en ¢ok rastlanilan basit fenollere resornikol ile armut ve
Ericaceae yapraklarinda bulunan arbutin 6rnek olarak verilebilir. Asma ise
polifenollerce zengin bir bitki tiirli olup, asmada bulunan polifenoller ¢ok genel bir
siniflandirma sekli olarak fenolik asitler ve flavonoidler olmak {izere 2 grup altinda

toplanmaktadirlar (Shi et al., 2003).
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Flavonoidler (flavon tiirevleri) yapisinda C6-C3-C6 (difenilpropan) formunda iki fenil
halkasimin propan zinciri ile birlesmesinden olusur ve 15 karbon atomu igerirler.
Antosiyanidinler, flavonlar, flavonoller, katesin ve lokoantosiyanidinler ile
protoantosiyanidinler olmak iizere 5 alt grupta incelenirler. Flavonoidlerin yapisindaki

OH gruplari, reaktif Ozelliklerinden dolayr kolaylikla glikozitlenir(Nigam, 2009).

Sekil 2.5 Flavonoidlerin genel yapist

Flavonoidler, cesitli bitkiler tarafindan yiiksek miktarda iretilen 1iyi bilinen
fitokimyasallardir (bitkilerde bulunan biyolojik olarak aktif c¢esitli bilesiklerdir).
Flavonoidlerin gozlenen in vitro biyolojik etkileri sunlardir: serbest radikal yakalama,
enzimatik aktivitenin diizenlenmesi, hiicresel proliferasyonun inhibisyonu, antibiyotik,

antiallerjik, anti-iilser ve antiinflammatuvar etki. Flavonoidlerin koruyucu aktiviteleri
onlarin yapisal 6zelliklerine baglidir(Singh et al., 2014a) Dogal flavonoidlerle kanser
terapisinin yeni yaklasimi, tedavinin kalitesini gelistirmek ve kanser ve anti kanser

ilaglara kars1 maksimum koruma saglamak i¢in arastiritlmaktadir (Chahar et al., 2011)

Flovonoid bilesikler ¢esitli biyoaktiviteye sahiptir (Chahar et al., 2011). Bunlardan
bazilari;

* Antioksidan etkisi: oksijen radikallerinin inaktivasyonu

* Elektrofilik baglanmas1

» Koruyucu enzim indiiksiyonu: (GT, GST)

» Apoptoz hizi artisi
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* Hiicre ¢ogalmasi inhibisyon

* Lipid peroksidasyonu inhibisyon

* Anjiyojenez inhibisyonu

* H-verici (6rn. GSH-peroksidazlar)

* DNA oksidasyon inhibisyonu

2.4.1 Flavonlar

Flavonlar bitki ve meyve gibi giinliikk besin kaynaklarimizda bulunur. Genellikle yan
etkileri az olup bir¢ok olumlu etileri vardir. Farmakolojik arastirmalarda onemli yer
tutan bu smifin sekil 2.7.’de gosterildigi gibi antioksidan, antiproliferatif, antitimor,

antimikrobiyal, strojenik, asetilkolinesteraz, antienflamatuvar etkileri rapor edilmistir.

Sekil 2.6 Cesitli flavonlar ve etkileri  (Singh et al., 2014b)

Kanser arastirmalarinda diger flavonoid bilesikler gibi flavonlarda kullanilmaktadir.

Yapilan caligmalarda apigeninin meme, sindirim sistemi, cilt ve prostat kanserlerine
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kars1 aktivitesi tespit edilmistir. Ayrica bu grubun, sentezlenen farkli analoglar1 kanser

aktivitesi gostermistir. Flavonlar bu ¢alismalar icin lider bilesik olarak kullanilmaktadir.

Subztinened J— 5
Aromatic Amino

Nk,
AMIDAZOLE

Sekil 2.7 Flavonlarin kanser aktivitesi ile ilgili aktif kisimlar1. (Singh et al., 2014b)

Flavonlar flavonoidlerin bir sinifin1 olusturmaktadir. Molekiiler formiilleri C15H100-
seklindedir. A, B ve C olmak iizere li¢c halkadan olusmaktadir. Flavonlar hidroksil,
karbonil ve konjiige ¢ift bag olmak iizere lic fonksiyonel grup icermektedir. Flavonlar
yiikseltgenme, indirgenme, bazlarin varliginda bozunma, yeniden diizenlenme,
kondenzasyon, yer degistirme, katilma organometalik maddelerle reaksiyon gibi ¢esitli

sekillerde reaksiyona girerler (Singh et al., 2014b).

