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OZET

DEMIR SELATLAYICI ME0053 ve ME0055 BILESIKLERININ KANSERLI
HUCRELERIN PROLIFERASYONU UZERINDEKI ETKIiSININ SH-SY5Y
HUCRELERINDE iNCELENMESI

OZGUR TANRIVERDI

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Danigman: Dr. Ogretim Uyesi Aysegiil YILDIZ
Aralik 2019, 67 sayfa

Demir temel bir elementtir ve hiicre ¢ogalmasi, metabolizmasi ve biiylimesi gibi
fonksiyonlarda énemli bir rol oynar. Ayrica mitokondriyel enzimler i¢in énemli bir
katalizordiir ve katalaz gibi detoksifikasyon islemleri i¢in de olduk¢a Gnem tasir.
Ayni zamanda demir, redoks dongiisii ve serbest radikal olusumunda da yer alabilir.
Bu nedenle hiicre i¢in demir hem esastir hem de potansiyel olarak toksiktir. Son
zamanlarda yapilan calismalarda demirin tiimdriin mikro-gevresinde ve metastatik
sirecinde de yer aldig1 gosterilmistir. Demir edinimi, akisi, depolanmasi ve
diizenlenmesi ile ilgili tim mekanizmalarin karsinogenez ile yakindan iligkili oldugu
bildirilmistir. Bu nedenle demirin metabolik yollarinin karsinogenezdeki roliiniin
belirlenmesi, kanser prognozu ve tedavisi igin yeni hedefler saglayabilir. Bu bilgiler
1s18inda, SH-SY5Y kanser hiicrelerinde demir selatlayici olarak bilinen Salisiliden
asilhidrazid sentetik grubundan MEQ0055 ve MEQ053 kimyasallarinin etkilerinin
incelenmesi amaglandi. Bu arastirmada, kimyasallarin hiicre iizerindeki etkisinin
anlasilabilmesi igin 10x10* hiicreye MTT testi yapildiktan sonra uygun olan doz
50uM olacak sekilde belirlendi. Daha sonra protein izolasyonu sonucunda western
blotlama yapilarak Speedy/RINGO, MAPK, p-Akt ve kaspaz-3 aktivitesine bakildi.
Hiicre siklus regiilatorii olan Speedy/RINGO seviyesinde gozlemlenen diisiisle
beraber p-Akt yolaginin da fosforilasyon seviyesini diislirdiigii goriildi. Bu durumun
sadece Speedy/RINGO seviyesindeki azalma sayesinde degil ayni zamanda demir

selatlayici salisiliden asilhidrazidlerin Fe+2 ile ektilesime girerek PTEN aktivitesinde
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artisa sebep olmalart yanisira PI3K’in PIP3 ile etkilesime girmemesinden kaynakli
olabilecegi disiiniilebilir. =~ MAPK yolagma ait verilerimizde, kullanilan bu
kimyasallarin ¢ok fazla etki etmedigi gézlemlense de yine de anlamli sonuglar elde
edilmistir. Diger bir sonu¢ olarak MEO055 ve MEQOO53 kimyasallarinin SH-SY5Y
kanserli hiicrelerde sirasiyla kaspaz-3 aktivitesini %59,7 ve %210 oraninda artirdigi
saptand1. Bu ¢alismanin sonucunda, karsinogenezde 6nemli rolii olan MAPK ve Akt
sinyal yollar1 ve Speedy/RINGO proteininin regiilasyonunda sentetik olan demir
selatlayicilarin tedavi amaci ile kullanimlarinin 6nemli bir etki saglayacagi kanisina
varildi. Ancak bu calismanin demir metabolizmast ve karsinogenezden sorumlu
molekiiler mekanizmalar ile arasindaki iligkinin diger kanser hiicre hatlarinda ve

daha fazla hedef molekiil belirlenerek calisiimas1 gerekebilecegi diisiintildii

Anahtar Kelimeler: Salisiliden Asilhidrazitler, SH-SY5Y Kanser Hiicre Hatti,
MEQ055, Speedy/RINGO, MEQ053, p-AKT, MAPK,
Kaspaz-3
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ABSTRACT

ANALYSIS OF THE EFFECT OF IRON CHELATING MEO0053 AND
MEOQ0055 COMPOUNDS ON PROLIFERATION OF CANCER CELLS IN SH-
SYSY CELLS

OZGUR TANRIVERDI

Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Aysegiil 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. lIron 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 MEO0053 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 10x10* cells, the appropriate dose was determined as 50uM. 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, MEO055 and MEO053 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, MEOQ55,
Speedy/RINGO, ME0053, p-AKT, MAPK, Caspase-3
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SEKILLER DiZINi

Sekil 1.1. A. Hiicresel demir metabolizmasi. Demir atomunun iki atomu dolasimda

bulunan transferrin (Tf) proteinlerine baglanir ve Tfin demir doymus
formunu (holo-Tf) olusturur. Iki holo-Tf molekiilii daha sonra hiicre zarinda
cksprese edilen transferrin reseptorii 1’e (TfR1) baglanir. Tf-TfR1 kompleksi
endositoza maruz kalir. Sonra Tf’e bagl ferrik demirin salinimini ve prostat
3 altitransmembran epitel antijeni (STEAP3; Six-transmembrane epithelial
antigen of the prostate 3) ile ferr6z forma indirgenmesini indiikleyerek
endozom i¢ine alinir. Demir daha sonra iki degerli metal tasiyic1 1 (DMT]I;
Divalent metal transporter 1) araciligi ile sitozol iginde serbest demir
havuzuna salinmis olur. Burada (i) riboniikleotit rediiktaz gibi aktif protein
bolgelerine dahil edilir; (ii) sitoplazmik ferritin olarak depolanir; (iii)
mitokondri tarafindan alinir ve (iv) demir akis pompasi ferroportin 1 (Fpnl)
aracilig1 ile hiicreden ihrag edilebilir. Demir eksikligi sonucunda olusan Tf
(apo-Tf) ve TfR1 molekiilleri daha sonra geri dondistiiriiliir ve hiicre yiizeyine
geri dondiiriiliir. B. Kanser tedavisi igin kullanilan temel selatorlerin kimyasal
yapist (Goldie vd., 2015). ...cciiiiiiiiiee e 3

Sekil 1.2. Demir selasyonu, hiicre dongiisiiniin ¢oklu diizenleyicilerinin modiilii

(ST TToR Yz L0 1) o 8

Sekil 1.3. DNA hasar yanitlarinin diizenlenmesinde Spy 1/Ringo'nun rolii (Randy

vd., 2007) Spy 1/Ringo, DNA hasarina yanit olarak CDK'lar1 diizenleri ve
dolayisiyla hiicre dongiistiniin ilerlemesini, apopitoz veya DNA onarimini
KONEIOI BUET ... 10

Sekil 1.4. PI3K-Akt yolunun sinyallesme modeli (Osaki vd., 2004): Biiylime

faktorlerinin reseptor tirozin kinazina (RTK) veya G protein-bagh
reseptorlerine (GPCR) baglanmasi, p85 ve pll0 subiinitelerinden olusan
fosfatidilinositol ~ 3-kinazin (PI3K) fosforilasyonunu indiikler. PI3K,
fosfotidilinositol-4,5 bisfosfonati (PI (4,5) P2), PI (3.4.5) P3’e doniistiirken,
PTEN (kromozom 10 iizerinden silinen fosforaz ve tensin homologu) bu
reaksiyonu tersine gevirir. Akt hiicre zarma yerlestirir ve PH alan1 vasitasiyla
PI (3,4,5) P3 ile etkilesime girer, fosfotidilinositole bagli kinaz (PDK1),
PDK2 ve integrin-bagli kinaz (ILK) ile fosforile edilir. .........cc.coovrvvrinnennnn. 12

Sekil 1.5. AKT proteini izforomlar1 (Gizeh vd., 2014) N-terminal ucunda PH

Sekil

domainleri, orta ksinda yar1 fosforilasyonun gergeklestigi threonin
rezidillerinin yer aldigi kinase domaini ve C-terminal ucunda ile son
fosforilasyonun gerceklestirildigi serin rezidiilerinin yer aldigi hidrofobik
motif goriiliir. T meme kanserinde bildirilen somatik mutasyonlari
OSEIMEKIEAIN. .o 13

1.6. Demir selasyonu, mitojen aktive olan protein kinaz (MAPK)
sinyallesmesinin modiilii (Rybak, P. 2014)........ccocoiiiiiiiee 16
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1. GIRiS

1.1. Demir Metabolizmasi

Diyet kaynaklarindan elde edilen demir ince bagirsakta emildikten sonra duodenal
enterosit araciligi ile kana gecer, burada transferrin (Tf) isimli demir baglayici
proteine baglanir (Lane vd., 2015). Fizyolojik sivilarda bulunan Tf molekiild, iki
ferrik demir atomunu yiiksek bir afinite ile baglayabilir (Crichton, 2009). Transferrin,
eritropoez ve ferritin iginde depolanma gibi kritik fonksiyonlar i¢in demirin bagirsak
ve karacigerden bozulmadan hiicrelere taginmasinda 6nemli bir rol oynar.
Transferrin reseptorii 1 (TfR1) proteini, plazma membraninda yer alir ve hiicrelerin
demiri kolay bir sekilde alabilmesi amaciyla iki Tf molekiiliinii baglayabilir
(Hanover vd., 1995). Sonrasinda ferrik demir buradaki asidik ortam nedeniyle Tfden
ayrilir. Bu durum prostat 3 alti transmembran epitel antijeni (STEAP3) ile ferrik
demirin ferr6z forma indirgenmesini indiikler ve Tf-TfR1 kompleksi endozom igine
aliir (Sekil 1.1A). Demir, iki degerli metal tasiyic1 1 (DMT]1) vasitasiyla endosomal

membran boyunca sitozol igerisine salinabilir (Fleming vd., 1998).

Hiicresel demir, riboniikleotit rediiktaz (RR) gibi proteinlerin aktif bdlgelerine dahil
edilmis, sitoplazmik ferritinde depolanmis, heme sentezi, demir-siilfiir kiime tiretimi
veya mitokondriyal ferritinde depolanmak {izere mitokondriye dagiltilmis veya
demir akis pompasi ferroportin 1 (Fpnl) seklinde hiicreden atilmak suretiyle viicutta
coklu homeostatik islemlerde kullanilir (Sekil 1.1A) (Merlot vd., 2013; Richardson
vd., 2010).

Demir diizenleyici proteinler (IRP; iron regulated proteins), hiicre i¢i demir
yogunluguna yanit veren ve transkripsiyon sonrasinda protein ekspresyonunu kontrol
eden, demirin alimini, kullanimin1 ve depolanmasini kismen de olsa diizenleyen

demir homeostazi proteinleridir.



