SENANUR MALCANLI Kanser Biyolojisi ve Farmakolojisi ISTANBUL-2023



ISTINYE UNIVERSITESI

LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
( YUKSEK LiSANS TEZi )

GLUTATYONA BAGLI ANTIOKSIDATIF KAPASITE
INHIBISYONUNUN KOLOREKTAL KANSER METABOLIZMASI UZERINE
ETKILERI

SENANUR MALCANLI

DANISMAN
DR.OGR.UYESI OYKU GONUL GEYIK

KANSER BiYOLOJIiSi VE FARMAKOLOJISI

ISTANBUL - 2023



ISTINYE UNIVERSITESI

LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
( YUKSEK LISANS TEZi )

GLUTATYONA BAGLI ANTIOKSIDATIF KAPASITE
INHIBISYONUNUN KOLOREKTAL KANSER METABOLIZMASI UZERINE
ETKIiLERI

SENANUR MALCANLI

DANISMAN
DR.OGR.UYESI OYKU GONUL GEYIK

Bu calisma, Istinye Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 2021/BAP13

ISTANBUL - 2023



ICINDEKILER

TEZ ONAY e I
ETIK BEYANL ..ottt i1
TESEKKUR ......oitiitiieteeeestetee et es ettt s et s et tese s saesese s ssetessesaannens Iif
ICINDEKILER .....ooivitiiiiiiciiieictetet ettt v
TABLOLAR LISTESI ...cooiiiiiiiiiciccie e Vi
SEKILLER LISTESI.....ocvitiiiiiiciiiiicietee ettt vii
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI......ccccooviiiiiiiiiiicecceene, IX
O ZE T e XI
ABSTRACT e XIiI
L. GIRIS ittt 1
2. GENEL BILGILER ......ccccoiiiiiitiiiiiieieieiceeet et 4
2.1, Kolorektal Kanser...........coooviiiiiiiiiiiiiciie s 4
2.2.  Kolorektal Kanser Tedavileri...........ccoeviiiiiiiiiiiiiic 9
2.3.  Antioksidan Savunma SIStemi ..........ccccviiiiiniiiiin i, 18
2.4.  Glutatyona Bagl Antioksidatif Kapasite Inhibisyonu......................... 22
3. GEREG VE YONTEM ...coioiiiiiiiiiiiiiiisisieie et 26
3.1, HUcre KURUMT. ......oooviiiiiiice 26
3.2.  Hiicre Pasajlanmast...........ccuieeiiiiiiiiiiiiiiiieisiiiiiiiiis e 26
3.3.  Hiicrelerin Stoklanmasi...........ccccoovviiiiiiiiiiii e, 27
3.4.  Hiicrelerin Stoktan C1Karilmasl.............uuuueuurruiinmimrineminirm... 27
3.5.  Siilforodamin B Testi ile Canlilik Tayini............ccooveeiiiiireeiiiiineennne, 27
3.6. GSH/GSSG MiKtart TaYINT......cceeeeeiiiiiieeiiiiiee e 29
3.7.  NADP*/NADPH Orant TaYiNi ....c.cccuerverueiiiesvesneriiesieaeeseeseesaeseens 29
3.8. DCFHDA Boyas1 ve Akis Sitometrisi ile ROS Diizey Analizi ........... 30
3.9.  Akis Sitometrisi Ile Siiperoksit Anyonu Diizey Analizi...................... 31
3.10. Hoechst 33342 ve Propidyum Iyodiir Boyalari ile Apoptoz Analizi ... 31
311, IstatiStikSel ANALZ ....c.cvvevevieireicrceeecceeee e 32
4. BULGULAR ... 33
41. CB-839 HCT-116 ve HT-29 Hiicrelerinin Canliligmni Azaltmistir ...... 33

iv



4.2. CB-839 HCT-116 ve HT-29 Hicrelerinde GSH ve GSSG Miktarim
Azaltmistir 33

4.3.  Polidatin HCT-116 ve HT-29 Hiicrelerinin Canliligin1 Degistirmemistir
35
4.4.  Polidatin HCT-116 ve HT-29 Hicrelerinde NADP*/NADPH Oranin
Artrrmigtir - 35
4.5.  5-fluorourasil HCT-116 ve HT-29 Hicrelerinin Canliligint Azaltmistir
36
4.6. CB-839 lle 5-FU ve Polidatin Ile 5-FU Kombinasyonlar1 Ilaglarm Tek
Bagina Uygulanmasmna Kiyasla HCT-116 ve HT-29 Hiicrelerinin Canliligini

DUSTIMEIMISTIN 1...eeeeee et e e et e e sne e e e s e e e sraeeeaneeeeanseeeannes 37
4.7.  HCT-116 ve HT-29 Hiicrelerinde CB-839 ile 5-FU ve Polidatin Ile 5-

FU Kombinasyonlar1 ROS Seviyesini DegistirmemiStir..........ccoveerrvvereeniineeneninnnn. 38
4.8. HCT-116 ve HT-29 Hiicrelerinde CB-839 ile 5-FU ve Polidatin Ile 5-

FU Kombinasyonlar1 Stiperoksit Anyonunun Seviyesini Etkilememistir ................... 39
4.9. HCT-116 ve HT-29 Hicrelerinde CB-839 Ile 5-FU ve Polidatin Ile 5-

FU Kombinasyonlarmin Hiicre Oliimiinii Tetiklememistir ...........ccccccveeriiiiiiiinnennnnn. 40
5. TARTISMA ..ot 43

6. SONUC, ONERILER VE TOPLUMA KATKI.......cccoovvviririiirireeierarenenns 50
KAYNAKCA et 51
EKLER .ot 74
EK-1: INTIHAL RAPORU ....cocvoviiiiiiiciciteieeee e 75
EK-2: OZGECMIS ..ottt 78



TABLOLAR LIiSTESI

Tablo 1: Oliim Reseptorleri ve Ligandlar1 (Gékhan vd., 2022)

Vi



SEKILLER LISTESI

Sekil 2.1: Kanserin Olusum Mekanizmasi (V. Mishra vd., 2018).............cccveeene. 4

Sekil 2.2: Diinya Kanser Istatistikleri 2020 Yili Kanser insidans ve Mortalite
Oranlar. (A) Toplam Kanser insidans ve Mortalite Oranlari. (B) Erkeklerde Kanser
Insidans ve Mortalite Oranlar1. (C) Kadmlarda Kanser Insidans ve Mortalite Oranlari.

LU a0 AV TR0 ) OSSR 6
Sekil 2.3: Kanserin Ayirt Edici Ozellikleri (Hanahan, 2022)...........ccccoveveeinenen. 8

Sekil 2.4: Kanser Tedavi Yaklagimlar1 (V. Mishra vd., 2018) (Mishra ve

arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismadan degistirilerek alimmustir). .............occcvvveeenen. 10

Sekil 2.5: 5-fluorourasil ve Urasil’in Kimyasal Yapis1 (Dlugosz-Pokorska vd.,

2019; SUleKoVA VA., 2019) ...ecvvieiiieeeeececeeee ettt 11
Sekil 2.6: Bel-2 Ailesi Uyeleri (Pistritto vd., 2016).......c.cccoveveeevieereeerireeieeeen 14
Sekil 2.7: Apoptozun Intrinsik ve Ekstrinsik Yollar1 (Pistritto vd., 2016).......... 17

Sekil 2.8: Kanser Hiicrelerinin Zayif Noktasi (Glasauer & Chandel, 2014) ....... 19
Sekil 2.9: Hiicresel GSH'nin Antioksidan Rolii (Lv vd., 2019)........ccccccvevinnnnn 21

Sekil 3.10: HCT-116 (a) ve HT-29 (b) Hiicrelerinin Isik Mikroskobu Goriintiisii

Sekil 4.11: HCT-116 ve HT-29 KRK hicrelerinde CB-839’un hiicre canlilig
tizerindeki etkisi SRB testi ile gOSterilmiStir. .......ovveeiiviiieeiiiiie e 33

Sekil 4.12: HCT-116 ve HT-29 KRK hiicrelerinde CB-839’un GSH ve GSSG
miktarlarina etkisi ‘“GSH/GSSG Glo Assay’’ ile gosterilmistir. .........cceveervivvireeninnnnn. 34

Sekil 4.13: HCT-116 ve HT-29 KRK hiicrelerinde Polidatin’in hiicre canliligi

tizerindeki etkisi SRB testi ile gOSteriImMIStir. .......eeveeiiiviiieeiiiiie e 35

Sekil 4.14: HCT-116 ve HT-29 KRK hiicrelerinde Polidatin’in NADP*/NADPH
oranina etkisi “NADP*/NADPH GloTM Assay’’ ile gosterilmistir. ............ccocervrennne. 36

vii



Sekil 4.15: HCT-116 ve HT-29 KRK hicrelerinde 5-FU’nun hiicre canliligi

tizerindeki etkisi SRB testi ile @OSterilmiStir. .......ovevvvveiiiiiiiiiiciic e 36

Sekil 4.16: HCT-116 ve HT-29 KRK hucrelerinde CB-839 ile 5-FU ve Polidatin
ile 5-FU kombinasyonlarinin hiicre canliligi {izerindeki etkisi SRB testi ile

FeCo T 1S w101 1 | TP UP PR RPPP 37

Sekil 4.17: HCT-116 ve HT-29 KRK hucrelerinde CB-839 ile 5-FU ve Polidatin
ile 5-FU kombinasyonlarinin ROS seviyesine etkisi akis sitometrisi ile ROS analizi

yapilarak OStETIIMISEIT. ........evviiiiiiiiiiiiiiii e 39

Sekil 4.18: HT-29 KRK hucrelerinde CB-839 ile 5-FU ve Polidatin ile 5-FU
kombinasyonlarinin siiperoksit radikali seviyesindeki etkisi akis sitometrisi ile ROS

analizi yapilarak goSterilmiStir. .........coiiiriiiiiiiiiie e 40

Sekil 4.19: HCT-116 KRK hucrelerinde CB-839 ile 5-FU ve Polidatin ile 5-FU
kombinasyonlarmin siiperoksit radikali seviyesindeki etkisi akis sitometrisi ile ROS

analizi yapilarak gOSterilmISTIT. ......uevieieiiiiiiiiiiiiie et 40

Sekil 4.20: HCT-116 ve HT-29 KRK hiicrelerinde CB-839 ile 5-FU ve Polidatin
ile 5-FU kombinasyonlarinin hiicre 6liimii tizerine etkisi Hoechst/PI boyamas1 yapilarak

