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KUCUK MOLEKUL iNHIBITORU KAN438757 VE KURKUMIN
KOMBINASYONUN AKCIGER KANSERI HUCRE HATTINDAKI
ANTI-NEOPLASTIK ETKIiSININ DESIFRE EDILMESI

OZET

Akciger kanseri, diinyadaki en yiiksek goriilme ve 6lim oranlarina sahip, oldukca kotii
huylu bir timor tiriidiir. Geleneksel akciger kanseri tedavisinde cerrahi miidahale,
radyoterapi ve kemoterapi kullanilmaktadir. Akciger kanseri hastalarinda en fazla etki
gOsteren tedavi segenegi kemoterapide belirli siire ve doz sonrasi kemo-direng ortaya
cikarak tedavinin etkinligini sinirlamaktadir. Kemoterapide ilag etkinligini artirmak ve
kemo-direnci ortadan kaldirmak i¢in kombinasyon terapi ile giiglii bir yanit alinmaktadir.
Akciger kanserinde hiicre icerisinde enerji gereksiniminin artmasi ile 6zellikle glikoz
yolaginda diizenleyici bir protein PFKFB3’iin ekspresyonunda c¢ok fazla artis
goriilmektedir. PFKFB3 (iPFK2), gliniimiize kadar kesfedilen dort PFKFB izoziminden bir
tanesidir. PFKFB3, 6-fosfrukructo-2-kinaz / fruktoz-2,6-bifosfataz 3 enzimini kodlayan bir
gendir. Timor hiicrelerinde enerji metabolizmasimin  engellenmesi  giiniimiizde
gelistirilmekte olan 6nemli bir tedavi olarak kabul edilmektedir. Yeni bir PFKFB3
inhibitori olarak tanimlanan kiigiik molekiil inhibitori KAN0438757 kanserli hiicrelerde
DNA hasar yanit mekanizmasinda kritik bir igleve sahip olmasi nedeniyle hedefe yonelik
tedavide etkin bir rol almaktadir. Kurkumin, curcuma longa rizomlarinin ana biyoaktif
bilesenidir. Kurkumin'in antioksidan ve antikanser aktivite gibi bir¢ok biyolojik islevi
oldugu gosterilmistir. Bu c¢alismadaki temel amacimiz, KANO0438757 ve kurkumin
kombinasyonun akciger kanseri hiicre hattt {izerindeki anti-kanser etkisinin
arastirtlmasidir. WST-1 testi ile KAN0438757, Kurkuminin hiicre canliliklar1 ve IC50
degerleri tespit edildi, ayrica eszamanli hiicre analiz sitemi (RTCA) kullanilarak
KANO0438757 ve kombinasyon grublarinin  akciger  kanseri  hicrelerinin
profilerasyonlarinda diisiise neden oldugu belirlendi. Hiicre gogu testi ile yeni inhibitoriin
monoterapi etkisi ile kombinasyon etkisinin analiz edildi. DNA hasart i¢in ise tek hticre jel
elektroforezi kullanilarak A549 hucrelerinde dramtik bir DNA hasarmim neden oldugu
ortaya cikarilmistir. Ayrica kombinasyonun hicre 6limi ve mitokondriyal membran
potansiyel boyama metodlari ile morfolojik olarak gosterildi. Son olarak western blotting
ile apoptoz belirteclerinde, KAN0438757 ve kurkumin kombinasyonu akciger kanseri
hlcrelerinde hiicre 6liimiinii artirdig1 belirlendi.

Anahtar Kelimeler: KAN0438757, kurkumin, A549, hicre 6lima.



DECIPHERING THE ANTI-NEOPLASTIC EFFECT OF SMALL
MOLECULE INHIBITOR KAN438757 AND CURCUMIN
COMBINATION ON LUNG CANCER CELL

ABSTRACT

Lung cancer is a highly malignant type of tumor with the highest incidence and death rates
in the world. Surgery, radiotherapy and chemotherapy are used in the traditional treatment
of lung cancer. The most effective treatment option in lung cancer patients is that chemo-
resistance occurs in chemotherapy for a certain period of time and after dose, limiting the
effectiveness of the treatment. In chemotherapy, a strong response is obtained with
combination therapy to increase drug efficacy and eliminate chemo-resistance. In lung
cancer, with the increase in the energy requirement in the cell, there is a great increase in
the expression of a regulatory protein PFKFB3, especially in the glucose pathway. PFKFB3
(IPFK?2) is one of four PFKFB isozymes discovered to date. PFKFB3 is a gene that encodes
the 6-phosphofructo-2-kinase / fructose-2,6-biphosphatase 3 enzyme. Inhibition of energy
metabolism in tumor cells is currently accepted as an important treatment under
development. The small molecule inhibitor KAN0438757, defined as a new PFKFB3
inhibitor, plays an active role in targeted therapy because it has a critical function in the
DNA damage response mechanism in cancer cells. Curcumin is the main bioactive
component of the rhizomes of Curcuma longa. Curcumin has been shown to have many
biological functions such as antioxidant and anticancer activity. Our main aim in this study
is to investigate the anti-cancer effect of the combination of KAN0438757 and curcumin
on the lung cancer cell line. Cell viability and IC50 values of KAN0438757, Curcumin was
determined by WST-1 test, and it was determined that KAN0438757 and combination
groups caused a decrease in the proliferation of lung cancer cells using the simultaneous
cell analysis system (RTCA). The combination effect of the new inhibitor with the
monotherapy effect was analyzed by cell migration assay. For DNA damage, using single
cell gel electrophoresis, it was revealed that a dramatic DNA damage was caused in A549
cells. In addition, the combination was morphologically demonstrated by cell death and
mitochondrial membrane potential staining methods. Finally, it was determined that the
combination of KAN0438757 and curcumin increased cell death in lung cancer cells in
apoptosis markers by western blotting.

Keywords: KAN0438757, curcumin, A549, cell death.
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1. GIRIS

Kanser, hiicre genomundaki degisiklikleri veya mutasyonlar1 igeren bir grup anormal
hicrenin normal hiicre bdliinmesi kurallarmi goéz ardi ederek kontrolsiiz bir sekilde
biiytidiigii bir hastalik olarak tanimlanir (Hejmadi 2014). Normalde hiicreler strekli olarak
hiicrenin boliinmesi, baska bir hiicreye farklilasmasi veya 6lmesi gerektigini belirleyen
sinyallere sirekli maruz kalmasidir. Kanser hiicreleri ise, bu sinyalleri farkli sekilde
kullanarak kontrolsiiz biiyiime ve ¢ogalmaya neden olur. Aslinda, kansere bagli 6liimlerin
neredeyse %90'u, metastaz adi verilen bir siire¢ olan tiiméoriin uzak doku ve organlara
yayilmasindan kaynaklanmaktadir (Klein 2008) (Sekil 1.1). Modern kanser biyolojisinin
temeli, basit bir ilkeye dayanir, hemen hemen tiim memeli hiicreleri, hiicre cogalmasini,
farklilagmasini ve hiicre 6liimiinii kontrol eden benzer molekiiler aglar1 paylasir. Kanserin
olusumu ve tedavisi ile ilgili arastirmalarin temelini olusturan hakim teori, normal
hiicrelerin molekiiler, biyokimyasal ve hiicresel diizeydeki bu aglardaki degisikliklerin bir
sonucu olarak kansere doniismesi ve her hiicre i¢in bu bozulmanin meydana gelebilecegi

siirlt sayida yol bulunmasidir (Evan and Vousden 2001; Hejmadi 2014).
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Sekil 1.1. Kanserin karakteristik 10 ozelligi(Hanahan and Weinberg 2018)

Akciger karsinomu olarak da bilinen akciger kanseri, akciger dokularinda kontrolsiiz hiicre
biiytimesi ile karakterize kotii huylu bir akciger timoridiir (Wistuba et al 2001). Bu
blyume, metastaz sireciyle akcigerin Gtesine, yakindaki dokuya veya viicudun diger
kisimlarina yayilabilir (Wadowska et al 2020). Son yiizyilda akciger karsinomu, nadir
goriilen ve belirsiz bir hastaliktan diinyadaki en yaygin kansere ve kanserden 6liimlerin en
yaygin nedenine dogru ilerledi. i¢inde bulundugumuz dénemde, en son kiiresel istatistiksel
analiz, 2020 yilinda diinya ¢apinda 2,206,771 milyon yeni vaka teshis edildigini ve ayni yil
icinde 1,796,144 milyon 6lim oldugu tahmin edilmektedir (Sung et al 2021). Akciger
kanseri, 2020'de en sik teshis edilen ikinci kanser ve kanser oliimlerinin 6nde gelen
nedenidir (toplam kanser oltimlerinin %18,01), erkeklerde (%14,3) en sik goriilen
kanserdir ve kadinlarda (%8,4) goriilme siklig1 erkeklere gore daha diistiktiir (Organization
2018; Sung et al 2021) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. 2020 Yilinda En Sik Gériilen 10 Kanser i¢in Vaka ve Oliimlerin Dagilimi(Sung et al 2021)

Akciger kanserleri, geleneksel olarak kiicilik hiicreli olmayan karsinom (NSCC) ve kiiciik
hiicreli karsinom (kiiclik hiicreli akciger karsinomu, SCLC) olarak ikiye ayrilir; ilki
vakalarin %80'ni ve ikincisi kalan %20'sini olusturmaktadir (Zheng 2016). Akciger
kanserinin patogenezi, uzun bir sure boyunca ¢oklu molekiler anormalliklerin birikmesini
igerir. Gen ekspresyonundaki degisiklikler, anormal mikroRNA ekspresyonundan veya
metilasyonundan, DNA sekans degisikliklerinden, DNA segment amplifikasyonundan,
delesyonundan veya tam kromozom kazanimlarindan veya kayiplarindan kaynaklanir
(Massion and Carbone 2003; Pendharkar et al 2013). Bu lezyonlar, hicrelerin hiicre
boéllinmesinin, apoptozun ve istilanin normal regiilasyonundan kagmasina ve / veya konak
ile etkilesimini degistirmesine izin verir (Pendharkar et al 2013; Tarro et al 2019). Sigara,
ozellikle sigara, akciger kanserine en ¢ok katkida bulunan faktorler arasinda yer alir. Sigara
dumani, benzo [a] piren dahil en az 73 bilinen kanserojen igerir (Hecht 2012). Gelismis
diinyada 2000 yilinda erkeklerde akciger kanseri oliimlerinin %90" sigara igmeye (%7)
kadinlarda atfedilmistir. Sigara akciger kanseri vakalarinin %85'ini olusturur (Peto et al
1996). Pasif sigara igme bir baskasinin sigarasindan ¢ikan dumanin solunmasi,

icmeyenlerde akciger kanserinin bir nedenidir. ABD, Avrupa ve Birlesik Krallik'ta yapilan



caligmalar, pasif dumana maruz kalanlar arasinda siirekli olarak onemli bir risk artisi
oldugunu gostermistir (Hecht 2012; Jaakkola and Jaakkola 2006). Dis ortam hava
kirliliginin akciger kanseri riskini artirmada bir etkisi vardir. Trafik egzoz dumaninda agiga
cikabilen ince partikiiller (PM2.5) ve siilfat aerosolleri, oldukea yiiksek riskle iliskilidir
(Corte etal 2010). Azot dioksit icin, milyarda 10 birimlik kademeli bir artis, akciger kanseri
riskini %14 artirmaktadir. Ayrica pisirme ve 1sitma i¢in odun, odun kémiirii, giibre veya
mahsul kalintisinin yakilmasiyla i¢ mekan hava kirliliginden kaynaklanan akciger
kanserine neden oldugu bilinmektedir (Gholamnejad 2019; Hamra et al 2015).Akciger
kanserinin yaklasik %8'1 kalitsal faktorlere baghdir. Akciger kanserli kisilerin
akrabalarinda risk ikiye katlanmaktadir. Bu muhtemelen genlerin kombinasyonundan
kaynaklanmaktadir (de Alencar et al 2020). Kromozom 5, 6 ve 15 (zerindeki
polimorfizmin akciger kanseri riskini etkiledigi bilinmektedir (de Mello et al 2013).
Akciger kanseri olusumu diger kanserlerle benzerdir, onkojenlerin aktivasyonu veya timor
baskilayic1 genlerin inaktivasyonu ile baslayan bir siregtir. K-ras proto-onkogenindeki
mutasyonlar, akciger adenokarsinomlarinin %10-30'undan sorumlu oldugu bildirilmistir
(Jancik et al 2010). Kigik hicreli olmayan akciger kanserlerinin yaklasik %4'l bir EML4-
ALK tirozin kinaz fuzyon genini icermektedirlerv (Sasaki et al 2010).

DNA metilasyonunun degistirilmesi, histon kuyruk modifikasyonu veya mikro RNA
regiilasyonu gibi epigenetik degisiklikler, timor baskilayici genlerin inaktivasyonuna yol
acmaktadir (Jakopovic et al 2013). Epidermal biyiume faktori reseptori (EGFR) hiicre
proliferasyonunu, apoptozu, anjiyogenezi ve tiimor invazyonunu diizenler. EGFR’nin
mutasyonlart ve amplifikasyonu, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde yaygin
etkenlerden biri olarak kabul edilmektedir. Akciger kanseri hastalarinda siklikla mutasyona
ugramis veya amplifiye edilmis diger genler c-MET, NKX2-1, LKBI, PIK3CA ve
BRAF'dir (Jakopovic et al 2013; Sasaki et al 2010). Akciger kanseri tedavisi, kanserin
spesifik tiirline, ne kadar yayildigina ve kisinin saglik durumuna baglidir. Yaygin tedaviler
tirleri; cerrahi, kemoterapi ve radyasyon tedavisini icermektedir. Akciger kanserinin
hedefe ydnelik tedavisinin ilerlemis akciger kanseri i¢in 6nemi artmaktadir (Lemjabbar et
al 2015). Erken evre KHDAK vakalarinin ¢gogunda, akciger lobunun alinmasi (lobektomi)
tercih edilen cerrahi tedavidir. Tam lobektomiye uygun olmayan kisilerde daha kiigiik bir
sub lober eksizyon (wedge rezeksiyon) yapilabilir. Hastaligin durumuna gore tim

akcigerin ¢ikarilmasi (pndmonektomi) yapilmaktadir (Predina et al 2016). Radyasyon



tedavisi; Kanser hicrelerini 6ldiirmek veya biylimelerini 6nlemek icin yiksek enerjili X-
1511 veya diger radyasyon tiirlerini kullanan bir kanser tedavisidir (Remick and Amin
2019). Kemoterapi; Hucreleri 6ldurerek veya bolinmelerini durdurarak kanser hiicrelerinin
bayumesini durdurmak icin ilaclar kullanan bir kanser tedavisidir (Angahar 2017).
Viicudun normal biyolojik islevi, fazla hiicreleri veya hasarli hiicreleri ¢cikararak ve boylece
yeni hiicre olusumunu isaret ederek viicudun hiicrelerini yeniler. Aksine, kanser hucreleri
apoptoz tarafindan kontrol edilmedikleri icin kontrolsiz boélinme ve o6lumsuzlik
derecesinde bir artiga sahiptir (Rodgers et al 2012). Bu nedenle, normal bireylerde hiicre
cogalmasi, hiicre olimi ile dengelenir ve diizenlenir, kanserli kiitlelerde, hiicre
proliferasyonunun hiicre 6liim oranina yiiksektir. Bulunan kemoterapétik ilaglardan toplam
132 tanesi FDA onaylidir (Abbas and Rehman 2018; Rodgers et al 2012). Bu ilaglar
spesifik olarak tiimor hiicrelerini hedeflemek ve onlar1 genotoksik etki ile oldiirmek igin

tasarlanmistir (Abbas and Rehman 2018).