1.2.  Demir Metabolizmasimin Kanserle Iliskisi

Redoks dongiisiine girebilmesi ve serbest radikal olusumunu desteklemesi nedeniyle
viicuttaki asirt demirin toksik oldugu bilinir (Kalinowski vd., 2005). Demir, Fenton
reaksiyonu yoluyla hidrojen peroksit iiretiminin olumsuz sonuglarini artirabilir ve
biyolojik sistemler igin en reaktif kimyasal olarak kabul edilen hidroksil
radikallerinin olugsmasinda rol oynayabilir (Denklem 1) (Barnham vd., 2004).
Siiperoksit iyonunun Fenton reaksiyonu icin gerekli olan rejenere demir olusumuna

da katilabilecegi bildirilmistir (Denklem 2) (Winterbourn, 1995).
H,0,+Fe? - OH +-0OH+Fe?> (Denklem 1)
O2.+Fe3 — 0+ +Fe 2+ (Denklem 2)

Serbest radikaller bir dizi kimyasal reaksiyona neden olabilir ve sonugta DNA
oksidasyonu, mitokondriyal hasar ve membran lipidlerinin peroksidasyonu
sonrasinda DNA hasar1 baslar, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi engellenir ve hiicrenin
apopitoza gidisi tesvik edilir (Barnham vd., 2004). Bu nedenle, demir seviyelerinin
sik1 bir sekilde diizenlenmesi oldukca 6nemlidir. Bu diizenlemeyi 6zel proteinler ve
demirin ¢oziilebilir ve toksik olmayan bir bigcimde tasginmasindan ve
depolanmasindan sorumlu olan siiregler saglar (Richardson vd., 1997). Viicut demir
homeostazin1 koruyamaz ise; kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabetes mellitus,
enfeksiyonlar ve noro-dejeneratif hastaliklar dahil olmak tiizere bir¢ok hastalik

durumu ortaya ¢ikar (Merlot vd., 2013).

1.3. Kanser hiicrelerinde degismis demir metabolizmasi

Demir homeostazinin regiilasyonu, normal hiicreler ile karsilastirildiginda kanser
hiicrelerinde bozulmustur (Merlot vd., 2013; Eisenstein vd., 1998). Kanserdeki bu
bozulmus demir hemoastazi, kanser hiicrelerinin hizli gogalmalarina aracilik etmek
icin artan demir ihtiyacini karsilayabilecek fenotipi kazandirabilen demir alimi, akis
ve depolanmasindaki degisikliklerle ortaya cikabilir (Merlot vd., 2013; Torti vd.,
2013)
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Sekil 1.1. A. Hiicresel demir metabolizmasi. Demir atomunun iki atomu dolasimda
bulunan transferrin (Tf) proteinlerine baglanir ve Tf’in demir doymus formunu (holo-Tf)
olusturur. iki holo-Tf molekiilii daha sonra hiicre zarinda eksprese edilen transferrin
reseptoric 1’e (TfR1) baglanir. Tf-TfR1 kompleksi endositoza maruz kalir. Sonra Tf’e
bagl ferrik demirin salinimini ve prostat 3 altitransmembran epitel antijeni (STEAP3) ile
ferroz forma indirgenmesini indiikleyerek endozom igine alinir. Demir daha sonra iki
degerli metal tasiyict 1 (DMT1) aracilig ile sitozol iginde serbest demir havuzuna salinmis
olur. Burada (i) riboniikleotit rediiktaz gibi aktif protein bolgelerine dahil edilir; (ii)
sitoplazmik ferritin olarak depolanir; (iii) mitokondri tarafindan alinir ve (iv) demir akis
pompas1 ferroportin 1 (Fpnl) araciligi ile hiicreden ihrag edilebilir. Demir eksikligi
sonucunda olusan Tf (apo-Tf) ve TfR1 molekiilleri daha sonra geri doniistiiriiliir ve hiicre
ylizeyine geri dondiiriiliir. B. Kanser tedavisi i¢in kullanilan temel selatorlerin kimyasal
yapisi (Goldie vd., 2015).



1.3.1. Demir alim

Kanser hiicrelerinin normal hiicrelere oranla yiiksek TfR1 seviyelerine sahip
olduklar1 ve agresif kanserlerin daha yiiksek oranda TfR1 eksprese ettikleri
gosterilmistir (Merlot vd., 2013; Soyer vd., 1987). Bu nedenle, kanser hiicrelerinin
varolan Tf’den daha yiiksek oranda demir alimina sahip olduklari bildirilmistir
(Richardson vd., 1990).

DNA sentezinde gorev alan hiz sinirlayici enzimin aktive olabilmesi ig¢in kanser
hiicrelerinin de siirekli bir demir kaynagina ihtiya¢ duydugu ve bu nedenle de kanser
hiicre proliferasyonunun ve DNA sentezi oranlarinin normal hiicrelere gore artmis
oldugu saptanmistir (Jiang vd., 2010). Endozomal metallorediiktaz, Tf'ne bagh
endozomal ferrik demiri ferr6z formuna indirgeyebilen bir enzimdir ve STEAP3 ile
birlikte eritroid seri hiicrelerinin demir alimimi kolaylastirir (Ohgami vd., 2005).
Nitekim prostat, kolorektal, akciger ve pankreas kanserlerinde asir1 eksprese edildigi
bildirilen STEAP3’tin, kanser hiicresindeki degismis demir metabolizmasini
gosterebilecegi belirtilmistir (Hubert vd., 1999; Isobe vd., 2011).

1.3.2. Demir akisi

Meme kanseri, prostat kanseri, hepatoseliiler karsinom ve 16semide Fpnl
ekspresyonunun azaldigimi veya bulunmadigi, buna karsin ekspresyondaki bu
degisikliklerin beyin veya 6zofagus kanserlerinde goriilmedigini bildirmistir (Jiang
vd., 2010; Rhodes vd., 2007). Hepsidin, bir peptid hormonudur ve hepsidin
diizeylerindeki artisin Fpn1’in ekspresyonunu negatif yonde diizenledigi saptanmistir
(Nemeth vd., 2004; Pinnix vd., 2010). Azalmis Fpnl ekspresyonunun diger risk
faktorlerinden bagimsiz olarak meme kanserli hastalarda kotii prognoz ile iligkili
oldugu belirtilmistir (Nemeth vd., 2004; Pinnix vd., 2010).

Hiicrelerdeki demirin, hiicre i¢i indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ( iNOS) olarak veya
hiicre dis1 iiretilen ve bir sinyal molekiilii olan nitrik oksit (NO)’in etkisiyle de
serbest bir sekilde salinabilecegi saptanmistir (Hibbs vd., 1998; Lok vd., 2012; Watts
vd., 2001). Ayrica NO’in demiri dogrudan baglayarak cesitli hiicre i¢i proteinleri ve
metabolik yollar1 etkileyebilecegi gosterilmistir (Moncada vd., 1991; Richardson vd.,

1995). Bu calismalar gostermistir ki; NO-bagimli demir salivermenin, Fpnl'in



aracilik ettigi hiicresel demir saliverme mekanizmasimin aksine ¢ok-ilaca direngli

protein 1 (MRP1) araciligiyla ger¢eklesmektedir (Lok vd., 2012; Watts vd., 2006).

1.3.3. Demir depolama

Timor hiicrelerinde demir depolanmast ile ilgili regiilasyonun da degisiklik
gosterdigi saptanmustir (Merlot vd., 2013). Kanser hiicrelerindeki ve kanserli
dokudaki ferritin ekspresyon seviyeleri ile ilgili veriler geliskilidir; baz1 ¢aligmalarda
ferritin ekspresyonun yukari regiilasyonu (up-regulation) saptanmigken, bazilarinda
ise ferritin ekspresyonun asagi regiilasyon (down-regulation) gosterdigi bildirilmistir
(Merlot vd., 2013; Pinnix vd., 2010). Artmis serum ferritin diizeyinin primer akciger
kanseri, ileri evre kolorektal kanser ve noroblastom tanili hastalarda kotii prognoz ile

iliskili oldugu gosterilmistir (Hann vd., 1985).

Insan kanserlerinde c-myc protoonkogen eskpresyonundaki artisin, hiicresel
proliferasyon ihtiyacini karsilamak {izere demirin DNA sentezi ve hiicre biiytimesi
icin kullanilmasina neden olmasiyla ferritin ekspresyonunu azalttig1 bildirilmistir.
Ferritin seviyelerindeki bu degisikliklerin timor ilerlemesi {izerine etKisinin
olabilecegi varsayilmis ve demir baglama ligandlarinin maniiplasyonu ile kanser
tedavisi i¢in kullanilabilecegi disiiniilmiistiir. Bu diisiince ile anti-timor aktivitesi
olan demir selatorlerinin kesfedilmesi ve gelistirilmesi tizerinde durulmustur (Merlot

vd., 2013).

1.4. Demir Selatorleri

Desferrioksamin (DFO), Streptomyces pilosus bakterisinden izole edilmis bir
hekzadentat yapida selatordiir (Aouad vd., 2002) (Sekil 1.1 B). Demir selatorleri
tedavi edici olarak ilk defa B-thalassemia hastaliginda toksik demir yiiklenmesini
engellemek igin kullanilmistir (Ceci vd., 2003). Demir selatlayicilarin kanser
tedavisindeki potansiyel etkileri ise ilk defa hiicre kiiltiir ¢alismalarinda DFO ve
diger demir selatlayicilarinin 16semi hiicreleri tizerine olan etkilerinin denenmesi ile
gosterildi (Kontoghiorghes vd., 1986). Ardindan néroblastom tiimor hiicrelerinde
yapilan ¢aligsmalar bunu takip etti (Blatt vd., 1988). Buna karsin bazi ¢aligmalarda,

DFO’nun anti-tumor aktivitesi tizerine etkisinin olmadigina dair olumsuz sonuglar
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bildirilmistir (Blatt, 1994; Selig vd., 1998). Bu durumun muhtemel nedeni olarak,
kullanilan demir selatlayicilarin yart dmiirlerinin kisa ve membran gegcirgenliklerinin
zay1f olmasi ile iliskili oldugu distiniilmistiir (Aouad vd., 2002; Richardson vd.,
1994). Bu sorunu ¢6zmek tizere daha etkili ve daha az yan etkileri olan sentetik
bilesikler iiretmek icin caligmalar yapilmistir (Kalinowski vd., 2005). Bunlardan
birisi 4-[3, 5-bis-(hydroxyphenyl)-1, 2, 4-triazol-1-yl]-benzoic acid (deferasirox)
isimli molekiildiir ve p-thalassemia hastaliginda DFO’ya alternatif olarak

kullanilmaya baslanmistir (Cappellini vd., 2009).

Deferasirox gibi demir selatlayicilarin anti-tumor etkilerinin olup olmadigini
aragtiran ¢alismalarin sonucunda, deferasiroxun hepatom, miyeloid 16semi, mantle
hiicre lenfomasi, DMS-53 akciger kanseri ve OE33, OE19, ve OE21 isimli 6zofageal
kanser hiicre serilerinde biiyiimeyi inhibe edici etkisinin oldugu bildirilmistir
(Chantrel-Groussard vd., 2006; Ford vd., 2013; Lui vd., 2013; Ohyashiki vd., 2009).
Ayrica kemoterapiye direng gosteren bir akut monositik 16semi hastasina deferasirox
uygulamasi yapildiginda, kuvvetli bir anti- 16semik etki ile hastaligin tamamen
iyilestigi gosterilmistir (Fukushima vd., 2011). Bu ¢alismalarin sonucunda, demir
selatlayicilarin kemoterapi i¢in kuvvetli bir alternatif olabilecegi fakat daha ileri
seviyede calismalar ile bu etkinin net olarak ortaya konulmasi gerektigi kanisina

varilmstir.