BOSTETTIIMISEIT. 1eeiiiieiie et e e e e e e sttt e e e e e s s bbb et e e e e e s n e bbb e e e e eeas 42

Sekil 5.21: HCT-116 ve HT-29 KRK hiicrelerinde glutamin bagimliligim
gostermek amaciyla SRB testi yapimiStir. ........eeeeeeiiiiiiiiiiiiiciiieee i 46

Sekil 5.22: Kanserde NADPH Homeostazinin Molekiiler Mekanizmalar1 (Ju vd.,

viii



SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI

5-FU : 5-fluorourasil

AlF : Apoptoz indiikleyici Faktor

APAF1 : Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor 1
APC : Adenomat6z Polipozis Koli

Bcl-2 : B-hticresi lenfoma 2

BPTES : Bis-2-(5-fenilasetamido-1,3,4-tiya-diazol-2-il) etil stulfur
CAD : Kaspazla Aktive Olan Dnaz

CAT : Katalaz

CoQ 10 : Koenzim Q 10

DCFHDA : 27, 7’-diklorodihidrofluorescein diasetat
DD : Olum Bolgesi

DED - Olum Efektor Bolgesi

DHE : Dihidroetidyum

DISC : Olime Neden Olan Sinyal Kompleksi
DR : Olim Reseptorleri

FAO : Yag Asidi Oksidasyonu

FBS : Fetal S1gir Serumu

FAUMP : Fluorodeoksitiridin Monofosfat
G6PDH : Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz

GCL : Glutamat Sistein Ligaz

GLN : Glutamin

GLS : Glutaminaz

GLU : Glutamat

GLUD : Glutamat Dehidrogenaz

GPX : Glutatyon Peroksidaz

GR : Glutatyon Rediiktaz

GS : Glutatyon Sentetaz

GSH : Glutatyon

GSSG : Okside Glutatyon



H20:
HNPCC
IAP
ICAD
IDH
KRK
ME
NADK
NNT
PARP
Pl

PPP
ROS
SOD
SRB
TCA
TNF
TNFR
TRADD
TS
UPP1
xCT Tasiyicisi

: Hidrojen Peroksit
: Kalitsal Polip Dis1 Kolorektal Kanser
: Apoptoz Proteinlerinin Inhibitérii
: CAD Inhibitorii

: {zositrat Dehidrogenaz

: Kolorektal Kanser

: Malik Enzim

: NAD Kinaz

- Nikotinamid Nukleotit Transhidrojenaz
: Poli-ADP-Riboz Polimeraz

: Propidyum Iyodiir

: Pentoz Fosfat Yolu

: Reaktif Oksijen Turleri

: Sliperoksit Dismutaz

: Stlforodamin B

: Trikarboksilik Asit Dongsi

: Tumdr Nekroz Faktor

: TUumor Nekroz Faktér Reseptor
: TNFR1 ile iliskili Oliim Bolgesi
: Timidilat Sentaz

: Uridin Fosforilaz 1

. Sistin/Glutamat Tag1yicis1



OZET

Malcanli, S. (2023). Glutatyona Bagli Antioksidatif Kapasite Inhibisyonunun
Kolorektal Kanser Metabolizmas1 Uzerine Etkileri. Istinye Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisti, Kanser Biyolojisi ve Farmakolojisi ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Kolorektal kanser, diinya ¢apinda insidans ag¢isindan tiglincii, mortalite agisindan ise
ikinci sirada yer alan 6nemli bir malignitedir. Potansiyel yan etkiler ve ilag direnci
nedeniyle geleneksel kemoterapi yaklagimlarmin etkisizligi, konvansiyonel
kemoterapotik ilaglarin antioksidan mekanizma inhibitorleri ile kombine uygulanmasi
gibi yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine yol ac¢maktadir. Calismamizda,
antioksidatif mekanizmada dnemli rol oynayan glutatyonun inhibisyonuna, glutaminaz
ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesinin inhibe edilmesiyle NADPH seviyesinin
diigtiriilmesi olarak iki temel mekanizmayla odaklandik. Glutatyon inhibisyonunun,
kanser hicrelerinde geleneksel kemoterap6tik ilag olan 5-fluorourasil’in etkilerini
artirtp artirmadigimi arastirdik. HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicrelerinde
glutaminaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz inhibisyonuyla, glutatyon aktivitesini
azaltmak i¢in sirasiyla kiicik molekil inhibitérler CB-839 ve Polidatin kullanildi. HT-
29 ve HCT-116 hucrelerinde 5-fluorourasil’in hiicre canliligi tizerindeki etkisi
Sullforodamin-B testi ile arastirilmis ve kombinasyon i¢in ICso dozu belirlenmistir. CB-
839 inhibitériinin hicre canliligmdaki etkisi arastirilmis ve HT-29 hicrelerinde 100
nM, 10 nM, 1 nM; HCT-116 hicrelerinde 10 nM, 1 nM, 0,1 nM dozlar1 sirasiyla
canlilig1 diisiiren ilk doz, canlihigr diisiirmeyen en yuksek doz ve canliligi diisiirmeyen
en yiiksek dozdan bir 6nceki doz olarak segilmistir. HT-29 ve HCT-116 hiicrelerinde
Polidatin inhibitoriiniin hiicre canliligindaki etkisi arastirilmis, hiicre canliligini
etkilemedigi belirlenmis ve kombinasyon i¢cin denenen en yiiksek doz olan 100 pM
dozu segilmistir. GSH ve GSSG miktar1 tespit edilerek CB-839’un glutaminaz
inhibisyonunu; NADP*/NADPH oram tespit edilerek de, Polidatin’in glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz inhibisyonunu gergeklestirdigi gosterilmistir. Inhibitorlerin ve inhibitdr-5-
FU kombinasyonunun ROS seviyesindeki etkileri akis sitometrisi; hiicre Oliimii
Uzerindeki etkileri Hoechst-33342&P1 boyamasiyla belirlenmis ve kolorektal kanser

hlcrelerinde ROS seviyesini artirmadigi ve hiicre 6liimiinii tetiklemedigi goriilmiistiir.
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Sonug olarak, antioksidan sistem inhibisyonu, 5-fluorourasil’in etkinligine katkida

bulunmamastir.

Anahtar Kelimeler: Kombine antikanser terapi, 5-fluorourasil, CB-839,
Polidatin, Oksidatif stres

Bu ¢alisma, Istanbul Istinye Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenmistir. Proje No: 2021/BAP13
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ABSTRACT

Malcanli, S. (2023). Effects of Glutathione-Induced Antioxidative Capacity
Inhibition on Colorectal Cancer Metabolism. Istinye University, Institute of Health
Science, Department of Cancer Biology and Pharmacology. Master Thesis. Istanbul.

Colorectal cancer is concerning malignancy death ranking third in incidence and second
in mortality worldwide. Ineffectiveness of classical chemotherapeutical approaches due
to potential side effects and drug resistance leads to development of novel treatment
strategies such as combining oxidant chemotherapy with inhibitors of antioxidant
mechanism. In our study, we focused on the inhibition of glutathione, which plays an
important role in the antioxidant mechanism, by two main mechanisms as inhibition of
glutaminase activity and inhibition of glucose-6-phosphate dehydrogenase activity and
reduction of NADPH level. We investigated whether glutathione inhibition enhances
effects of 5-fluorouracil, conventional chemotherapeutic, on cancer cells. Small
molecule inhibitors CB-839 and polydatin were used to reduce glutathione activity
respectively via glutaminase and glucose-6-phosphate dehydrogenase inhibition in
HCT-116 and HT-29 colorectal cancer cell lines. The effect of 5-fluorouracil on cell
viability in HT-29 and HCT-116 cells was investigated by Sulforodamine-B test and
ICso dose was determined for the combination. The effect of CB-839 inhibitor on cell
viability was investigated and doses of 100 nM, 10 nM, 1 nM in HT-29 cells; 10 nM, 1
nM, 0.1 nM in HCT-116 cells were selected as the first dose that reduced viability, the
highest dose that did not reduce viability, and the previous dose from the highest dose
that did not reduce viability, respectively. The effect of polydatin inhibitor on cell
viability was investigated in HT-29 and HCT-116 cells, it was determined that it did not
affect cell viability, and the highest dose of 100 uM was selected for the combination.
By determining the amount of GSH and GSSG, it was shown that CB-839 inhibits
glutaminase; and by determining the NADP+/NADPH ratio, it was shown that
Polydatin inhibits glucose-6-phosphate dehydrogenase. The effects of inhibitors and
inhibitor-5-FU combination on ROS level were determined by flow cytometry; the
effects on cell death were determined by Hoechst-33342&P1 staining and it was found

that it did not increase ROS level in colorectal cancer cells and did not trigger cell

Xiii



death. As a result, inhibition of the antioxidant system did not contribute to the

effectiveness of 5-fluorouracil.

Key Words: Combined anticancer therapy, 5-fluorouracil, CB-839, Polydatin,
Oxidative stress

The present work was supported by Istanbul Istinye University Scientific
Research Projects Unit. Project No. 2021/BAP13
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bélinmesi ile ortaya ¢ikan genetik bir hastaliktir
(National Cancer Institute, 2021). Kanser diinya ¢apinda ikinci swrada yer alan ve
giderek artan 6lim nedenidir. Kolorektal kanser (KRK) kiresel olarak insidans
acisindan tigilincii sirada ancak mortalite agisindan ikinci sirada yer alan kanser turtdar
(Sung vd., 2021). KRK, kolon veya rektum dokularinda benign hicrelerin
biiylimelerinden invaziv hiicrelere kadar degisen genis bir neoplazma spektrumu ile
kendini gosteren malign hiicrelerin olustugu bir hastaliktir (PDQ Cancer Genetics
Editorial Board, 2002). KRK etiyolojisinde hem genetik hem de gevresel faktorler
onemli rol oynamaktadir. Bu faktorler, kolon epitel hiicrelerinde kansere 6zgi
davraniglarin kazanilmasmi tesvik etmektedir (Hanahan & Weinberg, 2000, 2011;
Kuipers vd., 2015).