16



Sekil 2.8 Flavonun temel iskeleti

Piruvat kinaz gibi kontrol noktasi enzimlerinde substrat ve koenzim baglanma bolgeleri,
allosterik kontrol noktalar1 ve kovalent modifikasyona gibi birden ¢ok aktif bolgesi
mevcut olup etkin biyoaktif bilesiklerden etkilenme ihtimalleri yiiksektir. Bu nedenle bu

bilesiklerin PKM2 enzim aktivitesi lizerinde etkili olacagi diisiiniilmektedir.
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Cizelge 2.1 PKM2 enzim aktivitesi iizerinde etkisi arastirilan bilesiklerin adlar1 ve

yapilari
OH O
1.  Apigenin ‘ |
HO 0 O
OH
OH O
2. Chrysin O |
HO 0 O
H O
HO
HO (@]
3. Baicalin o O
fOH J
OH  OH
4. Diosmin

5. Diosmetin

6. Luteolin
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11.

12.

13.
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3-hydroxyflavone

5-hydroxyflavone

6-hydroxyflavone

7-hydroxyflavone
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o [¢]
[e]

H

HO
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14. Tangeretin

15. Scutellarin

16. 6,2/, 4'-
trimethoxyflavone
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

Kullanilan Maddeler:

B — nikotinamid adenin diniikleotit
Adenozin 5 — difosfat sodyum

Fosfoenol piruvat

D — fruktoz 1,6 bifosfat trisodyum oktahidrat
L — laktik dehidrogenaz

Piruvat kinaz M2

Potasyum kloriir

Magnezyum klortir

Tris-HCI

Cizelge 2.10° da verilen fenolik maddeler

Yararlanilan Alet ve Cihazlar:

Spektrofotometre
Otomatik pipet
pH metre

Kuvars kiivetler

Kullanilan ¢ozelti ve kimyasallarin hazirlanis::

o &~ N

pH7.5 250 puM tris tamponu: 1,96 gr tris tartilip 55 ml su icerisinde ¢oziildii ve

pH ayarlandi.

ADP: 6,4 mg tartilarak ve 1,25 ml tampon igerisinde ¢oziiliir

NADH: 3,55 mg tartilarak ve 1,25 ml tampon igerisinde ¢oziliir.

PEP: 3,92 mg tartilarak ve 1,25 ml tampon igerisinde ¢oziiliir

Enzim ¢ozeltisi ve fruktoz 1,6 bisfosfat : 0,5 mg tartilarak, 500 pL su

icerisinde ¢Oziiliir. Daha sonra iizerine 125 pl piruvat kinaz M2 enzimi eklenir

ve 1 ml hacime tamamlanir.

LDH: 50 uL LDH alinir ve toplam hacim 1,25 ml’ ye tamamlanur.
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7. KCI ve MgCly: 0,745 gr KCI ve 0,095 gr MgCl tuzlart tartilir ve toplam hacim
saf su ile 5 ml’ ye tamamlanur.
8. Fenolik bilesikler: 1 mg/ml DMSO olacak sekilde ¢oziintip su ile 10 kat

seyreltilerek stok ¢ozeltiler hazirlandi.

3.2. Yontem

Enzim aktivite ol¢iimii

Piruvat kinaz M2 aktivitesi katalizledigi reaksiyonun firiinlerinin o6lgiilmesi ile
belirlenir. Olusan laktat miktar1 laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitesine bagli olarak
Beutler metoduna gore ve ATP miktar1 da lusiferaz enzim aktivitesine bagl olarak iKi

sekilde dlgiilebilmektedir (Beutler, 1971; Christofk et al., 2008; Jiang et al., 2010).

Calismada enzimin aktivitesi, ortamdaki NADH miktarinin asir1 Laktat dehidrogenaz
varliginda azalmasi ile hesaplandi. Aktivite lglimleri oda sicakliginda 340 nm’de
spektrofotometrik olarak takip edildi. Aktivite olglimleri 1 ml’lik kiivetlerde yapildi.
Kiivet igerigi ¢izelge 2.10.’da verilmistir. Absorbans diisiisii 3 dakika takip edildi ve bir
dakikalik ortalama diislis hesaplamada kullanildi. Enzim iinitesi, enzim {initesi/ml

olarak hesaplanmustir.