1.5. Salisiliden asilhidrazid (SA)

Salisiliden asilhidrazidler, gram negatif bakterilerdeki efektor proteinlerin konak
hiicre igerisine gegmesini engelleyen flagella c¢ikintisi seklindeki (enjektore benzer)
yap1 olan Tip 3 salg: sistemini (T3SS; Type three secretion system) inhibe etmek
amactyla Ttretilmis sentetik bir molekiildiir. Bu sentetiklerin gen diizeyinde
regiilasyona da sahip olduklari bildirilmistir. Bir ¢alismada, C. trachomatis ile
enfekte olan HeLa hiicrelerine demir tuzlar1 eklenmesinin SA bilesiginin etkisini
tersine cevirdigi ve asilhidrazon pargasimnin Fe2 + iyonlarina secici bir afinitesinin
oldugu gosterilmistir (Fukushima vd., 2011). Buna karsin demir tuzlarinin
eklenmesinin, SA bilesiginin etkisini sadece kismen tersine c¢evirdigi veya hig
etkisinin olmadigim1 da bildiren ¢alismalar mevcuttur (Fukushima vd., 2011; Tree

vd., 2009). Sonug olarak, SA bilesiklerinin hiicre i¢i demir selatlama 6zelligine ve
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demir regiilasyonunda gorevli genler iizerinde etkiye sahip olduklar

distiniilmektedir.

1.6. Demir selatorleri tarafindan hiicresel sinyal yolu modiilasyonu

1.6.1. Hiicre dongiisii

Selatorler sadece demiri baglama yetenekleri ile degil, ayn1 zamanda ¢oklu hiicre igi
hedefler tizerindeki karmasik etkileri nedeni ile de anti-proliferatif etkiye sahiptirler.
Demir selatorlerinin, riboniikleotid rediiktaz (RR), siklinler, siklin bagimli kinazlar
(CDK; Cycline-dependent kinases), retinoblastom proteini (Rb), p53, p21 WAF1 /
CIP1, p27 KIP1, N-myc akis asagi yoniinde diizenle-nen gen 1 (NDRG1) ve
apoptotik proteinler dahil hiicre dongiisiiniin ilerlemesini diizenlemede kritik olan

coklu molekiilleri hedef aldig1 bildirilmistir (Gao vd., 2001; Yu vd., 2007).

1.6.2. Riboniikleotid rediiktaz

Riboniikleotid rediiktaz, DNA replikasyonu igin gerekli deoksiriboniikleotitlerin
sentezini, DNA sentezinin hiz sinirlayict asamasini, hiicre dongiisiiniin ilerlemesini
ve hiicresel onarmmi katalize eden bir enzimdir (Thelander vd., 1979). insan RR'si
allosterik modiilatorler i¢cin aktif bolgeyi ve baglama bolgesini igeren R1 ve
enzimatik aktivite i¢in hayati 6nem tagiyan monomer basina bir di-niikleer demir
merkezi ve stabil tirosil radikalini iceren R2 olmak tizere iki homodimerden olusur
(Jordan vd., 1998). Hiicre dongiisiiniin S / G2 faz1 sirasinda normal DNA sentezi igin
gerekli olan R2 alt biriminin haricinde p53-bagimli bir sekilde DNA hasarini takiben
GO / G1 faz hiicrelerinde DNA onarimi i¢in dNTP'leri saglayan ve p53R2 olarak
isimlendirilen bir varyanti da mevcuttur (Jordan vd., 1998; Tanaka vd., 2000).
Enzimatik fonksiyonlar1 i¢in 6nemli olan bir demir baglama bolgesine sahip olan R2
ve p53R2 alt birimleri demir selasyonu ile aktivitelerini kaybedebilirler (Nyholm vd.,
1993). Malign transformasyon ve kanser hiicresi biiylimesi i¢in RR aktivitesinde bir
artis oldugu bilindiginden (Tsimberidou vd., 2002), demir selatorlerinin RR
aktivitesini inhibe edebilme yetenekleri nedeni ile kanser hiicre proliferasyonunu

engelleyebilecegi diisiiniilebilir (Sekil 1.2).



1.6.3. Siklin ve siklin bagimh kinazlar

Demirin selatorler araciligr ile elimine edilmesi ile bir dizi siklin ve CDK'nin
ekspresyonunun  etkilendigi  gosterilmistir (Gao vd., 2001). SK-N-MC
noroepitelyalom hiicrelerinde demir selasyonu ile siklin D1, D2, D3 ve daha az
oranda siklin A, siklin B ekspresyonunun, prostat ve pankreas kanseri hiicrelerinde
DFO ve DpT selatcilar ile ve ayrica DMS-53 akciger karsinomu ve mantle hiicreli
lenfoma hiicrelerinde deferasirox ile siklin D1 ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir
(Gao vd., 2001; Vazana-Barad vd., 2013). Ayrica, DMS-53 akciger karsinomu ve
mantle hiicreli lenfoma hiicrelerinde deferasirox ile ortaya ¢ikan fosforile Rb’nin
asag1 regiilasyonu sonucunda E2F/Rb kompleksi ve G1/S faz hiicre miktarinin arttigi
saptanmistir (Vazana-Barad vd., 2013). Sonuglari hiicre tipine ve farkli deney
kosullarina bagli olarak degisiklik gosteriyor olsa bile demir selatdrlerinin CDK2
veya CDK4'in ekspresyonunu azaltabildigini gosteren c¢alismalar da mevcuttur
(Chaston vd., 2003; Gao vd., 2001; Kulp vd., 1996) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Demir selasyonu, hiicre dongiisiiniin ¢oklu diizenleyicilerinin modiilii (Goldie vd.,
2015).



1.6.4. p53

Bir ¢aligmada, DFO ile yapilan demir selasyonunun, G 1/ S kontrol noktasinda kritik
bir role sahip tiimoér baskilayict bir gen olan p53'in ekspresyonunu transkripsiyon
sonrasi seviyede diizenledigi bildirilmistir (Fukuchi vd., 1995). Bu gen hiicre stresi
veya DNA hasar1 kosullarinda aktive olur ve hasar onarimi yapilamiyorsa onarim
mekanizmalarini baglatir veya apopitozu indiikler (Kastan vd., 1995). Hiicrelerin
DFO ve 311 gibi selatorler ile muamele edilmesi sonucunda, niikleer p53 proteini
diizeyinde ve p53 DNA-baglama aktivitesinde artis oldugu gosterilmistir (Sekil 1.2)
(Shen vd., 2014).

1.6.5. Siklin bagimh kinaz inhibitorleri

Siklin bagimli kinaz inhibitorleri, p21 WAF1 / CIP1, G1 / S fazit CDK-siklin
komplekslerine baglanarak hiicre dongiisiinii negatif olarak diizenleyen ve bunlari
inaktif hale getiren molekiillerdir (Alberts vd., 2008). Bu durum, Rb'nin E2F1'i
baglamasina izin verir, boylece G1 / S faz gecisini Onler ve sonug olarak hiicre
dongiisiiniin durmasina neden olur. Bir ¢alismada, MCF-7 meme adenokarsinom
hiicrelerinde DFO ve 311 kullanilarak yapilan demir selasyonu ile p21 WAF1 / CIP1
proteininin ekspresyonunun azaldigi, p21 mRNA'y1 yukar1 diizenledigi gosterilmistir
(Fu vd., 2007).

1.6.6. c-myc

Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK; Mitogen-activated protein kinase ),
bliytime faktori-f (TGF-B), Wnt ve sinyal transdiiseri ve transkripsiyon (STAT)
yolaklarinin aktivatorii dahil olmak iizere ¢oklu sinyal iletim yollarinin "kavsaginda"
bulunan Myc proteinleri, her ne kadar hiicre dongiisiiniin klasik diizenleyicileri
olmasa da, hiicrelerin hiicre dongiisiine girmesini saglarlar ve hiicre dongiisiiniin
ilerlemesini hizlandirirlar (Dang, 2012; Kiuchi vd., 1999; Tansey, 2014). Mitojenik
sinyallere gii¢lii bir hiicre dongiisii yanit1 igin c-myc proto-onkojen ekspresyonunun
indiiksiyonu gereklidir (de Alboran vd., 2001). Bu durum, siklin D / CDK4- 6
aktivitesini pozitif yonde diizenleme ve p21 WAF1 / CIPl'in transkripsiyonunu
baskilama 6zelligi sayesinde ortaya ¢ikar (Gartel vd., 2001; Mateyak vd., 1999). Bir

calismada, DFO ile yapilan demir selasyonununl 16semik kan hiicrelerinde c-myc
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ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir (Kyriakou vd., 1998). Ayrica, DFO, Dp44mT
ve DpC gibi selatorlerin, pankreas ve prostat kanseri hiicrelerinde c-myc seviyelerini
distirdigi  bildirilmistir  (Sekil 1.2) (Lui  vd., 2015). Bu ajanlarin etki
mekanizmasimin, STAT3 yolunun inhibe edilmesi sonrasinda siklin D1, c-myc ve
Bcl-2 dahil olmak iizere bir ¢ok hedefin asagi yondeki regiilasyonu oldugu
belirtilmistir (Lui vd., 2015).

1.6.7. Speedy /RINGO

Ilk kez Xenopus oositlerinde varligi gosterilen Speedy/RINGO, bir baska hiicre
siklus proteinidir ve hiicre dongiisii regiilatorlerinden olduk¢a farklidir. Hiicre
siklusunun ilerleyisinde CDK2 aktivitesini ve G1-S fazi gecisini kontrol eder
(Nebrada, 2006). Bu fonksiyonunu, klasik siklinlerden farkli olarak CDK2’ nin
fosforlanmasina gerek duymadan yapar ve p27Kipl gibi inhibitér regiilatorler
tarafindan fosforilasyon araciligi ile olan inhibisyona kars1 da fazla duyarli degildir

(Cheng vd., 2005; Dinarina vd., 2005; McAndrew vd., 2007; Porter vd., 2003).
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Sekil 1.3. DNA hasar yamitlarinin diizenlenmesinde Spy 1/Ringo'nun rolii (Randy vd., 2007) Spy
1/Ringo, DNA hasarina yanit olarak CDK'lar1 diizenleri ve dolayisiyla hiicre dongiisiiniin ilerlemesini,

apopitoz veya DNA onarimini kontrol eder.
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Calismalarda, Speedy/RINGO ile CDK2 etkilesiminden olusan kompleksin, p27Kipl
inhibitoriiniin CDK2 ile etkilesmesini engellemek suretiyle CDK2 aktivasyonuna ve
buna bagli olarak da p27Kip1 inhibitoriiniin fosforlanarak degradasyonuna yol agtigi
gosterilmistir (Porter vd., 2002; Porter vd., 2003) (Sekil 1.3). Speedy/RINGO hiicre
siklusundaki DNA hasar kontrol noktalar1 dahil olmak {izere bir¢ok kontrol noktasini
asan bir molekiildiir ve bu o6zelligiyle kanser hiicrelerinde asir1 miktarda eksprese
olarak onlar1 apopitozdan kagirip hiicre béliinmesini devam ettirir, yani onkogenik
fonksiyonu mevcuttur (Gastwirt vd., 2006; McAndrew vd., 2009).