Kuguk molekdl inhibitorleri, kiiciik boyutlar1 nedeniyle, hiicre disi, hiicre yiizeyi ligand
baglayic1 reseptorlerin yani sira hiicre biliylimesi ve metastaz tesviki i¢in asagi akis
sinyalinin iletilmesinde anahtar rol oynayan anti-apoptotik proteinler dahil hiicre igi
proteinleri hedeflemek i¢in basariyla kullanilmaktadir. Molekiler hedefli kanser ilaci kesfi
iizerine son birka¢ on yilda yapilan aragtirmalar, kanser tedavisi icin klinikte basarili bir
sekilde tanitilan bir kag kucuk molekilli ilacin kullanimini gostermektedir (Clem et al
2013; Seo et al 2011).

1.1. 6-fosfosfrukto-2-kinaz / fruktoz-2,6-bifosfataz 3 (PFKFB3)

Glikoliz, insan hiicre metabolizmasinda 6nemli bir enzimatik siiregtir. Trikarboksilik
(TCA) asit dongiisti, pentoz fosfat yolu (PPP) ve yag asitleri ve kolesterol sentezi gibi coklu
biyokimyasal yollarda gerekli olan substratlarin iiretimine katilir. Normal insan
hiicrelerinde (kirmizi kan hiicreleri haric), indirgenmis oksijen kosullarinda metabolizmada
anaerobik reaksiyonlar baskindir. Bununla birlikte, 1927'de Otto Warburg, timor
mikrogevresindeki oksijen konsantrasyonundan bagimsiz olarak kanser hiicrelerinde
glikolizin 6nemli bir rolund bildirdi (Koppenol et al 2011; Otto Warburg et al 1927). Tumor
hlcreleri enerji ihtiyaclarini karsilamak i¢in yuksek miktarda glikoz alir ve tiiketir, bununla

birlikte, timor hiicreleri, oksijenden zengin kosullarda bile, biiyiik miktarlarda laktik asit



ureterek, mitokondriyal oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) yerine glikozu glikoliz yoluyla
metabolize etmeyi tercih eder ; bu fenomene warburg etkisi veya aerobik glikoliz olarak
adlandirilmaktadir (Warburg 1956). Kanser hiicresi metabolizmasinin bu yeniden
programlanmasi, yalnizca agresif biiylimesinden sorumlu degildir, ayn1 zamanda Reaktif
Oksijen Tirleri (ROS) olusumunda ve hiicre biiylimesi i¢in anahtar metabolitlerde faydali
bir azalmaya neden olabilir (Koppenol et al 2011). 1960'larda, termodinamik
degerlendirmeleri ve hiicre i¢i metabolit konsantrasyonlarinin 6l¢timlerini iceren glikoliz
diizenlemesi tizerine ¢alismalar, heksokinaz, PFK-1 ve piruvat kinaz tarafindan katalize
edilen dengesiz reaksiyonlarin tanimlanmasina yol agmistir (Newsholme and Start 1973).

1980'de, ise PFK-1'in giiglii bir allosterik uyaricisi olan fruktoz-2,6-bifosfat (Fru-2,6-P2)
kesfedilmistir. Fru-2,6-P2 seviyeleri hepatositlerde glikoz varliginda 6nemli dl¢lide artmis
ve glukagon ile inkuibasyondan sonra kaybolarak, glikoliz ve glukoneogenez arasinda zarif

bir gecis mekanizmasi sergilemistir (Hers and Van Schaftingen 1982).

Fru-2,6-P2, PFK-1'in ATP inhibisyonunu baskilar ve AMP ile sinerjistik olarak hareket
ederek fruktoz1,6-bisfosfatazi inhibe etmektedir. Boylece Fru-2,6-P2, fruktoz-6P/fruktoz-
1,6-P2 substrat dongiisiiniin diizenlenmesinde kilit bir rol oynar, kesfi karbonhidrat
metabolizmasinin nasil diizenlendiginin anlasilmasinda bir doniim noktasi olusturmustur
(Pilkis et al 1995; Rider & Bartrons 2010). Fru-2,6-P2'nin daha sonra diger dokularda ve
cogalan ve doniistiiriilmiis hiicrelerde glikolizin kontroliinde 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmistir. Fru-2,6-P2 sentezi ve bozunmasi, homodimerik iki islevli bir enzim olan 6-
Fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6 bisfosfataz (PFK-2/FBPase-2) tarafindan Kkatalize
edilmektedir (Hers and Van Schaftingen 1982; Rider & Bartrons 2010). Glikoliz
yogunlugu, fizyolojik olarak geri doniisii olmayan ii¢ enzimin aktivitesi ile diizenlenir:
heksokinaz, fosfofruktokinaz-1 (PFK-1) ve piruvat kinaz. PFK-1, glikolizin ana hiz
sinirlayict enzimidir ve fruktoz-6-fosfattan (F-6-P) fruktoz-1,6-bifosfat sentezinden
gorevlidir(Bartrons et al 2018). Aktivitesi, adenozin trifosfat (ATP), adenosin difosfat
(ADP), F-6-P ve fruktoz-2,6-bifosfat (F-2,6-BP) gibi sitoplazmik olarak lokalize metabolik
tirinler tarafindan diizenlenmektedir. Bu bilesiklerden,6-fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-
bifosfataz (PFK 2/FBPase-2, PFKFB) tarafindan katalize edilen reaksiyonun bir iiriinii olan
F-2,6-BP, PFK1 'nin en guclu pozitif allosterik efektorudur (Houddane et al 2017). PFK-
2/FBPaz-2 sirastyla N-terminal alani1 (2-Kase) ve C-terminal alani (2-Pase) araciligiyla F-

2,6-BP'nin hem sentezinin hem de bozunmasinin katalizlenmesinden sorumlu iki islevli bir



enzimdir. Ayrica, 2-Kase bolgesinin aktif bolgesi, islevi igin gerekli olan iki farkli alana
(F-6-P baglama déngiisii ve ATP baglama dongiisii) sahiptir (Lu et al 2017). Insanlarda
PFK-2/FBPase-2, dort farkli gen tarafindan kodlanir: PFKFB1, PFKFB2, PFKFB3 ve
PFKFB4. Simdiye kadar dort farkli PFK-2/FBPase-2 izozimi (PFKFB1, PFKFB2,
PFKFB3 ve PFKFB4) tanimlanmistir (Ros and Schulze 2013). Izozimler, doku ve
fonksiyonel 6zgullik ile karakterize edilir. PFKFB1 karaciger ve iskelet kasinda
bulunabilir, PFKFB2 kalp kasinda baskindir, PFKFB3 her doku ve organdan eksprese
edilirken, PFKFB4 esas olarak testislerde bulunmaktadir. ki izozimin (PFKFB3 ve
PFKFB4) asir1 ekspresyonu, ¢esitli kat1 tiimorlerde ve hematolojik kanser hiicrelerinde
gosterilmistir (Yi et al 2019).

PFKFB3 geni, 10p15.1 kromozomunda bulunur ve 15'i rutin olarak eksprese edilen
ekzonlar1 kodlayabilen 19 bolge igermektedir (Mahlknecht et al 2003). PFKFB3 geni, sabit
ve degisken bolgeler olmak iizere 2 bdlgeye ayrilmaktadir. Degisken bolge, A—G adl yedi
ekzon icerir ve bu bolgedeki ekzonlardaki varyasyonlar, altt PFKFB3 izoformuna yol acar.
PFKFB3, 3'UTR'sinde AUUUA degisken 0gesinin birden c¢ok kopyasini igerir
(Mahlknecht et al 2003). Bu genin 5' promoto6ri, Sp (Spesifik protein) -1, AP (aktivator
protein) -2 baglanma alani, HRE (hipoksi yanit elemani) ve SRE (serum yanit elemant)
icermektedir. Bu spesifik baglanma bdlgeleri, glikolizin diizenlenmesinde dnemli roller

oynar (Navarro et al 2001).
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Sekil 1.3. PFKFB3 geni ve proteininin genel yapisi (Shi et al 2017)

PFKFB3 proteini iki homodimerden olusmaktadir. Monomer yapisi, ayni polipeptit zinciri
icinde iki fonksiyonel alana bolinmistiir (Seo et al 2011).C-terminal alani, enzimin
bisfosfataz aktivitesini icermektedir. Bu alan, F2,6P2'nin F6P ve inorganik fosfata (Pi)
hidrolitik bozunmasini katalize eder (Cavalier et al 2012). N-terminal alan1, F2,6P2'nin F6P
ve ATP'den sentezinden sorumludur. PFKFB3 proteini her yerde ve o6zellikle ¢cogalan
dokularda, dontstiiriilmiis hiicrelerde, kati tiimorlerde ve 16semi hiicrelerinde yiiksek
seviyelerle eksprese olmaktadir (Macut et al 2019; Shi et al 2017). PFKFB3 ekspresyonu,
mitojenik, enflamatuar ve hipoksi uyaranlarina karsi yanit olarak ve hiicre dongiisiiniin
DNA sentezi fazinda fazlaca regule edilebilmektedir (Atsumi et al 2002; Abdullah Yalcin
et al 2009). Metabolizmada bircok degisiklik olusturarak timor hicrelerinin
proliferasyonuna ve hayatta kalmasina neden olmaktadir. PFKFB3’{in onkogen benzeri bir
diizenleyici oldugunu yiiksek ekspresyonunun, akciger, mide meme ve diger kanser
tiirlerinde siklikla goriilmektedir. PKFKB3’{in inhibe olmasiyla beraber kanser hiicreleri
etkin bir sekilde kemoterapiye daha yanit vermektedir (Li et al 2018; Yalcin ve arkadaslari
2014).



1.2. PFKFB3'lin Kanserdeki Rolu

PFKFB3 daha yuksek ekspresyonu, bircok kanser tiiriinde, daha kisa genel sagkalimi veya
daha sik metastaz varligi ile iligkilidir. Timor olusumu, olumsuz bir ortamda hayatta
kalmay1 saglayan hiicresel metabolizmadaki ¢esitli degisikliklere bagli oldugundan,
yiksek oranda glikolitik aktivite gozlenmektedir (Pavlova and Thompson 2016).
PFKFB3'in kanser hiicresi proliferasyonundaki roliine iliskin ilk gosterge, Atsumi ve
arkaslarinin 2002'de, iPFK-2 mRNA ve protein ekspresyonun G1/S gegisi sirasinda ve
Ozellikle S hiicre dongiisii faz1 sirasinda indiiklendigini desifre etmistir. Bu bulgular
dogrultusunda Calvo ve arkaslar1 2006’da HelLa adenokarsinoma servikal kanser
hicrelerinde sSiRNA kullanilarak PFKFB3'iin susturulmasindan sonra énemli bir biiyiime
hiz1 diistisii gozlemistirler. Son kanitlarin ¢ogu, PFKFB3"in sikline bagimli kinazlarin
(Cdks) ekspresyon seviyeleri lizerindeki etkisine ve dolayisiyla hiicre dongiisii durmasina
isaret etmektedir. Abdullah ve arkadaslarinin 2009°da PFKFB3'lin  ektopik
ekspresyonunun, Cdk-1, Cdc25C ve siklin D3 dahil olmak iizere bazi Cdk'lerin
upregiilasyonuna yol agarken, p27 proteinini asagi regiile ettigini gostermislerdir. 2014
yilinda PFKFB3’un, F-2,6-BP'nin p27 ubiqutisyonunu dizenleyen Cdk-1'in aktivasyonuna
aracilik ettigi, PFKFB3 susturmanin ise Cdk-1 aktivitesini inhibe ettigi ve boylece G1/S
gecisinden sorumlu p27'yi stabilize ettigi sonucuna varmistirlar (Doménech et al 2015).
Ayrica, PFKFB3 yikimmin HeLa hiicrelerinde G1/S'de hiicre dongiisii durmasini
indiikledigi gozlemlenmistir (Doménech et al 2015). 2018 yilinda PFKFB3'iin kanser
hicrelerinin proliferasyonu iizerinde bir etkisi oldugu baska bir olast1 sinyal yolunu ortaya
cikarmistir. Calismada, PFKFB3 yikimi, DNA onarim fonksiyonlarii bozarak
hepatoseliler karsinom hiicre proliferasyonunu inhibe ederek ve bu da G2/M fazi hiicre

dongiisti durmasiyla sonuglanmistir (Shi et al 2018).
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Sekil 1.4. PFKFB3 proteininin hiicre déngusundeki gorevi (Kotowski et al 2021)

Bu protein, DNA onarimi igin gerekli bir protein olan ERCCI1 ekspresyonunun asagi
regilasyonunun sonucu olabilecegi one siiriilmistiir. PFKFB3’{in down regiilasyonunda,
Akt ekspresyonunun azalmasi neden olmaktadir (Shi et al 2018). Sunulan bazi1 PFKFB3
inhibitorlerinin neden farkli hiicre dongiisii fazlarinda hiicre dongilisii durmasini
indiikleyebilecegini agiklayabilmektedir. 3PO (gelistirilen ilk PFKFB3 inhibitor), Jurkat
hiicrelerinde (insan T lenfosit hiicrelerinin Gliimsiizlestirilmis bir hattt) G2/M fazi
durmasini indiikleyebilmektedir, 3PO ayrica A375 insan melanom hiicrelerinde G0/G1 faz
hiicre dongiisii durmasini indiikleyebilecegini gostermektedir (Clem et al 2008; Kotowski
et al 2020).