Hanahan ve Weinberg 2000 ve 2011 yillarinda, kanser hucrelerini saglikli
hiicrelerden ayrran 10 aymrt edici 6zellik ortaya koymuslardir (Hanahan & Weinberg,
2000, 2011). Kanserin temel ve aywrt edici Ozelliklerinden biri olan enerji
metabolizmasmin yeniden programlanmasi, tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasimi
saglayan bir ara¢ kazandirmaktadir (Yao vd., 2020; Zou vd., 2020). Bu sebeple, timor
hicrelerinin  metabolik diigimlerini saptamak ve hedeflemek, kanser hastalarinda
gelecek vaadeden terapOtik yaklasimlar teskil etmektedir (Tang vd., 2021). Bu
calismamizda kanserin aymt edici Ozelliklerinden biri olan metabolik degisimlere

odaklanilmastir.

Yiiksek morbidite ve mortalitenin 6nemli bir kiiresel kaynagi olan bu hastalik
icin cesitli terapi yaklasimlar1 benimsenmistir (Stefani vd., 2017). Kanser, uygulanan
tedaviye cesitli mekanizmalarla direng gostererek klinik tedavilerin etkinligini
siirlayabilmekte ve bu nedenle antikanser ilag direncini ortadan kaldiracak etkili hedef
tedavi arayislar1 devam etmektedir (Palumbo vd., 2013). Bugiine kadar klinik
calismalarin ¢ogu, tek ajan kullanimina odaklanmistir (Prete vd., 2018; Zhong vd.,
2021). En yaygin kullanilan tedavi ¢esidi olan kemoterapinin toksisite ve yan etkiler
olarak dezavantaji bulunmaktadir. KRK tedavisinde en yaygin kullanilan kemoterapotik
ilag, fluor atomlu bir urasil analogu olan 5-fluorourasil’dir (5-FU) (Heidelberger vd.,
1957; Longley vd., 2003; G. J. Peter & Van Groeningen, 1991). ileri seviye KRK igin



birinci basamak tedavide 5-FU bazli kemoterapiye yanit oranlari yalnizca %10-15
araligindadir (Douillard vd., 2000). Bundan dolay1 giiniimiizde, hedefe yonelik
molekiiller ile kemoterapétik ilaglarin kombine uygulanmasi kanser tedavisinde umut

vadetmektedir (Hingorani vd., 2016; Prete vd., 2018; Zhong vd., 2021).

KRK tedavisinde kullanilan kemoterapotik ilag olan 5-FU, dnemli hicresel
mekanizmalara midahale ederek, indiikledigi hasara yanit olarak hiicre dlimlerinden
biri olan apoptoza yol agmaktadir (H. Wang, 2020). Cesitli dokularda kemoterapdtik
ilaca bagl hasarin patofizyolojik mekanizmalarin temelinin oksidatif stres oldugu
diistiniilmektedir (Kannarkat vd., 2007; Martins vd., 2008; Pereira vd., 2012; Tafazoli
vd., 2005). Kemoterap6tik ilaclar kanser hicrelerini secici olarak dldirmede sitotoksik
seviyede reaktif oksijen tiirlerin (ROS) artmasiyla olusan oksidatif stresi indiklemek
icin kullanilmaktadir (Y. Wang vd., 2021). Kanser hiicreleri, ROS birikimine yanit
olarak, oksidatif hasar1 engellemek amaciyla antioksidan sistemleri (6rn. NADPH,
GSH) artirmaktadir (K. Wang vd., 2019).

Kanserde antioksidan savunma mekanizmalarmin ¢ogu, glutamat, sistein ve
glisin amino asitlerinden olusan tripeptid molekul olan glutatyona (GSH) baghdir
(Kennedy vd., 2020; Schumacker, 2015). Kanser hiicrelerinde GSH seviyelerinin timor
gelisimi ve ilag direnci ile baglantili oldugu bilinmektedir (Altman vd., 2016). Kanser
hicrelerinde redoks dengesinin ve antioksidan sistemlerin hedeflenmesi, antikanser
tedavi icin gelecek vadetmektedir (De Berardinis & Chandel, 2016; Hay, 2016;
Martinez-Outschoorn vd., 2017).

Antioksidan molekiil olan GSH’nin rejenerasyonu, NADPH tarafindan sik1 bir
sekilde diizenlenmektedir (Gorrini vd., 2013). Hiicrelerde NADPH’nin ana kaynagi olan
pentoz fosfat yolunda (Pentose Phosphate Pathway; PPP) yer alan glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PDH) NADPH sentezinde nemli rol oynamaktadir (Compagno vd.,
2009; Jiang vd., 2013; Quade vd., 2004; Rosenwald vd., 2002; Stearman vd., 2005).
G6PDH'nin inhibisyonu kanser hiicrelerinin  kemoterapiye duyarliligini yeniden
saglayabildiginden PPP inhibisyonu kansere karsi iyi bir teraptik strateji olarak
gorulmektedir (Catanzaro vd., 2015; Jones & Schulze, 2012). G6PDH nin bir inhibitorii
olan Polidatin’in (3,4',5-trihidroksistilben-3-p-d-glukozit; trans-resveratrol 3-f3-mono-

D-glukozit; piceid) kanser hiicrelerinde apoptoz indiksiyonu dahil olmak Uzere bircok
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biyolojik etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Dandawate vd., 2016; Kong vd., 2016; H.
Liu vd., 2011).

Glutatyon sentezinde rol oynayarak ROS nétralizasyonuna katkida bulunan
glutamin (GIn), GSH’nin tiim bilesenleri i¢in 6nciildiir (Welbourne, 1979). Kanser
tedavilerinde glutamin’in (Gln) glutamat’a (Glu) doniisiimiinii katalizleyen glutaminaz
enzimi (GLS) potansiyel bir hedef olarak kabul edilmekte ve bu nedenle GLS’ye 6zgli
inhibitorler gelistirilmistir (K. Wang vd., 2019). CB-839 bilesigi (N- [5-[4-[6-[[2-[3-
(triflorometoksi)fenil]-asetillJamino]-3-piridazinil]butil]-1,3,4-tiyadiazol-2-il]), en ¢ok
kullanilan GLS inhibitoridir (Zimmermann vd., 2016). CB-839 bilesigi, bir GLS
inhibitdru olarak GSH’nin hedeflenmesi Uzerinden kanser tedavisi stratejilerinin

planlanmasinda umut vadetmektedir.

Gunumizde, kanser tedavisinde yaygm olarak kullanilan kemoterapi
yaklagimlarinda yan etkilerin azaltilmasi ve tedavi etkinliginin artirilmasi amaciyla,
konvansiyonel kemoterapotik ilaglar ile birlikte farkli molekiiler yollarmn
hedeflenmesiyle kombine uygulanmasina agirlik verilerek antikanser tedavide yeni
stratejilerin olusturulmasina odaklanilmistir (de la Cueva vd., 2013; Prete vd., 2018).
Antioksidatif mekanizmada 6nemli rol oynayan glutatyon, tiimor gelisimi ve tedavi
etkinligini olumsuz yonde etkileyen ila¢ direnci ile dogrudan iliski i¢indedir. Bu
nedenle, glutatyon’u hedefleyerek ve kemoterapétik ilaclarla kombine ederek yeni
kanser tedavi stratejileri olusturmak antikanser tedavilerde gelecek vadetmektedir
(Altman vd., 2016; Godwin vd., 1992). Bu baglamda calisma kapsamindaki amacimiz;
glutatyon’a bagli antioksidatif kapasiteyi kiiciik molekiil inhibitorler ile baskilayarak

kolorektal kanser hiicrelerinde 5-fluorourasil etkinligini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kolorektal Kanser

Kanser, genetik ve c¢evresel kosullarin etkisi altinda gerceklesen ve hiicrelerin
kontrolsiiz bolinmesi ile ortaya ¢ikan kompleks bir hastaliktir (National Cancer
Institute, 2021). Timdr olusum siireci olarak bilinen karsinogenez, hem fenotipik hem
de genetik diizeyde ¢ok basamakli bir olaydir. Onkogenlerin aktivasyonuna ve tiimor
baskilayic1 genlerin inaktivasyonuna neden olan genetik hasar veya mutasyonlar
karsinogenezin temelini olusturmaktadir. Onkogenlerin aktivasyonu ve timor
baskilayic1 genlerin inaktivasyonu kontrolstiz hiicre déngusi ilerlemesine ve apoptotik
mekanizmalarin inaktivasyonuna yol agmaktadir. Bu genetik degisimler sonucu
neoplastik hiicreler olugsmaktadir. Malign hiicreler kontrolsiiz hiicre bliytimesi, invazyon
ve metastatik Ozelliklerin kazanilmasi ile karakterize edilmektedir (Sekil 2.1) (V.

Mishra vd., 2018; Sarkar vd., 2013).
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Sekil 2.1: Kanserin Olusum Mekanizmasi (V. Mishra vd., 2018).



Kanser, diinya ¢apinda en 6nde gelen 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir.
Kiiresel olarak kanser, mortalite nedenleri arasinda ikinci sirada yer almakta ve hizla
artig gostermektedir (Gersten & Wilmoth, 2002; Omran, 1971; Russo & Sundaramurthi,
2019; Sung vd., 2021). Diinya ¢apinda kanser oraninin 2020 yilina kiyasla 2040 yilinda
28,4 milyon vaka olmasiyla %47’lik bir artiy gostermesi beklenmektedir (Kanser
Istatistikleri - Ulusal Kanser Enstitisi, 2020; Sung vd., 2021). Dinya kanser
istatistikler1 2020 yil1 verilerine gore insidans acisindan en fazla %11,7 orantyla meme,
%11,4 oraniyla akciger ve ardindan %10 oraniyla kolorektal kanser; mortalite agisindan
en fazla %18 oramiyla akciger, %9,4 oraniyla kolorektal ve %8,3 oraniyla karaciger
kanseri gorilmektedir. Kanser insidans ve Olim oranlari cinsiyete gore degisiklik
gostermektedir. Erkeklerde diinya kanser istatistikleri 2020 yil1 verilerine gore insidans
acisindan ilk ii¢ swrada sirasiyla akciger, prostat ve kolorektal yer alirken kadinlarda
meme, kolorektal ve akciger kanseri; mortalite acgisindan ise erkeklerde akciger,
karaciger ve kolorektal yer alirken kadinlarda meme, akciger ve kolorektal kanseri yer

almaktadir (Sekil 2.2) (Sung vd., 2021).
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Sekil 2.2: Diinya Kanser istatistikleri 2020 Yih Kanser insidans ve Mortalite Oranlari. (A)
Toplam Kanser Insidans ve Mortalite Oranlari. (B) Erkeklerde Kanser Insidans

ve Mortalite Oranlari. (C) Kadinlarda Kanser insidans ve Mortalite Oranlar.
(Sung vd., 2021).