Bu molekiiliin ayrica MAPK ve AKT sinyal yollarinin arasinda var olan iletisim ve
etkilesimleri iizerinde de etkisi olabilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur (Matsuo
vd., 2001; Molenaar vd., 2009). Bu nedenle anti-kanser tedaviler igin olduk¢a uygun
bir molekiiler hedef olarak goriilen Speedy/RINGO’nun ekspresyonu iizerinde demir

homeostazinin ve demir selatlayicilarinin etkisinin incelenmesi 6nem arz edebilir.

1.6.8. PI3BK-PKB / Akt (phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B) sinyal
yolag1

Insiilin reseptdr sinyalini karakterize etmek igin 1980'lerin baginda yapilan ¢alismalar
sonrasinda, fosfoinositol-3-kinaz- protein kinaz B / Akt (PI3K-PKB / Akt) yolunun
ve aktive edici reseptor tirozin kinazlarinin (RTK) varligi tespit edilmistir (Alessi,
2001). Bu ¢aligmalarin sonucunda, insiilin reseptdr substrati (IRS) proteinleri yoluyla
PI3K'ya sinyal ileten bilesenler ve insiilin reseptor mekanizmasi tanimlanmis ve 3-
fosfoinositol bagimli protein kinaz 1 (PDKI1) tarafindan PKB / Akt aracili
aktivasyonun varhigi saptanmustir. Sonraki c¢alismalar ile PI3K ve PKB / Akt
aktivasyonunun tiimor gelismesi ve ilerlemesindeki onemli etkisinin, PH-domaini
16sin-zengin-tekrar-iceren protein fosfatazlarin (PHLPP1 / 2) iliskisinin ve ayrica
negatif diizenleyicilerin, protein fosfataz 2'nin (PP2A) ve tensin homologunun
(PTEN) kesfedilmesine yol agmistir. Ek olarak, PKB / Akt’ta C- terminal domainin
de hidrofobik motif icerdiginin bulunmasi sonrasinda, rapamisinin memeli hedefi
(mTOR; Mammalian target of rapamycin) kompleksi 2 (mTORC2) ve DNA'ya bagl
protein kinaz (DNA-PK) ile iliskisi oldugu ve Ras'in PI3K-PKB / Akt yolunu PI3K
tizerinden etki gosterebildigi tespit edilmis; boylece mevcut PI3K-PKB / Akt sinyal
yolaginda etkisi olan proteinler tanimlanabilmistir (Sekil 1.4) (Aksamitiene vd.,

2012; Luo vd., 2003).
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Transkripsiyon, translasyon, biiylime, hayatta kalma ve proliferasyon gibi 6nemli
hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynayan bir protein olan PI3K -Akt
sinyal yolu bir¢ok hiicresel uyaran tarafindan veya toksik insiilin tarafindan aktive
edilir (Aksamitiene vd., 2012; Luo vd., 2003). Bu yolak kontrolsiiz sekilde aktive
olur ise, kanser, diyabet ve otoimmiinite gibi hastaliklar gelisir. Nitekim PI3KAkt
sinyallemesinin kontrolsiiz sekilde bozulmasi, insanlarda kanser gelisimi ve
ilerlemesi, hiicre cogalmasi ve hayatta kalma (apopitoztan kacis) arasindaki dengeyi

bozan ve oldukea sik goriilen bir durumdur.

1.6.8. PI3K ve aktivasyon mekanizmasi

Ilgili sinyaller ile PI3K fosforilasyonu uyarildiginda, plazma membran lipidlerinden
olan fosfatidilinositol-4,5 bisfosfonat (Pl (4, 5) P2)’nin inositol halkasinin 3’
pozisyonu fosforile olur ve hayatta kalma sinyali i¢in gereken giiclii bir ikinci
haberci olan PI (3, 4, 5) P3’e saniyeler i¢inde doniisiir. Fosfatidilinositol 3 kinazlar,
katalitik bir alt birim (P110) ile protein tirozin kinaz aktivitesine sahip reseptorler
(Gn reseptdr Tirozin Kinaz, RTK) ve G- couple protein reseptorii (GPCR) tarafindan

aktive edilen bir adaptor / diizenleyici alt birimden (P85) olusan heterodimerlerdir.
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Sekil 1.4. PI3K-Akt yolunun sinyallesme modeli (Osaki vd., 2004): PI3K-Akt yolunun sinyallesme
modeli (Osaki vd., 2004): Biiyiime faktorlerinin reseptor tirozin kinazina (RTK) veya G protein-bagh
reseptorlerine (GPCR) baglanmasi, p85 ve pl110 subiinitelerinden olusan fosfatidilinositol 3-kinazin
(PI3K) fosforilasyonunu indiikler. PI3K, fosfotidilinositol-4,5 bisfosfonati (PI (4,5) P2), PI (3.4.5)
P3’e doniistiirken, PTEN (kromozom 10 iizerinden silinen fosforaz ve tensin homologu) bu reaksiyonu
tersine cevirir. Akt hiicre zarina yerlestirir ve PH alan1 vasitasiyla PI (3.,4,5) P3 ile etkilesime girer,
fosfotidilinositole bagl kinaz (PDK1), PDK2 ve integrin-bagl kinaz (ILK) ile fosforile edilir.
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Sekil 1.5. AKT proteini izforomlar1 (Gizeh vd., 2014) N-terminal ucunda PH domainleri, orta
ksinda yar1 fosforilasyonun gerceklestigi threonin rezidiilerinin yer aldigi kinase domaini ve C-
terminal ucunda ile son fosforilasyonun gergeklestirildigi serin rezidiilerinin yer aldigi hidrofobik
motif goriiliir. T meme kanserinde bildirilen somatik mutasyonlari géstermektedir.

Plekstrin homoloji (PH) ve FYVE (Fenilalanin-Tirozin-Valin-Glutamik asit)
alanlarindan olusan PI (3,4,5) P3 domainleri etkilesince, PI3K aktif hale gelerek
hiicre membranina baglanir. Bir¢ok proteinde bulunan PH alanlari, yaklasik 100
amino asitten olusan bir globiiler protein alanlaridir. Nitekim PH alanlarini igeren
proteinler, PI3K kaynakli sinyal i¢in kritik mediatorler olarak kabul edilir. Ayrica
Akt’deki PH alaninin serin / treonin kinaz 3-fosfoinositol bagimli kinaz 1 (PDK1) ile
etkilesimi sonrasinda Thr308’i fosforilize olur ve Akt yart aktif hale gelir.
Sonrasinda yart aktif hale gelen Akt’nin C-terminal domaininde bulunan ser473
bolgesi, PDK2 ile fosforlanindiginda Akt proteini tam anlamiyla aktif hale gelmis
olur. Aktif hale gelmis olan Akt proteini hiicre proliferasyonu ve hiicrenin hayatsal
faaliyetlerinde gorev alan diger hiicre igi kaskat sistemlerinin aktiflesmesi i¢in
onemli bir proteindir ve sadece hiicresel homeostazi saglamakla kalmaz ayni
zamanda apopitozu baskilayan sinyallerin olusumuna da neden olabilir (Aksamitiene
vd., 2012; Luo vd., 2003).

Farelerdeki bir 16semide ilk defa v-Akt ismi ile tanimlanan bir viral onkoproteinin
hiicresel homologu olmasi nedeni ile c- Akt olarak da isimlendirilen Akt proteini 57
Kd’dur. Ayrica v-Akt ve c-Akt’in protein kinaz C’ye (PKC) ve protein kinaz A
(PKA)’ya benzer bir protein kodladigi saptandig: icin PKB (Protein kinaz B) ya da
RAC (protein kinaz A veya C ile iliskili) olarak da adlandirilir. cAMP'ye bagimli,
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cGMP'ye bagimli ve protein kinaz C familyasi (AGC) iiyesi olan serin / treonin
protein kinaz yapisindaki bir sitoplazmik protein kinaz kabul edilen AKT kinazin
domaininin kristal yapisi ilk defa 2002 yilinda tanimlanmistir. Memelilerde cDNA
kesfi ile sonuglanan genom calismalari esnasinda, Aktl (PKBa), Akt2 (PKBp), Akt3
(PKBy) izoformlarim1 kodyalan 3 genin varliginin saptanmasi ile Akt/PKB de
kesfedilmistir. Akt2’nin Aktl ile %82 ve Akt3’iin Aktl ile %83 yiiksek sekans
homolojisine sahip oldugu ve ayni1 zamanda, bir N-terminali plekstrin homoloji (PH)
domaini, merkezi bir kinaz domaini igeren benzer alan yapis1 gosterdikleri ve bir C-
terminal diizenleyici hidrofobik motiflerinin bulundugu tespit edilmistir (Sekil 1.5).
Tanimlanan bu ii¢ insan AKT izoformu, sirastyla 14q32 (AKT1), 19q13 (AKT2) ve
1q44'te (AKT3) bulunan ayr1 genlerle kodlanir (Luo vd., 2003).

Bir ¢alismada, demir selatorlerinin prostat kanserinde PI3K / AKT / PTEN yolunu
hedefleyerek anti-timor aktivitesi gosterdikleri bildirilmistir (Dixon vd., 2013).
Bu calismada, prostat epitel hiicrelerinin ve DU145 prostat kanseri hiicre hattinin
DFO veya Dp44mT ile inkiibe edilmesi aonrasinda, tiimér baskilayict gen olan
PTEN ve anti-metastatik bir gen olan NDRG1 ekspresyonunu arttirdig1 saptanmaistir.
Buna ek olarak NDRG1’in asir1 ekspresyonu sonucunda onkojenik olan p-AKT
aktivitesinin azaldigi ve PTEN diizeylerinin ise anlamli bir sekilde arttigi
gosterilmistir. Ayrica NDRGI aracili p-AKT inhibisyonunun PC3 hiicrelerinde
PTEN inhibisyonu ile birlikte gosterilmis olmasi, NDRG1 aracili etkinin PTEN'den
bagimsiz oldugunu diisiindiirebilir (Dixon vd., 2013; Liu vd., 2012). MIAPaCa-2
pankreas kanseri hiicrelerinde yapilan bir ¢alisma gostermistir ki; NDRGI1 asir1
ekspresyonunun bir sonucu olarak PTEN diizeyleri artabilirken, p-AKT ve p-mTOR
seviyeleri diisebilir (Kovacevic vd., 2013). Ayrica, NDRG1 asir1 ekspresyonu ile
PI3K p110a / B katalitik alt iinitesinin birlesmesini dnleyen fosfo-p85a ve fosfo-p55y
gibi PI3K diizenleyici alt birimlerin ifadesinin onemli Ol¢lide azaldigi da
bildirilmistir. Selatorlerden Dp44mT ve DpC gibi NDRGI1'i belirgin bir sekilde
diizenleyen tiyosemikarbazonlar, MIAPaCa-2 ve diger pankreas kanseri hiicre
hatlarinda bu kritik molekiillerin modiilasyonu yoluyla anti-timor aktivitesi

gostermislerdir (Kovacevic vd., 2013).
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1.6.9. Ras/Raf/MEK /ERK iliskisi

