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OZET

Kanser biyolojisinin molekiler temeli ve gelisim risk faktorlerine yonelik
aragtirmalar kanserin tan1 ve prognozu hakkinda genetik, epigenetik ve hicresel
boyutlarda aydinlatici ilerlemeler saglamaktadir. Bu durum gelistirilen terapotik
stratejilern hedefe yonelik odaklanmasina ve kisiye 6zel alternatif ve etkin ajanlarin
ortaya ¢ikmasina firsat tanimaktadir. Diyet kaynaklarindan ve bitkilerden elde edilen
cesitli oziitler ve kuclk sentetik analoglarinin DNA onarimi, hiicre dongiisii
modiilasyonu, protein katlanmasi ve sentezi, apoptoz, anti-inflamatuar aktiviteler gibi
onemli hicresel ve molekiler mekanizmalara dahil olduklari bilinmektedir. Bu
arastirmada, epibrassinolidin kanser hiicrelerinde interaksiyon partnerlerinin in siliko
arastirtlmasi1 ve bu partnerlerle iligkili hiicre ©6lim mekanizmalarinin in vitro
incelenmesi amaglanmigtir. Bu kapsamda, ilk olarak, bitki metabolizmasi ve stres
yonetiminin aktif steroid fitohormonu olan 24- Epibrassinolidin (EBR),timér
biyolojisi ile iliskili segili otuzbes fonksiyonel hedef proteinine karsi, in siliko
reseptor-ligand molekiiler kenetlenme yaklasimi ile skorlama fonksiyonlari
hesaplanmistir. AutoDock Tools-1.5.7 yazilimi ile ydritilen analizler sonucunda,
EBR ligandi icin retinoik asit nukleer reseptdor RARy hedefinin -14.78 kcal/mol
baglanma enerjisi (BE) ile en kararli interaksiyon partneri olarak belirlenmistir.
Ayrica, RARYy ve alt1 selektif agonisti bilesikle ikinci raund simiilasyon analizleri en
diisiik BE skorunu EBR igin belirlemistir. Komputasyonel verilerin dogrulanmasi ve
EBR’nin hicre ic¢i biyolojik sureclerdeki molekiiler hedeflerinin tanimlanmasi
amaciyla, hiicre canliligi, sitotoksisite, koloni olusumu ve hiicre 6lim
mekanizmalarinin  aktivasyonu ile baglantili in vitro molekller analizler
tasarlanmistir. Ug farkli kanser tiplerine ait MDA-MB-231 meme, MiApaca-2
pankreas ve HEP-G2 hepatdselller karsinoma dogal tip hiicre soylarinda, doza ve
zamana bagli EBR wuygulanma sSonrasinda nlkleer hormon reseptér (NHR)
anlatimlari, apoptotik, ER stres ve Hipp-YAP/TAZ sinyalizasyonlar1 ile iligkili
etkileri incelenmistir. Elde edilen bulgular, EBR uygulamanin doza ve zamana bagh
NHR, ER stres ve hippo aktivator markerlerin ¢ogunda anlamli ifade degisikliligine
yol actigini, 6zellikle ER stres aracili esansiyel biyobelirteclerinin proteomik profil
degisimine dogrudan baglantili olarak mitokondriyel hiicre 6limiinii tesvik ettigini
gostermistir. Ozetle, bu arastirmada, 24-epibrassinolidin - hormon  reseptor
duyarli/duyarsiz timor hiicrelerindeki proliferasyon, ER stres yonetimi ve metastaz
uzerinde ket vurucu etkileri ile alternatif terapétik stratejilerin gelistirilmesinde umut
verici potansiyeli tasidigi sonucuna vartlmstur.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Hiicre 6limi, Molekiler modelleme, dogal terapotik,
Epibrassinolid
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ABSTRACT

Research on the molecular fundamentals and promoting risk factors of cancer
biology has provided promising improvements for the diagnosis and prognosis of
cancer at the genetic, epigenetic, and cellular levels. This situation leads to the
specific target-based therapeutic strategies and the development of the customized
optional effective agents. It is well-known that various phytoextracts and micro
synthetic analogs occurring from diet sources and herbs are involved in fundamental
cellular and molecular mechanisms: DNA repair, cell cycle modulation, and protein
folding-synthesis, apoptosis, and inflammatory activities. The objective of this study
was to in silico investigate the interacting partners of epibrassinolide in cancer cells
and in vitro evaluate the cell death mechanisms associated with these partners. In this
manner, 24- Epibrassinolide (EBR) scoring functions, an active steroid
phytohormone in the plant metabolism and stress modulation, were initially
calculated against the selected 35 functional target proteins to tumor biology using
in-silico receptor-ligand molecular docking. Subsequently, the retinoic acid nuclear
receptor RARy was determined to be the most stable interacting partner with binding
energy (BE) value of -14.78 kcal/mole via the performed analyses by AutoDock
Tools-1.5.7 software. Furthermore, the secondary simulation analyses obtained the
lowest BE score for EBR among RAR vy and six selective agonistic compounds.
Following that, in vitro molecular tests, including cell survival, cytotoxicity, colony
formation, and activation of cell death signaling pathways, were conducted to test the
reliability of the findings derived from computational studies and define the
molecular targets of EBR within the intracellular biological pathways. Finally, after
dose and time-dependent EBR-intervention for three different cancer cells, including
MDA-MB-231 breast, MiApaca-2 pancreas, we evaluated HEP-G2 hepatocellular
carcinoma wild types, the expression levels of the proteins linked to nuclear hormone
receptor (NHR) expressions, apoptosis, ER stress, and Hipp-YAP/TAZ signaling
pathways. According to the findings, we found that the EBR application caused
remarkable and significant changes of expression depending on both dose and time,
particularly enhanced mitochondrial cell death directly depending on the proteomic
profile change of the ER stress-mediated essential biomarkers. In summary, we
concluded that 24-epibrassinolide had inhibitory impacts on the proliferation in
hormone-receptor sensitive/insensitive tumor cells, ER stress modulation, and
metastasis, as well as the promising potential for the development of alternative
therapeutic strategies.

Key Words: Cancer, Cell death, Molecular modelling, Natural therapeutic,
Epibrassinolid
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1. GIRIS ve AMAC

Diinya Saglik Orgiitii ve Ulusal Kanser Enstitiisii Kanser1, sporadik veya ailesel
mutasyon geciren hiicrelerin kontrol dis1 biiyiimesi, ¢ogalmasi, olusan kiitleden
ayrilma ve kan dolasimi veya lenfatik sistem vasitasiyla viicudun diger
bolgelerine istila ve yayilma potansiyeli olma nedeniyle ortaya ¢ikan en yaygin
insan hastaliklarindan biri olarak tanmimlamaktadir [1]. Kanserin nedensel
faktorlerinin belirlenmesi ve takibi aslinda karmasik bir siirectir. Genel olarak
kromozomlarda (DNA replikasyonu sirasinda) meydana gelen mutasyonlar
sonucu hiicrede gen ekspresyonu veya mRNA Uretimi ve epigenetik markerlar
gibi onemli yapisal degisikliklere ve normal bir hiicrenin kanser hiicresine
donlismesine yol agmaktadir. Normal hiicreler birbirleri ile fiziksel olarak temas
ettiklerinde hiicreler arast mesaj iletimi olusturarak, ¢ogalmayi, hareketi ve
biiyimeyi kontrol etmektedir. Oysa kanser hiicrelerinde gelisen normal, tiimor
baskilayict veya DNA onarim mekanizmada gorevli dilizenleyici genlerin
mutasyon sonucu ¢ogalmaya kontrolsiiz devam etmektedir [2]. Tumor
hiicrelerinde biiyiime ve 6liim orani1 dengesinin, radyasyon ve kemoterapi gibi
tedavi yOntemlerinin uygulama sonrasi tiimdriin genel biiylimesini veya
gerilemesini belirlemede ¢ok O6nemli rolii oldugu bilinmektedir [3]. Ancak,
bazen tedavilerdeki basarisiz sonuca karst wuygulanan ilag dozlarinin
yikseltilmesi ve tekrarlanmasi saglikli hiicrelerde yarattigi asir1 toksik etkinin
yani sira zamanla tiimor hiicrelerin gelistirdigi mekanizmalarina bagli direng
olusturma ve tedaviye yanitsiz kalma ihtimali ka¢inilmaz olup alternatif
terapotik ajanlarin gelistirme ve kullanma gereksinimi her geg¢en giin daha

artmaktadir.

