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ÖZET 

DEMİR ŞELATLAYICI ME0053 ve ME0055 BİLEŞİKLERİNİN KANSERLİ 

HÜCRELERİN PROLİFERASYONU ÜZERİNDEKİ ETKİSİNİN SH-SY5Y 

HÜCRELERİNDE İNCELENMESİ 

 

ÖZGÜR TANRIVERDİ 

 

Yüksek Lisans Tezi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Danışman: Dr. Öğretim Üyesi Ayşegül YILDIZ 

Aralık 2019, 67 sayfa 

 

Demir temel bir elementtir ve hücre çoğalması, metabolizması ve büyümesi gibi 

fonksiyonlarda önemli bir rol oynar. Ayrıca mitokondriyel enzimler için önemli bir 

katalizördür ve katalaz gibi detoksifikasyon işlemleri için de oldukça önem taşır. 

Aynı zamanda demir, redoks döngüsü ve serbest radikal oluşumunda da yer alabilir. 

Bu nedenle hücre için demir hem esastır hem de potansiyel olarak toksiktir. Son 

zamanlarda yapılan çalışmalarda demirin tümörün mikro-çevresinde ve metastatik 

sürecinde de yer aldığı gösterilmiştir. Demir edinimi, akışı, depolanması ve 

düzenlenmesi ile ilgili tüm mekanizmaların karsinogenez ile yakından ilişkili olduğu 

bildirilmiştir. Bu nedenle demirin metabolik yollarının karsinogenezdeki rolünün 

belirlenmesi, kanser prognozu ve tedavisi için yeni hedefler sağlayabilir. Bu bilgiler 

ışığında, SH-SY5Y kanser hücrelerinde demir şelatlayıcı olarak bilinen Salisiliden 

asilhidrazid sentetik grubundan ME0055 ve ME0053 kimyasallarının etkilerinin 

incelenmesi amaçlandı. Bu araştırmada, kimyasalların hücre üzerindeki etkisinin 

anlaşılabilmesi için 10x10⁴ hücreye MTT testi yapıldıktan sonra uygun olan doz 

50µM olacak şekilde belirlendi. Daha sonra protein izolasyonu sonucunda western 

blotlama yapılarak Speedy/RINGO, MAPK, p-Akt ve kaspaz-3 aktivitesine bakıldı. 

Hücre siklus regülatörü olan Speedy/RINGO seviyesinde gözlemlenen düşüşle 

beraber  p-Akt yolağının da fosforilasyon seviyesini düşürdüğü görüldü. Bu durumun 

sadece Speedy/RINGO seviyesindeki azalma sayesinde değil aynı zamanda demir 

şelatlayıcı salisiliden asilhidrazidlerin Fe+2 ile ektileşime girerek PTEN aktivitesinde 
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artışa sebep olmaları yanısıra PI3K’ın PIP3 ile etkileşime girmemesinden kaynaklı 

olabileceği düşünülebilir.  MAPK yolağına ait verilerimizde, kullanılan bu 

kimyasalların çok fazla etki etmediği gözlemlense de yine de anlamlı sonuçlar elde 

edilmiştir. Diğer bir sonuç olarak ME0055 ve ME0053 kimyasallarının SH-SY5Y 

kanserli hücrelerde sırasıyla kaspaz-3 aktivitesini %59,7 ve %210 oranında artırdığı 

saptandı. Bu çalışmanın sonucunda, karsinogenezde önemli rolü olan MAPK ve Akt 

sinyal yolları ve Speedy/RINGO proteininin regülasyonunda sentetik olan demir 

şelatlayıcıların tedavi amacı ile kullanımlarının önemli bir etki sağlayacağı kanısına 

varıldı. Ancak bu çalışmanın demir metabolizması ve karsinogenezden sorumlu 

moleküler mekanizmalar ile arasındaki ilişkinin diğer kanser hücre hatlarında ve 

daha fazla hedef molekül belirlenerek çalışılması gerekebileceği düşünüldü 

 

Anahtar Kelimeler: Salisiliden Asilhidrazitler, SH-SY5Y Kanser Hücre Hattı, 

ME0055, Speedy/RINGO, ME0053, p-AKT, MAPK, 

Kaspaz-3 
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ABSTRACT 

ANALYSIS OF THE EFFECT OF IRON CHELATING ME0053 AND 

ME0055 COMPOUNDS ON PROLIFERATION OF CANCER CELLS IN SH-

SY5Y CELLS 

 

ÖZGÜR TANRIVERDİ 

 

Master of Science (M.Sc.) 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Molecular Biology and Genetics 

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ayşegül YILDIZ 

December 2019, 67 pages 

 

Iron is an essential element and plays an important role in functions such as cell 

proliferation, metabolism and growth. It is also an important catalyst for 

mitochondrial enzymes and is very important for detoxification processes such as 

catalase. Iron may also be involved in the redox cycle and free radical formation. 

Thus, iron is both essential and potentially toxic to the cell. Recent studies have 

shown that iron is involved in the micro-environment and metastatic process of the 

tumor. All mechanisms of iron uptake, flow, storage and regulation have been 

reported to be closely related to carcinogenesis. Therefore, determination of the role 

of iron metabolic pathways in carcinogenesis may provide new targets for cancer 

prognosis and treatment. In the light of this information, it was aimed to investigate 

the effects of ME0055 and ME0053 chemicals from the Salicylidene acylhydrazide 

synthetic group known as iron chelators in SH-SY5Y cancer cells. In this study, in 

order to understand the effect of chemicals on the cell, after the MTT test was 

performed on 10x10⁴ cells, the appropriate dose was determined as 50µM. After 

protein isolation, Western blotting was performed to investigate Speedy / RINGO, 

MAPK, p-Akt and caspase-3 activity. It was observed that the expected decrease in 

the cyclin A-CDK2 complex together with the observed decrease in the cell cycle 

regulator Speedy / RINGO level decreased the phosphorylation level of the p-Akt 

pathway. This may be due to not only the reduction in the level of Speedy / RINGO, 
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but also the fact that iron chelating salicylidene acylhydrazides interact with Fe + 2, 

leading to an increase in PTEN activity, as well as PI3K not interacting with PIP3. 

Although it was observed that these chemicals did not affect the MAPK pathway, 

significant results were obtained. As a result, ME0055 and ME0053 chemicals 

increased caspase-3 activity by 59.7% and 210% in SH-SY5Y cancer cells, 

respectively. As a result of this study, it has been concluded that use of synthetic iron 

chelators on MAPK and Akt signaling pathways, which play an important role in 

carcinogenesis and Speedy / RINGO, which is a protein in cell-cycle regulation will 

have a significant effect on cancer treatment. However, it was thought that the 

relationship between this study and the molecular mechanisms responsible for iron 

metabolism and carcinogenesis may need to be studied by identifying more target 

molecules in other cancer cell lines. 

Keywords: Salicylidene Acylhydrazide, SH-SY5Y Cancer Cell Line, ME0055, 

                    Speedy/RINGO, ME0053, p-AKT, MAPK, Caspase-3 
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1. GİRİŞ 

1.1. Demir Metabolizması  

Diyet kaynaklarından elde edilen demir ince bağırsakta emildikten sonra duodenal 

enterosit aracılığı ile kana geçer, burada transferrin (Tf) isimli demir bağlayıcı 

proteine bağlanır (Lane vd., 2015). Fizyolojik sıvılarda bulunan Tf molekülü, iki 

ferrik demir atomunu yüksek bir afinite ile bağlayabilir (Crichton, 2009). Transferrin, 

eritropoez ve ferritin içinde depolanma gibi kritik fonksiyonlar için demirin bağırsak 

ve karaciğerden bozulmadan hücrelere taşınmasında önemli bir rol oynar.  

Transferrin reseptörü 1 (TfR1) proteini, plazma membranında yer alır ve hücrelerin 

demiri kolay bir şekilde alabilmesi amacıyla iki Tf molekülünü bağlayabilir 

(Hanover vd., 1995). Sonrasında ferrik demir buradaki asidik ortam nedeniyle Tf’den 

ayrılır. Bu durum prostat 3 altı transmembran epitel antijeni (STEAP3) ile ferrik 

demirin ferröz forma indirgenmesini indükler ve Tf-TfR1 kompleksi endozom içine 

alınır (Şekil 1.1A). Demir, iki değerli metal taşıyıcı 1 (DMT1) vasıtasıyla endosomal 

membran boyunca sitozol içerisine salınabilir (Fleming vd., 1998).  

Hücresel demir, ribonükleotit redüktaz (RR) gibi proteinlerin aktif bölgelerine dahil 

edilmiş, sitoplazmik ferritinde depolanmış, heme sentezi, demir-sülfür küme üretimi 

veya mitokondriyal ferritinde depolanmak üzere mitokondriye dağıltılmış veya  

demir akış pompası ferroportin 1 (Fpn1) şeklinde hücreden atılmak suretiyle vücutta 

çoklu homeostatik işlemlerde kullanılır (Şekil 1.1A) (Merlot vd., 2013; Richardson 

vd., 2010).  

Demir düzenleyici proteinler (IRP; iron regulated proteins), hücre içi demir 

yoğunluğuna yanıt veren ve transkripsiyon sonrasında protein ekspresyonunu kontrol 

eden, demirin alımını, kullanımını ve depolanmasını kısmen de olsa düzenleyen 

demir homeostazı proteinleridir.   
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1.2. Demir Metabolizmasının Kanserle İlişkisi 

Redoks döngüsüne girebilmesi ve serbest radikal oluşumunu desteklemesi nedeniyle 

vücuttaki aşırı demirin toksik olduğu bilinir (Kalinowski vd., 2005). Demir, Fenton 

reaksiyonu yoluyla hidrojen peroksit üretiminin olumsuz sonuçlarını artırabilir ve 

biyolojik sistemler için en reaktif kimyasal olarak kabul edilen hidroksil 

radikallerinin oluşmasında rol oynayabilir (Denklem 1) (Barnham vd., 2004). 

Süperoksit iyonunun Fenton reaksiyonu için gerekli olan rejenere demir oluşumuna 

da katılabileceği bildirilmiştir (Denklem 2) (Winterbourn, 1995). 

H 2 O 2 + F e 2+ → O H- + ⋅ O H + F e 3+ (Denklem 1) 

 O-
2 ⋅ + F e 3+ → O 2 + + F e 2+ (Denklem 2) 

Serbest radikaller bir dizi kimyasal reaksiyona neden olabilir ve sonuçta DNA 

oksidasyonu, mitokondriyal hasar ve membran lipidlerinin peroksidasyonu  

sonrasında DNA hasarı başlar, hücre döngüsünün ilerlemesi engellenir ve hücrenin 

apopitoza gidişi teşvik edilir (Barnham vd., 2004). Bu nedenle, demir seviyelerinin 

sıkı bir şekilde düzenlenmesi oldukça önemlidir. Bu düzenlemeyi özel proteinler ve 

demirin çözülebilir ve toksik olmayan bir biçimde taşınmasından ve 

depolanmasından sorumlu olan süreçler sağlar (Richardson vd., 1997). Vücut demir 

homeostazını koruyamaz ise; kanser, kardiyovasküler hastalıklar, diyabetes mellitus, 

enfeksiyonlar ve nöro-dejeneratif hastalıklar dahil olmak üzere birçok hastalık 

durumu ortaya çıkar (Merlot vd., 2013).  