Enzim aktivitesinin daha 1yi 6l¢lilmesi i¢in yapilan 6n c¢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 c¢alismalari sonucunda ADP, NADH, PEP,
LDH ve MgCl,-KCI ¢ozeltileri ¢alisma Oncesi birlestirildi. Bu yontem ile yapilan 6n
denemelerde olumlu sonuglar alindig1 i¢in bu protokolle inhibisyon ¢aligmalar1 yapild.

Aktivite dl¢limiinde gerceklesen reaksiyonlar asagidaki gibidir.
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PKM2
PEP - ® Piruvat
/ ADH == A
ADP ATP
NAD*
Laktat

Sekil 3.1 PKM2 aktivitesinin laktat dehidrogenaz aktivitesi ile birlestirilmis
aktivite tayini prensibi

Cizelge 3.1 Piruvat kinaz M2 enzim aktivitesi i¢in kiivet icerigi

Stok cozeliler Kontrol kiiveti | Numune kiiveti
(uD) (uD)
200 mM Tris. HCI (pH=7,5)
200 200
100 mM MgCly 200 mM KCI, 40 mM
PEP, 3,6 mM NADH, LDH (24 1U), 20 | 275 275
mM ADP, 20 mM Tris.HCI (pH=7,5)
20 mM FBP 25 -
Su 500 500
2 dakika inkiibasyon
Enzim 6rnegi (20 mM FBP) - 25
Toplam 1000 1000
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Piruvat kinaz M2 enzimi i¢in enzim {nitesi hesaplamalarinda asagidaki formiil

kullanilacaktir. Formiilde yer alan simgeler asagida agiklanmaistir.

AODxV;

EU/ml=
/ml= o,

x5¢

EU/ml : 1 ml’deki enzim {initesi

AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi

6,22 : Ekstinksiyon katsayisi

Vt : Olgiimiin yapildig1 toplam kiivet hacmi

Ve : Olgiimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

Sk : Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnek i¢in kullanilir)

Enzim aktivitesi iizerine ¢alisilacak bilesiklerin in vitro etkilerinin belirlenmesi

Bilesiklerin, enzim aktivitesi iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla kiivet ortamina
farkli konsantrasyonlarda inhibitorler katilarak aktivite degerleri okundu. Oncelikli
olarak bilesikler 1 mg/ml olacak sekilde DMSO’da ¢oziildii. DMSO %3 oraninin
iistiinde olursa aktiviteye neden oldugu i¢in ¢aligmalarda kiivet i¢i miktarinin bu orani
asmamasina dikkat edildi. Ayrica bilesiklerin sulu ortamda ¢6ziinme problemi
nedeniyle diisiik konsantrasyonlarda calisildi. Inhibisyon etkileri, miimkiin olan en
yiiksek konsantrasyonlarda on denemelerle belirlendi. ICsy degerlerin belirlenmesi igin
% aktivite-[I] inhibitér konsantrasyonu grafigi c¢izmek amaciyla, 5 farkli inhibitor
konsantrasyonunda aktivite dlgiimleri yapildi. Her bir dl¢iim 3 kez tekrarlandi. Ug

degerin ortalamasi alinarak hesaplama yapildu.

Bu maddelerden yiiksek inhibisyon etkisi gosterenlerin K; degerlerini belirlemek
amaciyla enzimlerin aktivitesini yariya diisiiren madde konsantrasyonu ile bu degerin
altinda ve istiinde iki sabit inhibitér konsantrasyonlarinda uygun substratin bes
konsantrasyonu ile aktivite Ol¢iimleri yapildi. Bu substrat konsantrasyonlari 6n
denemelerle belirlendi. Elde edilen degerlerle her bir inhibitor i¢in Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden inhibisyon tiirli, grafik denkleminden inhibisyon

tiirtine gore asagidaki formiillere gore K; sabitleri belirlendi.
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Yarismasiz Inhibisyon K =—"5%_J]
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Yarigmali inhibisyon K; = ; [/]
K M K .