Bu tez ¢alismanin MDA-MB231 hormon reseptér negatif meme, MIA PaCa-2
pankreas ve HEP -G2 hepatoselller karsinoma timor hiicre hatlarinda yaklagik
70°den fazla bilesen iceren, bitkilerde biiyiime hormonu benzeri yapilar olarak
tanimlanan, hormonal denge saglanmasi ve kontrolii, enzimatik aktivite, protein

ve niikleik asit sentezi dilizenlenmesi gibi baglica etkileri bulunan



Brassinosteroid ailesi uyesi 24-Epibrassinolidin in siliko olast interaksiyon
partnerlerinin interatomik boyutlu modellenmesi ve elde edilen datalarla iliskili
hicre o6lim mekanizmalar1 aktivasyonu (zerinde etkilerinin in-vitro
incelenmesi, boylelikle kanser tedavi yaklasimlarina alternatif bir strateji

gelisimin temelini olusturmak amacglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 KANSER

Kanser, anormal gen ekspresyon modellerini ortaya c¢ikaran genetik bir
hastaliktir. 2018 yilinda farkli kanserl tiirleri nedeniyle yaklasik 9, 6 milyon
kisinin hayatin1 kaybettigi Diinya Saghik Orgiiti (WHO) raporunda
paylasilmistir [4]. Istilaci olan kanser alt tiplerine teshis koyma olasiligin

yaklasik %40 olup, bu tahmini oran ayrica dikkat gekmektedir [5].

Tlimorigenezin ilk asamasinda, hiicre biliyiime faktdriinden bagimsiz olarak,
kontrolsuz boélinme nedeniyle hiperplazi olarak bilinen buyiik bir hiicre kitlesi
olusmaktadir. Bunu ise hiicre biiylimesinde anormalliklerin eslik ettigi displazi
asamas1 izlemektedir. Gelisen atipik hiicreler anaplazi olarak adlandirilan
asamada doku sinirli bir alanda yayilmaya basladiginda orijinal islevlerini
kaybetmektedir. Tiimor bu asamada heniiz invazif degildir ve benign olarak
kabul gdérmektedir. Ancak ileri safhada, tumor hicreleri metastatik 6zellik
kazanmakta olup, cevreleyen dokular1 ve kan dolasimi yoluyla uzak dokulari
istila etmeye baslayarak, zorlu tedavi sureci iceren malign karakterini elde
etmektedir[6].

Hanahan ve Weinberg (2000), kanser biyolojisine ait nedensel 0zellikleri
tanimladiklar1 incelemelerini alti temel baslik altinda paylasmislardir. Bunlar
sirastyla: bliylime uyarilarinin devamliligi, ¢ogalmayir baskilayan faktorlere
duyarsizlik, apoptozdan kaginma, Oliimsliz replikatif potansiyeli, sinirsiz
anjiyogenez, doku istilas1 ve metastazidir. Bu siniflandirmadan on yil sonra,
enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi ve bagisiklik yanitlardan
kacinma ve iki destekleyici 6zellik olan tiimor hiicrelerin genomik instabiletesi
(kararsizlig1) ve tiimorogenezisi tesvik edebilen iltihaplanma da listeye

eklenmistir [7,8,9].

Evrim teorisinin dogal secilim yolu yasadigimiz c¢ogu evrenin karmasikligi

hakkindaki anlayisimizi sekillendirmektedir. Ancak, kanser tedavisinde hedef



olanlarin adaptasyon ve secilim siire¢lerini evrimsel mekanizmalari
belirsizligini korumaktadir. DNA dizileme teknolojisindeki ilerlemeler, kanser
genomun degisikliklerini arastirmamiza ve genetik miihendisligindeki yeni
yaklagimlar ise sOzkonusu bu degisiklikleri islevsel olarak sorgulamamizi
kolaylastirmaktadir. Bahsi gecen yaklasimlar, ¢esitli mutasyonlarin kanser

biyolojisini molekiiler seviyede hangi yonde etkiledigine dair dnemli detaylar

EGFR.
inhibitdrlen m.h.tbitoﬂm

saglamaktadir [10].
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Sekil 2.1: Kanserin nedenleri ile iliskili terap6tik hedeflemeler [11].

2.2 KANSER BiYOLOJISI

Nadir goriilen kalitsal sendromlardan sorumlu spesifik germ hatti mutasyonlari
disinda en yaygin kanser vakalar1 somatik hiicrelerde edinilmis mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir. Kanserle iliskili genler, fenotipik olarak baskin ve aktif
olan onkogenler ve resesif tiimdr baskilayici genler (TSG’ler) olarak iki temel
grupta incelenmektedir. Onkojenik aktivasyonu gen dizilimin spesifik nokta
mutasyonlari; genin kopya sayisinin amplifiye olmast ya da DNA’nin,
transkripsiyonun daha aktif oldugu veya gelismis biyolojik aktiviteye sahip bir
proteini kodlayan yeni bir fiizyon geninin olustugu bolgeye translokasyonu ile

iligkilendirilmektedir [12]. TSG'ler, fonksiyonel proteinleri kodlayan genlerin
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mutasyonu veya regiilatdr genlerin susturulmasiyla etkisiz hale getirilmektedir.
Kanserin biyolojik davranisi ve yaniti, yukarida anlatildigi gibi spesifik ayirt
edici ve destekleyici Ozelliklerii dikkate alinarak oOngoriilebilmektedir. Bu
siireclerin molekiiler temelinin daha iyi anlasilmasi, kanser tibbinda tarama,
tani, prognozu ve hedefe yonelik yeni terapdtik ajanlart gelistirmek amaciyla

devrim niteliginde etkili olabilmektedir [9].

2.3 Kanser Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

Kanser epidemiyolojisi alaninda dogru ve detayli bilgi havuzunu olusturabilmek
i¢in kanserin olast nedenleri ve demografik egilimleri hakkinda temel fikirleri
ortaya koymak gereklidir. Boylelikle hastaligi onleme, tarama ve erken teshisi
icin etkili politikalar gelistirmeyi amacglayan uygun saglik miidahalelerinin
olusturulmasini miimkiin olmaktadir [13]. Kanser, insanlarda gorulen tim
hastaliklar i¢inde yasam kalitesi Ol¢ekleri (cause-specific Disability-Adjusted
Life Years: DALY) acisindan en yiiksek klinik, sosyal ve ekonomik kiilfeti
(yiikii) olusturan hastalik grubudur. 0-74 yas aralifinda kansere yakalanma riski
erkeklerde % 22,4 ve kadinlarda % 18,2 kolarak ortalama % 20,2 mertebesinde
rapor edilmektedir [14]. Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi'nin (IARC) 2018
yil1 verilerine gore, diinya ¢apinda 17.0 milyon yeni kanser vakasi ve 9,5 milyon
kanser 6liimii rapor edilmistir. NUfusun biiyiimesi ve yaslanmasina bagli olarak
2040'a kadar, 27, 5 milyon yeni kanser vakasi ve 16, 3 milyon kanser 6limine
ulagmasi seklinde OngoOrilmektedir [15]. Diinyadaki hastaliklarla iliskili 6liim
oranlarina bakildiginda, ¢esitli kanser tiplerinin iskemik kalp hastaligindan
sonra ikinci sirada geldigi (8, 97 milyon o6liim) ifade edilmektedir. Diger
taraftan, tahminler 2060 yili itibariyle kanserden 6liim vakalarinin ilk siraya
yerlesecegini dngérmektedir (~ 18, 63 milyon 6liim). Mortalitesi yiiksek kanser
tipleri arasinda akciger, karaciger ve mide kanserleri en 6limcul u¢ kanser tiru
olarak basi ¢ekmektedir. Erkeklerde akciger ve kadinlarda ise meme kanseri
gorilme sikligr ilk siralarda yer almaktadir. Prostat ve tiroid kanserleri 5 yillik
sagkalim ~% 100 oran ile en 1iyi prognozu gosterirken, yemek borusu
(6zofagus), karaciger ve Ozellikle pankreas kanseri hastalari i¢in en koti
prognoza sahip 5 yillik sagkalim <% 20 olarak rapor edilmektedir. Sayisal

raporlarin paylasimi ve takibi, tiim diinyada kanserin 6nleme, teshis ve yonetimi



alaninda dogru ve hizli ilerlemeyi amaglayan saglik hizmeti miidahalelerinin
etkili yonetimi ve miicadele agisindan uygun kosullari saglayacaginda umut
vadetmektedir [14,16]. Kanserin cevresel, ailevi ve bireysel yasam tarzi
tercihlerine bagli control edilebilir ya da edilemez  en Oonemli risk faktorleri

asagida aciklanmaktadir.