1.3. Kanser hücrelerinde değişmiş demir metabolizması 

Demir homeostazının regülasyonu, normal hücreler ile karşılaştırıldığında kanser 

hücrelerinde bozulmuştur (Merlot vd., 2013; Eisenstein vd., 1998). Kanserdeki bu 

bozulmuş demir hemoastazı, kanser hücrelerinin hızlı çoğalmalarına aracılık etmek 

için artan demir ihtiyacını karşılayabilecek fenotipi kazandırabilen demir alımı, akışı 

ve depolanmasındaki değişikliklerle ortaya çıkabilir (Merlot vd., 2013; Torti vd., 

2013) 
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Şekil 1.1. A. Hücresel demir metabolizması. Demir atomunun iki atomu dolaşımda 

bulunan transferrin (Tf) proteinlerine bağlanır ve Tf’in demir doymuş formunu  (holo-Tf) 

oluşturur. İki holo-Tf molekülü daha sonra hücre zarında eksprese edilen transferrin 

reseptörü 1’e (TfR1) bağlanır. Tf-TfR1 kompleksi endositoza maruz kalır. Sonra Tf’e  

bağlı ferrik demirin salınımını ve prostat 3 altıtransmembran epitel antijeni (STEAP3) ile 

ferröz forma indirgenmesini indükleyerek endozom içine alınır. Demir daha sonra iki 

değerli metal taşıyıcı 1 (DMT1) aracılığı ile sitozol içinde serbest demir havuzuna salınmış 

olur. Burada (i) ribonükleotit redüktaz gibi aktif protein bölgelerine dahil edilir; (ii) 

sitoplazmik ferritin olarak depolanır; (iii) mitokondri tarafından alınır ve (iv) demir akış 

pompası ferroportin 1 (Fpn1) aracılığı ile hücreden ihraç edilebilir. Demir eksikliği 

sonucunda oluşan Tf (apo-Tf) ve TfR1 molekülleri daha sonra geri dönüştürülür ve hücre 

yüzeyine geri döndürülür. B. Kanser tedavisi için kullanılan temel şelatörlerin kimyasal 

yapısı (Goldie vd., 2015). 
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1.3.1. Demir alımı 

Kanser hücrelerinin normal hücrelere oranla yüksek TfR1 seviyelerine sahip 

oldukları ve agresif kanserlerin daha yüksek oranda TfR1 eksprese ettikleri 

gösterilmiştir (Merlot vd., 2013; Soyer vd., 1987). Bu nedenle, kanser hücrelerinin 

varolan Tf’den daha yüksek oranda demir alımına sahip oldukları bildirilmiştir 

(Richardson vd., 1990).  

DNA sentezinde görev alan hız sınırlayıcı enzimin aktive olabilmesi için kanser 

hücrelerinin de sürekli bir demir kaynağına ihtiyaç duyduğu ve bu nedenle de kanser 

hücre proliferasyonunun ve DNA sentezi oranlarının normal hücrelere göre artmış 

olduğu saptanmıştır (Jiang vd., 2010). Endozomal metalloredüktaz, Tf’ne bağlı 

endozomal ferrik demiri ferröz formuna indirgeyebilen bir enzimdir ve STEAP3 ile 

birlikte eritroid seri hücrelerinin demir alımını kolaylaştırır (Ohgami vd., 2005). 

Nitekim prostat, kolorektal, akciğer ve pankreas kanserlerinde aşırı eksprese edildiği 

bildirilen STEAP3’ün, kanser hücresindeki değişmiş demir metabolizmasını  

gösterebileceği belirtilmiştir  (Hubert vd., 1999; Isobe vd., 2011). 

1.3.2. Demir akışı 

Meme kanseri, prostat kanseri, hepatoselüler karsinom ve lösemide Fpn1 

ekspresyonunun azaldığını veya bulunmadığı, buna karşın ekspresyondaki bu 

değişikliklerin beyin veya özofagus kanserlerinde görülmediğini bildirmiştir (Jiang 

vd., 2010; Rhodes vd., 2007). Hepsidin, bir peptid hormonudur ve hepsidin 

düzeylerindeki artışın Fpn1’in ekspresyonunu negatif yönde düzenlediği saptanmıştır 

(Nemeth vd., 2004; Pinnix vd., 2010). Azalmış Fpn1 ekspresyonunun diğer risk 

faktörlerinden bağımsız olarak meme kanserli hastalarda kötü prognoz ile ilişkili 

olduğu belirtilmiştir (Nemeth vd., 2004; Pinnix vd., 2010).  

Hücrelerdeki demirin, hücre içi indüklenebilir nitrik oksit sentaz ( iNOS) olarak veya 

hücre dışı üretilen ve bir sinyal molekülü olan nitrik oksit (NO)’in etkisiyle de 

serbest bir şekilde salınabileceği saptanmıştır (Hibbs vd., 1998; Lok vd., 2012; Watts 

vd., 2001). Ayrıca NO’in demiri doğrudan bağlayarak çeşitli hücre içi proteinleri ve 

metabolik yolları etkileyebileceği gösterilmiştir (Moncada vd., 1991; Richardson vd., 

1995). Bu çalışmalar göstermiştir ki; NO-bağımlı demir salıvermenin, Fpn1'in 
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aracılık ettiği hücresel demir salıverme mekanizmasının aksine çok-ilaca dirençli 

protein 1 (MRP1) aracılığıyla gerçekleşmektedir (Lok vd., 2012; Watts vd., 2006). 

1.3.3. Demir depolama 

Tümör hücrelerinde demir depolanması ile ilgili regülasyonun da değişiklik 

gösterdiği saptanmıştır (Merlot vd., 2013). Kanser hücrelerindeki ve kanserli 

dokudaki ferritin ekspresyon seviyeleri ile ilgili veriler çelişkilidir; bazı çalışmalarda 

ferritin ekspresyonun yukarı regülasyonu (up-regulation) saptanmışken, bazılarında 

ise ferritin ekspresyonun aşağı regülasyon (down-regulation) gösterdiği bildirilmiştir 

(Merlot vd., 2013; Pinnix vd., 2010). Artmış serum ferritin düzeyinin primer akciğer 

kanseri, ileri evre kolorektal kanser ve nöroblastom tanılı hastalarda kötü prognoz ile 

ilişkili olduğu gösterilmiştir (Hann vd., 1985).  

İnsan kanserlerinde c-myc protoonkogen eskpresyonundaki artışın, hücresel 

proliferasyon ihtiyacını karşılamak üzere demirin DNA sentezi ve hücre büyümesi 

için kullanılmasına neden olmasıyla ferritin ekspresyonunu azalttığı bildirilmiştir. 

Ferritin seviyelerindeki bu değişikliklerin tümör ilerlemesi üzerine etkisinin 

olabileceği varsayılmış ve demir bağlama ligandlarının manüplasyonu ile kanser 

tedavisi için kullanılabileceği düşünülmüştür. Bu düşünce ile anti-tümör aktivitesi 

olan demir şelatörlerinin keşfedilmesi ve geliştirilmesi üzerinde durulmuştur (Merlot 

vd., 2013). 

1.4. Demir Şelatörleri  

Desferrioksamin (DFO), Streptomyces pilosus bakterisinden izole edilmiş bir 

hekzadentat yapıda şelatördür (Aouad vd., 2002) (Şekil 1.1 B). Demir şelatörleri 

tedavi edici olarak ilk defa β-thalassemia hastalığında toksik demir yüklenmesini 

engellemek için kullanılmıştır (Ceci vd., 2003). Demir şelatlayıcıların kanser 

tedavisindeki potansiyel etkileri ise ilk defa hücre kültür çalışmalarında DFO ve 

diğer demir şelatlayıcılarının lösemi hücreleri üzerine olan etkilerinin denenmesi ile 

gösterildi (Kontoghiorghes vd., 1986). Ardından nöroblastom tümör hücrelerinde 

yapılan çalışmalar bunu takip etti (Blatt vd., 1988). Buna karşın bazı çalışmalarda, 

DFO’nun anti-tumor aktivitesi üzerine etkisinin olmadığına dair olumsuz sonuçlar 
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bildirilmiştir (Blatt, 1994; Selig vd., 1998). Bu durumun muhtemel nedeni olarak, 

kullanılan demir şelatlayıcıların yarı ömürlerinin kısa ve membran geçirgenliklerinin 

zayıf olması ile ilişkili olduğu düşünülmüştür (Aouad vd., 2002; Richardson vd., 

1994). Bu sorunu çözmek üzere daha etkili ve daha az yan etkileri olan sentetik 

bileşikler üretmek için çalışmalar yapılmıştır (Kalinowski vd., 2005). Bunlardan 

birisi 4-[3, 5-bis-(hydroxyphenyl)-1, 2, 4-triazol-1-yl]-benzoic acid (deferasirox) 

isimli moleküldür ve β-thalassemia hastalığında DFO’ya alternatif olarak 

kullanılmaya başlanmıştır (Cappellini vd., 2009).  

Deferasirox gibi demir şelatlayıcıların anti-tumor etkilerinin olup olmadığını 

araştıran  çalışmaların sonucunda, deferasiroxun hepatom, miyeloid lösemi, mantle 

hücre lenfoması, DMS-53 akciger kanseri ve OE33, OE19, ve OE21 isimli özofageal 

kanser hücre serilerinde büyümeyi inhibe edici etkisinin olduğu bildirilmiştir 

(Chantrel-Groussard vd., 2006; Ford vd., 2013; Lui vd., 2013; Ohyashiki vd., 2009). 

Ayrıca kemoterapiye direnç gösteren bir akut monositik lösemi hastasına deferasirox 

uygulaması yapıldığında, kuvvetli bir anti- lösemik etki ile hastalığın tamamen 

iyileştiği gösterilmiştir (Fukushima vd., 2011). Bu çalışmaların sonucunda, demir 

şelatlayıcıların kemoterapi için kuvvetli bir alternatif olabileceği fakat daha ileri 

seviyede çalışmalar ile bu etkinin net olarak ortaya konulması gerektiği kanısına 

varılmıştır. 

1.5. Salisiliden asilhidrazid (SA) 

Salisiliden asilhidrazidler, gram negatif bakterilerdeki efektör proteinlerin konak 

hücre içerisine geçmesini engelleyen flagella çıkıntısı şeklindeki (enjektöre benzer) 

yapı olan Tip 3 salgı sistemini (T3SS; Type three secretion system) inhibe etmek 

amacıyla üretilmiş sentetik bir moleküldür. Bu sentetiklerin gen düzeyinde 

regülasyona da sahip oldukları bildirilmiştir. Bir çalışmada, C. trachomatis ile 

enfekte olan HeLa hücrelerine demir tuzları eklenmesinin SA bileşiğinin etkisini 

tersine çevirdiği ve asilhidrazon parçasının Fe2 + iyonlarına seçici bir afinitesinin 

olduğu gösterilmiştir (Fukushima vd., 2011). Buna karşın demir tuzlarının 

eklenmesinin, SA bileşiğinin etkisini sadece kısmen tersine çevirdiği veya hiç 

etkisinin olmadığını da bildiren çalışmalar mevcuttur  (Fukushima vd., 2011; Tree 

vd., 2009). Sonuç olarak, SA bileşiklerinin hücre içi demir şelatlama özelliğine ve 
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demir regülasyonunda görevli genler üzerinde etkiye sahip oldukları 

düşünülmektedir. 