KRK diinya c¢apinda insidans agisindan ii¢lincii sirada ancak mortalite agisindan
ikinci sirada yer alan kanser tUrudir. KRK, yaygmlik agisindan kadinlarda ve
erkeklerde sirasiyla ikinci ve liglincii sirada yer almaktadir (Sung vd., 2021). KRK tipik
olarak ileri yaslarda daha sik goriiliiyor olsa da tiim yas gruplarinda goriilebilmektedir.
KRK genellikle kolonun liimeninde olusan polip adi verilen kiiciik ve benign hiicre
kiimelerinin zamanla malign transformasyon gec¢irmesiyle baslamaktadir (Colon cancer

- Symptoms and causes - Mayo Clinic, 2021).

KRK etiyolojisinde hem genetik hem de c¢evresel faktorler 6nemli rol
oynamaktadir. KRK vakalarmin yaklasik %95°1 sporadik iken yaklasik %5’inin kalitsal
oldugu tespit edilmistir (Testa vd., 2018). KRK riskini artiran en yaygin kalitsal
sendrom, kalitsal polip dis1 kolorektal kanser (HNPCC; Hereditary Non-polyposis
Colorectal Cancer) olarak da bilinen Lynch sendromudur (Colon cancer - Symptoms
and causes - Mayo Clinic, 2021). Bu sendroma MLH1, MSH2, MSHSG,
PMS2 ve EPCAM DNA vyanls eslesme (mismatch) onarim genlerinden birinde
meydana gelen bir mutasyon neden olmaktadir (Kuipers vd., 2015). ikinci en yaygm
kalitsal sendrom ise ailesel adenomat6z polipozistir. Bu sendroma, WNT sinyal yolunun
aktivitesini kontrol eden adenomat6z polipozis koli (APC) genindeki mutasyonlar neden
olmaktadir. Ailesel adenomat6z polipozisli hastalarin ¢ogunda geng yasta ¢ok sayida
kolorektal adenom ve ardindan kolorektal kanser gelismektedir (Vasen vd., 2015).
Ayrica kolonda olusan kronik inflamatuvar hastaliklar KRK riski ile iliskilendirilmistir
(Jess vd., 2012). Alkol ve/veya sigara kullanimi, obezite, seker hastaligi, hareketsiz
yasam tarzi, diisiik lifli/yiiksek yagh beslenme gibi ¢evresel faktorler de KRK riski
faktorleri arasinda yer almaktadir (Kuipers vd., 2015).

Kolorektal kansere neden olan cevresel ve genetik faktorler, kolon epitel
hicrelerinde kansere 6zgli davranislarin kazanilmasini tesvik etmektedir (Hanahan &
Weinberg, 2000, 2011; Kuipers vd., 2015). Bu aywrt edici kanser Ozelliklerinin
kazanilmasmin bir yolu, onkogenleri aktive eden ve tiimor baskilayic1 genleri etkisiz
hale getiren genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimidir. Kolondaki neoplastik
hiicrelerin ¢ogunda genomik instabilite gézlemlenmis ve KRK olusumu i¢in merkezi
molekiiler olay oldugu goriilmiistiir (Colussi vd., 2013; Grady & Carethers, 2008).

Genomik ve epigenomik instabilite, tiimor baskilayic1 genler ve onkogenlerdeki



mutasyonlarin  ve epigenetik degisimlerin birikimini artirmakta, bu da kolon
hiicrelerinin malign doniistimiinii hizlandirmaktadir (Fearon & Vogelstein, 1990;
Kinzler & Vogelstein, 1996; Lengauer vd., 1998).

Hanahan ve Weinberg’in 2000 ve 2011 yillarinda ortaya koyduklari, kanser
hicrelerini saglikli hiicrelerden ayiran 10 temel ve ayirt edici 6zellik bulunmaktadir. Bu
10 ayirt edici 6zellik sunlardir: hiicre olimiine karsi direng, proliferatif sinyallerini
devamliligi, biiylime baskilayicilarindan kag¢inma, invazyon ve metastaz yapma
kabiliyeti, anjiyogenezin indiiksiyonu, replikatif Olimsiizliigi etkinlestirme, enerji
metabolizmasini yeniden programlama, immiin sistemden kagis, timor destekleyici
inflamasyon ve genomik instabilite (Hanahan & Weinberg, 2000, 2011). Hanahan 2022
yilinda ileride mekanizmalarinin arastirilip tam anlasilmasiyla birlikte bu 10 temel ve
ayirt edici 6zelliklere eklenebilecek nitelikte olan 6zellikler ortaya koymustur. Bu 4
Ozellik sunlardir: nonmutasyonal epigenetik Yyeniden programlama, polimorfik

mikrobiyomlar, senesent hiicreler ve fenotipik Plastisite (Sekil 2.3) (Hanahan, 2022).
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Sekil 2.3: Kanserin Ayirt Edici Ozellikleri (Hanahan, 2022).

Kanserin temel ve ayirt edici 6zelliklerinden biri olan enerji metabolizmasinin
yeniden programlanmasi, timdr hiicrelerine hayatta kalma ve proliferasyon avantaji
saglayan bir ara¢ kazandirmaktadir (Yao vd., 2020; Zou vd., 2020). Bu nedenle, timor

hiicrelerinin metabolik diigiimlerini belirlemek ve hedeflemek, kanser hastalarinda timit
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verici terapOtik yaklasimlar teskil etmektedir (Tang vd., 2021). Bu caliimamizda

kanserin ayirt edici 6zelliklerinden biri olan metabolik degisimlere odaklanilmistir.

2.2. Kolorektal Kanser Tedavileri

Diinya c¢apmda dnem arz eden yiiksek morbidite ve mortalite nedeni olan bu
hastaliga yonelik tedavi stratejilerinin gelistirilmesi ¢ok biiyiik 6neme sahiptir (National
Cancer Institute, 2021). Kanser tedavisi i¢in cesitli yaklasimlar benimsenmistir.
Antikanser tedavilerde amag, tiimorii yok etmek ve ayni zamanda bu tedavilerin saglikli
hicreler Gzerindeki toksik yan etkilerini de en aza indirmektir (Stefani vd., 2017).
Tedavide nihai hedef yerine getirilirken hastanin yasam siiresinin artirilmasi kadar
yasam kalitesinin korunmasina da dikkat edilmektedir (Tanaka & Gotay, 1998). Kanser
icin mevcut tedaviler arasinda cerrahi rezeksiyon, radyoterapi, sitotoksik kemoterapi,
hormonal terapi, immunoterapi, neoadjuvan kemoterapi ve hedefe yonelik terapileri
iceren sistemik tedaviler bulunmaktadir (Sekil 2.4) (Indra vd., 2021; Palumbo vd.,
2013). Bu yoOntemlerin avantajlar1 kadar yan etkileri de bulunmaktadir. Bu tedavi
yaklasimlar1 ile iligskili anemi, kanama, morarma, istah kaybi, ishal, kabizlik, 6dem,
yorgunluk, enfeksiyon, mide bulantisi, alopesi, kusma, hafiza kaybi, sinir sorunu ve
mesane sorunu gibi ¢esitli yan etkiler vardir (Fillion vd., 2003; V. Mishra vd., 2018;
Stein vd., 2003; Usta Yesilbalkan vd., 2005). Bu yan etkilerin kanser hastalarinin yagam
kalitesi tiizerinde olumsuz bir etki yarattigt ve tedavilere uyumu azaltabildigi
saptanmustir (Stein vd., 2003). Ancak kanser, uygulanan tedaviye ¢esitli mekanizmalarla
diren¢ gostererek klinik tedavilerin etkinligini azaltabilmekte ve bu nedenle antikanser
ilag direncini ortadan kaldiracak etkili hedef tedavi arayiglar1 devam etmektedir

(Palumbo vd., 2013).

Bugiine kadar ¢ogu klinik ¢aligma, tek ajan kullanimima odaklanmustir (Prete vd.,
2018; Zhong vd., 2021). En yaygin olarak kullanilan tedavi ¢esidi olan kemoterapinin
en Onemli dezavantaji olan toksisite ve yan etkilerden dolayr giiniimiizde, hedefe
yonelik molekiiller ile kemoterapétik ilaglarin kombine uygulanmasi kanser tedavisinde
umut vadetmektedir (Hingorani vd., 2016; Prete vd., 2018; Zhong vd., 2021). Hedefe
yonelik kigik molekuller ile kanser hucreleri spesifik olarak hedeflenebilmekte ve

toksisite diistiriilebilmektedir. Hedefe yonelik molekiiller ile kemoterapétik ilaglarin
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diistik dozlarinin kombine uygulanmasi ile kemoterapinin sebep oldugu yan etkiler

azaltilabilmekte ve tedavinin etkinligi artirilabilmektedir (Zhong vd., 2021).

CERRAHI

LAZER TEDAVI KEMOTERAPI

— KANSER TEDAVi
TERAP YAKLASIMLARI

RADYOTERAPI

KOK HUCRE HEDEFE YONELIK
NAKLI TERAPI

iIMMUNOTERAPI

Sekil 2.4: Kanser Tedavi Yaklasimlar: (V. Mishra vd., 2018) (Mishra ve arkadaslarinin
yapmis oldugu ¢alismadan degistirilerek alinmstir).