Memeli hiicrelerinde dort ana MAPK protein kinaz kaskadi tanimlanmistir: i. Ras /
Raf / MEK / ERK yolu (tipik olarak biiyiime faktorleri ve sitokinler tarafindan aktive
edilir), ii. c-Jun N -terminal kinaz (JNK) (cevresel stres ile aktive edilir), iii. p38
yolu, iv. ERK5 yolu (Roberts vd., 2007). Bu yollardan Ras / Raf / MEK / ERK
kaskadinin hiicrelerin ¢ogalmasi, hayatta kalmasi, farklilasmasi, go¢ edebilmesi ve
anjiyogenezi baslatip siirdiirebilmesi gibi bir dizi 6nemli hiicresel islemi diizenledigi
bilinmektedir (Chang vd., 2003). Kesfedilen ilk RTK olan epidermal biiyiime faktorii
reseptoriic (EGFR; ErbB1 veya HERI1 olarak da bilinir) gibi RTK'lara ilgili
ligandlarin baglanmasi sonrasi hiicre yiizeyinde reseptor-ligand etkilesimi aktiflesir
(Gschwind vd.,2004). Bu reseptor ailesinin ErbB2 / HER2, ErbB3 / HER3 ve ErbB4
/ HER4 olmak tizere diger li¢ iiyesi daha sonra tanimlanmistir. Bir biiyiime
faktoriiniin  reseptériine baglanmasi sonrasinda, reseptoriin iki monomerinin
dimerizasyonunu kolaylastiran hiicre dis1 bir konformasyonel degisiklik ortaya ¢ikar
(Schlessinger vd., 2002). Bu degisiklik, biiylime faktorii reseptoriine bagli protein
2'nin (GRB2) Src homolojisi 2 (SH2) alani i¢in yiiksek afinite gosteren bir
sitoplazmik tirozin kinaz rezidiile bolgesinin ¢apraz fosforilasyonu ile sonuglanir.
Daha sonra, GRB2'nin iki Src homolojisi 3 (SH3) alan1 SOS (son of sevenless) ile
etkilesime girer ve bu etkilesim GDP’nin GTP ile degisimi sonrasinda hiicre igi

transdiiser gorevi olan Ras’in aktivasyonunu kolaylastirir (Sekil 1.6).

Neoplastik doniisimde rol oynayan ilk tamimlanmig onkogen olan Ras, biiyiime
faktorii sinyallerini, hiicre i¢indeki c¢ok Onemli faktorlerle birlestirip, nukleusa
iletilmesini saglayarak hiicre biiylimesini diizenlemede anahtar bir oyuncu olarak
kabul edilir (Avruch vd., 2007; Harada vd., 2004). Aktif RAS (RAS-GTP) daha
sonra Raf fosforilasyonu araciligi ile ana efektorlerinden biri olan mitojenle aktive
olan protein kinaz kinaz kinazint (MAPKKK veya MEKK) aktive eder ki bu durum
daha sonra mitojenle aktive olan protein kinazlarin (MAPK'ler) fosforilasyonuna
neden olur. Aktive edilmis MAPK!'lar, hiicre biiyiimesine ve ¢gogalmasina yol agan c-
myc, Elkl, ve CREB gibi bir¢ok transkripsiyon faktoriiniin fosforilasyon ile aktif
hale gegmesini saglamak ve diizenlemek iizere ¢ekirdege girebilir. Ayrica Ras / Raf /
MEK / ERK yolunun pro-apoptotik Bim ve BAD'yi fosforilasyonla etkisiz hale
getirerek apopitozu inhibe edebildigi, boylece Bcl-2 ve Bcl-xL'nin anti-apoptotik
rollerini tesvik ettigi bildirilmistir (Ley vd., 2003; Zha vd., 1996). Bunlarin yanisira,
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ERK, matriks metalloproteinaz 2/9 ve miyosin hafif zincir kinazin aktivitesini
artirmak suretiyle hiicre hareketliliginin ve metastazin indiiklenmesinde 6nemli rol

oynar.

Growth factor

Receptor

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

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

Karsinomlarin %50" sinden fazlasinda EGFR'nin asir1 eksprese edildigi, 6zellikle
meme kanserli hastalarin  %30' unda ErbB2 asir1 ekspresyonunun oldugu
bildirilmistir (Downward, 2003). Pankreas kanserlerinin %90"'indan fazlasinda Ras'ta
mutasyon saptanirken, kolorektal kanser, akciger kanserleri, karaciger kanseri,
melanomlar ve tiroid malignitelerinde de daha diigiik oranlarda da olsa Ras
mutasyonu ovarhigi gosterilmistir  (Dhillon vd., 2007). Bu onkogenlerin
tanimlanmasi, EGFR-Ras-MAPK yolunda yer alan bu kritik molekiillere yonelik
gelistirilen hedefleyici ajanlarin  klinik uygulamalara yansimasini saglamistir
(Roberts vd., 2007). Hedefe yonelik tedavilerin klinik basarisinin en fazla
gozlemlendigi kanserlerin, 6ncelikle EGFR, ErbB2, BCR-ABL ve KIT gibi yollara
dahil olan tirozin kinazlarin kullanildig1 kanserler oldugu soylenebilir (Hudis, 2007;
Izar vd., 2013).

Bir ¢alismada, DFO ve Dp44Mt gibi demir selaotrlerinin, PC-3 ve DU145 prostat
kanseri hiicrelerinde ERK1 / 2 fosforilasyonunu azaltarak Ras / Raf / MEK / ERK
kademesini diizenleyebildigini gdsterilmistir (Dixon vd., 2013). Bu nedenle, bir dizi

mitojenik uyarici tarafindan aktive edilen ERK'nin, ¢oklu mitojenik sinyal yollar
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icin kritik bir roliiniin oldugu g6z oniline alindiginda, demir selatorlerinin ERK

yolaginin aktivasyonunu inhibe ederek anti-kanser etki gosterebilecegi diigiiniilebilir.

1.7.  Cahsmanin amaci

Bu tez konusunun amaci, bakterilerde demirin selatlanmasi sonrasinda replikasyonu
durdurma ozelliklerine dayanarak farkli salisiliden asilhidrazid bilesiklerinin
(MEOO055 ve MEO0053), kanserli SH-SY5Y hiicre hattinda proliferasyon iizerindeki

etkilerinin molekiiler diizeyde incelenmesidir.

Bu amagla yapilacak deneyde baslangic olarak kiiltiir ortaminda her uygulama ve
kontrol grubu igin 10x10* Kkanserli SH-SY5Y hiicreleri iiretildikten sonra belli
dozlarda sitotoksisite dozunun belirlenmesi i¢in dilue edilen ME0055 ve ME0053 ile
24 saat inkiibasyona birakilan bu hiicrelere MTT testi uygulanarak uygun doz
belirlenecektir. Bir sonraki asamada, hiicre siklus diizenleyicisi olan Speedy/RINGO
seviyesine bakilarak elde edilen sonuca gore c¢aligmanin akisi iki yonli olarak
degerlendirilecektir: i. Eger Speedy/RINGO seviyesinde beklenen diisiis saptanirsa,
bu duruma bagl olarak siklin A-CDK2 kompleksinde ortaya ¢ikacak bir diisiisiin p-
Akt yolagini etkileyecegi bilgisi ile fosforlanma miktarindaki degisim incelenecektir.
Ii. Eger Speedy/RINGO seviyesinde beklenen diisiis gozlenmez ise, bu durumda Akt
sinyal yolaginda demir selatorlerin PI3K iizerinden de inhibisyona neden olabilecegi

bilgisi goz 6niline alinarak inceleme yapilacaktir.

Diger bir asamada ise, kanserlesmede ve metaztazda 6nemli bir rolii olan MAPK
yolagiin demir selatorleriyle olan etkilesimi incelenecektir ve hiicrelerdeki kaspaz-3

aktivitesine bakilarak apopitozun gergeklesip gergeklesmedigi gézlemlenecektir.

Bu calismadan elde edilecek sonuglar ile bakterilerde virulansligi kontrol etmek i¢in
kullanildig1 bilinen ancak ilk kez SH-SYS5Y hiicre hatt1 {izerinde uygulanacak olan
MEOO55 ve MEO053 kimyasallarinin Speedy/RINGO, Akt ve MAPK sinyal

yolaklar1 tizerindeki etkileri belirlenmis olacaktir.

Bu c¢alisma, karsinogenezi baslatan ve ayni zamanda kotli prognozu ve tedaviye
direnci gosterdigi kabul edilen MAPK ve AKT sinyal yolundaki anormal

davraniglarin demir metabolizmasi ile olan iligkisinin belirlenmesini saglayabilecegi
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gibi kanser tedavisinde demir selatlayici salisiliden asilhidrazid temelli ilaglarin

etkinligi ile ilgili ileriki caligmalara da bir kaynak olabilecektir.
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2. MALZEMELER VE YONTEMLER

2.1. Malzemeler

2.1.1. Ekipmanlar

Bu ¢alisma i¢in kullanilan tiim ekipmanlarin listesi Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Ekipmanlar

Ekipman Tedarikci Firma
Biyogiivenlik kabini Thermo Scientific

Buz makinesi Brema/GB903A-Q

COg; inkiibatorii Thermo Scientific
Calkalayici Wisd Laboratory Instruments

Distile su cihazi

Niive ND8

Elektroforez jel sistemi (SDS-PAGE)

BI1O-RAD Mini Ptotean

Falcon tiip (15mL, 50mL)

Biologix

Gii¢c Kaynagi

Thermo Fisher

Hassas Terazi

Denver Instrument

Hemositometre ISOLAB
Hiicre kaziyici Biologix
Hiicre kiiltiir flasklari Corning

Isiticili manyetik karistirici

Denver Instrument

Inverted mikroskop

Leica DMI3000 B

Mikropipet

Thermo Fisher

Mikroplate okuyucu sistem

Molecular Devices, SpectraMax i3

Nitroselilloz membran

Santra Cruz

Otoklav Niive OT40L

Otomatik pipetor Thermo Fisher

Pasteur pipet ISOLAB

pH metre Hanna Instruments (H1241 pH/ORP)
Santrifiij Niive NF400

Serolojik pipet

Thermo Fisher

Sogutmali santrifiij

Niive NF8OOR

Su banyosu

Wisd Laboratory Instruments

Trans-blot turbo transfer pack

BIO-RAD

Western Blotlama Cihazi

BIO-RAD Trans-blot Turbo

Western gdriintiileme sistemi

BIO-RAD ChemiDoc XRS+

Vorteks

BioCote
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Cizelge 2.1, (devamy

Ekipman Tedarikc¢i Firma

Qubit 3.0 fluorometer Invitrogen

+4 sogutucu Argelik

-20 sogutucu Argelik

-80 sogutucu New Brunswick Scientific
96 well plate Thermo Fisher

Kimyasallar ve enzimler

Bu caligmada kullanilan kimyasallar ve enzimlerin tamami Cizelgesi 2.2°de

verilmistir.

Cizelge 2.2. Kimyasallar ve Enzimler

Kimyasal/Enzim Tedarikci Firma
Absolute ethanol Sigma- Aldrich
Akrilamid/bisakrilamid, %30 Santa Cruz
Anti-Caspase-3 antibody (E87) Santa Cruz
APS Santa Cruz
B-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
HCI MERCK
L-glutamine Sigma- Aldrich
m-lgGk BP-HRP anti-mouse sekonder antikor Santa Cruz
MEQ0055

MEO0053

MEK1/2 mouse monoklonal antikor (9G3) Santa Cruz
Methanol Sigma- Aldrich
Mouse anti-rabbit IlgG/HRP sekonder antikor Bioss Antibodies
n-biitanol 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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Cizelge 2.2. (devamy

Kimyasal/Enzim Tedarikg¢i 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 ¢alismada kullanilan ticari kitler Cizelge 2.3’te listelenmistir.