1.6. Demir şelatörleri tarafından hücresel sinyal yolu modülasyonu 

1.6.1. Hücre döngüsü  

Şelatörler sadece demiri bağlama yetenekleri ile değil, aynı zamanda çoklu hücre içi 

hedefler üzerindeki karmaşık etkileri nedeni ile de anti-proliferatif etkiye sahiptirler. 

Demir şelatörlerinin, ribonükleotid redüktaz (RR), siklinler, siklin bağımlı kinazlar 

(CDK; Cycline-dependent kinases), retinoblastom proteini (Rb), p53, p21 WAF1 / 

CIP1, p27 KIP1, N-myc akış aşağı yönünde düzenle-nen gen 1 (NDRG1) ve 

apoptotik proteinler dahil hücre döngüsünün ilerlemesini düzenlemede kritik olan 

çoklu molekülleri hedef aldığı bildirilmiştir (Gao vd., 2001; Yu vd., 2007). 

1.6.2. Ribonükleotid redüktaz 

Ribonükleotid redüktaz, DNA replikasyonu için gerekli deoksiribonükleotitlerin 

sentezini, DNA sentezinin hız sınırlayıcı aşamasını, hücre döngüsünün ilerlemesini 

ve hücresel onarımı katalize eden bir enzimdir (Thelander vd., 1979). İnsan RR'si 

allosterik modülatörler için aktif bölgeyi ve bağlama bölgesini içeren R1 ve 

enzimatik aktivite için hayati önem taşıyan monomer başına bir di-nükleer demir 

merkezi ve stabil tirosil radikalini içeren R2 olmak üzere iki homodimerden oluşur 

(Jordan vd., 1998). Hücre döngüsünün S / G2 fazı sırasında normal DNA sentezi için 

gerekli olan R2 alt biriminin haricinde p53-bağımlı bir şekilde DNA hasarını takiben 

G0 / G1 faz hücrelerinde DNA onarımı için dNTP'leri sağlayan ve p53R2 olarak 

isimlendirilen bir varyantı da mevcuttur (Jordan vd., 1998; Tanaka vd., 2000). 

Enzimatik fonksiyonları için önemli olan bir demir bağlama bölgesine sahip olan R2 

ve p53R2 alt birimleri demir şelasyonu ile aktivitelerini kaybedebilirler (Nyholm vd., 

1993). Malign transformasyon ve kanser hücresi büyümesi için RR aktivitesinde bir 

artış olduğu bilindiğinden (Tsimberidou vd., 2002), demir şelatörlerinin RR 

aktivitesini inhibe edebilme yetenekleri nedeni ile kanser hücre proliferasyonunu 

engelleyebileceği düşünülebilir (Şekil 1.2). 
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1.6.3. Siklin ve siklin bağımlı kinazlar 

Demirin şelatörler aracılığı ile elimine edilmesi ile bir dizi siklin ve CDK'nın 

ekspresyonunun etkilendiği gösterilmiştir (Gao vd., 2001). SK-N-MC 

nöroepitelyalom hücrelerinde demir şelasyonu ile siklin D1, D2, D3 ve daha az 

oranda siklin A, siklin B ekspresyonunun,  prostat ve pankreas kanseri hücrelerinde 

DFO ve DpT şelatçıları ile ve ayrıca DMS-53 akciğer karsinomu ve mantle hücreli 

lenfoma hücrelerinde deferasirox ile siklin D1 ekspresyonunun azaldığı gösterilmiştir 

(Gao vd., 2001; Vazana-Barad vd., 2013). Ayrıca, DMS-53 akciğer karsinomu ve 

mantle hücreli lenfoma hücrelerinde deferasirox ile ortaya çıkan fosforile Rb’nin 

aşağı regülasyonu sonucunda E2F/Rb kompleksi ve G1/S faz hücre miktarının arttığı 

saptanmıştır (Vazana-Barad vd., 2013). Sonuçları hücre tipine ve farklı deney 

koşullarına bağlı olarak değişiklik gösteriyor olsa bile demir şelatörlerinin CDK2 

veya CDK4'ün ekspresyonunu azaltabildiğini gösteren çalışmalar da mevcuttur 

(Chaston vd., 2003; Gao vd., 2001; Kulp vd., 1996) (Şekil 1.2). 

Şekil 1.2. Demir şelasyonu, hücre döngüsünün çoklu düzenleyicilerinin modülü (Goldie vd., 

2015). 
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1.6.4. p 53 

Bir çalışmada, DFO ile yapılan demir şelasyonunun, G 1 / S kontrol noktasında kritik 

bir role sahip tümör baskılayıcı bir gen olan p53'ün ekspresyonunu transkripsiyon 

sonrası seviyede düzenlediği bildirilmiştir (Fukuchi vd., 1995). Bu gen hücre stresi 

veya DNA hasarı koşullarında aktive olur ve hasar onarımı yapılamıyorsa onarım 

mekanizmalarını başlatır veya apopitozu indükler (Kastan vd., 1995). Hücrelerin 

DFO ve 311 gibi şelatörler ile muamele edilmesi sonucunda, nükleer p53 proteini 

düzeyinde ve p53 DNA-bağlama aktivitesinde artış olduğu gösterilmiştir (Şekil 1.2) 

(Shen vd., 2014).  

1.6.5. Siklin bağımlı kinaz inhibitörleri 

Siklin bağımlı kinaz inhibitörleri, p21 WAF1 / CIP1, G1 / S fazı CDK-siklin 

komplekslerine bağlanarak hücre döngüsünü negatif olarak düzenleyen ve bunları 

inaktif hale getiren moleküllerdir (Alberts vd., 2008). Bu durum, Rb'nin E2F1'i 

bağlamasına izin verir, böylece G1 / S faz geçişini önler ve sonuç olarak hücre 

döngüsünün durmasına neden olur. Bir çalışmada, MCF-7 meme adenokarsinom 

hücrelerinde DFO ve 311 kullanılarak yapılan demir şelasyonu ile p21 WAF1 / CIP1 

proteininin ekspresyonunun azaldığı, p21 mRNA'yı yukarı düzenlediği gösterilmiştir 

(Fu vd., 2007). 

1.6.6. c-myc 

Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK; Mitogen-activated protein kinase  ), 

büyüme faktörü-β (TGF-β), Wnt ve sinyal transdüseri ve transkripsiyon (STAT) 

yolaklarının aktivatörü dahil olmak üzere çoklu sinyal iletim yollarının "kavşağında" 

bulunan Myc proteinleri, her ne kadar hücre döngüsünün klasik düzenleyicileri 

olmasa da, hücrelerin hücre döngüsüne girmesini sağlarlar ve hücre döngüsünün 

ilerlemesini hızlandırırlar (Dang, 2012; Kiuchi vd., 1999; Tansey, 2014). Mitojenik 

sinyallere güçlü bir hücre döngüsü yanıtı için c-myc proto-onkojen ekspresyonunun 

indüksiyonu gereklidir (de Alboran vd., 2001). Bu durum, siklin D / CDK4- 6 

aktivitesini pozitif yönde düzenleme ve p21 WAF1 / CIP1'in transkripsiyonunu 

baskılama özelliği sayesinde ortaya çıkar (Gartel vd., 2001; Mateyak vd., 1999). Bir 

çalışmada, DFO ile yapılan demir şelasyonununl lösemik kan hücrelerinde c-myc 
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ekspresyonunu azalttığı gösterilmiştir (Kyriakou vd., 1998). Ayrıca, DFO, Dp44mT 

ve DpC gibi şelatörlerin, pankreas ve prostat kanseri hücrelerinde c-myc seviyelerini 

düşürdüğü bildirilmiştir (Şekil 1.2) (Lui vd., 2015). Bu ajanların etki 

mekanizmasının, STAT3 yolunun inhibe edilmesi sonrasında siklin D1, c-myc ve 

Bcl-2 dahil olmak üzere bir çok hedefin aşağı yöndeki regülasyonu olduğu 

belirtilmiştir (Lui vd., 2015). 

1.6.7. Speedy /RINGO 

İlk kez Xenopus oositlerinde varlığı gösterilen Speedy/RINGO, bir başka hücre 

siklus proteinidir ve hücre döngüsü regülatörlerinden oldukça farklıdır. Hücre 

siklusunun ilerleyişinde CDK2 aktivitesini ve G1-S fazı geçişini kontrol eder 

(Nebrada, 2006). Bu fonksiyonunu, klasik siklinlerden farklı olarak CDK2’ nin 

fosforlanmasına gerek duymadan yapar ve p27Kip1 gibi inhibitör regülatörler 

tarafından fosforilasyon aracılığı ile olan inhibisyona karşı da fazla duyarlı değildir 

(Cheng vd., 2005; Dinarina vd., 2005; McAndrew vd., 2007; Porter vd., 2003).  

 

Şekil 1.3. DNA hasar yanıtlarının düzenlenmesinde Spy 1/Ringo'nun rolü (Randy vd., 2007) Spy 

1/Ringo, DNA hasarına yanıt olarak CDK'ları düzenleri ve dolayısıyla hücre döngüsünün ilerlemesini, 

apopitoz veya DNA onarımını kontrol eder. 
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Çalışmalarda, Speedy/RINGO ile CDK2 etkileşiminden oluşan kompleksin, p27Kip1 

inhibitörünün CDK2 ile etkileşmesini engellemek suretiyle CDK2 aktivasyonuna ve 

buna bağlı olarak da p27Kip1 inhibitörünün fosforlanarak degradasyonuna yol açtığı 

gösterilmiştir (Porter vd., 2002; Porter vd., 2003) (Şekil 1.3). Speedy/RINGO hücre 

siklusundaki DNA hasar kontrol noktaları dahil olmak üzere birçok kontrol noktasını 

aşan bir moleküldür ve bu özelliğiyle kanser hücrelerinde aşırı miktarda eksprese 

olarak onları apopitozdan kaçırıp hücre bölünmesini devam ettirir, yani onkogenik 

fonksiyonu mevcuttur (Gastwirt vd., 2006; McAndrew vd., 2009).  

Bu molekülün ayrıca MAPK ve AKT sinyal yollarının arasında var olan iletişim ve 

etkileşimleri üzerinde de etkisi olabileceğini gösteren çalışmalar mevcuttur (Matsuo 

vd., 2001; Molenaar vd., 2009). Bu nedenle anti-kanser tedaviler için oldukça uygun 

bir moleküler hedef olarak görülen Speedy/RINGO’nun ekspresyonu üzerinde demir 

homeostazının ve demir şelatlayıcılarının etkisinin incelenmesi önem arz edebilir. 