Yapilan tiim matamatiksel hesaplamalar ve grafik ¢izimleri icin Microsoft Office Excel

2010 programi kullanildi.
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4. BULGULAR

Bu tez kapsaminda 16 fenolik bilesigin PKM2 enzim aktivitesi lizerinde inhibitor etkisi
arastirildi. Yapilan ¢alismada bilesiklerin ICsy ve ACsq degerleri ¢izilen grafiklerdeki
egimlerden hesaplanmustir. K; degerlerinin belirlenmesi ve inhibisyon tiirlerinin tespiti

amaciyla Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi.

Arastirmadan elde edilen ICsp ve ACsy degerlerine ait sonuglar Cizelge4.1.’de
verilmistir. Bu tabloda gorildiigii gibi 9 bilesik enzim {izerinde inhibisyon etkisi
gostermis, 7 bilesik ise aktivator etkisi gostermistir. Bu tablodaki verilere gore apigenin,
6-hydroxyflavone, 5-hydroxyflavone, 3-hydroxyflavone, wogonin, flavone, 7-
hydroxyflavone, chrysin ve diosmin enzim aktivitesini sirasiyla en ¢ok inhibe eden
bilesiklerdir. Bu bilesiklere dair gizilen % aktivite-[I] grafikleri Sekil 4.1-11 asagida
verilmistir. Ozellikle ilk bes bilesik enzim aktivitesini 5 uM altinda inhibe etmistir.

Chrysin ve diosmin zayif inhibisyon etkisi gostermistir.

Tangeritin ve Scutellarin hydrate enzim aktivitesini 0,955 ve 1,44 uM ACso degeri ile
aktive etmislerdir. Cizilen % aktivite-[A] grafikleri Sekil 4.12. ve Sekil4.13. olarak
asagida verilmistir. Diosmetin, baicalin, baicalein ve luteolin 10-71 uM araliginda ACsg
degerleri ile enzimi orta diizeyde aktive etmislerdir. 6, 2', 4'-trimethoxyflavone c¢ok

yiiksek konsantrasyonda enzimi aktive etmistir.

26



Cizelge 4.1 Baz1 flavon bilesiklerin PKM2 enzim aktivitesi {izerindeki etkisi

No Bilesik ICs50/ACsp - Co . Ki sabiti

UM Etkisi Inhibisyon tipi uM

1. Apigenin 0.990 Inhibisyon | Non competitive 353

2. 6-Hydroxyflavone 1945 Inhibisyon | Non competitive 459

3. 5-Hydroxyflavone 1394 Inhibisyon | Non competitive 484

4. 3-Hydroxyflavone 1,755 Inhibisyon | Non competitive 484

5. Wogonin 20116 Inhibisyon | Non competitive 4.43

6. Elavone 20800 Inhibisyon | Non competitive 567

7. 7-Hydroxyflavone 4620 Inhibisyon | Non competitive 484

8. | Chrysin 23.200 Inhibisyon | Non competitive

9. Diosmin 254.80 Inhibisyon | Non competitive

10. | Tangeritin 0.957 Aktivasyon | Competitive

11. | Scutellarin hydrate 1.462 Aktivasyon | Competitive

12. | Diosmetin 10.000 Aktivasyon | Competitive

13. | Baicalin 29.400 Aktivasyon | Competitive

14. | Baicalein 38.400 Aktivasyon | Competitive

15. | Luteolin 71.700 Aktivasyon | Competitive

16. | 6,2, 4'- 124 564 Aktivasyon | Competitive

trimethoxyflavone
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Sekil 4.1  insan rekombinant PKM2 enzimi iizerine apigenin bilesiginin % aktivite-
[1] grafigi
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Sekil 4.2 Insan rekombinant PKM2 enzimi {izerine flavone bilesiginin % aktivite-
[1] grafigi
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Sekil 4.3  Insan rekombinant PKM2 enzimi iizerine 3-hydroxyflavone bilesiginin %
aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.4 Insan rekombinant PKM2 enzimi {izerine 5-hydroxyflavone bilesiginin %
aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.5  Insan rekombinant PKM2 enzimi {izerine 6-hydroxyflavone bilesiginin %
aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.6  Insan rekombinant PKM?2 enzimi iizerine 7-hydoxyflavone bilesiginin %
aktivite-[1] grafigi
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Sekil 4.9 insan rekombinant PKM2 enzimi iizerine Scutellarin bilesiginin %
aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.10 Insan rekombinant PKM2 enzimi {izerine Chrysin bilesiginin % aktivite-
[1] grafigi
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Sekil 4.11 insan rekombinant PKM2 enzimi iizerine diosmin bilesiginin % aktivite-
[1] grafigi
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Sekil 4.12 Insan rekombinant PKM2 enzimi iizerine diosmetin bilesiginin % aktivite-
[1] grafigi
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Sekil 4.13 Insan rekombinant PKM2 enzimi {izerine baicalin bilesiginin % aktivite-
[1] grafigi
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Sekil 4.14 Insan rekombinant PKM2 enzimi {izerine baicalein bilesiginin %
aktivite-[1] grafigi
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Sekil 4.15 Insan rekombinant PKM2 enzimi iizerine luteolin bilesiginin % aktivite-
[1] grafigi