Cizelge 2.3. Ticari Kitler

Kit Tedarikg¢i 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 soliisyonlar
2.1.3.1.  IXyiikleme Boyasi (SDS-PAGE igin)

1X yiikleme boyasinin kullanilmasinin amaci; SDS-PAGE uygulamasindan 6nce
izolasyonu yapilan protein orneklerinin denatiirasyonu igindir. 1X yiikleme boyast;
340 pL dH20, 400 pL %10 SDS, 120 uL %100 gliserol, 100 uL 0,5 M Tris-HCI (pH
6,8) ve 40 uL %0,5 bromofenol blue karisimindan olugsmakta idi. Son olarak ornekler

SDS-PAGE’e yiiklenmeden 6nce 54 pL B-merkaptoetanol bu soliisyona eklendi.

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

SDS-PAGE ig¢in stacking buffer pH 6,8 0,5 soliisyonu; 100 mL dH20 igerisinde 7,88
g Tris-Cl ¢o6zdirildiikten sonra son pH’t 6,8 olacak sekilde hazirlanan 0,5 M
stacking buffer seklinde hazirlandi.
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2.1.3.3. SDS-PAGE igin separatin buffer pH 8,8 1,5M

1,5 M sparating buffer solisyonu 100 mL dH2O igerisinde 23.64 g Tris-Cl’iin

¢oziilmesiyle ve son pH’1 8,8 olacak sekilde hazirlandi.

2.1.3.4.  SDS running buffer

Calismada, 1L dH2O igerisinde 30 g tris ve 144 g glisinin ¢ozdiiriilmesiyle pH’1 8,3
olacak sekilde 10X stok soliisyonu halinde hazirlandi. 10X SDS running buffer 10

kez seyreltilmek suretiyle 1X ¢alisma soliisyonu olusturuldu.

2.1.3.5.  Tris buffered saline (TBS)

Calismada, 1 L dH20 igerisinde 23,23 g tris ve 87,66g NaCl’li ¢ozdiiriilmesiyle pH’1
7,6 olacak sekilde 10X stok soliisyonu halinde hazirlandi. 10X SDS running buffer

10 kez seyreltilmek suretiyle 1X galisma soliisyonu olusturuldu.

2.1.3.6.  Tris buffered saline-tween20 (TBST)

Tiim western blotlama asamasinda yikama tamponu olarak kullanilan Tris buffered
saline-tween20 soliisyonu 1 L dH20 igerisinde 100 mL 10X TBS ve 1 mL tween-

20’nin eklenerek olusturuldu.

2.1.3.7.  Towhin buffer

Western blotlama asamasinda transfer tamponu olarak kullanilan Towbin buffer
icerigi; 1 L dH20 igerisinde 30,25¢ tris ve 144 g glisinin ¢ozdiiriilmesi ile pH’1 8,3
olacak sekilde 10X stok soliisyonu seklinde idi. 10X towbin buffer1 200 mL metanol
ve 700 mL dH20 ile karigtirilarak 1X caligma soliisyonu elde edilmis oldu.

2.1.3.8.  Western Blotlama’da bloklama soliisyonu

Western blotlamada kullanilan 100 mL bloklama soliisyonu 5 g (%5) blocker, total
hacmi 100 mL olacak sekilde 1X TBS igerinde ¢ozdiiriilerek elde edildi.

22



2.1.3.9.  Primer ve sekonder antikorlarin hazirlanmasi

Calismada kullanilan primer ve sekonder antikorlar 1:1000 konsantrasyonda 5 mL
primer/sekonder antikor soliisyonu, 5 pL antikor ve 4995 puL bloklama soliisyonu

igerecek sekilde hazirlandi.

2.2.  Yontemler

2.2.1. Kanserli SH-SY5Y hiicre hattinin biiyiitiilmesi

Kanserli SH-SY5Y hiicre hatt1 %20 FBS, %1 Pen/strep ve 2 Mm 1 cc L-Glutamin
iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) besiyeri i¢ginde 37°C sicaklikta
ve %5 CO:2 igeren nemlendirilmis inkiibatdrde cogaltildi. Hiicreler her 48 saatte bir
inverted mikroskopta incelendi, kiiltiir mediumlar1 degistirildi ve belirli bir konfluent
yapiya ulasildiginda hiicrelerin logaritmik fazda kalmalari agisindan hiicre pasajlama
islemine gegildi, biiylime hizlar1 kontrolli bir sekilde takip edildi. Pasajlama
isleminde flask igerisindeki kiiltiir mediumlari ¢ekildi, ardindan 3 ml PBS ile yikama
yapildi, daha sonra flaskta hiicrelerin bulundugu yiizeyi kaplayacak miktarda %2,5
yani 2 ml tripsin konularak hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi i¢in 2-3 dakika
inkiibatorde bekletildi. Siire¢ sonunda flask yiizeyinden kalkan hiicreleri alabilmek
ve tripsini inhibe edebilmek i¢in 3ml taze medium konuldu. Flaskta bulunan medium
icerigi 15 ml’lik falcon tiiplere alindi ve 200g (rcf)’te 10 dakika sanrifiij edildi.
Tiiplerdeki siipernanat kismi dokiildii, pellet kismi 5ml taze DMEM igerisinde
¢cOzdiiriildii. Flasklara esit hiicre dagitilabilmesi amaciyla Thoma lami kullanilarak

hiicre sayilar belirlendi ve flasklara hiicrelerin ekimi gergeklestirildi.

Kontrol, MEOO055 ve MEQ0O053 gruplari i¢in 25 ml’lik 3 ayri flask igerisinde her
birinde %98’i canli olmak iizere en az 10x10° hiicre olacak sekilde deneylere

baglandi.

2.2.2. Salisiliden asilhidrazid grubu sentetiklerin hazirlanmasi

Deneyin bu asamasi icin ME0055 ve ME0053 kimyasallar1 temin edildi (Jai J Tree,
UNSW Sindey). MEQ0055 (Ma=301,07 g/mol) 16,9 mg kimyasali 5 ml iginde,
MEOQ053 (Ma=379,09 g/mol) 16,1 mg kimyasali ise 4 ml Dimetil Siilfoksit (DMSO)
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igerisinde ¢oziilerek 10 mM stok MEO055 ve MEOQ053 olusturuldu. MEOQ0S5 ve
MEOQO053 kimysallarmma ait uygulama dozlarinin belirlenmesi amaci ile 10 mM
stoklardan DMEM ile seyreltme islemi yapildi ve Kimyasallarin son
konsantrasyonlar1 50 uM, 100 uM, 150 uM ve 200 uM olacak sekilde hazirlig

tamamlandi.

2.2.3. Kimyasal dozlarinin belirlenmesi (IC50)

Hiicre proliferasyon testi olarak sitotoksik etkilerin belirlenmesinde kullanilan
kantitatif kolorimetrik bir yontem olan MTT [3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl-2H tetrazolium bromide] kullanildi. Bu yontem, mitokondriyel aktiviteye
sahip olan hiicrelerin belirlenmesinde kullanilan NADH’a bagimli oksirediiktaz
enziminin formazan tuzlariyla etkilesime girmesiyle renk degisimini igeren bir
yontemdir. Bu arastirmada 96 kuyucuklu plat’lere 10x10* kanserli SH-SY5Y hiicre
hatti ekimi yapildi. Onceden MEO0055 ve MEO00192 icin belirlenen kimyasal
konsantrasyonlari olarak 50uM, 100uM, 150uM ve 200uM uygulandi ve uygulama
yapilmayan hiicreler kontrol grubunu olusturdu. Sonraki asamada tiim hiicreler
37°C’de %5 CO, igeren inkiibatorde 24 saat siire ile inkiibe edildi. Ardindan 20 pl
MTS reaktifi [MTS Cell Proliferation Assay Kit (Abcam)] eklendi ve 3,5 saat siire
ile, 37°C’de %5 CO, igeren inkiibatorde tutulduktan sonra bir BioTec plaka

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

2.2.4. Protein izolasyonu

Kontrol gruplar1 ve kimyasal uygulama yapilan kanserli SH-SYS5Y hiicreler toplanip,
iki kez 2 ml PBS ile yikandi. Bunu takiben 10 dakika 4° C’de 200xg’de santrifiij
edildi ve pellet 2 kez 2 ml buz gibi 1X PBS ile durulandi. Pellet nazik¢e 1x Whole
Cell Extraction Kiti (Millipore) (yaklasik 100 ul) ile homojenize edildikten sonra 25
saniye araliklar ile 3 kez 5’er saniye sonikasyon uygulandi. Sonikasyonu yapilmis
ependoftaki ornekler 15 dakika buz iizerinde inkiibasyona birakildiktan sonra 20
dakika 4° C’de 8000xg’de santrifiij islemi yapild1 ve santrifiij sonras1 supernatant
kisim alinarak total protein izolasyonu elde edildi. Deneyin sonraki agsamasi i¢in elde

edilen protein 6rnekleri esit hacimde aliqutland: ve -80 °Cye kaldirilarak stoklandi.
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2.2.5. Qubit protein miktar analizi

Her deneysel durum i¢in elde edilen total proteinlerin miktar tayininde Invitrogen
Qubit Protein Test Kiti (Thermo Fisher Scientific) kullanildi. Toplam hacmi 200 pl
olan ii¢ farkli konsantrasyondaki BSA igeren Qubit ajan1 1:200 Qubit buffer (Qubit
ajanim1 200 kez seyreltilmis) olacak sekilde dilue edildi. Cizelge 2.4.°de de
gosterildigi gibi 10 ul 6rneklerden alinan ve 190 ul Working Solution ile muamele
edilen tiipler 2-3 saniye vortekslendi. Ardindan karanlik ortamda, oda sicakliginda 15
dk inkiibe edildikten sonra Qubit™ 4 Fluorometer (Invitrogend™) cihazi
kullanilarak tiipler okutuldu ve 6rneklerdeki protein miktari tayin edildi. Her numune

tic kopya halinde 6lg¢iildi.

Cizelge 2.4. Qubit protein miktar tayini

Standart/Ornek | Calisma Soliisyonu
Standart 1 (0 ng/ul) 10ul 190 pl
Standart 2 (200 ng/ul) 10ul 190 ul
Standart 3 (400 ng/ul) 10 pl 190 ul
Kontrol SH-SY5Y 10 pl 190 pl
MEOQO055 ile muamele edilen SH-SY5Y 10 ul 190 ul
MEOQO053 ile muamele edilen SH-SY5Y 10 ul 190 ul

2.2.6. Western blotlama

Cizelde 2.5°de belirtilen miktarda protein igeren ependorflara NEBx3 rediikleyici
mavi ylikleme tamponu eklenildikten sonra 95° C’de 5 dakika kaynatilarak
proteinlerin denatiire olmas1 saglandi ve jeldeki kuyulara esit konsantrasyonda (100

ug/kuyu) protein 6rnekleri yiiklenmesi ig¢in hazir duruma getirildi.