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

yolağı  

İnsülin reseptör sinyalini karakterize etmek için 1980'lerin başında yapılan çalışmalar 

sonrasında, fosfoinositol-3-kinaz- protein kinaz B / Akt (PI3K-PKB / Akt) yolunun 

ve aktive edici reseptör tirozin kinazlarının (RTK) varlığı tespit edilmiştir (Alessi, 

2001). Bu çalışmaların sonucunda, insülin reseptör substratı (IRS) proteinleri yoluyla 

PI3K'ya sinyal ileten bileşenler ve insülin reseptör mekanizması tanımlanmış ve 3-

fosfoinositol bağımlı protein kinaz 1 (PDK1) tarafından PKB / Akt aracılı 

aktivasyonun varlığı saptanmıştır. Sonraki çalışmalar ile PI3K ve PKB / Akt 

aktivasyonunun tümör gelişmesi ve ilerlemesindeki önemli etkisinin, PH-domaini 

lösin-zengin-tekrar-içeren protein fosfatazların (PHLPP1 / 2) ilişkisinin ve ayrıca 

negatif düzenleyicilerin, protein fosfataz 2'nin (PP2A) ve tensin homologunun 

(PTEN) keşfedilmesine yol açmıştır. Ek olarak, PKB / Akt’ta C- terminal domainin 

de hidrofobik motif içerdiğinin bulunması sonrasında, rapamisinin memeli hedefi 

(mTOR; Mammalian target of rapamycin) kompleksi 2 (mTORC2) ve DNA'ya bağlı 

protein kinaz (DNA-PK) ile ilişkisi olduğu ve Ras'ın PI3K-PKB / Akt yolunu PI3K 

üzerinden etki gösterebildiği tespit edilmiş; böylece mevcut PI3K-PKB / Akt sinyal 

yolağında etkisi olan proteinler tanımlanabilmiştir (Şekil 1.4) (Aksamitiene vd., 

2012; Luo vd., 2003). 
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Transkripsiyon, translasyon, büyüme, hayatta kalma ve proliferasyon gibi önemli 

hücresel fonksiyonların düzenlenmesinde rol oynayan bir protein olan PI3K -Akt 

sinyal yolu birçok hücresel uyaran tarafından veya toksik insülin tarafından aktive 

edilir (Aksamitiene vd., 2012; Luo vd., 2003). Bu yolak kontrolsüz şekilde aktive 

olur ise, kanser, diyabet ve otoimmünite gibi hastalıklar gelişir.  Nitekim PI3KAkt 

sinyallemesinin kontrolsüz şekilde bozulması, insanlarda kanser gelişimi ve 

ilerlemesi, hücre çoğalması ve hayatta kalma (apopitoztan kaçış) arasındaki dengeyi 

bozan ve oldukça sık görülen bir durumdur. 

1.6.8.  PI3K ve aktivasyon mekanizması 

İlgili sinyaller ile PI3K fosforilasyonu uyarıldığında, plazma membran lipidlerinden 

olan fosfatidilinositol-4,5 bisfosfonat (PI (4, 5) P2)’nin inositol halkasının 3’ 

pozisyonu fosforile olur ve hayatta kalma sinyali için gereken güçlü bir ikinci 

haberci olan PI (3, 4, 5) P3’e saniyeler içinde dönüşür.  Fosfatidilinositol 3 kinazlar, 

katalitik bir alt birim (P110) ile protein tirozin kinaz aktivitesine sahip reseptörler 

(Gn reseptör Tirozin Kinaz, RTK) ve G- couple protein reseptörü (GPCR) tarafından 

aktive edilen bir adaptör / düzenleyici alt birimden (P85) oluşan heterodimerlerdir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.4. PI3K-Akt yolunun sinyalleşme modeli (Osaki vd., 2004): PI3K-Akt yolunun sinyalleşme 

modeli (Osaki vd., 2004): Büyüme faktörlerinin reseptör tirozin kinazına (RTK) veya G protein-bağlı 

reseptörlerine (GPCR) bağlanması, p85 ve p110 subünitelerinden oluşan fosfatidilinositol 3-kinazın 

(PI3K) fosforilasyonunu indükler. PI3K, fosfotidilinositol-4,5 bisfosfonatı (PI (4,5) P2), PI (3.4.5) 

P3’e dönüştürken, PTEN (kromozom 10 üzerinden silinen fosforaz ve tensin homoloğu) bu reaksiyonu 

tersine çevirir. Akt hücre zarına yerleştirir ve PH alanı vasıtasıyla PI (3,4,5) P3 ile etkileşime girer, 

fosfotidilinositole bağlı kinaz (PDK1), PDK2 ve integrin-bağlı kinaz (ILK) ile fosforile edilir. 
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Plekstrin homoloji (PH) ve FYVE (Fenilalanin-Tirozin-Valin-Glutamik asit) 

alanlarından oluşan PI (3,4,5) P3 domainleri etkileşince, PI3K aktif hale gelerek 

hücre membranına bağlanır.  Birçok proteinde bulunan PH alanları, yaklaşık 100 

amino asitten oluşan bir globüler protein alanlarıdır. Nitekim PH alanlarını içeren 

proteinler, PI3K kaynaklı sinyal için kritik mediatörler olarak kabul edilir. Ayrıca 

Akt’deki PH alanının serin / treonin kinaz 3-fosfoinositol bağımlı kinaz 1 (PDK1) ile 

etkileşimi sonrasında Thr308’i fosforilize olur ve Akt yarı aktif hale gelir. 

Sonrasında yarı aktif hale gelen Akt’nin C-terminal domaininde bulunan ser473 

bölgesi, PDK2 ile fosforlanındığında Akt proteini tam anlamıyla aktif hale gelmiş 

olur. Aktif hale gelmiş olan Akt proteini hücre proliferasyonu ve hücrenin hayatsal 

faaliyetlerinde görev alan diğer hücre içi kaskat sistemlerinin aktifleşmesi için 

önemli bir proteindir ve sadece hücresel homeostazı sağlamakla kalmaz aynı 

zamanda apopitozu baskılayan sinyallerin oluşumuna da neden olabilir (Aksamitiene 

vd., 2012; Luo vd., 2003). 

Farelerdeki bir lösemide ilk defa v-Akt ismi ile tanımlanan bir viral onkoproteinin 

hücresel homoloğu olması nedeni ile c- Akt olarak da isimlendirilen Akt proteini 57 

Kd’dur. Ayrıca v-Akt ve c-Akt’ın protein kinaz C’ye (PKC) ve protein kinaz A 

(PKA)’ya benzer bir protein kodladığı saptandığı için PKB (Protein kinaz B) ya da 

RAC (protein kinaz A veya C ile ilişkili) olarak da adlandırılır. cAMP'ye bağımlı, 

Şekil 1.5. AKT proteini izforomları (Gizeh vd., 2014) N-terminal ucunda PH domainleri, orta 

ksında yarı fosforilasyonun gerçekleştiği threonin rezidülerinin yer aldığı kinase domaini ve C-

terminal ucunda ile son fosforilasyonun gerçekleştirildiği serin rezidülerinin yer aldığı hidrofobik 

motif görülür. ϯ meme kanserinde bildirilen somatik mutasyonları göstermektedir. 
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cGMP'ye bağımlı ve protein kinaz C familyası (AGC) üyesi olan serin / treonin 

protein kinaz yapısındaki bir sitoplazmik protein kinaz kabul edilen AKT kinazın 

domaininin kristal yapısı ilk defa 2002 yılında tanımlanmıştır. Memelilerde cDNA 

keşfi ile sonuçlanan genom çalışmaları esnasında, Akt1 (PKBα), Akt2 (PKBβ), Akt3 

(PKBγ) izoformlarını kodyalan 3 genin varlığının saptanması ile Akt/PKB de 

keşfedilmiştir. Akt2’nin Akt1 ile %82 ve Akt3’ün Akt1 ile %83 yüksek sekans 

homolojisine sahip olduğu ve aynı zamanda, bir N-terminali plekstrin homoloji (PH) 

domaini, merkezi bir kinaz domaini içeren benzer alan yapısı gösterdikleri ve bir C-

terminal düzenleyici hidrofobik motiflerinin bulunduğu tespit edilmiştir (Şekil 1.5). 

Tanımlanan bu üç insan AKT izoformu, sırasıyla 14q32 (AKT1), 19q13 (AKT2) ve 

1q44'te (AKT3) bulunan ayrı genlerle kodlanır (Luo vd., 2003).  

Bir çalışmada, demir şelatörlerinin prostat kanserinde PI3K / AKT / PTEN yolunu 

hedefleyerek anti-tümör aktivitesi gösterdikleri bildirilmiştir (Dixon vd., 2013).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

Bu çalışmada, prostat epitel hücrelerinin ve DU145 prostat kanseri hücre hattının 

DFO veya Dp44mT ile inkübe edilmesi aonrasında, tümör baskılayıcı gen olan 

PTEN ve anti-metastatik bir gen olan NDRG1 ekspresyonunu arttırdığı saptanmıştır. 

Buna ek olarak NDRG1’in aşırı ekspresyonu sonucunda onkojenik olan p-AKT 

aktivitesinin azaldığı ve PTEN düzeylerinin ise anlamlı bir şekilde arttığı 

gösterilmiştir. Ayrıca NDRG1 aracılı p-AKT inhibisyonunun PC3 hücrelerinde 

PTEN inhibisyonu ile birlikte gösterilmiş olması, NDRG1 aracılı etkinin PTEN'den 

bağımsız olduğunu düşündürebilir (Dixon vd., 2013; Liu vd., 2012). MIAPaCa-2 

pankreas kanseri hücrelerinde yapılan bir çalışma göstermiştir ki; NDRG1 aşırı 

ekspresyonunun bir sonucu olarak PTEN düzeyleri artabilirken, p-AKT ve p-mTOR 

seviyeleri düşebilir (Kovacevic vd., 2013). Ayrıca, NDRG1 aşırı ekspresyonu ile 

PI3K p110α / β katalitik alt ünitesinin birleşmesini önleyen fosfo-p85a ve fosfo-p55γ 

gibi PI3K düzenleyici alt birimlerin ifadesinin önemli ölçüde azaldığı da 

bildirilmiştir. Şelatörlerden Dp44mT ve DpC gibi NDRG1'i belirgin bir şekilde 

düzenleyen tiyosemikarbazonlar, MIAPaCa-2 ve diğer pankreas kanseri hücre 

hatlarında bu kritik moleküllerin modülasyonu yoluyla anti-tümör aktivitesi 

göstermişlerdir (Kovacevic vd., 2013). 



15 

 

1.6.9. Ras / Raf / MEK / ERK İlişkisi 

Memeli hücrelerinde dört ana MAPK protein kinaz kaskadı tanımlanmıştır: i. Ras / 

Raf / MEK / ERK yolu (tipik olarak büyüme faktörleri ve sitokinler tarafından aktive 

edilir), ii. c-Jun N -terminal kinaz (JNK) (çevresel stres ile aktive edilir), iii. p38 

yolu, iv. ERK5 yolu (Roberts vd., 2007). Bu yollardan Ras / Raf / MEK / ERK 

kaskadının hücrelerin çoğalması, hayatta kalması, farklılaşması, göç edebilmesi ve 

anjiyogenezi başlatıp sürdürebilmesi gibi bir dizi önemli hücresel işlemi düzenlediği 

bilinmektedir (Chang vd., 2003). Keşfedilen ilk RTK olan epidermal büyüme faktörü 

reseptörü (EGFR; ErbB1 veya HER1 olarak da bilinir) gibi RTK'lara ilgili 

ligandların bağlanması sonrası hücre yüzeyinde reseptör-ligand etkileşimi aktifleşir 

(Gschwind vd.,2004). Bu reseptör ailesinin ErbB2 / HER2, ErbB3 / HER3 ve ErbB4 

/ HER4 olmak üzere diğer üç üyesi daha sonra tanımlanmıştır. Bir büyüme 

faktörünün reseptörüne bağlanması sonrasında, reseptörün iki monomerinin 

dimerizasyonunu kolaylaştıran hücre dışı bir konformasyonel değişiklik ortaya çıkar 

(Schlessinger vd., 2002). Bu değişiklik, büyüme faktörü reseptörüne bağlı protein 

2'nin (GRB2) Src homolojisi 2 (SH2) alanı için yüksek afinite gösteren bir 

sitoplazmik tirozin kinaz rezidüle bölgesinin çapraz fosforilasyonu ile sonuçlanır. 