PFKFB3, otofaji 6liim yolagimin diizenlenmesinden de Onemli bir role sahip oldugu
bildirilmistir. Ayrica meme kanseri, timdrlerinde vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii o
(VEGFa) proteinini azaltarak hiicrelerin anjiyogenezinin engellendigi bildirilmistir (Peng
et al; Lu et al). PFKFB3'Un kiglik molekdl inhibitori olan PFK15, hicre doéngusu
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tutuklamasini ve programli hiicre 61Um yolu-1 indiikleyerek ve mide kanserinde invazyonu
onledigi bildirilmistir (Zhu et al 2016). Yetersiz glikoz otofajiyi indiiklemekte ve S6 veya
ATP'nin baskilanmasin1 ve/veya ROS'taki bir artisin her biri otofajide bir artisa neden
olmaktadir. Bu nedenle, PFKFB3'iin yikilmasi nedeniyle glikoz alimindaki azalmanin
HCT-116 hiicrelerinde benzer sekilde otofajiyi aktive ettigi rapor edilmistir (Klarer et al
2014).
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Sekil 1.5. PFKFB3 proteinin anjiogenez ve metastaz tizerindeki etkisi (Kotowski et al 2021)

PFKFB3 protein diizeyleri VEGF (vaskuler endotelyal blyime faktori) aktivitesine
aracilik ederek anjiyogenezi etkiler, burada PFKFB3 yukar regiilasyonu, artmis VEGF
aktivitesi ile sonuglanmaktadir. Ayrica, PFKFB3'iin susturulmasi anjiyojenezi bozmakta,
PFKFB3'iin asir1 ekspresyonu, Notch'un pro-sap aktivitesini gecersiz kilmaktadir
(Kotowski et al 2021). Endotel hiicreleri (EC'ler), ATP dretimi igin oksidatif
fosforilasyondan ziyade glikolize dayanmakyadir; EC'lerde glikolitik aktivator PFKFB3'lin
kaybi damar olusumunu engellemektedir (De Bock et al 2013).

PFKFB3'ii bloke ederek glikolizin kismi ve gegici inhibisyonunun, sistemik etkilere neden

olmadan okiiler veya inflamatuar hastalik gibi patolojik anjiyojenezi inhibe ettigi
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bilinmektedir (Cantelmo et al 2016; Schoors et al 2014). Son yillarda, glikolizin temel
diizenleyici adimlarmi hedeflemek, bilim adamlar1 arasinda giderek artan bir ilgi alani
haline geldi. Bu siiregte farkli molekiiler hedefleri etkileyen yeni inhibitorler hakkinda
bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Fortunato et al 2018). Kii¢iik boyutlari nedeniyle, hiicre dist,
hiicre yiizeyi ligand baglayici reseptdrleri ve hiicre biiylimesi ve metastaz tesviki i¢in asagi
yonli sinyallesmesinin iletilmesinde anahtar rol oynayan anti-apoptotik proteinler dahil
hicre ici proteinleri hedeflemek i¢in basariyla kullanilmaktadir. Molekdler hedefli kanser
ilac1 kesfi tizerine son birka¢ on yilda yapilan arastirmalar, kanser tedavisi i¢in klinikte
basarili bir sekilde tanitilan bir dizi kii¢iik molekiillii ilagla sonuglanmistir (Lavanya et al
2014).

1.3. PFKBF3 inhibitorleri

1.3.1. (3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-one (3PO)

PFKFB3, kanser hiicrelerinin enerji metabolizmasindaki roliiniin desifre edilmesinin
ardindan gelistirilen, PFKFB3 hedefli ilk kullanilan kiigiik molekiilii inhibitor 3-pyridinyl)-
1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-one (3PO)’dur, bu molekiil PFKFB3 proteinini inhibe eden
islevsel bir inhibitordiir. Bu molekiiliin tek bir ajan olarak kullanildiginda Jurkat T 16semi
hiicre proliferasyonunu bloke ettigi ve ¢oklu kinaz inhibitor alt birimleri ile kombinasyon
halinde kullanildiginda belirgin bir sinerji gosterdigi rapor edilmistir (Murar et al 2018). In
Vivo bir ¢alismada fare tiimor modelinde 3PO, 70 mg / kg dozunda hiicre i¢i F2,6BP
seviyesini ve glikoz alimin1 6nemli 6l¢ilide azalttif1 tespit edilmistir. Bu kiigiik molekiil
inhibitoriiniin diisiik dozda (25 mg / kg) PFKFB3 inhibisyonuna yol agarak, tiimor damari
normalizasyonunu indiikledigini ve tiimor hiicresi damarlanmasi ve metastazinda bir
azalmaya neden olurken, yiiksek dozda 3PO (70 mg/kg) dogrudan kanser hiicresi 6liimiine
neden olmasi yerine proliferasyonunu inhibe ettigi ortaya c¢ikarilmistir. 3PO'nun zayif
cozlndrltgi ve seciciligi ile yiiksek etki elde etmek igin gereken yiiksek doz nedeniyle,
3PO klinik ¢aligmalarda daha fazla degerlendirilmemistir (Houddane et al 2017).
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1.3.2. (1-(4-pyridinyl)-3-(2-quinolinyl)-2-Propen-1-one) (PFK15)

3PO’nun klinikteki doza bagimli olumsuz sonuglari ardindan bu molekiiliin daha etkili bir
tiirevi olan piridin pargasinin bir kinolin halkas ile bir araya getirilmesi sonucu PFK15
getirilmistir. PFKFB3'e kars1 3PO'dan yaklasik 100 kat daha giiglii (IC50 <0.207 mM) bir
etki sergiledigi bildirilmistir. Hem 3PO hem de PFKI15'in ATP baglanma sahasina
baglandigini, ancak PFK15'in kinolin azotunun ilave bir etkilesim olusturabilecegini ve
boylece PFKFB3 ile siki baglanmasimi gelistirebilecegini ileri sitiriilmiistiir (Clem et al
2013). Ayrica, PFK15, doza bagl bir sekilde glikoz alimini ve hiicre i¢i F2,6BP, ATP,
laktat seviyelerini dénemli Olcide azaltma ve otofaji inhibisyonuna yol acgtigi ortaya
cikarilmistir. PFK15 ayrica gesitli in vivo timor modellerinde glcli antitimor aktiviteleri
sergiledigi ve PFK15'in bir antidiyabetik ilag¢ olan fenformin ile kombinasyonun sinerjitik
anti timor etkileri gosterdigi bildirilmistir (Clem et al 2013; Houddane et al 2017).

Improve potency
and selectlvny VY N\ Improve PK
| — |
Y N
ICsy (PFKFB3) =229 pM IC5y (PFKFB3) = 0.207 yM IC5; (PFKFB3) = 0.137 uM
1(3P0) 2(PFK15) 3(PFK158)

Sekil 1.6. PFKFB3 inhibitérleri (Wang et al 2020)

1.3.3. 1-(4-pyridinyl)-3-[7-(trifluoromethyl)-2E-quinolinyl]-2-propen-1-one (PFK-
158)

Bir PFK15 tirevi olan PFK-158, faz 1 klinik ¢alismalarinda kullanilan ilk PFKFB3
inhibitoriddr. PFK-158, 3PO ve PFKI15 ile karsilastirildiginda deney hayvanlarinda
yapilan ¢caligmalarda olumlu bir etki gostererek preklinik terapotik tedavi ile sonuglanmistir
(Redman et al 2015). Ayrica PFK158'in, akciger, gogis, yumurtalik, glioblastom, pankreas
ve kolon kanseri turlerinde antitimor aktivite gostermesi ve timaor blyimesi inhibisyonuna

yol acan PFKFB3'iin gii¢lii ve spesifik bir inhibitorii oldugunu belirlenmistir. Ek olarak,
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PFK158, PFK15'e kiyasla in vitro ve in vivo ¢alismalar'da sasirtict derecede iistiin etkinlik

ve farmasotik 6zellikler gosterdigi rapor edilmistir (Redman et al 2015).

1.3.4. KAN0438757

PFKFB3 geninin (PFKFB3) protein iiriinii, timdrlerde asir1 eksprese edilmesi nedeniyle,
nedeniyle birgok kictik molekul inhibitor hedefi haline gelmeketdir. Kanser tedavisinde
yeni bir umut verici PFKFB3 inhibitoriiniin kesfi ile tiimor hiicrelerini direk olarak hedefe
duyarl yok etme ve birden fazla hiicresel mekanizmanin aktive edilmesi kii¢iik molekiil
inhibitoriiniin etkinliginin kat ve kat artirdi§inin bir gdstergesidir. Yeni kii¢iik molekiil
inhibitorin(KAN0438757) DNA hasar yanit mekanizmasinda, Homolog rekombinasyonda
gorev alan proteinleri direk hedef almas1 ve DNA metabolizmasindaki 6nemli derecedeki
etkinlikleri sayesinde hiicre dongistini(G2-M) evrelerinde tutuklamaya iterek hedeflenmis
tedavi 6nemli ve gii¢lii bir segenek haline doniistirmektedir (Gustafsson et al 2018).
Ozellikle bu inhibitdriin hiicre dongiisii ve DNA metabolizmasindaki rolii diisiiniildiigiinde
diger kullanilan inhibitérlere gore birden fazla yolagi etkilesimi giiclu bir yeni nesil kiigiik
molekiil inhibitorii oldugunu ortaya koymaktadir. Hiicre dongiisii iizerindeki etkisi
sayesinde kanser hiicrelerini direk hedefleyerek programli 6liim yolaklarini kisa siirede
aktive ederek kanserli hiicrenin 6limdane yol acar, boylelikle timorin invazyon ve metastaz
yapma ihtimalleri ortadan kalkar (Peng et al 2018). Bu inhibit6riin diger ii¢ kiigiik molekiil
inhibitdriine gore daha diislik dozlarda ve maksimum etki yapabilme kabiliyeti sayesinde
hiicre icinde minimum dozu ile maksimum dlzeyde etki gostererek birgok kanser tirtinde
yeni bir giincel ve etkili bir kemoterapi ajani haline gelebilecegi 6ne siiriilmiistiir (Clem et

al 2013; Gustafsson et al 2018; Zhu et al 2016).

Ozellikle akciger kanserlerinde siklikla karsilasilan durumlardan biri olan asir1 exprese
olmus PFKFB3 geni kanserli hiicrelerin temel enerji ihtiyaglarinin fazlasini karsilayarak
hiicreler kontrolsiiz sekilde artmasi, tedavide olumsuzluklara yol agmakta fakat guclu bir
PFKFB3 inhibitori KANO0438757 ile kanserli hiicrelerin temel metabolik yolaklarinda
gorevli PFKFB3 proteinin ekspresyonunda dnemli diizeyde azalmaya yol agmasi enerji
metabolizmasini negatif yonde etkileyebilecegi bildirilmistir (Clem et al 2013; Gustafsson
et al 2018; Murar et al 2018; Redman et al 2015; Wang et al 2018). 2021 yilinda yapilan
bir ¢alismada KANO0438757 ‘nin HUVEC ve Kkolorektal kanser hicrelerinin enerji
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metabolizmasimi etkilemesi ve PFKFB3 inhibisyonu sonucu hiicresel biyimenin
yavaglamasi, hiicre canliligini azaltmasi ve konsantrasyona bagli bir sekilde hiicre 6limun(
indiiklemesi ile gucli bir yeni nesil PFKFB3 inhibitori olarak rapor edilmistir (Oliveira et
al 2021).

o

o

OH G%DH
|G i
F G | OH

Sekil 1.7. KAN0438757 (Oliveira et al 2021)

=
I=

1.4. Kurkumin

Nutrasoétikler, yaprak, tohum ve meyve gibi dogal iirlinlerden elde edilen polifenollerdir.
Bu polifenollerin, bitki bagisiklik sisteminde hayati bir rol oynadigi ve bu da onlar1 kanser
de dahil olmak {lizere ¢esitli rahatsizliklar i¢in potansiyel terapdtikler haline getirdigi
bilinmektedir. Su anda kanser tedavisi i¢in kullanilan kemoterapétiklerin ¢ogu bitki
kaynaklarindan elde edilmektedir (Tapas et al 2008). Bir¢ok polifenol, hiicre donguisuniin
diizenlenmesi ve apoptozu indiikleyebilme yetenegine sahiptirler (Manach et al 2004).
Baslangicta polifenoller, antioksidan o6zelliklerinden dolay1r kanser tedavisinde ilgi
gormiisttirler (Scalbert et al 2005). Son aragtirmalar polifenollerin proteinler, enzimler,
reseptorler ve transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girebilecegini ve boylece dogrudan
molekiiler diizeyde fizyolojik degisikliklere yol agabilecegini gostermektedirler (Manach
et al 2004).

Son yillarda zerdegalda (curcuma longa) bulunan ve “curcuma domestica” olarak da
bilinen aktif bilesenlerin kanser 6nleyici etkisine ¢ok dikkat edilmistir. Bu zencefil ailesinin
(Zingiberaceae) ¢ok yillik otsu bir bitkisidir (Priyadarsini 2014). Bu bitkinin 300'den fazla
aktif bileseni arasinda, arastirmalar, kokiinden elde edilen ve sar1 veya turuncu bir pigment
ile karakterize edilen bir madde olan kurkuminin 6zelliklerine odaklanmistir. Kurkumin,

Asya'da, ozellikle geleneksel Hint tibbinda (Ayurveda) 2500 yildan daha eskiye dayanan
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cesitli hastaliklarin tedavisi i¢in yiizyillardir yaygin olarak kullanilmaktadir. Cesitli cilt
hastaliklari, yaralar, siniizit, goz enfeksiyonu, romatizma, hazimsizlik, stres ve depresyon,
peptik ilser ve bagirsak sendromu ve plasental hastaliklar dahil olmak iizere ¢esitli saglik

sorunlari i¢in kullanilmigtir (Unlu et al 2016).