KRK tedavisinde en yaygin kullanilan kemoterapdtik ilag, yaklasik 60 yil once
gelistirilen antimetabolit karaktere sahip olan 5-fluorourasil’dir (Heidelberger vd.,
1957). 5-FU, fluor atomlu bir urasil analogudur (Sekil 2.5). Sitotoksisite mekanizmasi,
fluoroniikleotidlerin RNA ve DNA’ya yanlis yerlestirilmesinden kaynaklanmakta,
ancak ana toksik etkilere timidilat sentaz (TS) enziminin inhibisyonu aracilik etmektedir
(Longley vd., 2003; G. J. Peter & Van Groeningen, 1991). TS enziminin inhibisyonu ile
timidin tukenmesine neden olmakta, boylece metabolitlerinin RNA ve DNA'ya
eklenmesini engellemektedir (Longley vd., 2003). Bu sekilde tumdr hacrelerini,
biiylimesini inhibe ederek ve S fazinda durdurarak apoptoza siiriikleyebilmektedir
(Noordhuis  vd., 2004). 5-FU’nun yiiksek dozlarma maruz kalindiginda
I6koensefalopati, inme, diyare ve gastrointestinal mukozit gibi ciddi yan etkilere neden
olabilmektedir (Di Donato vd., 2016; Kinno vd., 2014; Van Kuilenburg,
2004). ilerlemis KRK icin birinci basamak tedavide 5-FU bazli kemoterapiye yanit

10



oranlar1 yalnizca %10-15 araligindadir (Douillard vd., 2000). Bundan dolayi,
giniimiizde kullanimi artan hedefe yonelik molekiiller ile kemoterapdtik ilaglarin
kombine uygulanmasina dayali yeni terapétik stratejiler yayginlasmaktadir (de la Cueva
vd., 2013).

O
HN | HN |
AN 0P
H H

Urasil 5-fluorourasil

F

Sekil 2.5: 5-fluorourasil ve Urasil’in Kimyasal Yapisi (Dlugosz-Pokorska vd., 2019;
Sulekova vd., 2019)

Reaktif oksijen tirleri Uretimi ile antioksidan savunma sistemi arasindaki
dengesizlikten kaynaklanan oksidatif stresin, ¢esitli organ ve dokularda kemoterap6tik
ilaca baglh hasarin patofizyolojik mekanizmalarinin temel tas1 oldugu diisiintilmektedir
(Kannarkat vd., 2007; Martins vd., 2008; Pereira vd., 2012; Tafazoli vd., 2005).
Gunimuizde kemoterapi ve radyoterapi dahil olmak Uzere geleneksel antineoplastik
tedaviler, kanser hicrelerini secici olarak o6ldirmede oksidatif stresin sitotoksik
seviyelerini indiiklemek i¢in kullanilmaktadir. Bu tedavileri alan hastalar, ROS kaynakli
hiicre 6liimii, DNA hasar1 ve lipid peroksidasyonu belirtileri gostermektedir (Y. Wang
vd., 2021). Kemoterapotik ilaclar, énemli hicresel mekanizmalara midahale ederek
siklikla hiicre dongiisii tutuklanmasina ve programli hiicre Oliimii olarak bilinen
apoptoza yol agmaktadir (Rang H., 2016). Kemoterap6tik ilaglarin dogrudan veya
dolayl1 olarak indiikledigi DNA hasarma yanit, ya onarim ya da hiicre 6liimiidiir. DNA
hasar1 onarimi yapilamadiginda, hiicreler apoptoza ugrayacaktir (Hassan vd., 2014).

KRK tedavisinde en sik kullanilan kemoterapdtik ilag olan 5-FU, hiicrelerin ilaca bagl
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apoptoza kars1 duyarliligini artirmaktadir. Buna verilebilcek 6rneklerden biri; 5-FU’nun
apoptozu tetiklemek igin kaspaz-6’y1 aktive edebildigini gosteren ¢alismadir (H. Wang,
2020).

Apoptoz, normal dokularda gelisim ve homeostazda kritik bir rol oynayan farkl
biyokimyasal ve genetik yollara sahip programlanmis bir hiicre dliimiidiir (Lockshin &
Williams, 1965). Normal dokularda yeni hiicre olusumu ile hiicre kaybi arasinda bir
denge vardir. Bu siirecte apoptoz onemli bir rol oynamaktadir (H. Wang, 2020).
Apoptozun, kaspaz-3, 6 ve 7 gibi efektor kaspazlar enzimatik aktivitesi yoluyla bir¢ok
proteinin proteolitik bélinmesiyle katalize edilen hiicresel bir 6lim yolu oldugu da
bilinmektedir (Mcllwain vd., 2013). Apoptoz i¢in kaspazlarin aktivasyonu, Poli-ADP-
riboz polimeraz (PARP) proteininin bolinmesi, anti-apoptotik ve pro-apoptotik
proteinlerin ekspresyonlarindaki degisim birer hiicresel protein belirtecidir ve western
blot yontemiyle tayin edilebilmektedir (Carneiro & EI-Deiry, 2020; Lazebnik vd., 1994;
M. Mishra vd., 2017). Aktiflesen kaspaz-3’tin boldiigii sitokeratin-18 diger bir adiyla
M30 antijenin seviyesine bakilmasiyla da apoptoz tespit edilebilmektedir (Olofsson vd.,
2007; Ulukaya vd., 2011). TUNEL yontemi, ELISA, fluoresan boyama (Ornegin
Hoechst 33342 ve Propidyum Iyodiir) ve agaroz jel elektroforezinde DNA
fragmentasyonu incelenerek, akis sitometrisi ile gesitli apoptoz belirtegleri Olgiilerek ve
anneksin V yontemi ile de apoptotik hiicreler belirlenebilmektedir (Elmore, 2007; Giiles
& Eren, 2008; Newbold vd., 2014; Saraste & Pulkki, 2000).

Apoptotik siire¢ sirasinda birtakim biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler
meydana gelmektedir. Apoptoz uyarist alan hiicre, bulundugu ortamdan uzaklagmakta
ve hiicre iskeletindeki lamin’lerin ve aktin filamentlerinin bolinmesini takiben
kiclilmeye baslamaktadir. Kromatin yogunlasarak piknotik bir gorinim almakta ve
DNA nikleozomlardan kesilmektedir. Bu asamada jel elektroforezindeki gibi tipik
merdiven bant gorintlst gorulmektedir. Hiicre membranmnin i¢ ylizeyinde bulunan
fosfotidilserin hiicre membraninin dig yilizeyine transloke olmaktadir. Nukleus
kiicilmekte ve parcalara ayrilmaktadir. Parcalanmis nikleus ile hiicre sitoplazmasi
birlesip tomurcuklanarak apoptotik cisimcikler olugmaktadir. Apoptotik cisimcikler
makrofajlar tarafindan taninmakta ve fagosite edilmektedir (Canpolat, 2016; Celepli
vd., 2020; Coskun & Ozgiir, 2011; Hassan vd., 2014; Oni vd., 2004). Ancak apoptozda
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membran intakt oldugu i¢in enflamasyon goriilmemektedir (Bellamy vd., 1995; Ellis
vd., 2003).

Apoptoz intrinsik (I¢sel; Mitokondriyal) ve ekstrinsik (Digsal; Olim Reseptorii
Iligkili) yol olmak (izere bashica iki yolla gerceklesmektedir (Hassan vd., 2014).
Apoptozun intrinsik yolunda mitokondrinin temel bir rolii bulunmaktadir (Green &
Kroemer, 2004). Kemoterapotik ilaglar gibi ajanlarin neden oldugu onarilamayan
genetik hasar, hipoksi, asir1 yiiksek sitozolik Ca*? konsantrasyonlar1 ve siddetli oksidatif
stres gibi i¢ uyaranlar, intrinsik yolun baslatilmasinin bazi tetikleyicileridir (Kroemer
vd., 2007). Ekstrinsik yolda ise hiicre ylzeyinde bulunan 6lim reseptorleri aracilik
etmektedir  (Khan vd., 2014). Her iki yoldaki merkezi duzenleyici,
proteinler kaspazlardir (Cryns & Yuan, 1998). Kaspazlar, proteinlerde aspartik asitten
sonraki peptit bagini kiran sistein aspartil proteazlardir. Zimojen olarak sentezlenmekte
ve proteolitik parcalanma ile aktiflestirilmektedir (Wong, 2011). Aktive edilmis
kaspazlar, DNA hasar onarimi ve replikasyonunda rol alan enzimleri inaktive
etmektedir.  Hicre iskeleti proteinlerini  pargalayarak  hiicre = membranmin
tomurcuklanmasina neden olmaktadirlar (Adams & Cory, 2001; Adrain & Martin,
2001; Spierings vd., 2004; Wong, 2011). Baslatic1 (kaspaz-2, 8, 9, 10), efektor (kaspaz-
3, 6, 7) ve inflamatuar (kaspaz-1, 4, 5, 11, 12, 13, 14) kaspazlar olarak (g tip seklinde
smiflandirilmistir (Boice & Bouchier-Hayes, 2020). Apoptozun iki ana yolu da kaspaz

aktivasyonu ile sonuglanmaktadir (Castillo Ferrer vd., 2021).

Intrinsik yolun merkezi diizenleyicilerinden birisi de Bcl-2 (B-cell lymphoma-2;
B-hucresi lenfoma 2) ailesidir. Bu aile, mitokondriyal membranin permeabilizasyonuna
aracilik ederek, pro-apoptotik ve anti-apoptotik etkiler gosterip intrinsik yolu
dizenlemektedir (Adams & Cory, 2007; Giam vd., 2008). Bcl-2 proteinleri, icerdikleri
homolog domain’lere (bdlgelere) gore, ikisi pro-apoptotik biri anti-apoptotik islevli
olmak fizere {i¢ alt grupta siniflandirilmaktadir. Anti-apoptotik islevli Bel-2, Bcel-xL ve
Bcl-W gibi proteinler BH1-4 domain’lerini icermektedir. Pro-apoptotik islevli Bax ve
Bak gibi proteinler BH1-3 domain’lerini icerirken Bid ve Bim gibi proteinler sadece
BH3 domain’ini igermektedir (Sekil 2.6) (Danial, 2007; L.Omonosova & C.Hinnadurai,
2008). BH domain’leri pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler arasindaki etkilesim

icin ¢ok Onemlidir. Pro-apoptotik ile anti-apoptotik proteinlerin dimerizasyonu
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apoptozun baslatilmasi i¢in gereklidir (Pistritto vd., 2016). Sadece BH3 domainini
iceren proteinler ile anti-apoptotik proteinler arasindaki etkilesimler, apoptozun
kontroliinde 6nemli olaylar1 baglatabilmektedir (Brunelle & Letai, 2009; Gavathiotis
vd., 2008). Ayrica anti-apoptotik proteinler, sitozolik Ca* konsantrasyonunun
artmasini, sitokrom-c, SMAC/DIABLO (Second Mitochondria-Derived Activator of
Caspase/Direct Inhibitor of Apoptosis-Binding Protein  With Low pl; ikinci
Mitokondriden Tiiretilmis Kaspaz Aktivatori/Diisiik pl ile Apoptoz Baglayici Proteinin
Dogrudan Inhibitérii), endoniikleaz-G, AIF (Apoptosis Inducing Factor; Apoptoz
Indiikleyici Faktor) ve HtrA2/Omi (High Temperature Requirement protein A2;
Yuksek Sicaklik Gereksinimi protein A2) gibi pro-apoptotik proteinlerin mitokondriden
sitoplazmaya salinmasmi engellemektedir (Distelhorst & Bootman, 2011; Hegde vd.,
2002; Oakes vd., 2005).