Daha sonra, GRB2'nin iki Src homolojisi 3 (SH3) alanı SOS (son of sevenless) ile 

etkileşime girer ve bu etkileşim GDP’nin GTP ile değişimi sonrasında hücre içi 

transdüser görevi olan Ras’ın aktivasyonunu kolaylaştırır (Şekil 1.6).  

Neoplastik dönüşümde rol oynayan ilk tanımlanmış onkogen olan Ras, büyüme 

faktörü sinyallerini, hücre içindeki çok önemli faktörlerle birleştirip, nukleusa 

iletilmesini sağlayarak hücre büyümesini düzenlemede anahtar bir oyuncu olarak 

kabul edilir (Avruch vd., 2007; Harada vd., 2004). Aktif RAS (RAS-GTP) daha 

sonra Raf fosforilasyonu aracılığı ile ana efektörlerinden biri olan mitojenle aktive 

olan protein kinaz kinaz kinazını (MAPKKK veya MEKK) aktive eder ki bu durum 

daha sonra mitojenle aktive olan protein kinazların (MAPK'ler) fosforilasyonuna 

neden olur. Aktive edilmiş MAPK'lar, hücre büyümesine ve çoğalmasına yol açan c-

myc, Elk1, ve CREB gibi birçok transkripsiyon faktörünün fosforilasyon ile aktif 

hale geçmesini sağlamak ve düzenlemek üzere çekirdeğe girebilir. Ayrıca Ras / Raf / 

MEK / ERK yolunun pro-apoptotik Bim ve BAD'yi fosforilasyonla etkisiz hale 

getirerek apopitozu inhibe edebildiği, böylece Bcl-2 ve Bcl-xL'nin anti-apoptotik 

rollerini teşvik ettiği bildirilmiştir (Ley vd., 2003; Zha vd., 1996). Bunların yanısıra, 
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ERK, matriks metalloproteinaz 2/9 ve miyosin hafif zincir kinazın aktivitesini 

artırmak suretiyle hücre hareketliliğinin ve metastazın indüklenmesinde önemli rol 

oynar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Karsinomların %50' sinden fazlasında EGFR'nin aşırı eksprese edildiği, özellikle 

meme kanserli hastaların %30' unda ErbB2 aşırı ekspresyonunun olduğu 

bildirilmiştir (Downward, 2003). Pankreas kanserlerinin %90'ından fazlasında Ras'ta 

mutasyon saptanırken, kolorektal kanser, akciğer kanserleri, karaciğer kanseri, 

melanomlar ve tiroid malignitelerinde de daha düşük oranlarda da olsa Ras 

mutasyonu ovarlığı gösterilmiştir (Dhillon vd., 2007). Bu onkogenlerin 

tanımlanması, EGFR-Ras-MAPK yolunda yer alan bu kritik moleküllere yönelik 

geliştirilen hedefleyici ajanların klinik uygulamalara yansımasını sağlamıştır  

(Roberts vd., 2007). Hedefe yönelik tedavilerin klinik başarısının en fazla 

gözlemlendiği kanserlerin, öncelikle EGFR, ErbB2, BCR-ABL ve KIT gibi yollara  

dahil olan tirozin kinazların kullanıldığı kanserler olduğu söylenebilir (Hudis, 2007; 

Izar vd., 2013). 

Bir çalışmada, DFO ve Dp44Mt gibi demir şelaötrlerinin, PC-3 ve DU145 prostat 

kanseri hücrelerinde ERK1 / 2 fosforilasyonunu azaltarak Ras / Raf / MEK / ERK 

kademesini düzenleyebildiğini gösterilmiştir (Dixon vd., 2013). Bu nedenle, bir dizi 

mitojenik uyarıcı tarafından aktive edilen ERK'nın, çoklu mitojenik sinyal yolları 

Şekil 1.6. Demir şelasyonu, mitojen aktive olan protein kinaz (MAPK) sinyalleşmesinin modülü 

(Rybak, P. 2014) 
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için kritik bir rolünün olduğu göz önüne alındığında, demir şelatörlerinin ERK 

yolağının aktivasyonunu inhibe ederek anti-kanser etki gösterebileceği düşünülebilir. 

1.7. Çalışmanın amacı 

Bu tez konusunun amacı, bakterilerde demirin şelatlanması sonrasında replikasyonu 

durdurma özelliklerine dayanarak farklı salisiliden asilhidrazid bileşiklerinin 

(ME0055 ve ME0053), kanserli SH-SY5Y hücre hattında proliferasyon üzerindeki 

etkilerinin moleküler düzeyde incelenmesidir. 

Bu amaçla yapılacak deneyde başlangıç olarak kültür ortamında her uygulama ve 

kontrol grubu için 10x104 kanserli SH-SY5Y hücreleri üretildikten sonra belli 

dozlarda sitotoksisite dozunun belirlenmesi için dilue edilen ME0055 ve ME0053 ile 

24 saat inkübasyona bırakılan bu hücrelere MTT testi uygulanarak uygun doz 

belirlenecektir. Bir sonraki aşamada, hücre siklus düzenleyicisi olan Speedy/RINGO 

seviyesine bakılarak elde edilen sonuca göre çalışmanın akışı iki yönlü olarak 

değerlendirilecektir: i. Eğer Speedy/RINGO seviyesinde beklenen düşüş saptanırsa, 

bu duruma bağlı olarak siklin A-CDK2 kompleksinde ortaya çıkacak bir düşüşün p-

Akt yolağını etkileyeceği bilgisi ile fosforlanma miktarındaki değişim incelenecektir. 

ii. Eğer Speedy/RINGO seviyesinde beklenen düşüş gözlenmez ise,  bu durumda Akt 

sinyal yolağında demir şelatörlerin PI3K üzerinden de inhibisyona neden olabileceği 

bilgisi göz önüne alınarak inceleme yapılacaktır.  

Diğer bir aşamada ise, kanserleşmede ve metaztazda önemli bir rolü olan MAPK 

yolağının demir şelatörleriyle olan etkileşimi incelenecektir ve hücrelerdeki kaspaz-3 

aktivitesine bakılarak apopitozun gerçekleşip gerçekleşmediği gözlemlenecektir.  

Bu çalışmadan elde edilecek sonuçlar ile bakterilerde virulanslığı kontrol etmek için 

kullanıldığı bilinen ancak ilk kez SH-SY5Y hücre hattı üzerinde uygulanacak olan 

ME0055 ve ME0053 kimyasallarının Speedy/RINGO, Akt ve MAPK sinyal 

yolakları üzerindeki etkileri belirlenmiş olacaktır.  

Bu çalışma, karsinogenezi başlatan ve aynı zamanda kötü prognozu ve tedaviye 

direnci gösterdiği kabul edilen MAPK ve AKT sinyal yolundaki anormal 

davranışların demir metabolizması ile olan ilişkisinin belirlenmesini sağlayabileceği 
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gibi kanser tedavisinde demir şelatlayıcı salisiliden asilhidrazid temelli ilaçların 

etkinliği ile ilgili ileriki çalışmalara da bir kaynak olabilecektir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 

 

2. MALZEMELER VE YÖNTEMLER 

2.1. Malzemeler 

2.1.1. Ekipmanlar 

Bu çalışma için kullanılan tüm ekipmanların listesi Çizelge 2.1.’de verilmiştir. 

Çizelge 2.1. Ekipmanlar 

 

 

Ekipman Tedarikçi Firma 

Biyogüvenlik kabini Thermo Scientific 

Buz makinesi Brema/GB903A-Q 

CO2 inkübatörü Thermo Scientific 

Çalkalayıcı Wisd Laboratory Instruments 

Distile su cihazı Nüve ND8 

Elektroforez jel sistemi (SDS-PAGE) BIO-RAD Mini Ptotean 

Falcon tüp (15mL, 50mL) Biologix 

Güç Kaynağı Thermo Fisher 

Hassas Terazi Denver Instrument 

Hemositometre ISOLAB 

Hücre kazıyıcı Biologix 

Hücre kültür flaskları Corning 

Isıtıcılı manyetik karıştırıcı Denver Instrument 

Inverted mikroskop Leica DMI3000 B 

Mikropipet Thermo Fisher 

Mikroplate okuyucu sistem  Molecular Devices, SpectraMax i3 

Nitroselüloz membran Santra Cruz 

Otoklav Nüve OT40L 

Otomatik pipetör Thermo Fisher 

Pasteur pipet ISOLAB 

pH metre Hanna Instruments (HI241 pH/ORP) 

Santrifüj Nüve NF400 

Serolojik pipet Thermo Fisher 

Soğutmalı santrifüj Nüve NF800R 

Su banyosu Wisd Laboratory Instruments 

Trans-blot turbo transfer pack BIO-RAD  

Western Blotlama Cihazı BIO-RAD Trans-blot Turbo 

Western görüntüleme sistemi BIO-RAD ChemiDoc XRS+ 

Vorteks BioCote 
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Çizelge 2.1. (devamı) 

Kimyasallar ve enzimler  

Bu çalışmada kullanılan kimyasallar ve enzimlerin tamamı Çizelgesi 2.2’de 

verilmiştir. 

Çizelge 2.2. Kimyasallar ve Enzimler 

Ekipman Tedarikçi Firma 

Qubit 3.0 fluorometer Invitrogen 

+4 soğutucu Arçelik 

-20 soğutucu Arçelik 

-80 soğutucu New Brunswick Scientific 

96 well plate Thermo Fisher 

Kimyasal/Enzim Tedarikçi Firma 

Absolute ethanol Sigma- Aldrich 

Akrilamid/bisakrilamid, %30 Santa Cruz 

Anti-Caspase-3 antibody (E87) Santa Cruz 

APS Santa Cruz 

Β-merkaptoetanol Sigma- Aldrich 

Bromofenol blue Novex 

Calnexin mouse monoklonal antikor (TO-5) Santa Cruz 

DMEM, high glucose Sigma- Aldrich 

DMSO Sigma- Aldrich 

FBS Sigma- Aldrich 

GapDH mouse monoklonal antikor (0411) Santa Cruz 

Gliserol Santa Cruz 

Glisin Santa Cruz 

HCl MERCK 

L-glutamine Sigma- Aldrich 

m-lgGK BP-HRP anti-mouse sekonder antikor Santa Cruz 

ME0055  

ME0053  

MEK1/2 mouse monoklonal antikor (9G3) Santa Cruz 

Methanol Sigma- Aldrich 

Mouse anti-rabbit lgG/HRP sekonder antikor Bioss Antibodies 

n-bütanol MERCK 

NaCl EMSURE 

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

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

PBS Sigma- Aldrich 

Pen/Strep Sigma- Aldrich 

SDS Santa Cruz 

SeeBlue Plus2 Pre-stained protein standart Invitrogen 
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Çizelge 2.2. (devamı) 

Kimyasal/Enzim Tedarikçi Firma 

SPDYA poliklonal antikor Thermo Fisher 

TEMED Santa Cruz 

Tripsin, %2,5 Sigma- Aldrich 

Tris base Santa Cruz 

Trypan blue Sigma- Aldrich 

Tween-20 Sigma- Aldrich 

 

2.1.2. Ticari kitler 

Bu çalışmada kullanılan ticari kitler Çizelge 2.3’te listelenmiştir. 