Tumeric plant

0O OH
S N
OH
OCHs H3CO
Curcumin

Sekil 1.8. Curcuma Longa bitkisi ve Kurkuminin kimyasal yapisi (Alrawaiq and Abdullah 2014)

Kurkuminin kimyasal yapisi, yedi karbonlu bir keto-enol baglayici ile baglanan hidroksil
ve metoksil gruplari ile ikame edilmis iki fenil halkasindan olusur. Yapisal olarak keto ve
enol olmak Uzere en az iki totomerik formda bulunabilir ve antioksidan, antiinflamatuar,
antikanser, antiviral, antibakteriyel ve antidiyabetik 6zelliklere sahiptir (Begum ve ark
2008). Kurkumin, apoptozun indiiklenmesi ve kanser hiicrelerinin S, G2 / M hiicre déngusu
fazinda tutulmasi yoluyla karsinogenezin yiikselme / ilerleme asamasini inhibe etmektedir.
Ayrica bilesik, biiyiime faktorii reseptorlerinin aktivitelerini disiirmektedir (Ali ve ark
2006). Kurkumin superoksit radikalini, hidrojen peroksidi ve nitrik oksiti temizler ve lipit
peroksidasyonunu durdurmaktadir (Zheng et al 2018). Ayrica Kurkuminin ROS'u arttirdig1
ve bunun da DNA hasar1 ve apoptoz ile sonuglandigi gosterilmistir. Kurkumin, mevcut
kemoterapotik ajanlarin etkinligini artiran cesitli molekiiler hedefleri ve sinyal yollarini

etkileyebilmektedir. Niikleer faktor E2 ile iliskili faktor 2 (Nrf2), B-katenin, NF-kB, p38
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MAPK, DNA (sitozin-5)-metiltransferaz-1, COX-2, 5 gibi ¢ok sayida farkli protein ile
etkilesime girebilir. -lipoksijenaz, PGE2, FOXO3, induklenebilir NOS, ROS, siklin D1,
VEGEF, glutatyon, sitozolik PLA2, p-Tau (p-t) ve TNF-a. Kurkuminin bu yetenegi, farkli
kronik hastaliklarla baglantili ¢oklu hiicre sinyal yollarinin segici modiilasyonunu

kolaylastirir, bu da gii¢lii birgok hedefli polifenol oldugunu kuvvetle gostermektedir.

1.4.1. Antikanser Etki

Kurkumin'in diger molekiiler hedefler arasinda biiyiime faktorleri, sitokinler, protein
kinazlar, enzimler, transkripsiyon faktorleri ve anti-apoptotik proteinlerle etkilesime girme
yetenegi, bir anti-kanser ilact olarak kullaniminin arastirilmasina yol ag¢maktadir.
Kurkumin, meme, kolorektal, akciger, prostat, servikal ve ayrica l6semiler ve lenfomalar
dahil olmak tzere bir¢ok kanserin tedavisinde etkili bir yere sahiptir (Rani and Yadav
2018). Kanser, ¢esitli biyokimyasal yollarin ve yiizlerce molekiiliin kuralsizlastirildigi ¢ok
asamali bir slirectir.Bunlara blytme faktorleri, buytme faktoru reseptorleri, transkripsiyon
faktorleri, sitokinler, enzimler ve apoptoz ve proliferasyonu diuzenleyen genlerde dahil
olmaktadir ve kurkuminin kanserde yer alan birgok molekiilii hedef aldig1 bilinmektedir
(Zhou et al 2012). Kurkumin'in NF-kB iizerinde inhibitor bir etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Cunkl timor hicrelerinde NF-KB'nin aktivasyonu normal hcrelerden
nispeten daha yiiksektir ve antiapoptotik genler, metastaz, timor gelisimi ile ilgili
sureclerde rol oynar (Wilken et al 2011). Kurkumin ile muamelenin bir sonucu olarak, NF-
KB, IkB (NF-KB inhibitorii) ile baglanmay: siirdiirme egilimindedir, ¢iinkii kurkumin,
IkBa'nin fosforilasyonunu ve bozulmasii engeller. Bu nedenle, inaktive edilmis NF-
KB/IxBcom-plex sitoplazmada tutulur ve g¢ekirdege giremez.Sonug¢ olarak, siklin D1,
COX-2 ve Bcl-2 dahil olmak tzere NF-kB'nin genetik iriinlerinin kanserle iliskili ifadesi,
cesitli timor hiicrelerinde kurkumin tarafindan asagi regiile edilmektedir(Hussain et al
2008; Wilken et al 2011). Conboy ve arkadaslar1 2009'da molekiler modelleme yaparak ve
kurkuminin PKC ile etkili bir sekilde baglanabildigini belirlemislerdir ve kurkuminin, bir
protein kinaz C deltasinin (PKC) bir inhibitorii oldugu gosterilmistir (Conboy et al 2009).
Mingzhong Zheng ve arkadasalar1 2004'de kurkuminin, NF-KB'nin asag: regiilasyonu ve
p53 tlimor baskilayici proteinin artan seviyelerine yanit olarak hiicre dongiisii durmasini ve
melanom hiicre hatlar1 A375 ve MeWo'nun apoptozunu indiikleyebilecegini

bildirmislerdir. Normal hiicrelere kiyasla akciger, meme timor hiicrelerinde yiksek oranda
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eksprese edilen bir transkripsiyon faktorl olan Sp-1'in koaktivattrler ve ko-represorlerle
etkilesime girdigi ve bdylece hiicre dongiisii ve karsinojenez dahil olmak {izere birgok
biyolojik fonksiyonu aktive ettigi gosterilmistir (Mingzhong Zheng et al 2004). Son veriler,
kurkumin'in kolorektal kanser hicre dizilerinde Sp-1 aktivasyonunu ve ADEMI0,
kalmodulin (CALM), EPHB2, HDAC4 ve SEPP1 dahil olmak {izere asag1 akis genlerini
baskilayarak hareket edebilecegini ileri siirmiistiir; bu sonuglar, kurkuminin mesane
kanserinde Sp-1 aktivitesini baskilayabildigini ve kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri
(KHDAK) hicrelerinde Sp-1'in DNA baglama aktivitesini azaltabilecegini bildiren diger
calismalarla tutarlilik géstermektedir (Chen et al 2013; Vallianou et al 2015).
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Sekil 1.9. Kurkumin tarafindan hedeflenen proteinler (Hasima and Aggarwal 2012)

Kurkuminin, akciger kanseri tedavisinde en 6nemli terapétik etkinligini, insan akciger
kanseri hiicre hatlar1 A549'da NF-kB'nin regiilasyonunu azaltmasi yoluyla ve ayrica
JAK2/STATS3 sinyal yolu Uzerinde hareket ederek, JAK2 aktivitesini inhibe ederek
sergiledigi bildirilmistir (Wu et al 2015). Kurkumin ayrica COX-2, EGFR ve hiicre dis1

sinyalle diizenlenen kinaz (ERK) 1/2 aktivitelerinin ekspresyonunu baskilayarak akciger
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adenokarsinom hucrelerinde proapoptotik aktivitesini sergileyerek, artmis apoptoz ve
akciger adenokarsinom hiicrelerinin sagkaliminin azalmasiyla iliskilendirilmistir (LeVAri
et al 2006). Programli hiicre 6liim yolagi-2 olan otofajide kurkumin antikanser etkisi ile
beraber PI3K / mTOR aktivasyonu engellenip, LC3-11I'nin LC3-I'e oraninin ve Beclin-1'in
protein seviyelerinin arttig1 akciger kanseri tedavilerinde onemli bir yol kat edildiginin
gostergesidir (Zhou et al 2014). Kurkumin ayrica kanserli hiicrelerde DNA hasarinin
artmasina Ve hiicre i¢i ROS miktarin1 artirarak ER bagimli ve normal apoptozisin
aktiflesmesine aracilik etmektedir. Onemli bir hiicre déngiisii regiilatorii olup G(1)/S and
G(2)/M evrelerinde tutuklamaya yol agarak hiicre dongiisiiniin tamamlanmasi
engellemektedir (Lee and Kim 2009). Kurkumin normal hicrelerde toksik etKi
gostermemesi, molekiil agirliginin diisiik olmasi ve tiimor hiicrelerinin gelisimini
engellemede yiiksek aktiviteye sahip olmasi sebebiyle, yeni nesil kemoterap6tik tedavilerin
gelistirilmesinde 6nemli bir yere sahip olmaktadir (Jurenka 2009; Zhang et al 2018;
Aggarwal and Bharti 2003).

1.4.2. Kurkumin ve DNA Hasari

Kurkumin kanserli hiicrelerde DNA hasarinda bir aktivator olarak gorev alarak,
mitokondride ROS Uretimini indikler ve sitokrom C'nin mitokondrinin i¢ membranindan
sitozole dogru ¢ikisini saglayarak kaspaz yoluni aktive ederek kanser hicresinde ROS
bagimli olarak hiicre 6limine neden olmaktadir (Chen et al 2010). Kurkumin, BRCAL,
MGMT, MDC1 ve 14-3-3c gibi bazi DNA onarim proteinlerinin seviyelerini azaltarak
devamli bir DNA hasar birikmesine yol agmaktadir, ancak fosforile edilmis p53 ve YH2AX
gibi DNA hasar proteinlerin seviyelerini yiikselterek sitotoksisiteye, c¢ekirdegin
yogunlagsmasina ve DNA hasarinin olugsmasindan sorumludur (Lagunas & Bermudez
2020).



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Tablo 1. Kullanilan cihazlar

Laminar Flow ESCO

Shaker LAB COMPANION
Hassas Terazi DENVER
Manyetik Karistirict IKA

CO Inkiibatorii ESCO

Otomatik Pipet SCI LOGEX
-20+4 Buz Dolab1 Arcelik

-80 Dondurucu Glacier

Buz Makinesi HOSHIZAKI
Santrifij HERMLE

Otoklav HIRAYAMA
Spektrofotometre Spectramax Plus
Elisa Cihaz1 SPECTRA MAX
Roller IKAC-MAG HS 7
Invert Mikroskop OLYMPUS CKX41
Elektroforez Cihazi BIO-RAD

Sicak Su Banyosu MUVE BATH

pH Metre HANNA
thermomixer EPPENDORF
Vortex VORTEX 2 GENE
Mikro Pipet(10-20-100-1000ul) EPPENDORF
X-Ray gortintiileme cihazi CARESTREAM




Tablo 2. Kullanilan sarf malzemeler
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5-10 ML SEROLOJIK PIPET GREINER
Flask (25-75-150) LABSOLUTE
Petri Dish(30-60-100mm) LABSOLUTE
Pipet Uglar1 (10-200-1000 pl) VARTEX
Eppendorf Tup Microcult

Well Plate(6-12-96°11)

LABSOLUTE, COSTAR, NST

Mikroskop Lam

ISO LAB

Mikroskop Lam ISO LAB
X-Ray film Carestream
5-10 ML SEROLOJIK PIPET GREINER
Flask (25-75-150) LABSOLUTE
Petri Dish(30-60-100mm) LABSOLUTE
Pipet Uglar1 (10-200-1000 pl) VARTEX
Eppendorf Tup Microcult

Well Plate(6-12-96’11)

LABSOLUTE, COSTAR, NST

Mikroskop Lam

ISO LAB

Mikroskop Lam ISO LAB
5-10 ML SEROLOIJIK PIPET GREINER
Flask (25-75-150) LABSOLUTE
Petri Dish(30-60-100mm) LABSOLUTE
Pipet Uglar1 (10-200-1000 pl) VARTEX
Tablo 3. Kullanilan kimyasallar
Tris SIGMA
Glycine SIGMA
Crystal Violet SIGMA
Metanol MERCK
Etanol MERCK
TEMED SIGMA
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APS SIGMA

SDS SIGMA
Twen-20 SIGMA
TritonX-100 SIGMA
WST-1 Kiti BOSTER BIO
Yagsiz Siit Tozu SIGMA
Acridine orange SIGMA
Etidyum Bromdir SIGMA
Kurkumin MERCK
PFKBF3 Inhibitorii  Kiiciik Molekiil | MedChemExpress
KANO0438757

SISPLATIN KOCAK FARMA
DMSO SIGMA
NaOH SIGMA USA
DEMEM GIBCO

RPIM GIBCO

DPBS GIBCO
Tripan Blue GIBCO
Tripsin GIBCO

Fetal Bovine Serum (FBS) GIBCO
Penisilin GIBCO
Streptomisin GIBCO
GAPDH(sc-365262) SANTACRUZ
P53(sc-126) SANTACRUZ
BAX SANTACRUZ
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2.2.Yontem

2.2.1. Hiicre Kiiltiir Calismalari

Hucre kaltird, fizyolojik kosullarda okaryotik hiicrelerin sicaklik, nem, besin maddeleri
gibi kosullar1 laboratuvarda ve 6zel kaplarda kontaminasyondan uzak tutarak uygun bir
yapay ortamda biyiitiildigi siiregtir. Kiiltiirlenmis hiicrelerin deneysel uygulamalari, in
vitro olarak ¢ogaltilabilen hiicre tipleri kadar gesitlidir. insan akciger kanser hiicre hatlari
A549 ve H1299 Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC, ABD) satin alinan
hlcreler %5 CO; inkibatdrinde (ESCO, ABD) 37 ° C'de %10 Fetal sigir serumu (FBS,
Sigma, ABD; kat. No. F7524) ile DMEM tam ortaminda ¢ogaltildi. Ortam ayrica 64 ug /
ml penisilin (kat.No. A1837.0010) + 0.1 mg / ml streptomisin (kat.No. A1852.0025; her
ikisi de VWR, ABD) antibiyotik ¢ozeltisi ile desteklendi.