Yiiksek inhibisyon etkisi gosten apigenin, 6-hydroxyflavone, 5-hydroxyflavone, 3-
hydroxyflavone, wogonin, flavone, 7-hydroxyflavone, chrysin ve diosmin gibi
bilesiklerin PKM?2 enzim aktivitesi iizerinde PEP baglanma bolgesini nasil etkiledigi
arastirilmistir. Calismalardan elde edilen grafiklerden (Sekil 4.16. ve Sekil 4.22.)
baglanmay1 nasil etkiledigi anlagilmistir. Bu bilesikler enzime PEP baglanmasini yari
yarismali olarak inhibe ettigi tespit edilmistir. Apigenin, 6-hydroxyflavone, 5-
hydroxyflavone, 3-hydroxyflavone, wogonin, flavone, 7-hydroxyflavone, chrysin ve
diosminin Ki degerleri sirayla 3.53, 4.59, 4.84, 4.84, 4.43, 5.67 ve 4.84 uM olarak tespit

edilmistir.
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Sekil 4.16 Insan Rekombinant PKM2 enziminde 7-hidroksiflavone igin 5 farkl
substrat konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

120 -
N
x 1,7 uM 6-Hydroxyflavone

1,3 uM 6-Hydroxyflavone 100 4
M0,5 uM 6-Hydroxyflavone 80 -
< Kontrol

60 -
40 -
}

[1/[PPE] mM

Sekil 4.17 Insan Rekombinant PKM2 enziminde 6-hidroksiflavone igin 5 farkli
substrat konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.18 Insan Rekombinant PKM2 enziminde 5-hidroksiflavon igin 5 farkl
substrat konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.19 Insan Rekombinant PKM2 enziminde 3-hidroksiflavon icin 5 farkli
substrat konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.20 Insan Rekombinant PKM2 enziminde flavone igin 5 farkli substrat
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.21 Insan Rekombinant PKM2 enziminde wogonin icin 5 farkli substrat
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.22 Insan Rekombinant PKM2 enziminde 6-hidroksiflavon icin 5 farkli
substrat konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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S. TARTISMA VE SONUC

Kanserli dokularda asir1 glikoz tliketimi goriilmektedir. Glikoz tiiketimi hiicre iginde
bir¢ok metabolik ihtiyaca cevap verecek sekilde diizenlenmektedir. Hiicrenin ¢ogalmasi
ve enerji ihtiyacina gore glikoliz yolunun hizi kontrol edilmektedir. Bu kontrol
mekanizmasinda piruvat kinaz M2 izoenzimi kilit rol oynamaktadir. Bu enzimin
inhibisyonu ya da aktivasyonu ile kanserli dokunun metabolik dengesi degisebilecektir

(Harris et al., 2012). Bu nedenle kanser tedavisinde bu enzim miikemmel bir hedeftir.

Flavonoidler biyoaktivitesi yiiksek bilesiklerdir. Bu bilesiklerden bir¢ogunun kanserli
hiicreler iizerinde etkili oldugunu gdsteren birgok calisma yapilmistir(Chahar et al.,
2011). Bu bilesiklerin enzim aktivitelerini etkileme potansiyellerinin yiiksek olmasi ve
kanser hiicreleri iizerinde inhibisyon etkisi gostermesi nedeniyle calismada tercih

edilmistir.