Çizelge 2.3. Ticari Kitler 

Kit Tedarikçi Firma 

Clarity Western ECL Subsrate Kit BIO-RAD 

MTS Cell Proliferation Assay Kit Abcam 

Qubit Protein Assay Kit Invitrogen 

Whole Cell Protein Extraction Kit Millipore 

2.1.3. Tamponlar ve solüsyonlar 

2.1.3.1. 1X yükleme Boyası (SDS-PAGE için) 

1X yükleme boyasının kullanılmasının amacı; SDS-PAGE uygulamasından önce 

izolasyonu yapılan protein örneklerinin denatürasyonu içindir. 1X yükleme boyası; 

340 µL dH2O, 400 µL %10 SDS, 120 µL %100 gliserol, 100 µL 0,5 M Tris-HCl (pH 

6,8) ve 40 µL %0,5 bromofenol blue karışımından oluşmakta idi. Son olarak örnekler 

SDS-PAGE’e yüklenmeden önce 54 µL β-merkaptoetanol bu solüsyona eklendi. 

2.1.3.2. SDS-PAGE için stacking buffer pH 6,8 0,5 M 

SDS-PAGE için stacking buffer pH 6,8 0,5 solüsyonu; 100 mL dH2O içerisinde 7,88 

g Tris-Cl çözdürüldükten sonra son pH’ı 6,8 olacak şekilde hazırlanan 0,5 M 

stacking buffer şeklinde hazırlandı. 
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2.1.3.3.  SDS-PAGE için separatin buffer pH 8,8 1,5M 

1,5 M sparating buffer solüsyonu 100 mL dH2O içerisinde 23.64 g Tris-Cl’ün 

çözülmesiyle ve son pH’ı 8,8 olacak şekilde hazırlandı. 

2.1.3.4. SDS running buffer 

Çalışmada, 1L dH2O içerisinde 30 g tris ve 144 g glisinin çözdürülmesiyle pH’ı 8,3 

olacak şekilde 10X stok solüsyonu halinde hazırlandı. 10X SDS running buffer 10 

kez seyreltilmek suretiyle 1X çalışma solüsyonu oluşturuldu. 

2.1.3.5. Tris buffered saline (TBS) 

Çalışmada, 1 L dH2O içerisinde 23,23 g tris ve 87,66g NaCl’ü çözdürülmesiyle pH’ı 

7,6 olacak şekilde 10X stok solüsyonu halinde hazırlandı. 10X SDS running buffer 

10 kez seyreltilmek suretiyle 1X çalışma solüsyonu oluşturuldu. 

2.1.3.6. Tris buffered saline-tween20 (TBST) 

Tüm western blotlama aşamasında yıkama tamponu olarak kullanılan Tris buffered 

saline-tween20 solüsyonu 1 L dH2O içerisinde 100 mL 10X TBS ve 1 mL tween-

20’nin eklenerek oluşturuldu.  

2.1.3.7. Towbin buffer 

Western blotlama aşamasında transfer tamponu olarak kullanılan Towbin buffer 

içeriği; 1 L dH2O içerisinde 30,25g tris ve 144 g glisinin çözdürülmesi ile pH’ı 8,3 

olacak şekilde 10X stok solüsyonu şeklinde idi. 10X towbin bufferı 200 mL metanol 

ve 700 mL dH2O ile karıştırılarak 1X çalışma solüsyonu elde edilmiş oldu. 

2.1.3.8. Western Blotlama’da bloklama solüsyonu 

Western blotlamada kullanılan  100 mL bloklama solüsyonu 5 g (%5) blocker, total 

hacmi 100 mL olacak şekilde 1X TBS içerinde çözdürülerek elde edildi.  
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2.1.3.9. Primer ve sekonder antikorların hazırlanması 

Çalışmada kullanılan primer ve sekonder antikorlar 1:1000 konsantrasyonda 5 mL 

primer/sekonder antikor solüsyonu, 5 µL antikor ve 4995 µL bloklama solüsyonu 

içerecek şekilde hazırlandı. 

2.2. Yöntemler 

2.2.1. Kanserli SH-SY5Y hücre hattının büyütülmesi 

Kanserli SH-SY5Y hücre hattı %20 FBS, %1 Pen/strep ve 2 Mm 1 cc L-Glutamin 

içeren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) besiyeri içinde 37°C sıcaklıkta 

ve %5 CO2 içeren nemlendirilmiş inkübatörde çoğaltıldı. Hücreler her 48 saatte bir 

inverted mikroskopta incelendi, kültür mediumları değiştirildi ve belirli bir konfluent 

yapıya ulaşıldığında hücrelerin logaritmik fazda kalmaları açısından hücre pasajlama 

işlemine geçildi, büyüme hızları kontrollü bir şekilde takip edildi. Pasajlama 

işleminde flask içerisindeki kültür mediumları çekildi, ardından 3 ml PBS ile yıkama 

yapıldı, daha sonra flaskta hücrelerin bulunduğu yüzeyi kaplayacak miktarda %2,5 

yani 2 ml tripsin konularak hücrelerin yüzeyden ayrılması için 2-3 dakika 

inkübatörde bekletildi. Süreç sonunda flask yüzeyinden kalkan hücreleri alabilmek 

ve tripsini inhibe edebilmek için 3ml taze medium konuldu. Flaskta bulunan medium 

içeriği 15 ml’lik falcon tüplere alındı ve 200g (rcf)’te 10 dakika sanrifüj edildi. 

Tüplerdeki süpernanat kısmı döküldü, pellet kısmı 5ml taze DMEM içerisinde 

çözdürüldü. Flasklara eşit hücre dağıtılabilmesi amacıyla Thoma lamı kullanılarak 

hücre sayıları belirlendi ve flasklara hücrelerin ekimi gerçekleştirildi. 

Kontrol, ME0055 ve ME0053 grupları için 25 ml’lik 3 ayrı flask içerisinde her 

birinde %98’i canlı olmak üzere en az 10x10⁵ hücre olacak şekilde deneylere 

başlandı. 

2.2.2. Salisiliden asilhidrazid grubu sentetiklerin hazırlanması 

Deneyin bu aşaması için ME0055 ve ME0053 kimyasalları temin edildi (Jai J Tree, 

UNSW Sindey). ME0055 (Ma=301,07 g/mol) 16,9 mg kimyasalı 5 ml içinde, 

ME0053 (Ma=379,09 g/mol) 16,1 mg kimyasalı ise 4 ml Dimetil Sülfoksit (DMSO) 
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içerisinde çözülerek 10 mM stok ME0055 ve ME0053 oluşturuldu. ME0055 ve 

ME0053 kimysallarına ait uygulama dozlarının belirlenmesi amacı ile 10 mM 

stoklardan DMEM ile seyreltme işlemi yapıldı ve kimyasalların son 

konsantrasyonları 50 µM, 100 µM, 150 µM ve 200 µM olacak şekilde hazırlığı 

tamamlandı. 

2.2.3. Kimyasal dozlarının belirlenmesi (IC50)  

Hücre proliferasyon testi olarak sitotoksik etkilerin belirlenmesinde kullanılan 

kantitatif kolorimetrik bir yöntem olan MTT [3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl-2H tetrazolium bromide] kullanıldı. Bu yöntem, mitokondriyel aktiviteye 

sahip olan hücrelerin belirlenmesinde kullanılan NADH’a bağımlı oksiredüktaz 

enziminin formazan tuzlarıyla etkileşime girmesiyle renk değişimini içeren bir 

yöntemdir. Bu araştırmada 96 kuyucuklu plat’lere 10x10³ kanserli SH-SY5Y hücre 

hattı ekimi yapıldı. Önceden ME0055 ve ME00192 için belirlenen kimyasal 

konsantrasyonları olarak 50µM, 100µM, 150µM ve 200µM uygulandı ve uygulama 

yapılmayan hücreler kontrol grubunu oluşturdu. Sonraki aşamada tüm hücreler 

37°C’de %5 CO₂ içeren inkübatörde 24 saat süre ile inkübe edildi. Ardından 20 µl 

MTS reaktifi [MTS Cell Proliferation Assay Kit (Abcam)] eklendi ve 3,5 saat süre 

ile, 37°C’de %5 CO₂ içeren inkübatörde tutulduktan sonra bir BioTec plaka 

okuyucuda 490 nm'lik uyarma ve emisyon dalga boyu kullanılarak ölçümler yapıldı.  

2.2.4. Protein izolasyonu 

Kontrol grupları ve kimyasal uygulama yapılan kanserli SH-SY5Y hücreler toplanıp, 

iki kez 2 ml PBS ile yıkandı. Bunu takiben 10 dakika 4° C’de 200xg’de santrifüj 

edildi ve pellet 2 kez 2 ml buz gibi 1X PBS ile durulandı. Pellet nazikçe 1x Whole 

Cell Extraction Kiti (Millipore) (yaklaşık 100 ul) ile homojenize edildikten sonra 25 

saniye aralıklar ile 3 kez 5’er saniye sonikasyon uygulandı. Sonikasyonu yapılmış 

ependoftaki örnekler 15 dakika buz üzerinde inkübasyona bırakıldıktan sonra 20 

dakika 4° C’de 8000xg’de santrifüj işlemi yapıldı ve santrifüj sonrası supernatant 

kısım alınarak total protein izolasyonu elde edildi. Deneyin sonraki aşaması için elde 

edilen protein örnekleri eşit hacimde aliqutlandı ve -80 °Cye kaldırılarak stoklandı. 
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2.2.5. Qubit protein miktar analizi 

Her deneysel durum için elde edilen total proteinlerin miktar tayininde Invitrogen 

Qubit Protein Test Kiti (Thermo Fisher Scientific) kullanıldı. Toplam hacmi 200 µl 

olan üç farklı konsantrasyondaki BSA içeren Qubit ajanı 1:200 Qubit buffer (Qubit 

ajanını 200 kez seyreltilmiş) olacak şekilde dilue edildi. Çizelge 2.4.’de de 

gösterildiği gibi 10 ul örneklerden alınan ve 190 ul Working Solution ile muamele 

edilen tüpler 2-3 saniye vortekslendi. Ardından karanlık ortamda, oda sıcaklığında 15 

dk inkübe edildikten sonra QubitTM 4 Fluorometer (İnvitrogendTM) cihazı 

kullanılarak tüpler okutuldu ve örneklerdeki protein miktarı tayin edildi. Her numune 

üç kopya halinde ölçüldü. 

Çizelge 2.4. Qubit protein miktar tayini 

 Standart/Örnek Çalışma Solüsyonu 

Standart 1 (0 ng/µl) 10µl 190 µl 

Standart 2 (200 ng/µl) 10µl 190 µl 

Standart 3 (400 ng/µl) 10 µl 190 µl 

Kontrol SH-SY5Y 10 µl 190 µl 

ME0055 ile muamele edilen SH-SY5Y 10 µl 190 µl 

ME0053 ile muamele edilen SH-SY5Y 10 µl 190 µl 

2.2.6. Western blotlama 

Çizelde 2.5’de belirtilen miktarda protein içeren ependorflara NEBx3 redükleyici 

mavi yükleme tamponu eklenildikten sonra 95° C’de 5 dakika kaynatılarak 

proteinlerin denatüre olması sağlandı ve jeldeki kuyulara eşit konsantrasyonda (100 

µg/kuyu) protein örnekleri yüklenmesi için hazır duruma getirildi. 