Anti-apoptotik Multidomain Uyeleri

Bcl-2, Bel-xL, Bcl-W,
Mcl-1 ve Bcl-B

BH4 BH3 BH1 BH2 ™

Pro-apoptotik Multidomain Uyeleri

Bax, Bak ve Bok BH3 BHI1 BH2 ™

Pro-apoptotik Sadece BH3 Domainini iceren Uyeler

Bid, Bim, Bad,

Puma, Noxa, vd. R

Sekil 2.6: Bcl-2 Ailesi Uyeleri (Pistritto vd., 2016)

Intrinsik yol, DNA hasar1, metabolik stres ve endoplazmik retikulum stresi dahil
olmak tizere hiicresel stresler tarafindan aktive edilmektedir. Kanser terapisinde
kullanilan birgok kemoterapotik ilag bu yolu tetiklemektedir. Bu uyaranlar
mitokondriyal dis membran gecirgenlesmesine Ve Sitokrom-c’nin mitokondriyal
membranlar arasi bosluktan sitozole salinmasina yol agmaktadir (Boice & Bouchier-
Hayes, 2020). Pro-apoptotik protein olan Bid, anti-apoptotik protein olan Bcl-2’yi
inaktive etmekte, pro-apoptotik olan Bax ve Bak’1 aktive etmektedir (G. Liu vd., 2017).
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Aktive olan Bax ve Bak mitokondri membraninda por olusumunu indiikleyerek
membran potansiyelini degistirmektedir. Bdylelikle mitokondri membranindaki
porlardan sitozole sitokrom-c, SMAC, endonukleaz-G, Ca*?* ve AIF salimimi
tetiklenmektedir (Wong, 2011). SMAC, pro-kaspazlar Uzerine olan apoptoz
proteinlerinin  inhibitérint  (IAP; Inhibitor of Apoptosis Proteins; Apoptoz
Proteinlerinin Inhibitdrii) inhibe ederek apoptozu hizlandirmaktadir (Yuan & Akey,
2013). AIF, nukleusa transloke olmakta ve onu parcalara ayirmaktadir. Endoniikleaz-G
de DNA’y1 pargalamaktadir. Sitokrom-c’nin APAF-1 (Apoptotic Protease Activating
Factor 1; Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor 1) monomerlerinden olusan
sitoplazmik protein yapisiyla birlesmesinden baglayarak apoptozom denilen bir
kompleks olusmaktadir. Bir ATP molekiiliiniin salinmasi ile heptamerik apoptozomun
olusumu gergeklesmektedir. Pro-kaspaz-9’un baglanmasi ve aktivasyonundan sonra tam
apoptozom olusmaktadir (Gortat vd., 2015). Kaspaz-9, pro-kaspaz-3’ii aktif hale
getirmektedir. Kaspaz-3 ICAD’1 (inhibitor of CAD; CAD Inhibitérii) inaktive edip
CAD’1 (Caspase-Activated DNase; Kaspazla Aktive Olan DNaz) serbestlestirmektedir.
CAD ise DNA’nin fragmante olmasina neden olmaktadir (Sekil 2.2.7) (Larsen &
Sgrensen, 2017).

Ekstrinsik yol, hiicrenin disindan gelen uyaranlarla veya spesifik faktorlerin
hiicre dis1 konsantrasyonlar1 belirli bir esige ulastiginda tetiklenmektedir (Galluzzi vd.,
2012). Bu yol, timor nekroz faktor reseptor (TNFR) stiper ailesine ait hiicre yizey 61im
reseptorlerinin (DR; Death Receptors; Oliim Reseptorleri) timor nekroz faktor (TNF)
ailesine ait olan ligandlariyla etkilesimi ile baslatilmaktadir (Guicciardi & Gores, 2009).
DR’de, hiicre i¢i protein-protein baglantilar1 olusturarak apoptozu indiikleyen
sinyallesmede kritik bir rol oynayan sisteinden zengin 6lim domaini (DD; Death
Domain; Olim Bolgesi) olarak adlandirilan sitoplazmik bir alan bulunmaktadir (Fulda
& Debatin, 2003). Bu alan, hiicre disindan gelen apoptotik sinyalin hicre icine
iletilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (M. E. Peter & Krammer, 2003). Olim

reseptorleri ve ligandlarindan bazilar1 Tablo-1"de listelenmistir.
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Tablo 1: Oliim Reseptérleri ve Ligandlar (Gokhan vd., 2022)

Oliim Reseptorii Ligand
TNFR1 (DR1/p55/p60/CD120a) FADD
FAS (CD95/DR2/APO-1) TRADD
TRAILR1 (DR4) RIP
TRAILR2 (DR5/KILLER/TRICK2/APO-2) TRAF

Olim sinyalleri DR’lere baglandiginda, DR’lerin sitoplazmik alanlari, pro-
kaspaz-8 ile etkilesime giren FADD (FAS-Associated Protein With Death Domain;
Oliim Bolgesi ile FAS ile Iliskili Protein) ve TRADD (TNFR1-Associated Death
Domain; TNFRI1 ile iliskili Oliim Bélgesi) gibi DD iceren adaptor proteinleri ile
etkilesmekte ve apoptotik sinyalin ilerlemesini saglamak i¢in DISC (Death Inducing
Signaling Complex; Oliime Neden Olan Sinyal Kompleksi) olusturmak iizere DED
(Death Effector Domain; Oliim Efektor Bolgesi) araciligiyla pro-kaspaz-8 ile etkilesime
girmektedir. DISC olustuktan sonra pro-kaspaz-8 kesilerek aktiflestirilmektedir.
Aktiflesen kaspaz-8 iki yolla kaspaz-3’iin aktivasyonunu saglamaktadir. Kaspaz-8,
kaspaz-3’ii direkt aktive edebilmekte veya Bid proteinini keserek intrinsik yolda
kaspaz-9’u aktiflestirdikten sonra kaspaz-3’ii aktive etmektedir. Kaspaz-3 CAD
aktivasyonu ile DNA fragmantasyonuna sebep olmaktadir (Sekil 2.7) (Li vd., 1998; G.

Liu vd., 2017).
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Intrinsik Yol

Stres Sinyali

\ Ekstrinsik Yol

Bcl-2
Bcel-xLL

DISC

Apoptozom

Pro-kaspaz-9 Pro-kaspaz-8/10

ll Il

Kaspaz-9

P4

[
Pro-kaspaz-3/6/7 Kaspaz-3/6/7

ll

Kritik Hiicresel

(=== Substratlarn

Boliinmesi

 —
Kaspaz-8/10
y——1

Sekil 2.7: Apoptozun Intrinsik ve Ekstrinsik Yollar1 (Pistritto vd., 2016)

KRK tedavisinde en sik kullanilan kemoterapétik ilag olan 5-FU, 6nemli
hucresel mekanizmalara miidahale ederek, neden oldugu hasara yanit olarak hiicre
Olimlerinden biri olan apoptoza yol a¢maktadir (H. Wang, 2020). Birgok doku
tirlerinde kemoterapétik ilaca bagli hasarin patofizyolojik mekanizmalarmm temel
tagiin oksidatif stres oldugu diistiniilmektedir (Kannarkat vd., 2007; Martins vd., 2008;

Pereira vd., 2012; Tafazoli vd., 2005). Kemoterap6tik ilaglar kanser hicrelerini secici
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olarak 6ldurmede sitotoksik seviyede oksidatif stresi indiiklemek i¢in kullanilmaktadir
(Y. Wang vd., 2021). Oksidatif stres, ROS dretimi ile antioksidan savunma sistemi
arasindaki dengesizlikten kaynaklanmaktadir (Kannarkat vd., 2007; Martins vd., 2008;
Pereira vd., 2012; Tafazoli vd., 2005). Asir1t ROS birikiminin artmasi, yiksek seviyede
biyomolekiiler hasara ve hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Bhardwaj & He, 2020; Gorrini
vd., 2013; Trachootham vd., 2009). Kanser hiicreleri, ROS birikimine yanit olarak,
oksidatif hasar1 engellemek amaciyla antioksidan sistemleri (6rn. NADPH, GSH)
artrrmaktadr (K. Wang vd., 2019). Kanser hiicrelerinde redoks dengesinin ve
antioksidan sistemlerin hedeflenmesi, kanser tedavisi igin blytk umut vadetmektedir
(De Berardinis & Chandel, 2016; Hay, 2016; Martinez-Outschoorn vd., 2017).

2.3. Antioksidan Savunma Sistemi

Kanser hiicreleri, artan biiylime ve ¢ogalma hizi nedeniyle daha cok enerjiye
ihtiya¢ duyduklar1 igin degistirilmis bir metabolizma sergilemektedir (Sosa vd., 2013).
Hucresel metabolizma, hiicre dis1 ortam ve hiicre i¢i siirecler arasindaki 6énemli bir
baglantidir (Tang vd., 2021). Kanser hiicreleri degisen tiimor mikrogevre kosullarina
metabolik degisimler yaparak uyum saglamakta, hayatta kalmakta ve prolifere
olmaktadir (Anastasiou, 2017). Otto Warburg, kanser hiicrelerinin oksijen varhginda
bile laktat fermentasyonu yaptigini 6ne siirmiis ve buna ‘‘Warburg Etkisi’® admi
vermistir (Warburg, 1956). Metabolik fenotip, besin mevcudiyetine bagl olarak timor
icinde heterojenlik gostermektedir (Hay, 2016; Martinez-Outschoorn vd., 2017). Kanser
hicrelerindeki metabolik anormallikler, biyik 6lctude hicresel biyoenerjetiklerin
degismesi nedeniyle yuksek seviyelerde biyomolekiiler hasara ve hiicre 6lumine yol
acan ROS birikimi artisina neden olmaktadir (Bhardwaj & He, 2020; Gorrini vd., 2013;
Trachootham vd., 2009).