[k kuyucuga 15 ul protein marker: yiiklendikten sonra sirasiyla kontrol SH-SY5Y,
MEO55 ve MEQO053 kimyasallari ile muamele edilmis olan protein Ornekleri
kuyucuklara yiiklendi. Stacking bdolgesinden ayrilincaya kadar jel 100V akimda
Separating bolgesinde ise 130V akimda 1,5 saat yiiriitillerek proteinlerin ayrimi
sagland1. Jel nitroselulaz membrana aktarildiktan sonra soguk 1X towbin bufferin

igerisine konuldu.
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Jeldeki proteinler Bio-Rad protein blotting guide bulletin 2895 (Thermo Fisher
Scientific) kulanilarak sandwich haline getirildi. Sonrasinda jel 25V, 2,5A’de

15dk’lik tranfer siireci sonunda proteinlerin nitroseliiloz membrana aktarimi

saglandi.
Cizelge 2.5. SDS-PAGE igin yiiklenecek protein érnekleri
Protein Miktari 1x NEBX3
Kontrol SH-SY5Y 6 ul 19ul
MEOQO055 ile muamele idelen SH-SY5Y ul 14ul
MEOQO053 ile muamele idelen SH-SY5Y 10ul 15ul

Transfer edildikten sonra zarlar, oda sicakliginda 1 saat siireyle %5 yagsiz siit

tozunun PBS soliisyonunda blokland.

2.2.7. Antikor Uygulamasi ve Kemiliiminesans Tayini

Gece boyunca 4° C’de hafif¢e ¢alkalanan membranlar primer antikorlari iginde
inkiibe edilmis oldu. Her biri i¢in ayr1 uygulama yapilacak olan 5 membran House-
keeping gen iiriinii primer antikor olarak kullanildi. Calnexin grubu i¢in Calnexin
(TO-5): sc-80645 fare monoklanal Ab (Santa Cruz) (1:1000 seyreltme) primer
antikoru ve GapDH i¢in ise GAPDH (0411): sc-47724 fare monoklonal Ab (Santra
Cruz) (1:500 seyreltme) primer antikoru iceren bir karisim igerisinde inkiibasyon

gergeklestirildi.

Speedy/RINGO i¢in spdy A tavsan poliklonal Ab (Invintrogen PA1-16959) (1:500
seyreltme) uygulamasi yapilirken, p-ERK i¢in MEK-1/2 Antibody 9G3 fare
monoklonal Ab (Santa Cruz sc-81504) (1:1000 seyreltme) kullanildi. Aktif kaspaz-3
aktivitesinin belirlenmesi igin Anti-Caspase-3 antibody [E87]: ab32351 (1:500
seyreltme) uygulandi. p-AKT’in ekspresyon diizeyinin tayini igin ise serd73 ve
thr308’e bakildi. Ser473 i¢in kullanilar primer antikor p-Akt1/2/3 Antibody (C-11):
sc-514032 fare monoklonal Ab (Santa Cruz) (1:1000 seyreltme) iken, thr308 igin p-
Akt1/2/3 (B-5): sc-271966 fare monoklanal Ab (Santa Cruz) (1:1000 seyreltme)
uygulamalari yapilarak inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda bu membranlar
bes kez 5 dakika siireyle %3 BSA iceren TBST (TBST;500Mm NaCl, 20Mm Tris-
CL, pH 7.5, %0,05 (w/v) Tween 20) ile yikandi. Sekonder antikor uygulamasi igin
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hazir olan membranlar; primer antikorlarina gére Mouse Anti-Rabbit 1gG Antibody
(H+L), HRP Conjugated: bs-0295M-HRP (Bioss) ve m-IgGk BP-HRP: sc-516102
(Santa Cruz) igerisinde oda sicakliginda 1 saat siire ile inkiibe edildi. Ardindan oda
sicakliginda bulunan TBST i¢inde 3-5 kez 5 dakikalik yikama sonrasinda goriintii
elde etmek i¢in 5 dakika boyunca Clarity Western ECL substract kemiliiminesan
algilama reaktifinde (Bio-Rac) inkiibe edildi ve sonra Chemicihazda mebranlardaki

bantlarin goriintiisii elde edildi.

2.2.8. Istatiksel ve Piksel Analizi

Istatistiksel analiz i¢in Sosyal Bilimler igin Istatistik Paketi (SPSS)- Istatistiksel
Analiz Programi kullanilmigtir. Biitiin sonuglar en az ii¢ ayr1 deneyi temsil edecek
sekilde elde edilmistir ve verilerin ortalamasi1 SD+ olarak ifade edilmistir. Analizde t-
test’i kullanilarak istatiksel anlamlilik aranmistir. Western sonuglarindan elde edilen
goriintiilerle Piksel Analizine gidilmistir. Piksel analizinde, Iimage lab soft-ware
kullanilarak bantlar ve bunlarin yogunluklari tespit edilmistir. Ek olarak Photoshop
CS6 programi kullanilarak histograma bagli olarak olusturulan kontrast degerleriyle
goreceli yogunluk oOl¢limii yapilmistir. Kontrole bagli normallestirme yapilirken
kontrol gruplar1 1’e normallestirilmistir ve daha sonra deney gruplarinin nispi protein

ekspresyonu degisiklikleri hesaplanmustir.
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3. BULGULAR VE iRDELEME

3.1. Bulgular

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

Salisilliden asilhidrazid grubu kimyasallarindan olan MEQ0055 ve ME0053’nin
50uM, 100uM, 150uM, 200uM dozlar1 SH-SY5Y hiicre hatlarina uygulanmis ve 24
saat inkiibasyon sonrasinda yapilan MTT analizi ile bu kimyasallarin hiicre
proliferasyonunu ne kadar baskiladigi hesaplanmistir. Grafik 1 ve 2’de kimyasallarin
MTT analiz degerleri sonucunda elde edilen canlilik oranlan yiizde (%) olarak
verilmistir. Bu iki kimyasalin sitotoksik etkileri incelendiginde, MEQ055
kimyasalinin 50 uM’lik dozda yapilan uygulamada %52,35’1lik canlilik orani elde
edilmisken (P=0,0002), bu oran 100 uM ve 150 uM’lik dozlarda SD+ =1,8 p=0,0003
olmasina ragmen sirastyla %59,69 ve %59,76 olarak saptanmistir. Ayrica 200 uM’de
ise canlilik oran1 %84,57 oldugu icin en uygun doz olarak %50 canliliga en yakin
degeri saglamis olan 50 uM dozu kabul edildi (Grafik 3.1).

Ayni degerlendirme MEQ053 kimyasalinin kanserli SH-SY5Y hiicre hatt1 tizerindeki
etkisi i¢in yapildiginda ise; uygulama yapilan tiim dozlarda canlilik oraninin %50 nin
altinda oldugu saptanmistir. Elde edilen SD+0,6 (p<0,001) sonucuna gore tiim dozlar

icin bu durumun yiiksek derecede anlamli oldugu goriildii. Calismanin devami igin
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Grafik 3.1. ME0055 kimyasalimin kanserli SH-SY5Y hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi
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uygun dozajin belirlenmesinde asil hedef %50 (IC50) canlilik oldugundan ME0053
kimyasali i¢inde en uygun dozaj %47,62’lik canliliga sahip olan 50uM’lik
konsantrasyon idi (Grafik 3.2).
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Grafik 3.2. MEOQ0053 kimyasalinin kanserli SH-SY5Y hiicre hatti iizerindeki
sitotoksik etKkisi

3.1.2. MEO0055 ve MEO0053 kimyasal ile demirin selatlanmasi sonrasi p-Akt
yolaginda Thr 308’in incelenmesi

Bu calismada, ME055 ve MEO053 kimyasallar1 ile yapilan demir selatlanmasina
bagl olarak Speedy/RINGO (Cylin A ve CDK2) seviyesindeki diistisiin Akt yolagi
lizerine olan etkisinin gdsterilebilmesi amaciyla p-Akt yolaginda ilk fosforilasyonun
gerceklestigi (yar1 aktif p-Akt forma ulagsmasi) Thr 308’in fosforilasyon seviyesine
bakildu.

Sekil 3.1.’de goriildiigii tizere Thr308 iizerinden fosforilasyon seviyesinin
incelenmesinde uyguladigimiz her iki kimyasalin da kontrol grubuna gore anlamli
derecede fosforilasyonu azalttigini saptadik. Fosforilasyonda ME0055 kimyasali ile
%75’lik bir azalma saptanmigsken, MEOQO053’nin %99 oraninda diisiis sagladigi
goriilmiistiir (p<0,001).
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Sekil 3.1. p-Akt Thr308 icin western blotlama sonucu. a): Western blotlamada p-Akt Thr308 igin
kantitafif sonuglar1 gosteren grafik. b): ME0055 ve MEOQ053 ile demir selatlamasi yapilan SH-
SYSY hiicrelerindeki p-Akt Thr 308 protein seviyesi. Sonuglar kat degisimi olarak gosterilmistir.
Hata ¢ubuklari, ortalama deger + SD’yi temsil etmektedir. *** p<0.001.

3.1.3. MEO0055 ve MEO0053 kimyasal ile demirin selatlanmasi sonrasi p-Akt
yolaginda Ser473’iin incelenmesi

Sekil 3.2.°de goriildiigii tizere pAkt (Ser4) miktar1 incelendiginde, selator ile
uygulama yapilan SH-SY5Y hiicrelerinde fosforilasyon miktarinda kontrol grubuna
gore farkliliklar oldugu saptandi. ME0OSS kimyasali uygulanan hiicrelerde kontrol
grubuna gore %16’lik bir artis oldugu (p<0,05) saptanmisken, ME0O53 kimyasal1 ile
selate edilen hiicrelerde ise %39’1uk bir disiis oldugu goézlemlenmistir (p<0,001).
Uygulamasi yapilan salisiliden asilidrazidlerin pAkt(ser473)’in fosforilasyon miktari

tizerine farkl sekilde etki gosterdigi sonucuna ulagilmistir.
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Sekil 3.2. p-Akt Ser473 icin western blotlama sonucu. a): Western blotlamada p-Akt Ser473 i¢in
kantitafif sonuglar1 gosteren grafik. b): MEO055 ve MEOQ0053 ile demir selatlamasi yapilan SH-
SYS5Y hiicrelerindeki p-Akt Ser473 protein seviyesi. Sonuglar kat degisimi olarak gosterilmistir.
Hata ¢ubuklari, ortalama deger + SD’yi temsil eetmektedir. *** p<0.001.

3.1.4. Demir selatlanmasi sonras1t MEK1/2 protein ekspresyonunun analizi

Bu arastirmada, demir selasyonu uygulanan hiicrelerdeki MEKZ1/2’nin nasil

etkilendigi anlasilmaya da calisilmistir. Sekil 3.3’te gorildigi tizere MEO05S

kimyasalt MEK1/2 seviyesini %22 oraninda azaltmisken, MEOO53 ile %36°lik bir
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Sekil 3.3 MEK1/2/ i¢in western
blotlama sonucu. a): Western
blotlamada MEK1/2 i¢in kantitafif
sonuglart  gosteren grafik. b):
MEQ0055 ve MEOQ0053 ile demir
selatlamast  yapilan ~ SH-SY5Y
hiicrelerindeki MEK1/2 seviyesi.
Sonuglar kat degisimi olarak
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3.2.  Speedy/ RINGO protein ekspresyon analizi

Demir selasyonu yapildiginda, hiicre dongiisiinde kontrol noktasi olarak rol oynayan
proteinlerin ekspresyonlarinda 6nemli oranda diisise neden oldugu gosterilmistir.
Bu diistisiin siklin DI ve CDK2’nin ekspresyon seviyelerinde 6nemli derecede
oldugu buna karsin siklin A ve B lizerinde digerleri kadar olmasa da bir azalmaya
neden oldugu bildirilmistir. Speedy/RINGO, siklin A-CDK2 kompleksi iizerinde
etkisi oldugu bilinen bir molekiildiir ve bu arastirmada demir selasyonunun bu

proteinin ekspresyon seviyesine olan etkisine de bakildu.