İlk kuyucuğa 15 ul protein markerı yüklendikten sonra sırasıyla kontrol SH-SY5Y, 

ME055 ve ME0053 kimyasalları ile muamele edilmiş olan protein örnekleri 

kuyucuklara yüklendi. Stacking bölgesinden ayrılıncaya kadar jel 100V akımda 

Separating bölgesinde ise 130V akımda 1,5 saat yürütülerek proteinlerin ayrımı 

sağlandı. Jel nitroselulaz membrana aktarıldıktan sonra soğuk 1X towbin bufferın 

içerisine konuldu.  
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Jeldeki proteinler Bio-Rad protein blotting guide bulletin 2895 (Thermo Fisher 

Scientific) kulanılarak sandwich haline getirildi. Sonrasında jel 25V, 2,5A’de 

15dk’lık tranfer süreci sonunda proteinlerin nitroselüloz membrana aktarımı 

sağlandı. 

Çizelge 2.5. SDS-PAGE için yüklenecek protein örnekleri 

 Protein Miktarı 1x NEBX3 

Kontrol SH-SY5Y 6 µl 19µl 

ME0055 ile muamele idelen SH-SY5Y 9µl 14µl 

ME0053 ile muamele idelen SH-SY5Y 10µl 15µl 

 

Transfer edildikten sonra zarlar, oda sıcaklığında 1 saat süreyle %5 yağsız süt 

tozunun PBS solüsyonunda bloklandı. 

2.2.7. Antikor Uygulaması ve Kemilüminesans Tayini  

Gece boyunca 4° C’de hafifçe çalkalanan membranlar primer antikorları içinde 

inkübe edilmiş oldu. Her biri için ayrı uygulama yapılacak olan 5 membran House-

keeping gen ürünü primer antikor olarak kullanıldı. Calnexin grubu için Calnexin 

(TO-5): sc-80645 fare monoklanal Ab (Santa Cruz) (1:1000 seyreltme) primer 

antikoru ve GapDH için ise GAPDH (0411): sc-47724 fare monoklonal Ab (Santra 

Cruz) (1:500 seyreltme) primer antikoru içeren bir karışım içerisinde inkübasyon 

gerçekleştirildi.  

Speedy/RINGO için spdy A tavşan poliklonal Ab (İnvintrogen PA1-16959) (1:500 

seyreltme) uygulaması yapılırken, p-ERK için MEK-1/2 Antibody 9G3 fare 

monoklonal Ab (Santa Cruz sc-81504) (1:1000 seyreltme) kullanıldı. Aktif kaspaz-3 

aktivitesinin belirlenmesi için Anti-Caspase-3 antibody [E87]: ab32351 (1:500 

seyreltme) uygulandı. p-AKT’ın ekspresyon düzeyinin tayini için ise ser473 ve 

thr308’e bakıldı. Ser473 için kullanılar primer antikor p-Akt1/2/3 Antibody (C-11): 

sc-514032 fare monoklonal Ab (Santa Cruz) (1:1000 seyreltme) iken, thr308 için p-

Akt1/2/3 (B-5): sc-271966 fare monoklanal Ab (Santa Cruz) (1:1000 seyreltme) 

uygulamaları yapılarak inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında bu membranlar 

beş kez 5 dakika süreyle %3 BSA içeren TBST (TBST;500Mm NaCl, 20Mm Tris-

Cl, pH 7,5, %0,05 (w/v) Tween 20) ile yıkandı. Sekonder antikor uygulaması için 
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hazır olan membranlar; primer antikorlarına göre Mouse Anti-Rabbit IgG Antibody 

(H+L), HRP Conjugated: bs-0295M-HRP (Bioss) ve m-IgGκ BP-HRP: sc-516102 

(Santa Cruz) içerisinde oda sıcaklığında 1 saat süre ile inkübe edildi. Ardından oda 

sıcaklığında bulunan TBST içinde 3-5 kez 5 dakikalık yıkama sonrasında görüntü 

elde etmek için 5 dakika boyunca Clarity Western ECL substract kemilüminesan 

algılama reaktifinde (Bio-Rac) inkübe edildi ve sonra Chemicihazda mebranlardaki 

bantların görüntüsü elde edildi. 

2.2.8. İstatiksel ve Piksel Analizi 

İstatistiksel analiz için Sosyal Bilimler için İstatistik Paketi (SPSS)- İstatistiksel 

Analiz Programı kullanılmıştır.  Bütün sonuçlar en az üç ayrı deneyi temsil edecek 

şekilde elde edilmiştir ve verilerin ortalaması SD± olarak ifade edilmiştir. Analizde t-

test’i kullanılarak istatiksel anlamlılık aranmıştır. Western sonuçlarından elde edilen 

görüntülerle Piksel Analizine gidilmiştir. Piksel analizinde, İmage lab soft-ware 

kullanılarak bantlar ve bunların yoğunlukları tespit edilmiştir. Ek olarak Photoshop 

CS6 programı kullanılarak histograma bağlı olarak oluşturulan kontrast değerleriyle 

göreceli yoğunluk ölçümü yapılmıştır. Kontrole bağlı normalleştirme yapılırken 

kontrol grupları 1’e normalleştirilmiştir ve daha sonra deney gruplarının nispi protein 

ekspresyonu değişiklikleri hesaplanmıştır. 
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3. BULGULAR VE İRDELEME 

3.1. Bulgular 

3.1.1. Farklı salisiliden asilhidrazid grubu sentetiklerin kanserli SH-SY5Y 

hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri 

Salisilliden asilhidrazid grubu kimyasallarından olan ME0055 ve ME0053’nin 

50µM, 100µM, 150µM, 200µM dozları SH-SY5Y hücre hatlarına uygulanmış ve 24 

saat inkübasyon sonrasında yapılan MTT analizi ile bu kimyasalların hücre 

proliferasyonunu ne kadar baskıladığı hesaplanmıştır. Grafik 1 ve 2’de kimyasalların 

MTT analiz değerleri sonucunda elde edilen canlılık oranları yüzde (%) olarak 

verilmiştir. Bu iki kimyasalın sitotoksik etkileri incelendiğinde, ME0055 

kimyasalının 50 µM’lık dozda yapılan uygulamada %52,35’lik canlılık oranı elde 

edilmişken (P=0,0002), bu oran 100 µM ve 150 µM’lık dozlarda SD± =1,8 p=0,0003 

olmasına rağmen sırasıyla %59,69 ve %59,76 olarak saptanmıştır. Ayrıca 200 µM’de 

ise canlılık oranı %84,57 olduğu için en uygun doz olarak %50 canlılığa en yakın 

değeri sağlamış olan 50 µM dozu kabul edildi (Grafik 3.1). 

Aynı değerlendirme ME0053 kimyasalının kanserli SH-SY5Y hücre hattı üzerindeki 

etkisi için yapıldığında ise; uygulama yapılan tüm dozlarda canlılık oranının %50’nin 

altında olduğu saptanmıştır. Elde edilen SD±0,6 (p<0,001) sonucuna göre tüm dozlar 

için bu durumun yüksek derecede anlamlı olduğu görüldü. Çalışmanın devamı için 

Grafik 3.1. ME0055 kimyasalının kanserli SH-SY5Y hücre hattı üzerindeki sitotoksik etkisi 
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uygun dozajın belirlenmesinde asıl hedef %50 (IC50) canlılık olduğundan ME0053 

kimyasalı içinde en uygun dozaj %47,62’lik canlılığa sahip olan 50µM’lık 

konsantrasyon idi (Grafik 3.2). 

3.1.2. ME0055 ve ME0053 kimyasalı ile demirin şelatlanması sonrası p-Akt 

yolağında Thr 308’in incelenmesi 

Bu çalışmada, ME055 ve ME0053 kimyasalları ile yapılan demir şelatlanmasına 

bağlı olarak Speedy/RINGO (Cylin A ve CDK2) seviyesindeki düşüşün Akt yolağı 

üzerine olan etkisinin gösterilebilmesi amacıyla p-Akt yolağında ilk fosforilasyonun 

gerçekleştiği (yarı aktif p-Akt forma ulaşması) Thr 308’in fosforilasyon seviyesine 

bakıldı. 

Şekil 3.1.’de görüldüğü üzere Thr308 üzerinden fosforilasyon seviyesinin 

incelenmesinde uyguladığımız her iki kimyasalın da kontrol grubuna göre anlamlı 

derecede fosforilasyonu azalttığını saptadık. Fosforilasyonda ME0055 kimyasalı ile 

%75’lik bir azalma saptanmışken, ME0053’nin %99 oranında düşüş sağladığı 

görülmüştür (p<0,001). 

 

 

 

Grafik 3.2. ME0053 kimyasalının kanserli SH-SY5Y hücre hattı üzerindeki 

sitotoksik etkisi 
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3.1.3. ME0055 ve ME0053 kimyasalı ile demirin şelatlanması sonrası p-Akt 

yolağında Ser473’ün incelenmesi 

Şekil 3.2.’de görüldüğü üzere pAkt (Ser4) miktarı incelendiğinde, şelatör ile 

uygulama yapılan SH-SY5Y hücrelerinde fosforilasyon miktarında kontrol grubuna 

göre farklılıklar olduğu saptandı. ME0055 kimyasalı uygulanan hücrelerde kontrol 

grubuna göre %16’lık bir artış olduğu (p<0,05) saptanmışken, ME0053 kimyasalı ile 

şelate edilen hücrelerde ise %39’luk bir düşüş olduğu gözlemlenmiştir (p<0,001). 

Uygulaması yapılan salisiliden asilidrazidlerin pAkt(ser473)’ın fosforilasyon miktarı 

üzerine farklı şekilde etki gösterdiği sonucuna ulaşılmıştır. 

 

 

Şekil 3.1. p-Akt Thr308 için western blotlama sonucu. a): Western blotlamada p-Akt Thr308 için 

kantitafif sonuçları gösteren grafik. b): ME0055 ve ME0053 ile demir şelatlaması yapılan SH-

SY5Y hücrelerindeki p-Akt Thr 308 protein seviyesi. Sonuçlar kat değişimi olarak gösterilmiştir. 

Hata çubukları, ortalama değer ± SD’yi temsil etmektedir. *** p<0.001. 
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3.1.4. Demir şelatlanması sonrası MEK1/2 protein ekspresyonunun analizi  

Bu araştırmada, demir şelasyonu uygulanan hücrelerdeki MEK1/2’nin nasıl 

etkilendiği anlaşılmaya da çalışılmıştır. Şekil 3.3’te görüldüğü üzere ME055 

kimyasalı MEK1/2 seviyesini %22 oranında azaltmışken, ME0053 ile %36’lık bir 

düşüşe neden olduğu 

saptanmıştır. 

 

 

 

Şekil 3.2. p-Akt Ser473 için western blotlama sonucu. a): Western blotlamada p-Akt Ser473 için 

kantitafif sonuçları gösteren grafik. b): ME0055 ve ME0053 ile demir şelatlaması yapılan SH-

SY5Y hücrelerindeki p-Akt Ser473 protein seviyesi. Sonuçlar kat değişimi olarak gösterilmiştir. 

Hata çubukları, ortalama değer ± SD’yi temsil eetmektedir. *** p<0.001. 

Şekil 3.3 MEK1/2/ için western 

blotlama sonucu. a): Western 

blotlamada MEK1/2 için kantitafif 

sonuçları gösteren grafik. b): 

ME0055 ve ME0053 ile demir 

şelatlaması yapılan SH-SY5Y 

hücrelerindeki MEK1/2 seviyesi. 

Sonuçlar kat değişimi olarak 

gösterilmiştir. Hata çubukları, 

ortalama değer ± SD’yi temsil 

etmektedir. * p<0.001 
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3.2. Speedy / RINGO protein ekspresyon analizi 

Demir şelasyonu yapıldığında, hücre döngüsünde kontrol noktası olarak rol oynayan 

proteinlerin ekspresyonlarında önemli oranda düşüşe neden olduğu gösterilmiştir.  