Bu calismada bazi dogal bilesiklerin bu enzim iizerinde inhibisyon ve aktivasyon etkisi
in vitro olarak arastirildi. Dogal fenolik bilesiklerin kanserli hiicreler {izerinde bir¢ok
olumlu etkisi rapor edilmis fakat bunlarin etki mekanizmalarmin PKM2 enzimi
tizerinden olduguna dair calismalar yapilmamistir. Yukaridaki sekillerde goriilecegi
gibi 7 farkli bilesik ICs0/ACsp degeri 5 uM altinda etki gostermistir. Bu bilesiklerin
inhibisyon etkisi biiyiikten kiiglige dogru apigenin, 6-hydroxyflavone, 5-
hydroxyflavone, 3-hydroxyflavone, wogonin, flavone, 7-hydroxyflavone, chrysin ve
diosmin seklindedir.  Shikinon bu enzimin potansiyel inhibitérii olarak
degerlendirilmekte olup ICsp degeri 0,3 pM olarak tespit edilmistir. Calisilan
bilesiklerden apigenin ic¢in bulunan 0,95 uM ICsy degeri bu degere en yakin olandir.
Elde edeilen sonuglar degerlendirildiginde apigenin potansiyel PKM?2 inhibitorii
olabilir. Onceki galigmalarda apigeninin kanserli dokularda bazi olumlu etkileri rapor
edilmistir (Melstrom et al., 2008; Yamagata et al., 2010). Ornegin, glikozun hiicre icine
en hizli tasiyan ve kanserli hiicrelerde 6nemli oranda sentezlenen, kanser tedavisinde
hedef reseptorlerden olan GLUT-1’i inhibe etmektedir (Chan et al., 2011). Yapilan
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caligmada diisiik konsantrasyonda bu bilesigin inhibisyon etkisi gostermesi onemlidir.
Birden fazla hedefe etki eden bir bilesik olarak kanser tedavisinde kullanilma

potansiyeli bulunmaktadir.

Bu enzimin hem inhibitérlerinin hem de aktivatorlerinin ilag olarak kullanilabilmesi
acisindan aktivatorleri de inhibitorleri kadar dnemlidir. Enzimin aktivatdrleri ile yapilan
hiicre kiiltiir galismalarinda olumlu etkileri rapor edilmistir(Xu et al., 2005). Tangeritin
ve Scutellarin hydrate sirasiyla ACso degeri 0,955 ve 1,44 uM araliginda aktivasyon
etkisi gostermistir. Elde edilen sonuglara gore bu bilesikler potansiyel PKM2 aktivatorii
olabilir. Aymi sekilde; grup farkliligindan olusan zit etki, flavon tiirii bilesiklerden

diosmetin ve diosmin aktivite iizerindeki etkilerinde de goriilmektedir.

Sonug olarak bu calismada bazi1 fenolik bilesiklerin PKM2 enzim aktivitesi {izerinde
etkisi deneme yanilma yoOntemiyle laboratuvar sartlarinda kiivet igi ortamda

arastirilmistir. Elde edilen sonuglar;

e Apigenin, 6-hydroxyflavone, 5-hydroxyflavone, 3-hydroxyflavone, wogonin,
flavone ve 7-hydroxyflavone yiiksek inhibisyon etkisi gostermistir (IC50 degeri <5
uM).

e Tangeritin ve Scutellarin hydrate yiiksek aktivasyon etkisi gostermistir (ACs Value
<5 uM)

e Diosmetin, baicalin, baicalein ve luteolin aktivasyon etkisi gosteren diger
bilesiklerdir (ACso degeri 10-100 uM aras1). Vanilik asit yiiksek konsantrasyonda

aktivasyon etkisi gostermistir.

o 0, 2/, 4'-trimethoxyflavone 124,564 ACS50 degeri ile en az aktivasyon etkisi

gosteren bilesik olarak belirlenmistir.

e Chrysin ve diosmin, 23,20 ve 254,80 uM ICso degerleri ile orta diizeyde inhibisyon

etkisi gosteren bilesiklerdir.
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Oneriler;

. Bu bilesiklerin PKM2 enzim aktivitesini hiicre ortaminda ne kadar etkiledigi

hiicre kultir ortaminda test edilebilir.

. Etkin bilesiklerin farkli analoglar1 sentezlenerck veya eliie edilerek, enzim

aktivitesi olgitilerek, hiicre kiiltiir ortaminda testleri yapilabilir.

. PKM2 farkli kontrol bdlgeleri olan bir enzim oldugundan, bu bilesiklerin enzim

aktivitesini nasil etkiledigi arastirilabilir.
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