2.2.1.1. Hucre Besiyerinin Hazirlanmasi

Biyoglvenlik kabin icerisinde, kullanilacak besiyeri, 0.22 um gdzenekli pess membran
filtre(WVR) kullanilarak hazir hale getirildi. Filtre galismasi sirasinda konulacak besi yeri
tamamlayicilarin hepsi %70 etil alkol kullanilarak biyoguvenlik kabin igerisine alindi.
Hazirlanilacak besiyeri miktar1 554 ul ve bunun igin %10 FBS(fetal sigir serumu), %1
penisilin streptomisin(64 ug / ml penisilin (kat.No. A1837.0010) + 0.1 mg / ml streptomisin
(kat.No. A1852.0025) ilavesi yapildi. Ylksek glukoz igerigine sahip DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium, GIBCO,4,5g/L D-Glucose, L-Glutamine,110 mg/L Sodium

Pyruvate) totalde 554 ul tamamlanmis oldu.
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Tablo 4. Besi yerinde kullanilan bilegikler

Icerikler % Kullanilan Hacim(ml)
DMEM 89 500

FBS 10 50

Penilisin/ Streptomisin 1 4

Total Besi Yeri 100 554

2.2.1.2. A549 ve H1299 Hucrelerinin Cozudulmesi ve EKimi

Sivi azot tankinda mufaza altina alinan A549 ve H1299 hiicreleri burada uzun bir sire
boyunca saklanilabilir. Karyotup tip igerisinde saklanilan hiicreler biyoguvenlik icerisine
alimmadan once bir ka¢ dakika steril su banyosu igerisinde bekletildi, Kabin igerisine alinan
karyotiip igerisine bir miktar medium konularak ¢6ziilme islemi yapildi, ve tim hiicre
¢ozeltisi toplanilarak 15ml falcona aktarilarak 4 dakika +4°C’de 2500 RPM2 de santrifiij
islemi yapildi. Santrifiij islemi sonrasi falcon igerisinde siipernatant kisim atilarak pellet
kisim bir miktar medium ile homojen sekilde karistilarak 75cm flask igerisine birakilarak
total hacim 10ml olucak sekilde medium eklenildi. Daha sonra CO> inkiibatoriine alinarak

hiicrelerin ¢cogalmasi beklenildi.

2.2.1.3. A549 ve H1299 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Pasajlama olarak da adlandirilan alt kiiltiirleme, ortamin ¢ikarilmasi ve hiicrelerin 6nceki
bir kiiltiirden taze biliylime ortamina aktarilmasidir, hiicre hattinin daha fazla yayilmasim
saglayan bir prosediir. Kiiltlirdeki hiicrelerin biiyiimesi, ekimden sonraki gecikme fazindan
hiicrelerin katlanarak ¢ogaldigi log fazina kadar ilerler. Yapiskan kiiltiirlerdeki hiicreler
mevcut tlim substrat1 iggal ettiginde ve genisleme i¢in yer kalmadiginda veya siispansiyon
kiiltiirlerindeki hiicreler, ortamin daha fazla biiylimeyi destekleme kapasitesini astiginda,
hiicre proliferasyonu blylk ol¢iide azalir veya tamamen durur. Siirekli biiyiime igin en
uygun yogunlukta tutmak ve daha fazla ¢ogalmay1 tesvik etmek i¢in kiiltiir boliinmeli ve

taze ortam saglanmalidir.
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2.2.1.4. A549 ve H1299 Hicrelerinin Dondurulmasi

Memeli hiicrelerini herzaman ve uzun siire saglikli bir sekilde kullanilmasi igin belirli
periyotlarda hiicrelerin dondurulmasi gerekmektedir. Hiicreleri pasajlama yapildigi
zamanlarda bir miktar hiicre -80 veya -196 saklanir.A549 ile H1299 hucreleri normal
sekilde tripsin ile kaldirildi ve santrifiij islemi yapildi. Hucreleri dondurmak igin freze
medium gereklidir;1ml DMSO,9ml FBS ile toplam 10 ml seklinde hazirlandi. Hicreler
kontaminasyon uzak bir sekilde kabin icerisinde 6zel dondurma tiipleri kullanildi. Santrifiij
sanrast supernatant uzaklastirildi ve tlizerine freze medium eklenerek ¢ozdiiriilme
yapildi.Hiicre miktarina bagli olarak her bir tiipe 1 ml hiicre konuldu ve direk -80

dondurucuya birakildi.

2.2.2. Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi

Tetrazolyum tuzlari, hiicresel enzimler tarafindan formazana boliiniir. Canli hiicrelerin
sayisindaki bir genisleme, numunedeki mitokondriyal dehidrojenazlarin genel
aktivitesinde bir artisa neden olur ve bu da olusan formazan boya miktarin1 arttirir.
Metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan iiretilen formazan boyasinin miktar tayini,
spektrofometre kullanilarak yapilmaktadir(Ishiyama et al 1993). Logaritmik fazdaki
hiicreler toplandi. Hiicreler sayilarak 96 kuyulu bir mikroplakada her kuyuya 100 ul hiicre
suispansiyonu (3 x 10%hiicre/kuyu) ekim yapildi. Tek katmanl hiicreler gece boyunca bir
CO2 inkibatoriinde 37°C'de inkube edildi (her kuyunun hiicre sayisi hiicre boyutuna ve
¢ogalma hizina baglidir). 24 Saat sonra hiicreler KAN0438757 ve kurkumin ajanlart ile
ayri ayr1 ve kombine seklinde tedavi edilerek belirlenen tedavi siiresince hicreler CO;
inklibatorinde bekletildi. Daha sonra her kuyucuga 10 uL. WST-1 Reaktifi eklenildi ve 4
saat inkiibe edildi. 450 nm veya 420-480 nm'de bir mikroplaka okuyucu kullanarak

absorbansi Ol¢iildii.
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2.2.3. Hucre Proliferasyonun Belirlenmesi

Kiguk molekdl inhibitori KAN0438757 ve kurkumin'in Akciger kanser hiicre hattindaki
hiicre biiyiimesi lizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in, hiicreler 8 kuyucuklu plakalara
ekilecek, oyuk basina 5x10° hiicre ekilecek ve gergek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA)
ile 24 saat boyunca 37°C'de %5 CO; ile nemlendirilmis bir atmosferde inkiibe edildi.
1nk1'ibasyondan sonra hiicreler, farkli konsantrasyonlarda KAN0438757, kurkumin ve
kombinasyonlari ile tedavi edildi. Bu inkiibasyondan sonra, kiltiirler, 48 saat boyunca%5
C02 ile nemlendirilmis bir atmosferde 37 °© C'de inkiibeye birakilacak ve bu zaman zarfinda
gercek zamanl hiicre analiz sitemi (RTCA) tiim verileri es zamanl alarak verileri cihazin

yaziliminda toplandi ve grafige dokildii.

Hicre ekimi =0
©0 000 000 X =t

|

Tedavi

Es zamanli grafik olusumu

Sekil 2.1. Gergek zamanli hiicre analizi
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2.2.4. Hicre Gocunin Tespiti

Akciger kanseri hiicreleri, tek tabakali formasyonu elde etmek icin 24 saat boyunca FBS
iceren ortam ile 6 kuyucuklu plakala ekildi. Kontrol gurubunun kapanmasi ile normal ve
belirleyici ¢apli seritler olusturmak igin 200 ul pipet ucu yardimiyla fiziksel bir ¢izik yapildi
ve kiiltir kaplar1 daha sonra PBS ile yikandi. Test edilen bilesiklerin farkli
konsantrasyonlarini igeren serumsuz DMEM ortam ile tedavi edilen hiicreler ¢izilmis
alanlar1 belirli zaman araliklarinda mikroskop yardimi ile her 24 saatte bir fotograflar

cekildi ve bu siire¢ kontrol gurubunun kapanmasi ile sonlandirildi.

Hiicre Ekimi

\ |
000
000

Kuyucuklarda bogluk olugturma

N )
J Kontrol grubunun
tamamen kapanmasi ile
deney sonlandilir

Ow

O

Kuyucuklar arasi mesafe dl¢limii

Sekil 2.2. Wound Healing testi agamalar
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2.2.5. Tek Hicre Jel Elektroforezi

2.2.5.1. Orneklerin Hazirlanilmasi

6 Kuyucuklu plakalara 10x10° miktarida hiicre %5 CO2 inkibatoriinde (ESCO, ABD)
37°C'de %10 fetal sigir serumu (FBS, Sigma, ABD; kat. No. F7524) ile DMEM ortaminda
cogaltildi. Ardindan hiicrelere farkli doz ve siirelerde KAN0438757 ve kombine tedavileri
yapildi. Hiicreler 24 saat sonra tripsin edta ile kaldiralarak, ardindan santrifiij islemi yapildi

ve ardindan kullanilacak miktar kadar hiicre sayimi yapildi.

2.2.5.2. Slaytlarin Hazirlanmasi

Deneyin ilk basamaginda normal eriyen agaroz mikrodalga firin kullanilarak hazir hale
getirildi; 0,75g Agaroz + 100ml dH20 cam, ardindan lam alinarak normal eriyen agaroz
solisyonuna batirilarak 6n yiizeyi kaplanmasi saglanildi.Ardindan bir gece kurumasi igin
+4°C'de bekletildi. ikinci olarak diisiik erime noktali agaroz jeli i¢in; 0,065g LMA+ 10ml
PBS oraninda malzeme kullanildi. Bu adimda hiicre ile diisiik erime noktali agaroz
ependorf tip icerisinde, 10-5ul (10.000 hiicre) + 85ul LMA ependorf icerisinde karistirildi
15 dk bekletildi.

2.3.5.3. Hicrelerin Lizis Edilmesi

Dikkatli sekilde slaytlar alinarak,hazirlanilmis olan lizis buffer igerisine ( 2.5 M NaCl
=29,229,100 mM Na2EDTA =7,449,10 mM Tris Base 1=0,24g, %1 Triton X-100
=2ml,10% dimethyl sulfoxide (DMSO) =20ml ,dH20=178ml ) ve lam Uzerinden lamel
kaldirilarak , lam lizis buffer igerisine konuldu ve 60 dk beklenildi. Lizis isleminin

gerceklestirilmesi igin 6rnekler +4°C karanlikta bekletildi.
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Sekil 2.3. Tek Jel Elektroforezi iglem adimlari

2.3.5.4. Elektroforez

Bir sonraki adimda ise, lam lizis buffer igerisinden ¢ikartilarak elektoroforez tanki tizerine
ayn1 yonde yerlestirildi ve Uzerine elektroforez buffer (Na2EDTA= 0,569, NaOH= 18g,
dH2O0= 1ml) eklenildi, ardindan elektoforez islemi (+4°C) sicakliginda 30 dakika sure iel
25 volt 300 Amper seklinde kosturuldu.

2.3.5.5. Notralizasyon

Elektroforez ardindan sliderlar dikkatli bir sekilde alinarak etrafi kapali bir kap igerisinde
5 dakika sire ile notralizasyon tamponu ile muamele edildi (+4°C).

2.3.5.6. Boyama ve Gorunti Alma

Son islem olarak goriintlii alma suda ¢oziinmiis 2 pg/mL etidyum bromiir ile 15 dakika
slider uzerine eklenildi  ve Uzerine lamel konularak yaklasik olarak 15 dakika oda
sicakliginda inktibasayon icin beklenildi ve daha sonra florasan invert mikroskop yardimi

ile hiicrelerin fotograflar1 kaydedildi.
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2.2.6. Akridin Oranj (AO) ve Etidyum Bromiir (EtBr) Boyamasi

6 Kuyucuklu plakalara 10° miktarinda hiicre %5 CO; inkiibatériinde 37°C'de %10 Fetal
sigir serumu ile DMEM ortaminda inkiibe edildi. Bir gece sonrasi hucrelere belirlenen
dozlarda KANO0438757 ve kombine tedavileri yapildi. Huicreler 48 saat sonra Tripsin
EDTA ile kaldirildi, ardindan santrifiij islemi yapildi ve son adim olarak 1 pl AO/EB
soltisyonu ile 25 pl hiicre suspansiyonu (0,5 x 106 ila 2,0 x 106 hiicre/ml) inkiibe edildi.

10 pl hiicre stispansiyonunu mikroskobik bir slayt iizerine yerlestirildi, bir cam lamel ile
kapatildi ve floresan filtre ve 20X objektif kullanarak invert floresan mikroskobunda

hlcrelerin fotograflar kaydedildi.

Hiicre + Boya
eklenilmesi Goriitileme

Hiiclerin Ekimi

Hiiclerin toplanip
santrifiij yapilmasi

Sekil 2.4. Akridin oranj ve Etidyum bromur boyamasi islem adimlari
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2.2.7. Mitokondri Membran Potansiyelinin Tespiti

JC-1, mitokondriyal membran potansiyelini 6l¢gmek i¢in kullanilan bir floresan lipofilik
karbosiyanin boyadir (Perelman et al 2012). 5x10° yogunlukta 6 kuyucuklu plakalarda
hlcreler kultlrlendi. 24 Saat sonra belirtilen dozlarda 48 saatlik tedaviler yapildi. Hiicreler
Tripsin EDTA ile kaldirild1 ve santrifiij islemi yapilarak JC-1 ile boyanmaya hazir hale
getirildiler. Her santrifiij tiipii basina 10 uL JC-1 (200 uM) stok eklenildi ve hcreleri
37°C'de, %5 COz2, 15-20 dakika’da inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler santrifiij yapildi ve
ardindan 2 kez PBS ile yikandilar.Yikanma iglemi ardindan tekrar santrifiij islemi yapildi
ve hiicreler 500 ul PBS ile homojen sekilde karistirildi. Son adim olarak 10ul ¢ozelti

alinarak lam tizerine koyulup mikroskop altinda goriintiileme islemi yapildi.

-» | - f:’

Hiicre + Boya
eklenilmesi Goriitileme

Hiiclerin Ekimi

Hiiclerin toplanip
santrifiij yapilmasi

Sekil 2.5. Mitokondri membran potansiyel boyamasi islem adimlar
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2.2.8. Western Blotting

2.2.8.1. Orneklerin Hazirlanilmasi ve Protein izolasyonu

Hucreler dikkatli bir sekilde kazici kullanilarak soguk PBS yardimiyla yavas bir sekilde
toplandi. Daha sonra érnekler 6600 RPM’de 15 dk santrifiij yapilarak Siipernatant kisim
atilarak pellet toplanildi. ikinci adim olarak hiicreler lizis buffer ile muamele edilip. Proteaz
inhibitorleri igeren lizis buffer ile 6rnek bas1 250 uL eklenir 1 saat buz tstunde bekletildi
ve ardindan 14000 RPM +4°C’de 10 dk santifiriij yapildi. Supernatant kismi alindi ve
sonraki asama olan total protein konsantrasyonu Bradford yontemi kullanilarak 595nm’
spektrofotometre yapildi.Ardindan 6rnekler Lammi buffer ile karistirildi ve 95 °C’de 5dk

sure ile denature edildi.