2.3.1 Tiitiin ve Tutiin Mamiilleri Kullanimi

Belkide kanser epidemiyolojisi gegmisindeki en onemli bulus, tiitiiniin g6z ardi
edilemez kanserojen etkisidir. Geng¢ yaslardan sigara igen veya uzun siire sonra
birakan kisiler arasinda oral mukozal lezyonlar ve akciger kanseri insidansi
yiiksek oranda bildirilmektedir [17]. Tatlnun kanserojenik etkilerinin cinsiyete
bagli olup olmadig1 konusu net degildir. Ancak kadinlar hormonal, ¢evresel ve
molekiiler faktorlerin etkilerine daha duyarli olduklarindan akciger kanseri
insidans1 genelde daha gen¢ yaslarda olmakla birlikte erkek hastalardan yuksek

oranda oldugu rapor edilmektedir [18].

ASR (World) per 100 000

=156
TR-156
B 4978

1845 B notapplicable
<28 No data

Sekil 2.2: Kadinlarda 2020 yil1 tahmini akciger kanseri insidansi [19].
2.3.2 Diyet, Enerji dengesi ve Obezite

Besinlerin ve diyet tercihlerinin kanserle iliskili mekanizmalarini anlamaya
yonelik arastirmalar giinlimiizde daha ¢ok yeni ortaya ¢ikan diyet Onerilerinin
olas1 etkilerini molekiiler etkilesimler diizeyinde incelemeye odaklanmaktadir.
In vitro ve in vivo deneysel calismalar, farkli diyet aligkanliklar1 ve fiziksel

aktivite modellerinin, enerji ve metabolik dengeyi etkileyerek karsinogeneze yol



acabilen genetik ve epigenetik degisikliklere sebep oldugunu bildirmektedir.
Belirli diyet bilesenlerinin, inflamasyonu, bagisiklik fonksiyonunu, kanserojen
metabolizmasini, hormon ve biiylime faktorii diizenlemesini, DNA onarim
kapasitesini, hicre donglsu kontroliini, proliferasyonu ve apoptozu modile
edebildigi bircok olasi mekanizma hakkinda kapsamli arastirmalarin
yayginlastigi goriilmektedir [20]. Kanserle iligkili kilo kontroli ve obezite
onleyici etkileri Uzerine Nisan 2016'da yapilan genis c¢apli bir arastirma
uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansit (IARC), tarafindan gergeklestirilmistir.
Sonuglar yiiksek Viicut Kitle Indeksi (VKI) ile gastrik kardia, karaciger, safra
kesesi, pankreas, yumurtalik, tiroid, multipl miyelom ve menenjiom basta olmak
tizere farkli kanser c¢esitleri ile iliskili olduguna dikkat ¢ekmektedir. Ek olarak
kansere yakalanma riskinin VKI arttikca pozitif ydnde etkilendigini ve
obezitenin kanser mortalitesi ile dogrusal ydnde baglantili oldugunu

gostermektedir [16].

2.3.3 Ureme ve Eksojen Hormonlar

Endokrin bozucu kimyasallar (EDC'ler), giinliik yasamda erisimi kolay eksojen
kimyasal bilesiklerdir. EDC'ler, insan viicuduna girdiginde endojen hormonlara
taklit ederek, endokrin sistemin islevlerini degistirmekte ve insan sagligi
iizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir. Ureme faktdrleri endojen ve
eksojen hormonal siirecleri diizenleyerek, ayni zamanda meme ve yumurtalik
kanseri insidansini arttirmaktadir. Hormonlarin, 6zellikle 6strojenlerin, kanser
gelisimi, ilerlemesi ve hastalarin sag kaliminida onemli roller oynadigi
bilinmektedir. Erkeklerde, lireme hormonal dengenin degisimi ve kanser riskiyle
iligskilendiren kanitlar daha az tutarli iken, kadinlar i¢in, hormon seviyelerini
etkileyen ve potansiyel kanser riskini tetikleyebilen yasam tarzi faktorleri
arasinda erken yasta menars, hamilelik, emzirme, oral kontraseptif kullanimi
veya menopozal hormon replasman terapisi (Hormone Replacement Therapy,
HRT) bulunmaktadir [16,21].

2.3.4 Virusler ve Bakteriyel Enfeksiyon

Kanser epidemiyolojisinde bulasict ajanlarin kanserojen etkileri lizerine son 30
yil zarfindan yiiriitiillen Arastirmalar, hepatit C (HCV), hepatit B (HBV), insan

papilloma virisu (HPV), epstein-Barr, insan T-hicresi lenfotropik virusd,



kaposi sarkomu herpes gibi farkli viriislerin kanser olusumu riski ile iliskili
oldugunu ortaya koyan kanitlar sunmustur. Diger taraftan, bakteriler ve
enfeksiyonlarin immiinojenik dogasina bagli indiikledigi 6nemli enflamatuar
yanitlar, bakteriyel toksinlerin ve enzimlerin salgilanmasi ve onkojenik
peptidlerin  {iretimi  yoluyla tiimdr gelisimine Onemli olgiide katkida
bulunmaktadir. Ancak bakterilerin kanser ile paradoks interaksiyonu ayni
madalyonun farkli yiizlerine benzetilmektedir. Zira ¢ok sayida c¢alisma, bazi
bakteri suslarinin terapotik potansiyele sahip olduklarin1 goéstermektedir.
Bakteriler, ciddi oranda salgiladiklari toksinler nedeniyle tiimdrlerin hiicresel
bliyimeyi diizenleyen sinyal yolaklarini hedef alabilmektedir. Ayrica, genetik
miihendisligi miidahaleleri esliginde, bazi dogal veya genetigi degistirilmis
bakteri suslari, timorlerin hipoksik bolgelerini dogrudan hedefleyerek, kanser
hiicresi 6liimiine yol agan terapotik molekiilleri salgilayabilmektedir. Boylesi
umut verici sonuglar alternatif bir antikanser bakteriyoterapi yaklasimi olarak
arastirmacilarin ilgisini gekmeye devam etmektedir [16,22,23].
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Sekil 2.3: Bakterilerin kanserdeki ¢ift yonli etki mekanizmasi [23].
2.3.5 Kanser ile Iliskili Ailevi Riskler

Kalitsal meme kanseri (BRCA1 veya BRCAZ2), polipoz koli (APC), Li-Fraumeni
sendromu (TP53) ve ailesel retinoblastoma (RB1) gibi tek bir 6nemli gendeki
inaktive edici mutasyonun neden oldugu kalitsal kanser sendromlar1 genelde
nadirdir. Ailesel kanserler, aslinda ¢ok sayida diisiik penetrans varyanth
genlerin  viicutta kombine etkilerinden ortaya ¢ikardigi genetik risk
spektrumunun sonucu gibi gorilmektedir. En yiksek risk altindaki kisiler, bu

tir kalitsal degiskenliklerin ¢ogunu bir arada aileden kalitimsal miras alan



kisilerdir. Bu konudaki meme kanseri i¢in yapilan arastirmalar en iyi drnekler
arasinda sayilmaktadir. Tim vakalarin yaklasitk % 2'si BRCAIl veya
BRCAZ2'deki inaktive edici mutasyonlara atfedilebildiginden, esas olarak diisiik
penetransli genlerin viicuttaki kombine etkilerinin sorumlu oldugu bilinmektedir

[24].

2.4 KANSER TiPLERi VE EVRELERIN SINIFLANDIRILMASI

Farkli in situ ve invaziv kanserlerin kesin teshisi ve siiflandirilmasi,
hastalarinin bireysel terapisi ve bakiminin yan1 sira tiimdriin mensei, onlenmesi,
tanis1 ve tedavisi ile ilgili arastirmalarin temelini olusturmaktadir. Genel olarak,
kanser tiplerinin siniflandirmasi, sinirli molekiiler patolojinin degerlendirmesi
ile histopatolojik goriislerin fikir birligine dayanmaktadir [25].TUmorler
kaynaklandiklar1 hiicre tipine gore: (i) degismis epitelyal hiicrelerden gelisen ve
en yiksek orani olusturan karsinomlar, (ii) kemik, kas, yag ve bag
dokularindaki anormalliklerini gosteren sarkomlar, (iii) beyaz kan htcreleri
kokenli 16semi, (iv) lenfatik sistem veya kemik iliginden (BM) tiirevli olan
lenfoma ve (v) antikorlar1 sentezleyen belirli beyaz kan hiicrelerinin malignitesi

miyelomlar olarak adlandirilmaktadir [26].