Sekil 3.4 de gorildigi tizere, MEO0055 kimyasali ile yapilan selasyonun
Speedy/RINGO seviyesini %52 oraninda azaltigi (p=0,001), buna karsin MEOO53 ile
selasyonun %92’lik bir oranda diisiise neden oldugu (p=0,000003) saptandi.
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Sekil 3.4. Speedy/RINGO icin western blotlama sonucu. a): Western blotlamada speedy/RINGO
igin kantitafif sonuglar1 gosteren grafik. b): ME0055 ve MEO053 ile demir selatlamasi yapilan SH-
SYS5Y hiicrelerindeki speedy/RINGO protein seviyesi. Sonuglar kat degisimi olarak gosterilmistir.
Hata ¢ubuklari, ortalama deger + SD’yi temsil etmektedir. * p<0.001
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3.3. Kaspaz-3 aktivitesi

Bu arastirmada, kanserli SH-SY5Y hiicrelerinin MEO55 ve ME0O053 kimyasallari ile
muamele edilmesi sonrasinda, bu hiicrelerdeki son durumun ve yagamsal aktivitenin
ne sekilde devam ettiginin anlasilmasi i¢in kaspaz-3 aktivitesine de bakilmistir. Bu
uygulama sonucunda MEOQ055 kimyasali uygulanan hiicrelerde kaspaz-3
aktivitesinde %59,7’lik diizeyde anlamli bir artis gézlenmisken, MEOO53 uygulanan
hiicrelerde ise %210’luk bir aktivite artist oldugu ve hiicrelerin apopitoza ugradiklari
saptanmustir (p<0,001) (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Kaspaz-3 aktivitesi i¢cin western blotlama sonucu. a): Western blotlamada Kaspaz-3
aktivitesi i¢in kantitafif sonuglar1 gosteren grafik. b): MEOO55 ve MEO0O53 ile demir selatlamasi
yapilan SH-SY5Y hiicrelerindeki Kaspaz-3 aktivitesi seviyesi. Sonuglar kat degisimi olarak
gosterilmistir. Hata ¢ubuklari, ortalama deger £ SD’yi temsil etmektedir. * p<0.001

33



3.4. irdeleme

Bu arastirma sonucunda, Speedy/RINGO protein seviyesinin SH-SY5Y kanser
hiicreleri ME055 ve MEO053 kimyasallarina maruz kaldiklarinda anlamli bir oranda
azaldigi (ME055’te %52 ve ME0053’de %92°lik) saptanmistir. Bu sonug, demir
selatorlerinin  Speedy/RINGO proteininin ekspresyon seviyesi ve aktivasyonu

tizerinde etkin bir inhibitor oldugunu gdstermistir.

Speedy/RINGO protein seviyesindeki azalmanin bir sonucu olarak hiicre
dongiisiinde etkili olan siklin A-CDK2 kompleksinde de bir azalmanin oldugu ve
neticede Akt yolagmin fosforilasyonu tizerine etki gosterebilecegi diisiiniilmektedir.
Bu varsayima karsin Akt yolagmin sadece bu kompleks tarafindan kontrol
edilmedigi gercegi de vardir. Akt yolaginin Thr308 ve Ser473 iizerinden
fosforilasyon ile aktif hale geldigi bilinmektedir. Bu iki bolgeden ilk 6nce Thr
308’iin PIP3-PDK1 ile fosforlanarak yar1 aktif forma geldigi, daha sonra PDK2 ile

Ser473’iin fosforilasyonu sonucunda p-Akt’nin olustugu bildirilmistir.

Demir selatorlerinin PIP3’{in olusmasinda gorev alan PI3K seviyesini azalttigi ve bu
yolaktaki negatif geri beslemeyi yani PIP3’lin PIP2’ye doniismesini kolaylastirarak
Akt yolaginin fosforlanmasini inhibe eden PTEN seviyesinde artisa neden oldugu
bilinmektedir. Bu ¢alismada kullanilan MEO55 kimyasalinin SH-SY5Y hiicrelerinde
Thr308 tlizerinde % 75’lik bir azalmaya neden oldugu, Serd73’te ise %16’lik bir artis
sagladig1 saptanmistir. Her ne kadar MEO55 kimyasali ile yapilan selasyon Ser473
izerinde bir artisa neden olsa bile, Akt yolaginin ilk basamagi gerceklesmeden
Ser473 fosforilasyonu gerceklesmeyecegi i¢in demir selasyonunun Akt yolagi

lizerine inhibitdr etki gosterdigi sOylenebilir.

Calismamizda, MEO053 kimyasali ile yapilan selasyon sonrasinda SH-SY5Y kanser
hiicrelerinde Thr308 iizerinde %99 luk bir azalma gozlenmisken, Ser473 ‘de ise

%39’luk bir diisiis s6z konusudur.

Bu ¢alismada uygulanan kimyasallarin Akt yolag1 tizerine olan etkilerinin molekiiler
diizeyde net olarak aciklanabilmesi i¢in Oncelikli olarak PI3K, PTEN,
Speedy/RINGO ekpresyon seviyelerinin ve siklin A, CDK2 ve CDK inhibitorlerinin

de degerlendirilmesi 6nem tasiyabilir. Ancak tiim bu molekiillerin degerlendirilmesi,
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sinyal yolaklar1 arasindaki baglantinin akis yoniiniin belirlenmesindeki zorluklar

nedeni ile kolay olmayabilir.

Preklinik bir¢ok ¢alismada, bir demir selatorii olan DFO’un hiicre sinyal yolaklarinda
bircok noktada etkili oldugu ve bu sonuclarla kanser tedavisi i¢in Onemli bir
aragtirma alan1 haline geldigi bildirilmistir. Bu kimyasalin PTEN seviyesini
artirrken, CDK D1, siklin A-B ve CDK 2 seviyelerini azalttigi ve ayni zamanda
CDK inhibitorlerinin aktif hale gelmesini sagladig1 bildirilmistir. Sonug olarak DFO
ile selasyonun p21 WAF/CIP1 gibi komplekslere baglanarak hiicre dongiisiinii negatif
olarak diizenledigi ve hiicrelerin G1/S fazina gegisinin 6nlenebilecegi ya da p53 gibi
hiicrede en onemli kontrol mekanizmalar1 tizerinde artisa neden olarak apopitozu
indiikleyebilecegi belirtilmistir. Sonug olarak, ¢alismamizin sinirlayict yonlerinden
biri kullandigimiz kimyasallarin hedefleyebilecegi daha bir ¢ok molekiiliin
bakilmamis olmasidir. Ancak literatiir bilgilerine bakildiginda bu kimyasallarin
kullanildig: ilk caligsma oldugu da g6z Oniine alinirsa elde etmis oldugumuz verilerin

ileri calismalara 151k tutabilecegi diisiiniilebilir.

Onemli bir hiicre ici sinyalizasyon yolu olan MAPK kinaz yolaginda ise giiniimiizde
kullanilan demir selatlayicilar1 ile ERK1/2 yolunda fosforilasyonun azaldigi
bildirilmistir. Calismamizda MEOS55 kimyasali ile MEK1/2 protein ekspresyonunda
%?22’1ik bir azalma elde edilmigken, MEQO053 ile bu oranin %36 oldugu

saptanmistir.

Asirt NO ya da ROS olusumu ile kaynaklanan hiicre i¢i stres kosullarinda ve p53
aktivitesindeki artis sonucunda kaspaz-3 aktif hale gelir ve hiicrelerdeki apoptotik
proteinleri uyararak hiicrenin kontrollii bir sekilde yasamsal faaliyetlerini sona
erdirmesine neden olur. Calismamizda kullandigimiz demir selatorlerinin, hiicrenin
sinyal yolaklar1 tizerinde yapmis olduklari bu degisikliklerin SH-SY5Y kanser
hiicrelerinin yasamsal aktivitelerini ne sekilde etkiledigini de belirlemeye calistik.
Sonug¢ olarak MEO055 ve MEO053 kimyasalina maruz kalan SH-SY5Y kanser
hiicrelerinde sirastyla  %59,7’lik ve %210’luk bir kaspaz3 aktivite artisini
gbzlemledik. Bu sonucglar MEO55 ve MEQOOQ53 selatorleri ile muamele edilmis SH-

SY5Y kanser hiicrelerinin apopitoza ugradigi kanisina varmis olduk.

Anti-kanser tedavide, kanser hiicresinin proliferasyon hizinin kontrol altina alinmasi

ve metastaz gelismesinin engellenmesi amaglandigi i¢in MEO55 ve MEO0053
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kimyasallar1 ile hiicre i¢i sinyal yolaklarina ait degisiklikler ve hiicrelerin kontrolli
bir sekilde apopitoza ugradiklarina dair elde ettigimiz sonuglara dayanarak demir

selatorlerinin kanser tedavisi igin iyi bir hedef olabilecegi diistiniilebilir.

Bu calisma ile kanser tedavisinde tek basina veya kemoterapi ile kombine bir sekilde
MEOQO55 ve MEOQO053 gibi demir selatorlerinin tedavide kullanilmasi igin ileri
calismalarin yapilmasi gerektigi kanisina varildi. Onceki ¢alismalarda kemoterapiye
destek amaciyla kullanilan demir selatorleri ile benzer etkilerin MEO55 ve ME0053
kimyasallar1 ile de elde edilebilmis olmasi bu konudaki ¢aligmalar1 tesvik edebilir.
Nitekim bu arastirma, MEO55 ve MEQ053 kimyasallarinin kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu MAPK, AKT sinyal vyollar1 ve Speedy/RINGO proteini

ekspresyonu ilizerinden durdurabilecegini gdsteren literatiirdeki ilk caligmadir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calisma ile demir selatorii olan ME0055 VE MEQOO53 kimyasallarina maruz kalan
SH-SY5Y kanser hiicrelerinin proliferasyonlarinda inhibisyon ve apopitoza

gidislerinde artis oldugu ile ilgili gii¢lii ve 6zgiin sonuglara ulastik.

MEQ055 ve MEQ053 kimyasallar1 kullanarak SH-SY5Y kanser hiicreleri {izerine
yapmis oldugumuz bu ¢alisma, ileride baska kanserli hiicre hatlarinda anti-kanser
tedavi i¢in yeni ve dogru hedeflerin kesfedilmesi, ilaglara direngli kanserlerde yeni
yolaklarin hedeflenmesi yoniinde literatiire onemli bir katki saglayacak olarak
diisiiniilebilir. Sonraki siirecte yapilacak ¢aligmalarin sonucunda, bu kimyasallarin
farkli kanser hiicre hatlarinda hangi hedef molekiiller ile etkilesim gosterdigi ve
ayrica normal hiicreler iizerine olabilecek zararli etkilerinin belirlenebilecegi kaninsa

varilmigtir.
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