S
y

Orneldein santritiij
yapilmasy

Orneklein kaziyier yardimiyla toplanilmasi .
T ke Orneklein liziz yapiimas:

Orncklein santrifiij yapilmasi

- Orneldein
denatiirasyonu

Sekil 2.6. Protein izolasyonu islem adimlar1

2.2.8.2. Jel Hazirlama

Uciincii asama olarak oncelikle Jel hazirlamak icin ince ve kalin cam hicbir sey sivi
sizdirmaycak sekilde konumlandirildi. %12 stacking jel 50ml falcon tip icerisinde
sirastyla; 3.3 ml Saf su, 4 ml Acrilaymide, 100 uL TRIS,100 ul SDS, 30 ul APS, 4 ul
TEMED siirekli karistirilarak yavas bir sekilde ince ve kalin cam arasina yiiklenildi. Jelin
tist kism1 diiz olmasi i¢in ise bir miktar propanal eklenir ve yaklasik 20 dk beklenildikten

sonra diger jel hazirlandi. 15 ml falcon igerisinde ise yukleme jeli igin; 2.1ml Saf su,0.5ml
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Acrilaymide, 0.38uL TRIS, 30uL SDS, 30uL APS, 2uL TEMED konsantrasyonlarinda
hazirlanildi. Propanal yavagca ilk jel ilizerinden uzaklagrilarak iizerine 15ml igerisinde
hazirlanilan yeni jel kontrollii bir sekilde birakildi ve kurumadan direk 10 disli bir tarak

takilarak donmaya birakildi.

Tablo 5. Dikey elektroforezde kullanilan jel igerikleri

%12’lik Ayirma Jel igerigi

H,0 3.3ml H,0 2.1ml
%30 Acrilamide Mix 4 ml %30 Acrilamide Mix 0.5 ml
1.5 M Tris,pH8.8 2.5ml 1 M Tris, pH 6.8 380 ul
%10 SDS 100 uL %10 SDS 30ul
%10 APS 100 ul %10 APS 30 ul
TEMED 4ul TEMED 4ul

2.2.8.3. Elektroforez

Doérdiincli asamada hazirlanan jel tank icerisine dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Tank
icerisine yaklasik olarak 1 litre 1X running buffer ilavesi yapildi. Daha sonra ise hazirlanan
jele; protein marker ve 6rneklerden jel iizerindeki kuyucuklara yuklendi. Tankin iist kapagi
kapatild1 ve gii¢ kaynagi kullanilarak 20 mA yiiriitme baslatildi. Yiiritme islemi ortalama

olaraak 2 saat devam etti ve tum protein marker agilincaya kadar yiiriitme devam edildi.

2.2.8.4. Transfer

Jel ve membrana ardindan filtre kagidi ve siinger konularak sandvig¢ hazirlanildi. Jel tutucu
kaset tank i¢erisine konuldu ve tank 1X transfer buffer ile tamamlanildi. Transfer islemi

220 mA 2 saat jelden membrana transfer edildi.

2.2.8.5. Bloklama

Transfer sonrasi PVDF membrane bloklama islemine alindi. Bloklama soltsyonu igin 0.5g
siit tozu tartildi ve tizerine 10ml TBS-T eklenilerek membran boyutunda bir kap icerisine

konuldu 60 dk boyunca membranin bloklanmasi saglandi.
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Sekil 2.7. Western blotting yonteminde kullanilan adimlar

2.2.8.6. Antikorlar ile Muamele

Yedinci adimda ise; ilk olarak membran bloklama soliisyonunda ¢ikartilarak direk olarak
hazirlanilan primer antikor(TIGAR 1:1000; BAX: 1500; GAPDH 1:1000) igerisine bir
gece boyunca +40C’de yer alan galkalayici tzerine birakildi. Ertesi giin ise 5 kez 5 dakika
boyunca primer antikordan g¢ikartilan membranin yikanilmasi yapildi ve sire bitiminde
membrane direk olarak sekonder antikor(Antimouse 1:5000,Antirabbit 1:5000) ile 2 saat
boyunca oda sicakliginda inklibasyona calkalayici (izerine birakildi. Ardindan 5x5 kez

yikama islemi yapildi.
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2.2.8.7. Goruntuleme

Son adim olarak membrane iizerindeki proteinlerin goriintiilenmesi yapildi; antikor
inkiibasyonun ardindan membran TBS-T ile 5 kez yikandi ve akabinde 5 ml
kemiliminesans ajan1 ile muamele edildi. X-ray kaset iecerisine konulan PVDF membran

belli siire karanlikta inkiibe edildi ve X-ray makinesinde gorintu film Uzerine aktarilda.

2.2.9. istatistiksel Analiz

Tim istatistiksel analizler GraphPad Prism yazilimi (ABD) kullanilarak yapildi.
Istatistiksel analiz, tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey'nin post hoc testi kullanilarak

yapildi.



3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. A549 ve H1299 Hiicre Hatlarinda KANO0438757’°nin Hiicre Canhlik Etkileri

AS549 ve H1299 hiicre hatlarinda KAN0438757 nin hiicre canlilig1 lizerine etkileri WST-1
testi ile (boliim 2.2.2°de anlatildig1 gibi) belirlendi. A549 ve H1299 hiicre hattinda ilk kez
bu tez c¢aligmasinda kiiciik molekiil inhibitori KANO0438757 IC50 degerleri tespit
edilmistir. A549 hiicre hattinda IC50 degeri; 35.2 uM olarak, H1299’da ise IC50; 52.4 uM
olarak belirlenmistir. Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de gorildigu gibi IC50 degeri daha yuksek
dozlarda hiicre canliligina olan etkileri benzerdir.

* KK

A 150+

100 (= ok
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A549-Hiicre Calinlihg %

T
Kontrol DMSO 5 10 25 50 75 100
L |
KANO438757 {uM)

10-uM KAN

Kontrol DMSO

5-uM KAN

25-uM KAN 50-uM KAN 75-uM KAN 100-uM KAN

Sekil 3.1. A549 hiicre hattinda KAN0438757 nin hiicre canlilig1 iizerine etkisi. (A)hiicre canliligi (B)
Ab49hucrelerinin negatif gorintdleri
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Sekil 3.2. H1299 hiicre hattinda KAN0438757 nin hiicre canlilig1 tizerine etkisi. (A) hiicre canliligi (B)
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37



38

3.2. A549 ve H1299 Hiicre Hatlarinda Kurkuminin Hiicre Canlhilik Etkileri

Kurkumin i¢in 0, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 ve 100uM konsantrasyonalrinda tedavi yapildi
ve A549 hiicre hattinda belirlenen Kurkuminin A549 IC50 degeri 44.37 uM. H199 hiicre
hattinda tespit edilen IC50 degeri ise 66.25 uM olarak hesaplandi. Sekil 3.4’de yer alan
grafikte goruldigi gibi kurkumin doza bagimli bir sekilde iki farkli hiicre hattindada
kontrol grubuna kiyasla oldukca yiiksek bir etki gdstermistir. A549 ve H1299 hiicre
hatlarinda grafige bakildiginda Kurkuminin etkisi iki hiicre hattinda benzer bir etki yaptigi
gOrulmiistiir. IC50 degerlerinin bulundugu aralikta sekil 3.5’de hiicrelerin yarisinin 61digi

ve bu degerlerin etkili olduklari tespit edilmistir.
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Sekil 3.4. A549 ve H1299 hiicre hatlarinda Kurkuminin hiicre canlilig1 tizerine etkisi
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Sekil 3.5. A549 ve H1299 Hiicre hatlarinda kurkuminin 1C50 degerleri
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3.3. A549 Hucre Hattinda KAN0438757 ile Kurkumin Kombinasyonunun Hucre
Canhlik Etkileri

KANO0438757’nin (0, 3, 5, 10, 20, 25, 30, 40 uM) ile Kurkuminin (10, 20, 40 uM)
kombinasyonunun A549 hiicre  hattinda hiicre canlilik testi kullanilmasi ile A549
hicrelerinde kullanimlarinin etkileri goraldi. Sekil 3.6’da A549 hiicrelerinde grafikte
goriildiigii gibi kombinasyonun doza bagimli bir sekilde kontrol grubuna kiyasla oldukga
yiiksek bir etki gosterdi. KAN0438757 tek basina etkisinin yiiksek dozlarda tek basina etki
yaptigi gozlemlenmistir. 10 uM Kurkumin ve KAN0438757 farkli doz kombinasyonunda
hiicrelerin biiylik ¢gogunlugunun son guruplarda 6ldiigii goriillmektedir. 20 uM Kurkumin
ve KANO0438757 farkli doz kombine gurubunda ise A549 hiicreleri diisiik doz gruplarindan
itibaren ¢cogalmalarinin zayifladigi, fazlaca 6liim oldugu kaydedilmistir. Son gurup 40 pM
Kurkumin ile KANO0438757 farkli doz kombinasyonun en etkili gurup olmasi ile
caligmadaki ytliksek verimliligi ortaya ¢ikarmaktadir.
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Sekil 3.6. A549 hiicre hattinda KAN0438757 ile Kurkumin kombinasyonunun hiicre canlilig: tizerine
etkisi (A)hiicre canlihigi (B) A549 hiicrelerinin negatif gorintileri
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3.4. A549 Hucre Hattinda KANO0438757°nin Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

Hiicre proliferasyonu testinde xCELLingence gergek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA)
kullanilarak 8 kuyucuklu bir plate her bir kuyucuk igin 10x10® hiicre ekimi yapilarak ve bir
gece sonrasinda ise belirtilen dozlarda A549 hiicre hattinda tedavi yapildi. Hiicre hattinda
sadece yeni inhibitor KAN04387572nin 0, 5, 10, 25, 50, 75, 100 uM dozlarinda 48 saatlik
inkiibasyon iglemi yapildi. Sekil 3.7°de elde edilen grafikte koyu mavi renk ile gosterilen
cubugun kontrol grubu oldugu ve grafigin en tepe noktasinda oldugu goriilmistiir. Kontrol
grubundaki hiicrelerin hizli bir artis sergiledigi, fakat artan doz miktarlari ile hiicrelerde
azalma oldugu es zamanli olarak 6l¢iildii. DMSO grubunun bir etkisinin olmadig: fakat
Ozellikle KAN04387572nin 50, 75 ve 100 uM dozlarindaki hiicre ¢ogalmasinin azaldigi
bu gruplarda tespit edilmistir.
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Sekil 3.7. A549 hiicre hattinda KAN0438757 nin hiicre proliferasyonu Uzerine etkisi
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3.5. H1299 Hiicre Hattininda KANO0438757°nin Proliferasyonuna Etkisi

Sekil 3.5°de KAN0438757 nin H1299 hiicre proliferasyonunda kontrol grubuna kiyasla
50,75 ve 100 uM grublarinda hiicrelerin proliferasyonun yavasladigi 6l¢tilmistiir.

H1299-48 SAAT KAN0438757 TEDAVISI
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Sekil 3.8. H1299 hiicre hattinda KAN0438757 nin hiicre proliferasyonu lzerine etkisi
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3.6. A549 Hucre Hattimnda KANO0438757 ve Kurkumin Kombinasyonun Hicre
Proliferasyonuna Etkisi

A549 hiicre hattinda kiiclik molekiil inhibitori KANO0438757 nin farfkli dozlar1 ve
Kurkuminin IC50 degerinin yaris1 kullanilarak kombinasyon 48 saat boyunca tedavi
edilmistir.  Sekil 3.9°da kontrol gurubu ile diisik kombine guruplarinda hiicre
profilerasyonunda artis g6zlemlendi. Hiicre profilerasyonun yliksek kombine guruplarinda

ise negatif yonde diisese neden olduklar1 gozlemlenmistir.

A549-48 SAAT KANO438757+KURKUMIN TEDAVIS]
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Sekil 3.9. A549 hiicre hattinda KAN0438757 ve Kurkumin kombinasyonun hiicre proliferasyonu (izerine
etkisi
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3.7. A549 Hiicre Hattinda KANO0438757°nin Hlcre Goclne Etkisi

KANO0438757’nin hiicre gogu tzerindeki etkilerini saptamak igin A549 hicrelerinde yara
iyilesmesi deneyi yapildi. Sekil 3.10. gosterildigi gibi, KAN0438757 tedavisinde, Kontrol
gurubu 48 saat sonunda tam olarak kapanirken 25 UM gurubunda hiicre go¢iiniin ¢ok yavas
oldugu tespit edilmistir. 10 pM gurubunda ise hiicreler arasi boslugun en yiiksek doza
kiyasla daha fazla kapanma gortlmiistiir. Bu sonuglar, KANO0438757 tedavisinin, A549
kanser hiicrelerinde hiicre go¢ aktivitesini belirgin sekilde inhibe ettigini ortaya
koymaktadir.

Kontrol 1-uM KAN 5-uM KAN 10-uM KAN 25-pM KAN

0 Saat

24 Saat

- -----

Sekil 3.10. A549 hiicre hattinda KAN0438757 48 saatlik tedavisi ile hiicre gogtiniin belirlenilmesi
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3.8. A549 Hiicre Hattinda KANO0438757 ve Kurkumin Kombinasyonun Hicre
Gocune Etkisi

Sekil 3.11°de gosterildigi gibi KANO0438757'in ve Kurkumin kombinasyonun A549’da
hiicre gocli ve istilas1 tizerindeki etkilerini gostermek igin 0, 24, 48 saatlerinde
kontrol,Kurkumin 20uM, KANO0438757- 20uM, kombinasyon sekilde tedavi yapildi.
Ozellikle kombinasyon grubunun hiicrelerin go¢ kabiliyetini énemli 6lgiide azaltmis ve
hiicre proliferasyonunu durdurmustur. KAN0438757- 20uM 48 saatte hiicre go¢iinde bir
hareketliligin oldugu goriilmistiir. Kurkumin grubunda ise kontrole gore bir yavas gog
istilast olustu fakat 48’inci saate gelindiginde neredeyse olusturulan hiicreler arasi
boslugun kapandig: tespit edilmektedir. Kombinasyon gurubundaki umut verici sonug ile
gercekten de KANO0438757’nin hiicre gocuni durducu bir etki sergileyebilecigi

belirlenmistir.