Cagdas klinik yaklagimlarda hastanin durumunun ciddiyetini ve sagkalim
sansin1 Oongdrebilmek, ayrica en etkili tedavi stratejileri ve klinik denemeleri
planlamak amaciyla tiimoérler i¢in patolojik derecelendirme (tumor grade) ve
evrelendrirme  (tumor  stage) sistemleri uygulanmaktadir.  Patolojik
derecelendirme, solid tiimdr ve diger neoplazmlarda hiicre/doku goriiniimiiniin
mikroskopik Ol¢iisii ve yayilma hizin1 ifade etmektedir. Primer tiimor kiitlenin
lokasyonu, boyutu, koloni sayist ve bolgesel lenf diigtimlerin katkisi gibi
faktorlere dayali kiitlenin ne O6lciide biiylidiigiinii netlestiren evreleme siireci

timor patolojik derecelendirmeden farklidir. Cogu evreleme sistemi:
e Timorin viicutta bulundugu lokasyonu,
e Hicre tipi (adenokarsinom veya skuaméz hiicreli karsinom gibi),
e TUmorin boyutu,

e Tiimdriin en yakindaki lenf diigiimlerine yayilip yayilmadigt durumu,



e Timor kitlesinin viicudun farkli bir béliimiine yayilip yayilmadigi,
e Ve tiimor patolojik derecesi bilgileri ile iliskilendirilmektedir.

Kanser hastalari icin 2 temel evreleme sistemi mevcuttur. Bunlar sirasiyla (i)
TNM sistemi ve (ii) sayr sistemidir. En yaygin tercih edilen TNM evreleme

sistemi Tiimor, Diiglim (Node) ve Metastaz anlamlarini icermektedir:
e T, tdmdrin boyutunu
e N, lenf diigiimlerinde herhangi bir kanser hiicresi olup olmadigini

e M, kanserin viicudun farkli bir bdliimiine yayilip yayilmadigini

aciklamaktadir.

Say1 evreleme sistemleri, asamalar1 belirlemek i¢cin TNM sistemini baz
almaktadir. Cogu tiimor tiirtinlin 1°den 4’e kadar (stage 1-4) numaralandirilmis
4 asamasi mevcuttur. Genel olarak Romen rakamin ile sembolize edilmektedir.
Ornegin 4. asamadaki bir tiimdr iv. Asama (iv. stage) seklinde ifade

edilmektedir [27].

2.5 TUMORIGENEZ

Kanser, proto-onkogenlerin ve baskilayici genlerin kiimiilatif mutasyonlarindan
kaynaklanan kontrolsiiz hiicre bolinmesi ve doku invazyonudu (metastaz).
Normal hiicrelerde ¢ogalmayr ve doku homeostazisi siirdiirmek i¢in biiyiime
sinyallerinin aktivasyonuna bagli ilerlemektedir. Proto-onkogenler, hicre
biiylimesini ve mitozu tesvik ederken, tiimor baskilayic1 genler devreye
girdiginde hiicre biiyiimesini baskilamaktadir [28, 29]. Kanser hicrelerinde,
bliyiime ligandlari, reseptorleri, transkripsiyonun sinyal ileticileri ve
aktivatorleri gibi kompartmanlarda ortaya ¢ikmis akis degisikligi sonucu hayatta

kalma avantaji saglanmaktadir [30].

Timor hiicreleri igin yiliksek seviyelerde anormal sekilde epitel veya stromal
hiicreler tarafindan iretilen ligandlar, biliylimeyi tesvik edici ve/veya inhibe
edici iki temel 6zellikle karekterize edilmektedirler. Ornegin, arastirmalar anti-
bliytime ligand1 olarak bilinen doniistiiriicii biiylime faktorii-beta (TGF-f), ayni
zamanda kanser hiicresi farklilagmasini urararak ve timoér mikro cevresini

(TME'yi) yeniden sekillendirerek tiimoriin ilerlemesinde O6nemli katkida
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bulunduklar1 gosterilmistir [31]. Normal kosullarda hiicrelerde bu tiir
pleiotropik biiylime ligandlarinin "dogru dengesini" kurmak, ve segici olarak
hayatta kalmak amac¢lanmaktadir. Ancak bu denge diizeni mekanizmalar
timorlerde siirekli baskilanmaktadir. Diger taraftan, bu ligandlar1 baglayan

reseptorlerde asagida 6zetlendigi gibi ¢esitli sekillerde degistirilmektedir:
1) gen amplifikasyonu sonucu asir1 ekspresyonu,
i) Somatik mutasyonlar ve siirekli aktivasyonu,

111) Kromozomal translokasyonlarin ve fiizyon proteinlerin aktiflestirdigi

anormal sinyal yolaklari,
iv) Reseptor geri doniisiim ve yok edilme mekanizmalarinin bozulmasi [32].

Timorogenez baslangicinda kritik rolii olan bir diger faktér ise epitel-
mezenkimal geg¢is (EMT) siireci olup, epitel hiicre biomarker olan E-kaderin
asag1 regililasyonu ve de N-kaderin, Vimentin, Snail ve Twist gibi mezenkimal
hiicre belirteglerinin yukar1 regiilasyonu ile karakterize olmaktadir [33].
National Cancer Institute (NCI) Cancer Moonshot Initiative'in bir alt birimi olan
Human Tumor Atlas Network (HTAN), ¢esitli klinik, in siliko, in vitro ve in
vivo bulgulari organizasyonel bir ¢er¢evede kullanarak, insan kanser tiplerinin
dinamik hticresel, morfolojik ve molekiiler 6zelliklerinin erisilebilir {i¢ boyutlu
atlaslarin1 prekanserdz lezyonlardan ilerlemis son evreye gecis siirecine kadar
sunmaktadir. Boylesine kapsamli atlaslarin olusturulmas: ve klinik bulgulara
entegrasyonu arayisi, alternatif dngoriicli biyobelirteglerin bulusunun yani sira,
gecisler boyunca terapdtik olarak tani ve tedavi ile ilgili hiicre tiirlerini,
molekiiler degisimlerini, hiicresel etkilesimlerin yani 6zetle kanser biyolojisinin

desifre edilmesinde 6nemli roller oynamaktadirlar [34].

2.5.1 ERK/ MAPK Sinyal Yolag

Mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) kaskadlari, c¢ogalma,
farklilagsma, apoptoz ve stres yanitlar1 dahil olmak iizere g¢esitli hicresel
siirecleri diizenleyen anahtar sinyal yolaklaridir. Sitoplazmada bulunan ve
cekirdege transfer edilebilen MAPK'lar, cok sayida sitozolik hedef proteinin
fosforilasyonunu ve nukleer transkripsiyon faktorinl katalize etmektedir.

MAPK vyolagi, asag1 akis proteinlerini fosforile ve aktive eden li¢ temel kinaz
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olarak tanimlanan; MAPK kinaz kinaz, MAPK kinaz ve MAPK igerirmektedir.
Normal ve patolojik kosullar altinda ERK1/ ERK2, hemen hemen tiim
hiicrelerde bulunan ve hiicresel sinyallesmegi diizenleyen serin-treonin
kinazlardir. ERK ekspresyonunun hiper aktivasyonu kanser gelisimi ve
ilerlemesinde Onemli etkenlerden birisi sayilmaktadir. Ras / Raf / MAPK
(MEK) / ERK sinyal yolagi, tim MAPK sinyal iletim araglari, timor
hiicrelerinin biiyiimesi ve sagkalim agisindan en etkili sinyalleme kaskadi olarak
bilinmektedir [35]. Ras-ERK yolagindaki onkojenik faktorlerin islev bozuklugu,
cogu kanser tiiriiniin gelisiminde ciddi oranda tetikleyicidir. Bunlarin arasinda
en yaygin gozlemlenen Ras (eses olarak K-ras) genindeki sirlci (driver)
mutasyonlar1 tiim kanser tiirlerinin ~% 30'unda ve farkli kanserli hastalarin ~%
10'unda rapor edilmistir. Ayrica raf geni mutasyonlar1 (6zellikle B-raf) farkli

tumar tarlerinin ~% 8'inde tespit edilmektedir [36, 37].