Bu düşüşün siklin D1 ve CDK2’nin ekspresyon seviyelerinde önemli derecede 

olduğu buna karşın siklin A ve B üzerinde diğerleri kadar olmasa da bir azalmaya 

neden olduğu bildirilmiştir. Speedy/RINGO, siklin A-CDK2 kompleksi üzerinde 

etkisi olduğu bilinen bir moleküldür ve bu araştırmada demir şelasyonunun bu 

proteinin ekspresyon seviyesine olan etkisine de bakıldı.   

Şekil 3.4 de görüldüğü üzere, ME0055 kimyasalı ile yapılan şelasyonun 

Speedy/RINGO seviyesini %52 oranında azaltığı (p=0,001), buna karşın ME0053 ile 

şelasyonun %92’lik bir oranda düşüşe neden olduğu (p=0,000003)  saptandı. 

 

 

Şekil 3.4. Speedy/RINGO için western blotlama sonucu. a): Western blotlamada speedy/RINGO 

için kantitafif sonuçları gösteren grafik. b): ME0055 ve ME0053 ile demir şelatlaması yapılan SH-

SY5Y hücrelerindeki speedy/RINGO protein seviyesi. Sonuçlar kat değişimi olarak gösterilmiştir. 

Hata çubukları, ortalama değer ± SD’yi temsil etmektedir. * p<0.001 
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3.3. Kaspaz-3 aktivitesi 

Bu araştırmada, kanserli SH-SY5Y hücrelerinin ME055 ve ME0053 kimyasalları ile 

muamele edilmesi sonrasında, bu hücrelerdeki son durumun ve yaşamsal aktivitenin 

ne şekilde devam ettiğinin anlaşılması için kaspaz-3 aktivitesine de bakılmıştır. Bu 

uygulama sonucunda ME0055 kimyasalı uygulanan hücrelerde kaspaz-3 

aktivitesinde %59,7’lik düzeyde anlamlı bir artış gözlenmişken, ME0053 uygulanan 

hücrelerde ise %210’luk bir aktivite artışı olduğu ve hücrelerin apopitoza uğradıkları 

saptanmıştır (p<0,001) (Şekil 3.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.5. Kaspaz-3 aktivitesi için western blotlama sonucu. a): Western blotlamada Kaspaz-3 

aktivitesi için kantitafif sonuçları gösteren grafik. b): ME0055 ve ME0053 ile demir şelatlaması 

yapılan SH-SY5Y hücrelerindeki Kaspaz-3 aktivitesi seviyesi. Sonuçlar kat değişimi olarak 

gösterilmiştir. Hata çubukları, ortalama değer ± SD’yi temsil etmektedir. * p<0.001 
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3.4. İrdeleme 

Bu araştırma sonucunda, Speedy/RINGO protein seviyesinin SH-SY5Y kanser 

hücreleri ME055 ve ME0053 kimyasallarına maruz kaldıklarında anlamlı bir oranda 

azaldığı (ME055’te %52 ve ME0053’de %92’lik) saptanmıştır. Bu sonuç,  demir 

şelatörlerinin Speedy/RINGO proteininin ekspresyon seviyesi ve aktivasyonu 

üzerinde etkin bir inhibitör olduğunu göstermiştir. 

Speedy/RINGO protein seviyesindeki azalmanın bir sonucu olarak hücre 

döngüsünde etkili olan siklin A-CDK2 kompleksinde de bir azalmanın olduğu ve 

neticede Akt yolağının fosforilasyonu üzerine etki gösterebileceği düşünülmektedir.  

Bu varsayıma karşın Akt yolağının sadece bu kompleks tarafından kontrol 

edilmediği gerçeği de vardır. Akt yolağının Thr308 ve Ser473 üzerinden 

fosforilasyon ile aktif hale geldiği bilinmektedir. Bu iki bölgeden ilk önce Thr 

308’ün PIP3-PDK1 ile fosforlanarak yarı aktif forma geldiği, daha sonra PDK2 ile 

Ser473’ün fosforilasyonu sonucunda p-Akt’nin oluştuğu bildirilmiştir. 

Demir şelatörlerinin PIP3’ün oluşmasında görev alan PI3K seviyesini azalttığı ve bu 

yolaktaki negatif geri beslemeyi yani PIP3’ün PIP2’ye dönüşmesini kolaylaştırarak 

Akt yolağının fosforlanmasını inhibe eden PTEN seviyesinde artışa neden olduğu 

bilinmektedir. Bu çalışmada kullanılan ME055 kimyasalının SH-SY5Y hücrelerinde 

Thr308 üzerinde % 75’lik bir azalmaya neden olduğu, Ser473’te ise %16’lık bir artış 

sağladığı saptanmıştır. Her ne kadar ME055 kimyasalı ile yapılan şelasyon Ser473 

üzerinde bir artışa neden olsa bile, Akt yolağının ilk basamağı gerçekleşmeden 

Ser473 fosforilasyonu gerçekleşmeyeceği için demir şelasyonunun Akt yolağı 

üzerine inhibitör etki gösterdiği söylenebilir.  

Çalışmamızda, ME0053 kimyasalı ile yapılan şelasyon sonrasında SH-SY5Y kanser 

hücrelerinde Thr308 üzerinde %99 luk bir azalma gözlenmişken, Ser473 ‘de ise 

%39’luk bir düşüş söz konusudur.   

Bu çalışmada uygulanan kimyasalların Akt yolağı üzerine olan etkilerinin moleküler 

düzeyde net olarak açıklanabilmesi için öncelikli olarak PI3K, PTEN, 

Speedy/RINGO ekpresyon seviyelerinin ve siklin A, CDK2 ve CDK inhibitörlerinin 

de değerlendirilmesi önem taşıyabilir. Ancak tüm bu moleküllerin değerlendirilmesi, 
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sinyal yolakları arasındaki bağlantının akış yönünün belirlenmesindeki zorluklar 

nedeni ile kolay olmayabilir.  

Preklinik birçok çalışmada, bir demir şelatörü olan DFO’un hücre sinyal yolaklarında 

birçok noktada etkili olduğu ve bu sonuçlarla kanser tedavisi için önemli bir 

araştırma alanı haline geldiği bildirilmiştir. Bu kimyasalın PTEN seviyesini 

artırırken, CDK D1, siklin A-B ve CDK 2 seviyelerini azalttığı ve aynı zamanda 

CDK inhibitörlerinin aktif hale gelmesini sağladığı bildirilmiştir. Sonuç olarak DFO 

ile şelasyonun p21WAF/CIP1 gibi komplekslere bağlanarak hücre döngüsünü negatif 

olarak düzenlediği ve hücrelerin G1/S fazına geçişinin önlenebileceği ya da p53 gibi 

hücrede en önemli kontrol mekanizmaları üzerinde artışa neden olarak apopitozu 

indükleyebileceği belirtilmiştir. Sonuç olarak, çalışmamızın sınırlayıcı yönlerinden 

biri kullandığımız kimyasalların hedefleyebileceği daha bir çok molekülün 

bakılmamış olmasıdır. Ancak literatür bilgilerine bakıldığında bu kimyasalların 

kullanıldığı ilk çalışma olduğu da göz önüne alınırsa elde etmiş olduğumuz verilerin 

ileri çalışmalara ışık tutabileceği düşünülebilir.   

Önemli bir hücre içi sinyalizasyon yolu olan MAPK kinaz yolağında ise günümüzde 

kullanılan demir şelatlayıcıları ile ERK1/2 yolunda fosforilasyonun azaldığı 

bildirilmiştir. Çalışmamızda ME055 kimyasalı ile MEK1/2 protein ekspresyonunda 

%22’lik bir azalma elde edilmişken,  ME0053 ile bu oranın %36 olduğu 

saptanmıştır.   

Aşırı NO ya da ROS oluşumu ile kaynaklanan hücre içi stres koşullarında ve p53 

aktivitesindeki artış sonucunda kaspaz-3 aktif hale gelir ve hücrelerdeki apoptotik 

proteinleri uyararak hücrenin kontrollü bir şekilde yaşamsal faaliyetlerini sona 

erdirmesine neden olur. Çalışmamızda kullandığımız demir şelatörlerinin, hücrenin 

sinyal yolakları üzerinde yapmış oldukları bu değişikliklerin SH-SY5Y kanser 

hücrelerinin yaşamsal aktivitelerini ne şekilde etkilediğini de belirlemeye çalıştık.  

Sonuç olarak ME055 ve ME0053 kimyasalına maruz kalan SH-SY5Y kanser 

hücrelerinde sırasıyla %59,7’lik ve %210’luk bir kaspaz3 aktivite artışını 

gözlemledik. Bu sonuçlar ME055 ve ME0053 şelatörleri ile muamele edilmiş SH-

SY5Y kanser hücrelerinin apopitoza uğradığı kanısına varmış olduk. 

Anti-kanser tedavide,  kanser hücresinin proliferasyon hızının kontrol altına alınması 

ve metastaz gelişmesinin engellenmesi amaçlandığı için ME055 ve ME0053 



36 

 

kimyasalları ile hücre içi sinyal yolaklarına ait değişiklikler ve hücrelerin kontrollü 

bir şekilde apopitoza uğradıklarına dair elde ettiğimiz sonuçlara dayanarak demir 

şelatörlerinin kanser tedavisi için iyi bir hedef olabileceği düşünülebilir. 

Bu çalışma ile kanser tedavisinde tek başına veya kemoterapi ile kombine bir şekilde 

ME055 ve ME0053 gibi demir şelatörlerinin tedavide kullanılması için ileri 

çalışmaların yapılması gerektiği kanısına varıldı. Önceki çalışmalarda kemoterapiye 

destek amacıyla kullanılan demir şelatörleri ile benzer etkilerin ME055 ve ME0053 

kimyasalları ile de elde edilebilmiş olması bu konudaki çalışmaları teşvik edebilir. 

Nitekim bu araştırma, ME055 ve ME0053 kimyasallarının kanser hücrelerinin 

proliferasyonunu MAPK, AKT sinyal yolları ve Speedy/RINGO proteini 

ekspresyonu üzerinden durdurabileceğini gösteren literatürdeki ilk çalışmadır.   
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4. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

Bu çalışma ile demir şelatörü olan ME0055 VE ME0053 kimyasallarına maruz kalan 

SH-SY5Y kanser hücrelerinin proliferasyonlarında inhibisyon ve apopitoza 

gidişlerinde artış olduğu ile ilgili güçlü ve özgün sonuçlara ulaştık.  

ME0055 ve ME0053 kimyasalları kullanarak SH-SY5Y kanser hücreleri üzerine 

yapmış olduğumuz bu çalışma, ileride başka kanserli hücre hatlarında anti-kanser 

tedavi için yeni ve doğru hedeflerin keşfedilmesi, ilaçlara dirençli kanserlerde yeni 

yolakların hedeflenmesi yönünde literatüre önemli bir katkı sağlayacak olarak 

düşünülebilir. Sonraki süreçte yapılacak çalışmaların sonucunda, bu kimyasalların 

farklı kanser hücre hatlarında hangi hedef moleküller ile etkileşim gösterdiği ve 

ayrıca normal hücreler üzerine olabilecek zararlı etkilerinin belirlenebileceği kanınsa 

varılmıştır. 
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