Kontrol 20-uM Kur 20-uM KAN Komb(Kur+KAN)

0 Saat

24 Saat

48 Saat

Sekil 3.11. A549 hiicre hattinda kombinasyonun hiicre gocii Uzerine etkisi



45

3.9. A549 Hiicre Hattinda KANO0438757 DNA Hasarmin Gosterilmesi

KANO0438757'in A549'da DNA hasar1 izerine olan etkisini belirleyebilmek igin, hiicreler
KANO0438757nin farkli dozlar ile muamele edildikten sonra DNA hasar1 tek hiicre jel
elektroforezi ile incelendi. Sekil 3.12’de gosterildigi gibi kontrol gurubuna kiyasla, tedavi
edilen guruplarda kuyruk olusumu doz artisina bagh olarak arttirdigini géstermistir. 25 ve
50 uM KANO0438757 ile tedavi edilen hiicrelerde en biiyiik kuyruk olusumunu tetikleyerek
DNA hasar1 olusumuna neden oldugu belirlenmistir. Bu tahlilde, birikmis hasarli
hiicrelerden alinan DNA, kuyruklar1 parcalanmis veya ¢oziilmemis DNA'ya sahip floresan
kuyruklu yildizlar olarak goriiniirken, normal, hasar gormemis DNA, orijinden uzaga go¢

etmemektedir (Kontrol grubu).

Kontrol DMSO 5-uM KAN
10-uM KAN 25-uM KAN 50-uM KAN

Sekil 3.12. A549 hiicrelerinde KAN0438757'nin DNA hasar1 Uzerine etkisi
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3.10. A549 Hiicre Hattinda KANO0438757 ve Kurkumin Kombinasyonun DNA
Hasarmin Goésterilmesi

Kombinasyonla tedaviyi takiben tlm hiicre guruplarinda DNA zincir kirilmalarinda
konsantrasyona bagli net bir artis gozlemledik (Sekil 3.13). Kontrol gurubu ile kurkumin
grubu genel olarak benzer bir sonug gosterirken KAN ve Kombinasyon gurubunda artan
DNA hasarimin olduk¢a fazla kuyruk olusumuna neden oldugu gorilmektedir.

KANO0438757’nin kurkuminin etkinligini artirdig1 belirlenmistir.

Kontrol 20-uM Kur
20-uM KAN Kombinasyon(Kur+KAN)

Sekil 3.13. KAN0438757 ve Kurkumin kombinasyonun A549 hiicrelerinde DNA hasart iizerine etkisi
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3.11. A549 Hiicrelerinde KAN0438757'in Hiicre Olumu Uzerine Etkisi

Apoptotik morfoloji, Sekil 3.14’de gosterildigi gibi, yesil renkle boyanmis ¢ekirdekler canli
hiicreleri gosterirken yesilimsi sar1 erken apoptotik hiicreleri, yogun kirmizi renk
cekirdekler gec¢ apoptotik hiicreleri gostermektedir. Muamele edilmemis hiicreler (negatif
kontrol) ve bilesiklerin daha diisiik konsantrasyonlarina sahip muamele edilmis hiicreler,
parlak yesil olarak sunulan normal g¢ekirdeklerle ortaya g¢ikarmaktadir. S50uM tedavi
gurubu, apoptotik cisimlerin varlig1 ve kabarcik olusumu gibi benzersiz apoptoz 6zellikleri
gosteren hicreler, boyay1 hiicre igerisine alarak kirmizi renk ile goriilmesine neden

olmustur.

Kontrol DMSO 5-uM KAN

50-pM KAN

10-uM KAN

25-uM KAN

Sekil 3.14. A549 hiicrelerinde KAN0438757'in hiicre élim{ni Gzerine etkisi
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3.12. A549 Hiicre Hattinda Hiicre KAN0438757 ve Kurkumin Kombinasyonun Hiicre
Olumiine Etkisi

A549 hiicrelerinde Sekil 3.15° de KAN0438757 ve Kurkumin kombinasyonun hicre
6lumu Uzerne etkileri tespit edildi. Kombinasyon gurubunda kullanilan doz degerleri IC50
degerinin yaris1 kullanilarak boya yapildi. Kontrol gurubunda etken boya hiicre igerisine
giremedigi i¢in hiicreler yesil renkte ve hasar gérmemis sekilde goriilmektedir. Kurkumin
ve KANO0438757 guruplarinda ise doza bagimli olarak hiicrelerde artan stres ile beraber
hasar olusarak membran biitiinliigli bozularak ethidyum bromiir hiicre igerisine kismi
olarak girerek erken apoptozun basladigin1 géstermistir. Kombinasyon grubunda ise artan

hasar ile boyar madde hiicre igerisine girerek kirmizi renk olusumlari tespit edilmistir.

Kontrol 20-puM Kur
. e []

20-uM KAN

Komb(Kur+KAN)

Sekil 3.15. A549 hiicrelerinde KAN0438757 ve Kurkumin kombinasyonunn hicre 6ltimu Gzerine etkisi
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3.13. A549 Hiicre Hattinda KANO0438757’nin Mitokondri Membran Potansiyeli
Uzerine Etkisi

KANO0438757’nin apoptotik bir belirteg olan mitokondri membran potansiyeline etkisini
A549 hiicre hattinda 0, 5, 10, 25, 50 pM ve DMSO grublar1 seklinde 48 saat boyunca tedavi
edildiler. Mitokondri membran potansiyelinin tespiti icin JC-1 boyas: ile inkiibe edilen
hiicrelerde Sekil 3.16’da goriildiigii gibi kontrol gurubunda herhangi bir hasar olmadigi i¢in
kirmizi renkte bir florasan 1simasi goériilmiisiitr. Mitokondri membran biitiinligiini
etkileyen gruplar KAN0438757 artan konsantrasyonlari ile birlikte meydana gelen hasara
karsin kirmizidan yesile dogru bir renk degisiminin ve hiicre morfolojilerinde’ de
farkliligin oldugu florasan mikroskop altinda tespit edilmisitr. A549 hiicrelerinde elde
edilen mitokondri membran potansiyel testi ile monoterapinin oldukca etkili bir sonucu

ortaya koymaktadir.

Kontrol DMSO 5-uM KAN
10-pM KAN 25-uM KAN -

Sekil 3.16. A549 hiicrelerinde KANO0438757’nin mitokondri membran potansiyeli Uzerine etkisinin
belirlenmesi
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3.14. A549 Hiicre Hattinda KANO0438757 ve Kurkumin Kombinasyonun Mitokondri
Membran Potansiyeli Uzerine Etkisi

A549 hiicre hattinda 48 saat boyunca; 0, 20 uM Kurkumin, 20 uM KANO0438757 ve
Kombinasyon grubu (20 uM Kurkumin + 20 uM KANO0438757) inkiibasyon yapildi. Sekil
3.17° de inkiibasyonun ardindan guruplar florasan mikroskop altinda incelendiginde
kontrol gurubunun beklenildigi gibi herhangi bir hasarin olusmadigi ve hiicrelerin kirmizi
florasan 1s1ma verdikleri belirlenmistir. Bunun yani sira kurkumin gurubunda kontrol
gurubuna kiyasla kismen hiicrelerin yesil florasan 1sima yaptiklar1 tespit edilmis.
KANO0438757 yalniz basina hiicrelerde kurkumin gurubuna karsin daha etkili bir hasar
meydana getirerek morfolojik ve turuncu florasan 1s1ma yaptiklar gézlemlenmistir. En
yiiksek etki kombinasyon gurubunda goziikerek gercektende mitokondri potansiyeli ve
normal hiicre membrani biitlinliigiiniin bozulmas: ile JC-1 boyasi yesil renkte bir 1s1ma

yaparak hiicrelerin apoptotik hiicre yolaginin aktiflestigi tespit edilmistir.

Kontrol

20-pM Kur

20-pM KAN Komb(Kur+KAN)

Sekil 3.17. A549 Hiicre Hattinda KAN0438757 ve Kurkumin kombinasyonun mitokondri membran
potansiyeli izerine etkisinin belirlenmesi
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3.15. A549 Hiicre Hattinda KAN0438757 ve Kurkumin Kombinasyonun TIGAR, Bax
Proteinleri Uzerine Etkisi

KANO0438757 ve kurkumin kombinasyonun apoptotik biyobelirtecler Uzerine etkisini
belirlemek amaciyla BAX ve TIGAR proteini ekspresyon diizeyleri western blotting
deneyi ile belirlendi. Hiicreler 20 pM Kurkumin gurubu olarak, 20 pM KAN0438757 ve
kombinasyonu seklinde tedavi edilmistir. Sekil 3.18’de kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda TIGAR protein ekspresyon diizeyi, kurkumin ve kombinasyon
gruplarinda kayda deger bir artis oldugu goriilmiistir. 20 pM Kurkumin ile 20 pM
KANO0438757 tedavi gruplarinda ise bir kontrole kiyasla artigin oldugu tespit edilmistir.
pro-apoptotik BAX protein ekspresyonu ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim
gruplardan arttigin1 6zellikle kombinasyon grubunda meydana gelen artisin dikkat ¢ekici

oldugu gozlemlenmistir.

Kontrol ~ 20-uM Kur ~ 20-uM KAN  Komb(Kur+KAN)

BAX 26 kDa

TIGAR 30 kDa

GAPDH 37 kDa

Sekil 3.18. A549 Hiicre Hattinda KAN0438757 ve Kurkumin kombinasyonun TIGAR, Bax proteinleri
lzerine etkisi



4. SONUCLAR VE ONERILER

Kanser, viicuttaki bazi hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde bliyiidiigli ve viicudun diger
bolgelerine yayildig1 bir hastaliktir.2020 yilinda diinya ¢apinda 2,206,771 milyon yeni
vaka teshis edildigini ve 1,796,144 milyon &liime yol actig1 kaydedilmistir. (Evan and
Vousden 2001; Hejmadi 2014). Akciger kanseri, diinya ¢apinda kanser 6liimlerinin 6nde
gelen nedenidir. Gogls, kolorektal ve prostat kanserlerinin toplamindan daha fazla insan1
oldiirmektedir. Her yil 1,38 milyon insan hastalik nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir, bu
da diinya capinda giinde 3.000'den fazla 6liime veya her bir dakikada iki 6liime neden
olmaktadir (Organization 2018; Sung et al 2021). Akciger kanserinin kiigiik hiicreli akciger
karsinomu ve kiigiik hiicreli olmayan akciger karsinomu (KHDAK) olmak iizere iki ana alt
tipi vardir ve tiim akciger kanserlerinin sirasiyla %15 ve %85'ini olusturur (Zheng 2016).
KHDAK ayrica ii¢ tipte siniflandirilir: skuamdéz hiicreli karsinom, adenokarsinom ve
bluyuk hucreli karsinom. Sigara, pasif icicilik, hava kirliligi, akciger hastaliklart (yani
tiiberkiiloz, kronik bronsit), kanserojen kimyasallara mesleki maruziyet, iyonlastirici
radyasyon (yani radon bozunma Urlnleri ve x-isinlar1) dahil olmak tizere ¢esitli ¢evresel
risk faktorleri gelisimi ile iliskilidir (Pendharkar et al 2013; Tarro et al 2019). Sigara,
akciger kanserinin en yaygin nedeni, tiim tanilarin en az %80'i olusturmaktadir (Peto et al
1996;Hecht 2012; Jaakkola and Jaakkola 2006). Geleneksel olarak, tedavi segenekleri
arasinda cerrahi (erken evre hastalig1 olan hastalar i¢in), radyasyon tedavisi ve kemoterapi,
tek basina veya kombinasyon halinde bulunur (Lemjabbar-Alaoui et al 2015;Predina et al
2016; Remick and Amin 2019; Angahar 2017).

Hayatta kalma ve ¢ogalma i¢in gerekli enerjik ve biyosentetik dnciilere yonelik artan timor
taleplerini karsilamak icin yiiksek glikolitik akis, 6-fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-
bisfosfataz 3'in (PFKFB3) islevi ile miimkiin hale gelmektedir. 6-fosfofrukto-2-
kinaz/fruktoz-2,6-bisfosfataz (PFKFB) enzim ailesi, islevi fruktoz-2,6-bifosfatin (F26BP)
Sentezini ve bozunmasini katalize etmek olan temel glikolitik aktivitelerdir. F26BP, 6-

fosfofrukto-1-kinazin (PFK-1) allosterik bir aktivatori ile hiz sinirlayici bir
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enzimidir. PFKFB3, insan akcigeri, meme, prostat tiimorlerinde asir1 eksprese
edilmektedir. PFKFB3’iin daha yiiksek ekspresyonu, daha kisa sagkalim veya daha sik
metastaza yonelime oldugu bildirilmistir (Pavlova and Thompson 2016). Hiicre donguisu
ve programli hiicre 6liim yolaklarinda PFKFB3’{in artan ekspresyon diizeyi nedeniyle
kansere neden oldugu rapor edilmistir (Ros and Schulze 2013). PFKFB3 inhibisyonunu
hedefleyen inhibitorler; 3PO, PFK 15, PFK158°dir. 2018 yilinda kii¢iik molekiil inhibitorii
olarak kullanilan KANO0438757 PFKFB3 i¢in yeni bir tedavi stratejisi olarak gortiilmektedir
(Gustafsson et al 2018). Kurkumin, Curcuma longa'ya dayanan kimyasal bir ekstrakttir ve
antioksidan, antiviral, antifungal, antikanser ve antibakteriyel gibi kapsamli farmakolojik

fonksiyonlara sahip olodugu bildirilmistir (Wilken et al 2011).

Yapilmas1 amaglanan bu tezde kii¢iik molekiil olarak KAN0438757 akciger kanseri hiicre
hatt1 A549 iizerindeki etkisi ve Kurkumin ile kombinasyonun daha 6nce dogrudan ele
alinmamig olmasi ¢aligmanin 6zgiinliigiinii ortaya koymaktadir.