mitojenler
biiziime falctdrlert
plazma membran

qnuuqq-. =l -—-—-—---—----- ------ A ) . ---- ATATATAT _:_ ----- =2ele]
nnnwm HERE RN HHTHRIH R VN
MAPIK (Ras sitoplazma
| i
MARE CAB/C-Ral
H.a{t;h (MEK1/21b
\-L"L[']'\ E.HH] : le ) H!\L‘.
|\ ks
MAPEAPK ]-j{ij,?fpla?'ik| AMNKs
edafproteinar =
nikleer zarf i gPLA2
il i f -r--u-u_._hh‘
o "y
nukdeus cFOs  Elkl

transleripstvon
Fis] Sp|  faktorlen

DNA X0 NN LA
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2.6 TUMOR YAYILIMI VE METASTAZ

Hiicrelerin mitoz asamasinda kromozom ayrilma silirecinde gbézden kacan
hatalar, mikroniikleuslarin kirilmasina (rupture), genomik DNA'nin sitozole
karismasina ve DNA’ya duyarli sinyallerin (IFN genin siklik GMP-AMP
sentaz—stimulatoru) ve nukleer faktdr kappa B (NF-xB) transkripsiyon
faktorunun asagi akim yolaginin aktivasyonuna ve nihayetinde kromozomal
istikrarsizliga yol agmaktadir. Kromozomal istikrarsizlik timo6r yayiliminin ve
invazyon kaskadinin ilk basamagi olarak bilinmektedir [38,39]. Arastirmalar,
birincil tiimor ekilimin, dogasina bagli olarak, hiicre biiyiimesi ve tedaviye yanit
acisindan farkli ve Ozgiin metastatik Ozellikleri belirledigini gostermektedir.
Timor hiicrelerinin yayilma ve mutasyon fazina gegisi yaslanma, sirkadiyen
ritim bozuklugu, hiicre dis1 matriks (ECM) bilesenlerindeki mekanik basing
veya yapisal degisimi, hiicre-hiicre etkilesimlerini ileten reseptorler, biiyliime
faktorleri, sitokinler ve intratumoral mikrobiyota gibi ¢evresel uyaranlarin

neden olabilecegi epigenetik faktorler tarafindan tetiklenmektedir [40-42].
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Sekil 2.5: Metastaz gelisiminde rolii olan faktorler [42].
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2.7 TUMOR ANJiYOGENEZIi VE MOLEKULER MEKANiIiZMALARI

Bagisiklik sistemi 0Ogeleri, viicut homeostazint korumak adina canli
organizmalarda, besinler, oksijen, metabolitler, kimyasal aracilar ve metabolik
atiklar, hiicreler arasinda kan damarlar1 vasitasiyla tasinmaktadir. Kan
damarlari,  embriyonik  gelisimi, Dbiiylimeyi ve yara iyilesmesini
desteklemektedir. Tumor vaskilarizasyonu, progenitor veya kanser kok
hicreleri gibi endotelyal olmayan hiicrelerin katilimini igeremekte ve ayni
timor dokusu veya farkli tiimor alt tiplerindeki anatomik lokasyonuna baglh
degisken biyolojik siiregler yoluyla ger¢eklesmektedir [43]. Tiimorlerde gelisen
vaskiilatiir ag1, hiyerarsinin olmadig1 diizensiz damar labirenti olarak normal
vaskiilatiirden farkli karakterize olmaktadir. Endotel hiicreleri ve perisitler gibi
hicresel igerikler (cellular contents) Kan damarlarin normal yapisini,
fonksiyonlarint ve stabilitesini korumaktadir. Ancak, tiimdrler, diizensiz
sitoplazmik projeksiyonlar1 ve sinirlar1 olan anormal endotel hiicrelerini ve
anormal endotelyal-presit interaksiyonundan olusmaktadir [44]. Anormal tumaor
vaskiilatiirii (yapisal ve / veya islevsel olarak) hipoksi, asidoz ve yiiksek
interstisyel basing ile karakterize edilen pro-timorojenik ve immunosupresif

TME saglarken, T hiicrelerinin infiltrasyonunu da engellemektedir.

Normal ve timor dokularindaki neovaskiilarizasyon stiregleri, Sekil 2.6’deki

mekanizmalar1 igermektedir:

a) Mevcut damarlarla birlesen veya ug hiicrelerinden yeni filizlerin (tip cells)

olusumu ve biiyiimesini igeren bir siire¢ olarak filizlenme anjiyogenezi,

b) Onceden var olan bir damarin ikiye boliindiigii ve yeni damar sisteminin

olusumunu igeren intussuseptif anjiyogenezi,

¢) Endotelyal progenitor hiicrelerin ¢ogalarak lumen olusturmasi ve prenatal

neo-vaskularizasyon slreci olan vaskilogenez,
d) Dolasimdaki endotelyal progenitor hiicrelerin gérevlendirilmesi,

e) Timor hiicreleri tarafindan olusturulan matriks gomiilii sivi ileten bir ag

olusumu olan vaskiiler taklit mekanizmasi,

f) Kanser kok htcrelerinin (CSC) trans-difrensasyonu: CSC’lerin endotelyal

hiicrelere doniiserek neovaskiilarizasyon aktivasyonu [45].
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Anjiyogenez timdr proliferasyonu, metastaz ve ilag duyarliliginin 6nemli
nedenlerinden birisidir. Baslangicta, kiigiik ve istirahat halindeki birincil
tumorler, kademeli olarak timor kitlesinin biyumesi ile birlikte, vaskiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ailesinin ekspresyonu aktiflestirerek, timor
damarlanmasina neden olabilmektedir. VEGF nin asir1 ekspresyonu, biiyiik ana
damarlarin  proliferasyonunu, vaskiiler —malformasyonlari, dolagimdaki
glomeruloid cisimlerin cogalmasini, kilcal proliferasyonunu  ve
arteriyovenojenik kan damarlarini indiiksiyonunu uyarmaktadir [46]. TUmor
populasyonunda PI3K / Akt /mTOR sinyal yolag: gerekli reaksiyon zincirlerini
indikleyerek, VEGF'nin endotelyal hicrelerde bulunan reseptorlerine
baglanmasini ve anjiyojenez siirecini desteklemektedir [47]. Hucre kiltiri ve
mutant fare deney arastirmalari, efrin/Eph reseptor tirozin kinaz ligandi olan
efrin-B2'nin (eph-B2) eksikliginin VEGF sinyal yolagin1 6zellikle VEGFR3'liin
igsellestirilmesini  (internalization of VEGFR3) ve anjiyojenik ve
lenfanjiyojenik biiylimeyi diizenledigini gostermektedir. Benzer sekilde, P38
mitojenle aktive olan protein kinazlar (p38 MAPK), VEGF ile indiklenen
anjiyogenez ve vaskiiler gegirgenlik arasinda bir gecis gorevi istlenmektedir.
p38, MAPK inhibitérler tarafindan susturuldugunda, VEGF indiikli
anjiyogenezi arttirirken tam tersine vaskiiler gecirgenligin azaldigi

gozlemlenmektedir [48,49]. Anjiyo.genez, tiimor gelisimi ve migrasyonu
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etkileyen diger siirecler transkripsiyon faktorii SP1, trombosit kaynakli biiylime
faktorii (PDGF), fibroblast biliyiime faktorii (FGF) ve doniistiiriicii biliyiime
faktori (TGF) gibi 6nemli terapotik hedef potansiyeli iceren pro-anjiyojenik
faktorlerin yukar1 regiilasyonu olarak bilinirler. Arastirmalar, endotiyal hiicre ve
perisitlerin antianjiyojenik siireglerini hedef alan terapodtik yaklagimlarin ¢ogu
timor tipleri icin yiliksek oranda etkili oldugunu belirtmektedir. Gunimiuzde
onayli antikorlar veya tirozin kinaz inhibitorleri kullanan anti-anjiyojenik

tedaviler klinik tedavilerde yaygin bi¢imde uygulanmaktadir [45,50].