ROS; superoksit anyon, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, lipid peroksitler,
protein peroksitler ve niikleik asitlerde olusan peroksitler dahil olmak iizere oksijenin iki
elektron indirgeme drinudir (Lushchak, 2014). ROS, hiicrelerde aerobik metabolizma
yoluyla dogal olarak iiretilmektedir. Mitokondri solunum zinciri, NADPH oksidaz ve
peroksizomlar, ROS’un baglica endojen kaynaklaridir. Fizyolojik kosullar altinda,

normal hiicreler, ROS dretimi (pro-oksidanlar) ve eliminasyon (antioksidan kapasite)

18



arasindaki dengeyi kontrol ederek diisiik seviyede bazal ROS ile redoks homeostazini
korumaktadir. ROS seviyesinde 1limli bir artig, kanser hticrelerinin proliferasyonunu ve
hayatta kalmasini desteklemektedir. Artan kanitlar, kanser hiicrelerinin, sinyal iletimi ve
gen ekspresyonu gibi hiicre i¢i aktiviteleri siirdiirmek i¢in normal saglikli hiicrelerden
daha fazla ROS iirettigini gostermektedir (Sosa vd., 2013). Ancak ROS miktar1 belirli
bir diizeye ulastiginda hiicrenin antioksidan kapasitesini asabilmekte ve proteinler,
niikleik asitler ve lipidler gibi hiicresel makromolekulleri oksitleyerek hiicre 6limunu
tetikleyebilmektedir (Bhardwaj & He, 2020). Ayn1 zamanda oksidatif stresi indiiklemek
icin olast iki ana strateji vardir: biri dogrudan ROS seviyesini artirmak, digeri ise
antioksidan savunma sistemini bozmak. Bu sekilde kanser hiicrelerinde ROS miktar1

toksik seviyeye getirilip hiicre 6ltimda indiklenebilmektedir (Sekil 2.8) (Lv vd., 2019).

Normal Hiicre Kanser Hiicresi

[EEr— -
L

-—x!.rl--J i

ROS homeostazi ROS homeostazi I :

ROS homeostazi ROS homeostazi

Normal Hiicre Kanser Hiicresi

c d

Normal Hiicre Kanser Hiicresi

Normal Hiicre Kanser Hiicresi

e R pe—
J 1
- ROS homeostazi

ROS homeostazi ROS homeostazi

I\anser Hiicresi Olimii

Sekil 2.8: Kanser Hiicrelerinin Zayif Noktas: (Glasauer & Chandel, 2014)
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Genel olarak, hiicresel metabolizma ve redoks sinyali arasindaki ara
baglantilar, kanser hiicresinin hayatta kalmasina ve terapotik direng kazanmasina olanak
saglayan dinamik metabolik-redoks devrelerini olusturmaktadir (K. Wang vd., 2019).
Kanser hiicreleri, ROS birikimine yanit olarak, oksidatif hasar1 6nlemek amacryla icsel
antioksidan sistemleri (6rn. NADPH, GSH) artirmak ve aktive etmek i¢in metabolik
yollar1 yeniden diizenlemektedir (K. Wang vd., 2019). Kanser hiicrelerinde metabolik
acikliklarmin ve redoks dengesinin hedeflenmesi, kanser tedavisi igin blylk umut
vadetmektedir. Preklinik ve Kklinik ¢alismalarda onemli gabalar sarf edilmis ve Umit
verici sonuglar elde edilmistir (De Berardinis & Chandel, 2016; Hay, 2016; Martinez-
Outschoorn vd., 2017).

Kanser hiicreleri, kemoterapinin neden oldugu artan oksidatif stresle olusan
oksidatif hasar1 6nlemek ve ROS seviyesini toksik esigin altinda tutmak igin
metabolizmanin da aracilik ettigi indirgeyici molekiillerin iretilmesi ile gigli ROS
stpdricu, superoksit dismutazlar (SOD’ler), katalaz (CAT), glutatyon peroksidazlar
(GPX’ler) olmak (zere enzimatik olan; glutatyon (GSH), bilirubin, koenzim
Q 10 (CoQ 10), melatonin olmak Uzere enzimatik olmayan; ve selenyum gibi eksojen
antioksidanlar olarak antioksidan savunma sistemleri gelistirmistir (Trachootham vd.,
2009; Zahra vd., 2021). Antioksidan savunma sistemleri, redoks dengesini surdirmek
ve makromolekiilleri oksidatif stresin neden oldugu hasarlardan korumak i¢in ROS

iiretimi ve notralizasyonu arasindaki dengeyi siirdiirmektedir (Y. Wang vd., 2021).

Antioksidan savunma mekanizmalarinin ¢ogu, tripeptid molekiil olan GSH’ye
baglidir (Kennedy vd., 2020). GSH; glutamat, sistein ve glisin amino asitlerinden
olusmaktadir (Schumacker, 2015). Glutamat sistein ligaz (GCL) glutamat ve sistein’i
birlestirerek gama-glutamilsistein’i olusturmaktadir. Daha sonra glutatyon sentetaz (GS)
gama-glutamilsistein’e glisin ekleyerek glutatyon’u sentezlemektedir (Y. Liu vd.,
2014).

Hucrelerde en ¢ok bulunan antioksidan glutatyon, ROS molekdllerinden biri olan
hidrojen peroksit (H20>) serbest radikallerini nétralize eden bir tripeptittir. GSH, ROS
detoksifikasyonuna katkida bulunurken GPX tarafindan GSSG’ye oksitlenmektedir
(Schumacker, 2015). GSSG, NADPH molekilinin NADP* molekiline donlsiimi ile
birlikte glutatyon rediiktaz (GR) tarafindan tekrar GSH’ye indirgenmekte ve boylece
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oksidatif hasar1 6nlemek igin bir redoks dongiisii olugsmaktadir (Lv vd., 2019). Ayni
zamanda GPX, substrat olarak GSH ile lipid peroksitleri (Lipid-OOH) toksik olmayan
lipid alkollere (Lipid-OH) indirgemektedir. Bu karsilikli  doniisiim — dongiisi,
hiicrelerdeki serbest radikallerin siirekli olarak ortadan kaldirilmasini saglamaktadir

(Sekil 2.9) (Traverso vd., 2013).

@ s IR S O

Lipid-OOH

NADP*

GR

NADPH

Lipid-OH

Sekil 2.9: Hicresel GSH'nin Antioksidan Roll (Lv vd., 2019)

Glutatyon rediiktaz tarafindan katalize edilen glutatyon rejenerasyonu, NADPH
tarafindan sik1 bir sekilde diizenlenmektedir (Gorrini vd., 2013). Hiicrelerde NADPH in
ana kaynagi pentoz fosfat yoludur (Pentose Phosphate Pathway; PPP). PPP kanser
hiicresinin ¢ogalmasi, biiylimesi, hayatta kalmas1 ve metastazini tesvik etmektedir. PPP,
oksidatif ve non-oksidatif kisimlardan olusmaktadir. Oksidatif kisstm NADPH iiretimi
ile lipit ve glutatyon sentezinde, non-oksidatif kisim ise niikleotit sentezinde dnemlidir
(Patra & Hay, 2014).
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2.4. Glutatyona Bagh Antioksidatif Kapasite Inhibisyonu

GSH, ROS notralizasyonu, hiicre proliferasyonu, enflamasyon, apoptoz gibi
cesitli slireglerin diizenlenmesinde ve ayrica ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda
gereklidir (Bansal & Celeste Simon, 2018). Buna gore, kanserde hem biyobelirtec hem
de terapotik hedef olarak GSH’nin rolii derinlemesine aragtirilmigtir. TUmOr
hicrelerinde yiiksek GSH seviyeleri, asirt ROS birikimini azaltarak kanser hiicresi
proliferasyonunu, timoér progresyonunu ve metastazi tesvik edebilmektedir. Kanser
hiicrelerinde GSH metabolizmasin1 seg¢ici olarak hedefleyen antineoplastik terapdtik
stratejiler, ROS modiilasyonunun giiciinii artirmak i¢in etkili onlemlerdir (Y. Wang vd.,
2021). Cesitli ¢alismalar, ROS iireticileri veya antioksidan inhibitorler yoluyla daha
fazla ROS yiikselmesinin kanser hiicrelerini segici olarak oldiirebilecegini ve ¢esitli
kanser hiicrelerinde tiimor biiylimesini ve ilerlemesini baskilayabildigini gostermistir
(Adhikary vd., 2010; Glasauer vd., 2014; Ren vd., 2011; Shaw vd., 2011; Trachootham
vd.,, 2006; Wu vd., 2010). GSH inhibitorlerinin antikanser tedavileri ile
kombinasyonlarmin  kanser  hiicrelerini  Oldirmek  icin  faydali  oldugu
kanitlanabilmektedir (Gorrini vd., 2013). Hiicre metabolizmasmin ROS Uretimi ve
antioksidan yanit1 (zerindeki etkisine paralel olarak, GSH uretimi icin gerekli olan PPP
ve glutamin metabolizmasinda yer alan enzimler de dizenlenmektedir (Avolio vd.,
2020).