Bu c¢alismadaki temel amacimiz, KANO0438757 ve kurkumin kombinasyonun akciger

kanseri hiicre hatt1 {izerindeki anti-kanser etkisinin aragtirilmasidir.

KANO04387572nin kendi basina ve yiiksek kombinasyon etkisi ile akciger kanserinde ¢ok
onemli bir tedavi hamlesi haline doniiserek, kemoterapinin etkinligini maksimum etki

minimum toksitite ile sonuglandiracaktir.

Hazirlanan bu tez c¢alismasinda ilk olarak; A549 ve HI1299 hiicre hatlarinda
KANO0438757 nin akciger kanseri iizerindeki hiicre canlilik etkisi WST-1 hiicre canlilik
testi sonucu belirlenmistir. A549 hiicre hattinda maksimum inhibisyon konsantrasyonu 50
degeri; 35.2 uM olarak tespit edilmistir. Kontrol grubu ile kiyasla 100 pM anlamli oldugu
tespit edildi. DMSO ve 5 pM’larda anlamli bir farklilik olmamistir. 5 UM grubunda
kontrole kiyasla herhangi bir istatiksel olarakanlamli bir farkliigin olmadigi tespit
edilmistir. 50,75,100 UM gruplar arasinda istatiksel olarak farklilik gorilmemistir.
H1299°da IC50 degeri; 52.4 uM olarak belirlendi. Istatiksel olarak en anlamli grubun
kontole kiyasla 100 puM oldugu tespit edilmistir. Ayrica 25 ve 10 pM
karsilastirilmasinda’da istatiksel bir farklilik kaydedildi. A549 hiicre hattinda benzer bir
durum H1299 tedavi gruplari olan 50, 75, 100 uM arasinda’da herhangi bir istatiksel
anlamlilik olmadig1 goriilmiistiir. Endometriyal hiicre hatlarinda PFKFB3 inhibitord
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PFK158 ile yapilan bir calismada, hiicre canlilifin doza bagimli bir sekilde gittikge azaldig:
rapor edilmistir(Xiao et al 2021). Oliveira ve arkadaslarinin 2021 KANO0438757 ile
tedavinin, HCT-116, SW-1463 ve HUVEC'lerde hiicre canliliklarinda konsantrasyona

bagli bir sekilde azaltilabilegicini gostermislerdir.

Kurkumin tedavisinde ise A549 ve IC50 degeri; 44.37 ve olarak hesaplandi, ayrica kontrole
kiyasla 100 uM grubunda istatiksel olarak anlamli olarak kabul edildi. Yine kontrole
kiyasla iki tedavi grubunda (3.125, 6.25 uM) istatiksel olarak anlamlilik goriilmemiistir.
H1299 hiicre hattinda ise IC50; 66.25 UM degerinde hesaplandi. 3.125, 6.25 uM gruplar
kontrole kiyasla anlamli bir farklihgin olmadigi kaydedildi. Fakat kontrol ile
kiyaslandiginda istatiksel olarak en etkili grubun 100 uM oldugu goriildii. 25 ve 10 uM
arasinda’ da istatiksel anlamlilik goriilmiistiir. Kurkuminin A549 ve H1299 hicre
hatlarinda yiiksek tedavi gruplari (50, 75, 100 uM) arasinda’ da istatiksel bir anlamlilik

goriilmemistir.

Baharuddin ve 2016 hiicre hattinda yaptiklari ¢alismada A549 hiicre hattinda yaklasik IC50
degeri 40 uM olarak tespit etmislerdir. Pillai et al 2004 H1299 hiicre hattinda ise
maksimum inhibisyon konsantrasyon degerini 50 uM hesaplamislardir. Elde edilen bu
sonuclara Kurkumin ile yapilan WST-1 sonuglarinin 6nceki calismalar ile paralellik
gostermektedir. Kombine ¢alismada ise kurkumin ve KAN0438757 yiiksek dozlarinin

A549 hiicrelerinde, hiicre canliliklart 6nemli 6l¢iide azalttig1 gézlenmistir.

A549 ve H1299 hiicrelerinde es zamanli bir hiicre proliferasyonu testinde ise her iki hiicre
hattinda da KAN438757°nin tek basina etkisi 50, 75 ve 100 UM dozlarinda hiicre
proliferasyonunu engelledigi gosterilmistir. A549 hiicrelerinde yapilan kombine tedavide
ise KAN0438757 tek basina kullanimina kiyasla diisiikk kombine gruplarinda (20 pM-Kur+
20 uM-KAN) dahi hiicre profileresyonunda gerileme oldugu goriilmiistir. KAN0438757,
kurkuminin etkinligini diisiik dozlarda artirarak yiiksek etki gosterdigi goriilmektedir.
Gergek zamanli hiicre profilerasyonu deneyi ile Oliveira ve arkadaslart 2021°de 3
farkli(HTC116, HT19 ve HUVEC) hiicre hattinda KAN0438757 nin tek basina etkisini en
verimli; 25, 50 ve 75 uM tedavi gruplarinda profilerasyonun gittikge durdugunu ve
boylelikle etkinliginin ne kadar giiglii oldugunu belirtmislerdir.
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Hicre gocu, hicre ici sinyallere yanit olarak tek bir hlicrenin veya bir grup hiicrenin
yonlendirilmis hareketi olarak bilinmektedir (Cory 2011). KANO0438757 A549
hicrelerinde hiicre gocu testinde goriildiigi lizere kontrol grubuna kiyasla 10 ve 25 uM
tedavilerinde hiicre gogl Uzerinde yiiksek bir durdurucu etki gosterdigi gortilmektedir.
Kurkumin ile KAN0438757 kombine ¢alismasinda ’da hiicreler arasi boslugun en hizli
kontrol gurubunda kapandigi, ancak 20 uM-Kur + 20 pM-KAN grubunun ayn kaldigi
belirlenmistir. Oliveira ve arkadaslarinin 2021°de yaptiklart yara gocli testi ile
KANO0438757’nin HTC116, HT19 ve HUVEC hicrelerinde 25 pM tedavinin, kontrol
gruplarina kiyasla hiicreler arasi boslugun kapanmadigi gdosterilmistir. Bu sonug ile
KANO04387572nin hicre goclndeki etkisi A549 hiicrelerindeki etkiyle benzerlik gosterdi.
2009’yilinda Yalgin ve arkadaslarinin HelLa, HCT116 ve MDA-MB-231 hiicre
hattinlarinda yaptiklari ¢calismada PFKFB3’iin sitoplazmadan ¢ekirdege lokalize oldugunu
tespit etmislerdir. Gustafsson ve arkadaslarinin 2018” PFKFB3’iin DNA hasar1 ve DNA
metabolizmasinda goérev aldiklarin1 U20S hiicre hatlarinda KANO0438757 tedavisi ile

yaptiklari ¢calismada ortaya ¢ikarmiglardir.

Kemoterapide etkili bir sonug¢ i¢in kullanilan ajanlarin DNA hasar iizerindeki etkileri
daima o©nemli bir yere sahiptir, yapilan tek hicre jel Elektroforezi testinde
KANO0438757 nin tek basina A549 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla 25 ve 50 pM
tedavilerinde DNA hasarinin oldugu gozlemlenmistir. Fakat diisiik tedavilerde (5,10 M)
herhangi bir kuyruk olusumu olmadig1 goériilmiistiir ve bunun DNA hasart olusmadiginin
bir gostergesi olarak kaydedilmistir. KAN0438757 ve Kurkumin kombine ¢alismasinda ise
en fazla DNA hasar1 olusumunun gozlendigi grup olarak kabul edildi. KAN0438757-20
uM tedavisi kombine grubuna kiyasla daha kiiclik bir kuyruk olusumu goézlemlenmis ve
bdylelikle kombinasyon c¢alismasinin ne kadar yiiksek etki yaptigi tespit edilmistir. Ayrica
KANO0438757-20 uM tedavi gurubunun Kurkumin-20 uM gore DNA hasar1 olusumunda

daha etkili oldugu kuyruk olusumlari kayda deger bir sonug olarak gézlemlenmistir.

Kanser tedavisinde her zaman programli hiicre 6liim yolaklarini aktiflestirmek etkili bir
secenek olmustur. Akridin oranj-etidyum bromir boyamasinda A549 hiicrelerinde
KANO04387¢nin tek basina etkisinin kontrol gurubu ile karsilastirildiginda en yiiksek hiicre
olumindn (Ge¢ apoptoz) 50 UM dozunda gergeklestigi gorulmiistir. 25 ve 10 uM

dozlarinda ise hiicrelerin agirlikli olarak erken apoptozda olduklar1 belirlenmistir.
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KANO0438757 ve kurkumin kombinasyonunda ise hicrelerin monoterapiye kiyasla
hiicreleri daha fazla gec¢ apoptoza tasidiklar1 goriilmiistiir. Lypova ve arkadaslarinin
2021°de yaptiklar1 akridin oranj boyamasinda PFKFB3 inhibitérii SuM-PFK158’in tek
basma PC9 hiicrelerinde erken apoptuzu baslattigini gézlemlemislerdir. PFK158’in baska
bir ajanla ile kombinasyonunda oldukga yiiksek oranda hiicrelerin ge¢ apoptoza gectikleri
belirtilmistir. Boylelikle KANO0438757 kombinasyon c¢aligmasinin Lypova ve
arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alisma ile tutarlilik gdstermesi kombinasyon tedavisnin

etkinliginin yiiksek oldugunu destekler niteliktedir.

Mitokondriyal membran potansiyeli (A%¥Ym), Krebs dongiisiiniin aktivitesi ile iligkili redoks
doniistimlerinden kaynaklanir ve ATP sentaz tarafindan ATP yapmak i¢in kullanilan bir
ara enerji depolama formu olarak hizmet etmektedir(Zorova et al 2018). Mitokondriyal
potansiyel testi ile elde edilen sonuglarda KAN0438757 nin tek basina A549 hiicrelerinde
kontrol gruplarinda herhangi bir renk degiminin olmadig: fakat 25 UM tedavi dozunda
hiicrelerin mitokondriyal membran biitiinliiklerini kaybederek renk degisimi ve hiicre

yogunlugu ile tespit edilmistir.

Kombinasyon tedavisinde ise, kurkumin 20- uM ve KANO0438757-20 uM gruplarinda
hiicre yogunluklar1 ve renk degisiminin kontrole kiyasla etkilerinin oldugu goriilmiistiir.
Fakat kombine grubunda ise renk degisimi ile hiicre sayisindaki fazla azalma c¢ok agik
sekilde etki ettigi belirlenmistir. Klarer ve arkadaslarinin 2014’de yaptiklar1 ¢aligmada
HCT-116 hucre hattinda yapilan ¢alismada, 3PO’nun yalniz kullaniminin programli hiicre
6luma tip-2’yi(otofaji) aktiflestirdigi gorilmiistiir.

p53'lin transkripsiyonel hedefi olan TIGAR, programlanmis hiicre 6liimiinii diizenleyerek
cok onemli bir rol oynamaktadir. TIGAR protenindeki etki hiicre igerisindeki reaktif
oksijen turlerinin miktarina gore degisiklik gostermektedir (Bensaad et al 2006). BAX,
Bcl-2 gen ailesinin bir tyesidir. BCL2 ailesi iiyeleri, hetero veya homodimerler olusturur
ve ¢ok ¢esitli hiicresel aktivitelerde yer alan anti veya pro-apoptotik diizenleyiciler olarak
islev gormektedir. Bu protein, BCL2 ile bir heterodimer olusturur ve apoptotik bir aktivator
olarak islev goriir. Pro-apoptotik bir protein olan BAX’da ise artig oldugu zaman programli
hiicre 61Umu-1(Apoptoz) aktiflestigi goriilmektedir (Oltval et al 1993). Western blotting
deneyi ile 6nemli apoptoz biyobelirtecleri olan BAX ve TIGAR’1n hiicre 6liimii {izerine
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etkisine bakilmistir. TIGAR proteininde kontrol gurubuna kiyasla kombinasyon gurubunda
bir artis goriildii. Fakat en yliksek protein artisinin kurkumin-20 uM grubunda oldugu
goruldi. BAX proteinindeki kontrole kiyasla kombine tedavi gurubundaki g6zle gorular
artisin A549 hiicrelerinde hiicre 6limuni aktive ettikleri 6nceki yapilan boyama deneyleri
ile ortiisiir sekilde sonug¢landigi icin hiicre Oliimiiniin aktive oldugu gozlemlendi.
KANO043757-20 uM grubunda’ da BAX proteinindeki artisin mono terapininde dnemli

Ol¢iide etki yaptiginin gostergesi olarak tespit edilmistir

Zhu ve arkadaslarinin 2016 mide kanseri hicrelerinde PFK15 ile yaptiklari ¢alismada
tedavi gruplarinda Bcl-2 seviyelerinin ekspresyonunu azaltmis oldugu, ancak her iki mide
kanseri hiicre hattinda Bax ekspresyon seviyeleri tizerinde hicbir etkisi olmadigini
gostermislerdir. Bcl-2/Bax oraninin PFK15 konsantrasyonuna bagli bir sekilde azalmis
oldugunu tespit etmislerdir. Bu sonuclarin, PFK15'in kaspaz 8 aracili dis apoptoz yolundan
ziyade kaspaz 9, kaspaz 3 ve Bcl-2'nin protein seviyelerini diisiirereck mitokondriyal yol
boyunca apoptozu indiikledigini ileri siirmiislerdir. Xiao ve arkadaslarinin 2021°de PFKB3
inhibitéric PFK158’in endotermiyal hiicrelerde yiiksek oranda BAX proteninde kontrole
gore artisa neden oldugu goriilmiistiir, diger anti-apoptotik proteinlerinde miktarlarinda
artiglarin oldugu tespit edilmistir. HEC-1B ve ARK-2 hicrelerinde Xiao ve arkadaslart
PFK158 karboplatin/sisplatin ile kombine yaptiklarinda programli hiicre 6luminii Annexin
V ile olgtiiklerinde yiiksek miktarda hiicrenin 6ldiigilinii tespit etmisdirler. Ayni sekilde
KANO0438757 kombine tedavisindede Xiao ve arkadaslarinin aldiklar1 sonuglarla benzer
etkilerin goriilmesi kombine tedavisinin etkinliginin monoterapiye kiyasla yiiksek

oldugunu gostermektedir.
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