2.8 KANSER VE METABOLIK EVRIiM

Oksidatif stress, diren¢ mekanizmalarinin aktivasyonu (Gelistirilmis redoks
denge seviyesi), aerobik glikoliz (Warburg etkisi), glutaminoliz, pentoz fosfat
yolag1 (ppp), yag asit oksidasyonu (fao), tek karbon metabolizmasi gibi gerekli
biyokimyasal siiregler sonucu ortaya c¢ikan, tiimorogenez siirecini dogrudan
etkileye bilen temeli degistirilmis hiicresel metabolizma mekanizmalaridir.
Metabolik yolaklarin yeniden programlanmasi, kanser hiicrelerinin birincil
timorden ¢ikmasi, besin ve enerji agiginin kapatilmasi, metastaz olusumu ve
nihayetinde canliligini korumak iginse hayati 6nem tagimaktadir [51,52].
Warburg etkisi veya glikolizis, ¢ogu prolifere kanser hiicresinde onkogenler
tarafindan hiicre otonom kontrolii altinda aktiflestirilmis bir metabolik 6zellik
ornegidir. Fruktoz metabolizmasinin glikolitik yolagi dogrudan uyarma yetkisi,
her ne kadar oksijenin sinirli erisiminde ¢esitli canli tiirleri i¢in tolerans imkani
sunsa da, modern toplumda insanlar i¢in kanser biiylimesini ve metastazi
uyarmaya yonelik zarar verici etkileri/sonuglart olmaktadir [53]. Kanser
hiicreleri arasindaki metabolik heterojenlik, genel organotropizmi ve metastatik
etkinligi diizenlemektedir. Insan oral karsinomundan izole edilen hiicre alt
popiilasyonu, lipit tasiyict CD36'y1 eksprese ederek, oksidasyon ig¢in yag
asitlerini transfer edebilmektedir. CD36 ekspresyonunun bu tip hiicrelerin lenf
diigiimii metastazina katkida bulundugu bilinmektedir [54]. Dahsi gegen 6rnek
ve diger metabolik yolaklarin yeniden programlanmasi, onkojenik sinyallerin
transkripsiyonel faktorleri gibi i¢sel etkenler ile tiimdr mikrogevresi ve hastanin
tedavi siirecinde maruz kaldigi metabolik stresler gibi digsal faktorlerin

kontroliinde ortaya ¢ikmaktadir. Giiniimiizde bu degisim siirec¢lerini hedef alan
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aragtirmalar neticesinde tasarlanmig c¢esitli metabolik inhibitorlerin klinik

uygulamalarda dikkate deger basarilar sergiledikleri goriillmektedir [52].

PN

-

Seri :
' . A\
NE
TCA
l dongiisii === =<2

-

4
_________ Glutaminoliz

Sekil 2.7: Tiimorlerin degisken metabolik yolaklari [51].
2.9 KANSER VE INFLAMASYON

Bulasici hastaliklarive kronik inflamasyonun kansere neden olan faktorlerin
yaklasik % 25'ini olusturdugu tahmin edilmektedir. Kronik inflamasyon
kosullarinda, reaktif oksijen / nitrojen tiirleri (ROS / RNS) inflamatuar ve epitel
hiicreleri tarafindan iretilmektedir. ROS / RNS, inflamatuar organlarda DNA
hasarina neden olarak kanser gelisimi riskine yol agmaktadir [52]. Arastirmalar
inflamasyon ve kanser gelisiminin baglantisin1 aydinlatan iki temel yolak
oldugunu bildirmektedir. Bunlar: i) neoplaziyi baslatabilen genetik olaylar
inflamatuar mikrogevresi olusumu ile ilgili programlarin ekspresyonu
arttirmakta (igsel yolak) ve ii) gelisen inflamatuar ortam tiimdrogenez
siireglerini hizlandirmaktadir (digsal yolak) [55,56]. Patojenlerin veya doku
hasarinin neden oldugu akut iltihaplanma sirasinda, bagisiklik hiicreleri
iltihaplanma tetikleyicisinin taninmasinda ve ortadan kaldirilmasinda gorev
almaktadir. Bagisiklik hiicrelerinin yani sira, mezenkimal kok hiicreleri

(MC’ler) dahil yerlesik hiicreler de bu siirece dahil olarak énemli 6l¢iide katkida
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bulunmaktadir. Inflamasyon, tiimdr ECM bilesenleri ve fonksiyonel enzimlerini
yeniden modelleyerek bagisiklik hiicrelerini inflamatuar bolgesinde bir araya
getirmektedir. Etkinlestirmis immiin yanita bagli inflamatuar sitokinleri (IL-6
ve IL-1), kemokinleri ve NF-xkB, MAPK'ler, STAT3 ve STAT4 sinyal
yolaklarinin aktivasyonunu ve MC’lerin ekspresyonunda artis
gerceklestirilmektedir [57,58]. Kronik iltihaplanma ve kanser gelisimi sirasinda,
bagisiklik hiicreleri, bir¢ok farkli organda, hastalik prognozu ile iligkili olan,
tertiary lymphoid structures (TLS'ler) olarak adlandirilan, lenfoid yapilari
indiiklemektedir. Bu yapilar, B ve T hiicre ayrismasin1 kolaylastirmakta ve
SLO-MC’lere (secondary lymphoid organs- Mesenchymal cells) benzer
heterojen bir mezenkimal popiilasyonuna niifuz ederek bagisiklik hiicrelerinin

gbcunl ve fonksiyonel aktivasyonunu istenilen yonde dizenlemektedir [59].

2.10 TUMOR ILiSKiLi MEMBRAN PROTEINLERI

Membran proteinleri (MP'ler), etkilesen intraseliiler proteinler ve asagi akis
hiicresel siireclerin sinyal iletisim akisina aracilik etmektedirler. MP'lerdeki
degisiklikler ve insan kanserlerinin olusumu ve ilerlemesinde yer alan yeniden
diizenlenmis sinyal yolaklari, tanisal / prognostik biyobelirteclerin ve
farmasotik hedeflerin gelistirilmesi i¢in degerlendirilmektedir. Farkli kanserler
tlirlerinde belirli MP’lerin rollerini arastirmaya yonelik yogun cabalara ragmen,
MP’ler kanser gelisimi ve klinik yanit ile iliskili agin tam olarak nerede (timor
tipi) ve nasil (mekanizma) miidahil oldugu konusunda ¢ok sayida kritik soru
yanitsiz kalmaktadir [60]. Monoklonal antikorlar, ligand proteinleri, peptitler,
RNA'lar ve bazi uygun bilesiklerin, radyontiklidler ve / veya yakin kizilotesi
floresan boyalar ile isaretlenmesi, ameliyat Oncesi veya sirasinda timor
goruntilemesi (tumor visualization) ve belirlenecek tedavi stratejileri icin tercih
edilmektedir. Baglayic1 proteinler, reseptorler, enzimler ve tasiyici proteinler
gibi ¢ogu, terapdtik hedefler membrana bagli proteinler ile siki interaksiyon
konumundadir. Bu yiizden MP’lerin islevleri ve biyolojik ozellikleri, hicre
zarinda konumlarini ve dagilimlarin1 belirleyerek onlarin klinik yaklasimlarda

daha erisilebilir olmasi firsatini yaratmaktadir [61].
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2.10.1 Membran Protein Tiirleri ve islevleri

Hiicre zar1 proteinleri, topolojik ve yapisal 6zelliklerine bagli, bes (I, 11, III, 1V,
V) alt tiir olarak smiflandirilmistir [62]. Okaryotik membran proteinlerinin
¢ogunun bir veya birden fazla transmembran domain kapsayan alanlarla tip I
veya tip IIl'e ait olduklar1 bilinmektedir. Tip II membran proteinleri; tip I'e
benzer ve ters yonde, yani sitoplazma i¢indeki amino terminali ile zar1 kapsar.
Tip IV ve V membran proteinleri, bir lipit zinciri veya bir glikosil
fosfatidilinositol (GPI) modilii araciligiyla hiicreye tutunur [63]. Membran
proteinlerini biyolojik islevlerine gore alt gruplara ayiran siniflandirma su
sekildedir: A) reseptorler, B) hiicre adezyonu veya baglayici proteinler, C)
hiicre zar ile iligkili enzimler, D) tasiyici proteinler ve E) GPI proteinleri (Sekil
2.8). Tumor MP’lerin artmis ve /veya azalmis ekspresyon seviyeleri belirli ve
ongoriilebilir kalipta ilerlemedigi i¢in neoplastik arastirmalarda ilgi odag:

olmaya devam etmektedir [64].