PPP’nin oksidatif kismmin ikinci adimmi katalizleyen enzim olan glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz GSH’nin rejenerasyonu icin gerekli olan NADPH sentezinde
onemli rol oynamaktadir. G6PDH’nin asir1 ekspresyonu ¢esitli kanser tiirlerinde kotii
prognoz ile iliskilendirilmistir (Compagno vd., 2009; Jiang vd., 2013; Quade vd., 2004;
Rosenwald vd., 2002; Stearman vd., 2005). G6PDH, hiicre i¢i redoks homeostazini
koruyarak tiimor biiylimesini artirmaktadir (Cai vd., 2015). Bu nedenle G6PDH,
kansere kars1 potansiyel bir ilag hedefi olarak gortlmektedir (H. C. Yang vd., 2019).
G6PDH’nin inhibisyonu kanser hiicrelerinin kemoterapiye duyarliligini yeniden
saglayabildiginden PPP inhibisyonu kansere karsi iyi bir terap0tik strateji olarak
gorilmektedir (Catanzaro vd., 2015; Jones & Schulze, 2012). Bu amagla PPP enzimi
olan G6PDH inhibisyonu igin inhibitorler gelistirilmistir (H. C. Yang vd., 2019).
Polidatin  (3.,4',5-trihidroksistilben-3-8-d-glukozit;  trans-resveratrol  3-pf-mono-D-
glukozit; piceid), PPP’nin hiz smirlayict enzimi olan G6PDH’nin bir inhibitoriidiir.
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Polidatin’in kanser hucrelerinde apoptoz induksiyonu dahil olmak (zere bircok
biyolojik etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Dandawate vd., 2016; Kong vd., 2016; H.
Liu vd., 2011). Polidatin ile G6PDH inhibisyonu, kanser hicrelerinde NADPH
iiretiminin bozulmasma, dolayisiyla redoks dengesizligine, ER stres olusumuna, hiicre
dongiisiiniin tutuklanmasina ve apoptoz indiiksiyonuna neden olmaktadir (Mele vd.,
2018). Daha once gerceklestirilmis olan bir ¢alismada, Polidatin oksaliplatin ile
kombine uygulanarak HT-29 KRK hicrelerinin Go/G; fazinda birikimine neden olarak
hiicre proliferasyonunu inhibe etmis ve apoptozu indiiklemistir (Zhang Dongmei; Zhang
Yaming, 2016). Bu etkilerden dolay1 G6PDH’nin hedeflenmesi ile kanser tedavilerinde

yeni stratejiler gelistirilebilmekte ve umut vadedilmektedir.

Kanserde antioksidan yanitla ilgili olan diger bir siklikla gerg¢eklesen metabolik
degisiklik, plazmada en bol bulunan esansiyel olmayan amino asit olan glutamin’in
yiiksek talebidir. Protein sentezindeki roliiniin yani sira, Gln, trikarboksilik asit dongiisii
(TCA) i¢cin bir anaplerotik substrat olarak kullanilabileceginden alternatif bir enerji
kaynagini temsil etmektedir (Avolio vd., 2020). Anabolik sureclerinde ilerlemesi igin
kanser hicreleri GIn alimmi artrmaktadir (Eagle, 1955; Mohamed, Deng, Khuri, &
Owonikoko, 2014). Kanser hiicreleri aktive olan onkogenler ve inaktive olan timor
stipresorlerden dolayr glutamine bagimli hale gelmektedir (Choi & Park, 2018). Bu
degisiklikler kanser hiicresinde Gln tasiyicilarinin ve Gln metabolizmasinda yer alan
enzimlerin ekspresyonlarinin artirilmasini saglamaktadir (Nagarajan vd., 2016). Glin
hiicreye alindiktan sonra glutaminoliz (glutamin katabolizmasi) ger¢eklesmektedir.
Glutaminaz enzimi, glutamin’in glutamat’a doniismesini saglamaktadir. Daha sonra
glutamat dehidrogenaz (GLUD) enzimi glutamat’1 a-ketoglutarat’a doniistiirmektedir.
Glutamin ve metabolik doniisiim iiriinleri olan glutamat ve a-ketoglutarat, amino asitler,
yag asitleri, GSH, piirinler, pirimidinler, heksoaminler gibi 6nemli hiicre bilesenlerinin
biyosentezine azot veya karbon kaynagi olarak katkida bulunmaktadir (Altman vd.,
2016; Deberardinis & Cheng, 2010; L. Yang vd., 2017). Glutamin, glutatyon sentezinde
rol oynayarak ROS nétralizasyonuna katkida bulunmaktadir. Glutamin, glutatyon’un
tim bilesenleri i¢in Onciildiir. Glutamin’in hiicreye girisi, glutatyon sentezi i¢in hiz
siirlayict adimdir (Welbourne, 1979). Glutatyon seviyelerinin kanser hicrelerinde
timor gelisimi ve ilag direnci ile iligkili oldugu bilinmektedir. Kanser hiicrelerinde

glutamin metabolizmasinin hedeflenmesi kemoterapétik ilaglara gosterilen direncin
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tersine ¢evrilmesinde rol oynamaktadir (Altman vd., 2016). Bu sebeple antikanser
tedavi stratejilerinde glutamin metabolizmasi ilizerinden glutatyon’u hedeflemek umut
vadetmektedir (Godwin vd., 1992).

Kanser tedavilerinde glutaminaz potansiyel bir hedef olarak kabul edilmektedir
ve bu nedenle GLS’ye 6zgii birkag inhibitor gelistirilmistir. Bu inhibitorler bis-2-(5-
fenilasetamido-1,3,4-tiya-diazol-2-il) etil stlfir (BPTES), 968 ve CB-839’dur (K. Wang
vd., 2019). Bir 2-piridinasetamid olan CB-839 bilesigi (N- [5-[4-[6-[[2-[3-
(triflorometoksi)fenil]-asetiljJamino]-3-piridazinil]butil]-1,3,4-tiyadiazol-2-il]), en ¢ok
kullanilan glutaminaz inhibitérii olan BPTES analogudur. CB-839, diger GLS
inhibitorlerinden farkli olarak yapilarinda yiiksek oranda reaktif fonksiyonel gruplar
icermeyen yeni nesil bir inhibitérdir (Zimmermann vd., 2016). CB-839, iyi bir oral
biyoyararlannma ve BPTES’e kiyasla 13 kat daha yiiksek bir enzim inhibisyon
etkinligine sahiptir (Gross vd., 2014). Bununla birlikte daha ¢ok akciger kanserinde
olmak tizere, farkli kanser tiplerinde de gerceklestirilmis klinik arastirmalar
bulunmaktadir (Riess vd., 2021; Study of CB-839 in Combination w/ Paclitaxel in
Patients of African Ancestry and Non-African Ancestry With Advanced TNBC - Full
Text View - ClinicalTrials.gov, 2017). PIK3CA-mutant KRK hiicre hattinda ve KRK
fare modellerinde 5-FU’nun glutaminaz inhibitéri CB-839’un antitimér etkisini
artirdig1 gosterilmistir. 5-FU ile CB-839 kombine uygulanmasi, PIK3CA-mutant KRK
hiicrelerinin transfekte edilmis farelerde biiyiime inhibisyonunu saglamistir (Y. Zhao
vd., 2020). Aym1 zamanda glutaminoliz’in deaktivasyonunun PIK3CA-mutant KRK
hlcrelerini aspirin’e bagli biiyiime inhibisyonuna duyarhlastirdigi gosterilmistir (Boku
vd., 2020). KRK hiicrelerinde glukoz tasiyici inhibitorii glutor ile glutaminaz inhbitori
CB-839 sinerjik etki gostererek hiicre biiylimesini inhibe etmistir (Reckzeh vd., 2019).
Bircok calisma, GLS islevinin inhibe edilmesi yoluyla kanser hiicrelerinin hiicre
canliliginin ve proliferasyonunun azaltilabildigini géstermektedir (Katt vd., 2019). CB-
839 bilesigi, bir glutaminaz inhibitorii olarak glutatyonun hedeflenmesi Uzerinden

antikanser tedavi stratejilerinin planlanmasinda buyik umut vadetmektedir.

Kanser tedavisinde yaygmn olarak kullanilan kemoterapi yaklagimlarinda,
hastanin yasam kalitesini ve tedavi etkinligini olumsuz yonde etkileyen bircok yan etki

bulunmaktadir (Stein vd., 2003; Zhong vd., 2021). Giliniimiizde, kemoterapide yan
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etkilerin azaltilmas1 ve tedavi etkinliginin artirilmast amaciyla, konvansiyonel
kemoterapotik ilaclar ile birlikte farkli molekiiler yollarin hedeflenmesiyle kombine
uygulanmasma agirhik verilerek kanser tedavisinde yeni stratejilerin Uretilmesine

odaklanilmistir (de la Cueva vd., 2013; Prete vd., 2018).

Antioksidatif mekanizmada 6nemli rol oynayan glutatyon, tumor gelisimi ve
tedavi etkinligini olumsuz yonde etkileyen ila¢ direnci ile dogrudan iliski i¢indedir.
Bir¢ok ¢alisma, glutatyonun radyasyona ve DNA-reaktif ilaglara (platin analoglar1 ve
klasik alkilleyici ajanlar) karsi direngte yer aldigmi gostermektedir. Bu nedenle,
glutatyon’u hedefleyerek ve kemoterapdtik ilaclarla kombine ederek yeni kanser tedavi
stratejileri olusturmak antikanser tedavilerde gelecek vadetmektedir (Altman vd., 2016;
Godwin vd., 1992). Bu baglamda g¢alisma kapsamindaki amacimiz; glutatyon’a bagl
antioksidatif kapasiteyi kiiclik molekiil inhibitorler ile baskilayarak kolorektal kanser

hiicrelerinde 5-fluorourasil etkinligini arastirmaktir.
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3. GEREGC VE YONTEM

3.1 Hucre Kulturd
Arastirmada HCT-116 (CCL-247, ATCC) ve HT-29 (HTB-38, ATCC) KRK
hicre hatlar1 kullanilmistir (Sekil 3.10). HCT-116 ve HT-29 KRK hicreleri %10 fetal
sigir serumu (FBS) (Cytiva CAT NO: SV30160.03), %1 (2 mM) L-GIn (Capricorn
CAT NO: GLN-B) ve %1 (100 U/mL) Penisilin/streptomisin (PAN BIOTECH CAT
NO: P06-07100) iceren RPMI-1640 (Biowest CAT NO: MS015H) besiyeri (tam ortam)

icerisinde 37°C %5 CO2 basincina sahip nemli inkiibatdrde idame edilmistir.

a) b)

ATCC Number: CCL-247 ATCC Number: HTB-38
Designation: HCT 116 Designation: HT-29

Sekil 3.10: HCT-116 (a) ve HT-29 (b) Hiicrelerinin Isik Mikroskobu Goriintiisii

3.2 Hiicre Pasajlanmasi

Hiicreler bulunduklar1 flask iginde %60-70 konfluent olduklarinda hicre
pasajl