A Reseptorler B Hiicre adezyon C Enzimler D Taswyicilar

TKR g 8

GPCR

mfprfriir A 1 00

Sekil 2.8: Membran ile iligkili protein gruplarinin sematik gosterimi [64].
2.10.2 Tirozin Kinaz Reseptorler

Tirozin kinazlar reseptorler (TKR'ler), hiicre dis1 alanin spesifik ligandi ile
baglanarak aktive edilen tip I transmembran reseptorleridir. Aktiflestirilmis
TKR’lerin hiicre i¢i kaskadlarin asagi akis aktivasyonu / fosforilasyonunun
baslamasinda ve spesifik yanitlarin ortaya g¢ikmasinda 6nemli rollei oldugu
bilinmektedir. Hiicre biiylimesi, hareketliligi, farklilasmasi ve metabolizmasi
cesitli hiicresel siirecleri diizenleyen biiylime faktorleri, sitokinler ve hormonlar
igin iligkili 58 TKR bir reseptordiir. Son zamanlarda yapilan genis ¢aph
genomik calismalar, 6zellikle EGFR, HER2 / ErbB2 ve MET gibi RTK'leri

kodlayan genlerde ¢esitli degisikliklerin varligin1 ve buna bagli kanser basta
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olmak iizere farkli metabolik hastaliklarin insidansim1  yiikselttigini
bildirmektedir. insan kanserlerinde anormal RTK aktivasyonuna fonksiyonel
mutasyonlari, genomik amplifikasyon, kromozomal yeniden diizenlemeler ve /
veya otokrin aktivasyonu dort temel mekanizma aracilig ile ortaya ¢ikmaktadir
[65,66]. Fizyolojik ve onkojenik RTK aktivasyon mekanizmalari genellikle
hiicre dig1 bolgelerine baglanan reseptore 6zgii ligandlar tarafindan indiiklenen
reseptdr dimerizasyonu ve / veya oligomerizasyonu ile ilerlemektedir. Aktif
domainler, reseptor i¢indeki spesifik fosfotirozin rezidiilacine baglanmakta ve
kritik hiicresel sinyal yolaklarini baglatan asagi akis medyatorlerini active
etmektedir. RTK geninin genomik amplifikasyonunun sonucu onkogenik
RTK'lerin asir1 ekspresyonu ve lokal reseptor konsantrasyonunun da artisa yol

agmaktadir [66,67].

2.10.3 G-protein-Bagh Reseptorler

Hiicre ylizeyi reseptorlerinin bir siiper ailesi olarak tanimlanan G-protein-baglh
reseptorler (GPCR'ler), sinyal iletimi icin G proteinlerine baglanan 6zgiin yedi
transmembran domainlerin yapisinda bulundurmaktadir. G proteinleri Gas, Gaq
/ 11, Gai / 0 ve Gal2 / 13 olarak dort major gruptan ve, plazma membranin i¢
kisminda bulunan Ga, G ve Gy olmak {izere ii¢ alt birimden olusturulmaktadir.
Yeni yapisal biyoteknolojilerinin ilerlemesi ile birlikte, GPCR'ler G-protein ve
arrestin gibi sinyal transdiiserleri ile kompleks yiiksek ¢oziiniirliiklii yapilari
aydinlatmaktadir [68,69]. Enzimatik aktivite, mitokondride piruvat oksidasyonu,
sitrik asit dongiisli, oksidatif fosforilasyon, ketogenez ve yag asidi
oksidasyonunun yonetim merkezi olarak tiimor hiicrelerinde degistirilmektedir.
Esansiyel enzimlerin azalan performansi, tim6r hiicrelerinde laktat ve
siiksinatin birikiminde artisa ve [-hidroksibutiratin daha az {iretimine yol
acmaktadir. Laktat, hipoksi ile indiiklenebilir faktor HIF1a'y1 ve siiksinat, DNA
metilasyonunu tetiklemektedirler. Bu metabolitler, sinyal molekulleri olarak
spesifik hiicre yilzeyi G-protein-bagli reseptorleri araciligi ile islevsellik
kazandiklar1 rapor edilmektedir (GPR81 araciligiyla laktat sinyalleri, GPR91
araciligiyla siiksinat ve GPR109A araciligiyla B-hidroksibutirat) [70]. Kanser
Genom Atlast (TCGA) ve Kanser Somatik Mutasyonlar Katalogu (COSMIC)
gibi genis kanser sekanslama bilgi kaynaklarinin iiretimi ve erisimi GPCR'lerin

ve heterotrimerik G proteinlerinin tiim kanser tiirlerinin i¢inde yaklasik %
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20'sinde mutasyona ugradigin1 bildirmektetir. Ayrica, tiim kanserlerin
mutasyona ugramis reseptor tirozin kinaz (RTK) / RAS / MAPK (% 46'unda) ve
p53 (% 29'unda) yolaklar1 ile iliskili uyumlu GPCR mutasyon frekanslari
sergiledikleri rapor edilmektedir. GPCR / G proteini aracili sinyal aktarimi,
timdr anjiyogenezini, immiin evazyonu, metastazi ve ila¢ direncinindeki
onkogenik etkileri kanser tedavisinde farmasotik ilag hedefleri olarak
arastirilmaktadir [71].

2.11 TUMOR ILISKiLi NUKLEER HORMON RESEPTORLER

Nukleer hormon reseptorleri ailesi (NHR'ler), hucre biylimesi ve o6limi,
embriyonik gelisim, hiicresel metabolizma, bagisiklik yaniti ve inflamatuar
siirecler gibi temel biyolojik islevleri biitiinlestiren ve kontrol eden dkaryotlara
6zgl transkripsiyon faktorlerinin bir kismin1 temsil etmektedir. Insan genomu
48 klasik (hormon ve vitamin reseptorii) ve klasik olmayan (diger tiim) NHR
igermektedir. Endojen ligand: ise klasik olmayan 17 reseptdr orphan niikleer
reseptor olarak tanimlanmaktadir [72]. NHR’ler, homolojik temele goére alti
farkli alt gruba ayrilmaktadir. Bunlar sirasiyla: NR1 (tiroid hormonu benzeri),
NR2 (HNF4 benzeri), NR3 (6strojen benzeri), NR4 (sinir biylime faktori 1B
benzeri), NR5 (fushi tarazu-F1 benzeri), ve NR6 (germ hucre nikleer faktori
gibi)’dir. Ayrica, yedinci alt sinif olan NRO, DNA baglanma bdlgesi icermeyen
iki reseptori, (DAX-1 ve SHP’yi) ile bu simiflandirmaya dahil edilmektedir
[73]. NHR’ler, dimerizasyon, ligand baglanmasini, DNA baglanma motifleri ve
spesifitesi gibi temel Ozelliklere dayali olarak: steroid Reseptorleri (Sinif I),
RXR heterodimerleri (Sinif II), homodimerik orphan reseptorleri (Sinif III) ve
monomerik orphan reseptorlerini (Sinif 1V) igceren dort sinifa boliinmektedir
[74]. NHR aktiviteleri, endojen metabolizma, hormonlar veya vitaminlerden
turetilen kicik molekullere veya ligandlara baglanarak kontrol edilmektedir.
Tipik NHR yapisinda, N-terminalde bir A / B domaini, bir DNA baglanma
domain (DBD) ve C-terminalde bir ligand baglanma domaini (LBD) mevcuttur.
DBD, diziye 6zgii DNA tanima saglayan son derece korunmus iki ¢inko parmak
motifi (zinc finger) ile hedef genin diizenleyici bdlgesi tanimlanmaktadir. ilk
cinko parmak, hedef genin baglanmasindan sorumlu olan bir P-kutusu (P-box)

ve ikinci ¢inko parmak (CIll), dimerizasyondan sorumlu olan D-box adli bir
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motif icermektedir. LBD, hedef genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu ligand
ve koaktivatér baglanmasini saglayarak gerceklestirmektedir. Ligandin
yoklugunda, LBD inaktif ve/veya represif konformasyon sergilemektedir.
Ligand baglanmasi ile birlikte konformasyonel degisiklikler, ko-aktivatorlerin
tetiklenmesine ve hormon reseptor elementi igceren promotorlerin Gzerinde hedef
gen ekspresyonunun indiiksiyonuna veya baskilamasina yol agmaktadir. Kii¢lik
molekiiller tarafindan diizenlenebilir kabiliyeti, NHR'lerin ¢evresel uyaranlari
hizla algilamasina, fizyolojik yanitlar ve hastalikli durumlarda gelisen
reaksiyonlar1 koordine etmesine imkan sunmaktadir. Giiniimiizde klinik
tedavilerde uygulanan ilaglarin yaklasik % 16'st NHR'ler hedef alinarak
gelistirilmistir [72,75,76].

a
1
2
3
4
DNA baglanma domain ligand baglanma domain
b P-box D-box
hRXRa CAICGDRSSGKRRYGVYSOEGCHKGFFKRTVREDLTY T - {CRDNEDCLIDKRQRNR ~-CQYCRYQRCLAMGM
SmRXR1 CVICGDEASGERYGVISQEGCKGFFKRTVRKQLVYV-4CRESGQCPVDRRERTR-CQHCRFEQCLAKGM
SmHRS6a CIVCGEPASGYNFDRLTOESCEKAFFRRNATKPRDRKIRKACHNRGGGCAT EGNOREH-CPSCRLERCLAVGM
SmTRa CVVCGDNATGFEYRAMT CHGFFRRSVOKKLVY T—CKYNGRCEVSDEQNRNSCQRCRFDRCIKGGM
Sm2DBEDa-1st CQVCEELARAGFHHGAYW FFMRHSMADTEPTHYCPTGENC L VAKGERGE-CQICRYRECLLVGEM
CxxCrxxxxxuxxxxxxCxxC CxuxxxCrxxxxuxxxxCxxC
.| ]
¢cinko parmak motifi 1 cinko parmak motifi n
DNA baglanma domain

Sekil 2.9: Tipik bir niikleer reseptorii domainleri ve yapisal 6zellikleri. NHR’ler 6
bolgeden (A'dan F'ye) olusmaktadir; F ve E bolgesi bazi gruplarda goriilmemektedir
[77].

2.11.1 Niikleer Reseptorlerin Kanser ile Iligkili inflamasyon ve iImmiin Yanitin

Modulasyonu

NHR transkripsiyonel regiilasyonuna bagli énemli onkojenik sinyal yolaklarin
aktivasyonu NHR siiper ailesinin kanser gelisimi ve ilerlemesinde, ozellikle
inflamatuar ve immiin yanitlarin diizenlemesinde rol oynamaktadir. Kanser

hiicrelerinde NHR aracili yolaklarin aktivasyonu ve immiin hiicrelerin NHR
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modulasyonu surecleri ile birlikte, timor immdin hucre mikrogevresinin
hematopoetik kok hiicre regiilasyonunu sekillendirmektedir [78,79]. Kanser
hiicrelerinde, Ostrojen reseptorii (ER) B, karaciger X reseptorii (LXR) ve
androjen reseptorii  (AR) gibi NHR'ler, timér mikrogevresinde immin
hiicrelerinin modiilatdr gen ekspresyon yolaklarini kontrol etmektedir. NHR'leri
eksprese edebilen bazi bagisiklik hiicrelerin tanimlanmasi, immiin hiicrelerin
NHR modiilasyonunda (aktivasyon/ veya baskilama) etkili oldugunu
disiindiirmektedir. Diger taraftan, timor NHR'lerin ligand baglama aktivitesi,
bir dizi hedef genin transaktivasyonuna veya transrepresyonuna yol acarak
immiin hiicre mikrogevresine ¢esitli proteinler ve metabolitlerin salgilanmasina

ve ECM (niche) degisimine neden olabilmektedir [80].
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Sekil 2.10: NHR-Ligand aracili timor mikrogevresinde immiin olan ve immiin
olmayan hucrelerin interaksiyonu [80].
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2.11.2 Ostrojen Reseptorleri

Steroid reseptorleri sinifindan ERa ve ERP 'yi iceren Ostrojen reseptorleri
(ER’ler), tiimdér ¢ogalmasini, sagkalimi ve migrasyonunu destekleyen ¢ogu
sinyal yolagim1 diizenlemektedir [81,82]. Arastirmalar, ERo ve ERp
reseptOrlerinin kanser hicresi tzerindeki biyolojik etkilerinin farkli oldugunu
gostermektedir. ER-a oOzellikle Homo sapiens hormonal yanita duyarli
tumorlerinde premalignant faktér olup, ER-B’in proliferasyon ve biiyiimenin
engellenmesine aracilik etmektedir [83] [84]. Pankreas hucrelerinin in vitro
Ostrojen modiile edici tedavisine doniik ¢alismalarda olusturulan yanitin, ERa
ve ERP ifade oranlarina bagli oldugu, daha diisiik konsantrasyonlar hiicre
proliferasyonunu induklerken, yiksek konsantrasyonlarda ise hiicre
proliferasyonunu durdurabilecegi belirtilmektedir [85]. Immiin yetmezligi olan
fare modellerinde, immiinokompetan farelerin murin antikorlar1 ve insan meme
tumorlerinin uygulanmasi ile, E2'nin lenfosit fonksiyonu ile iligkili antijen 1
(LFA-1) * nétrofillerin sayisini ve TGFB1 asir1 salgilanmasini indiikledigini,
mamosferlerde nétrofil infiltrasyonu tesvik ettigini gosterilmektedir. Benzer
sekilde, ayn1 calismya gore, zebra baliklarinin, E2 varliginda, transfer edilen ER
" meme tuimorlerinde LFA-1 ve TGFB1 ekspresyonunun arttigi ve invaziv
olmayan kanser hiicrelerinin yliksek oranda metastatik karakter sergiledigi rapor
edilmektedir [86]. ERa'nin aksine, ERP'min antitimdér immiin yanitini
giiclendiren gen ekspresyon programlarini diizenledigini kanitlayan O6rnek bir
arastirma, ii¢lii negatif meme kanseri (TNBC) olan fare modellerinde, ER 'nin
spesifik agonisti olan LY500307 ile sec¢ici aktivasyonu akciger organina
metastatik kolonizasyonunu ciddi oranda baskilayabilecegini kanitlamaktadir

[87].

2.11.3 Androjen Reseptoru

Steroid nukleer reseptor alt ailesine ait olan androjen reseptori (AR), Ureme,
kas-iskelet, kardiyovaskiiler, bagisiklik, sinir ve hematopoetik sistemlerin
gelisimini ve dengesini korumaktadir. AR, liganda bagimli transkripsiyonel
faktor olarak, normalde sitozoldeki 1s1 sok proteinlerine (HSP90 ve HSP70 gibi)
bagh sekilde inaktif tutulmaktadir. AR’nin prostat, meme, yumurtalik, pankreas
vb. kanserleri gibi kas atrofisi ve osteoporoz anabolik eksiklikleri igeren ¢esitli

hormonlara bagli hastalik gruplari ile yakindan iliskili oldugu diistiniilmektedir.
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Modern tipta hastaliklarin spesifik tipine ve asamasina bagli olarak, antagonist
ligandlara ek olarak agonist ve modiilator AR ligandlari, AR'yi ideal bir ilag
hedefi haline getiren potansiyel terapdtikler olarak kabul edilmektedir [88].
Erkeklerde kansere bagli Gliimlerin 6nde gelen nedeninden biri olan prostat
kanseri hastalarinda cerrahi sonrasi ilag tedavileri uygulanmaktadir. Calismalar,
AR sinyalinin asir1 aktivasyonu, kastrasyona direngli prostat tiimorlerin (CRPC)
gelisimini 6nemli oranda destekledigini gostermektedir [89]. Transkripsiyonel
activator olarak Forkhead box protein Al (FOXAL), ER * meme, prostat ve
kolorektal kanseri hiicre hatlarinin gelisme ve farklilagma silirecinde temel
islevler gérmektedir. ChIP-seq ¢alismalari, meme kanseri hiicrelerinde AR ve
FOXA1 baglanma domainleri  arasinda  dikkate alinacak oranda
ortiisme/benzerlik oldugunu gostermistir Buda AR''n meme kanserindeki
etkisinin FOXA1'e bagh oldugunu one siirmektedir [90]. ERa negatif meme
timorlerinde (ERa’) AR, apokrin diferansiasyon ve daha diisiik Nottingham
derecesi olan tiimorlerde ifade edildigi ve {iclii negatif timorlerde (ERa’, PgR ~
ve HER-2-Neu’) hiicresel c¢ogalmayr uyardigir bilinmektedir. Bu bulgular,
kadinlarda menopoz sonrasi yiikselen androjen seviyesinin meme kanseri

gelismi riski ile iliskili oldugunu dogrulamaktadir [91].

2.11.4 Retinoik Asit Reseptorleri

Retinoidler, A vitamin (retinol) ve aktif metaboliti tretinoinin (all-trans retinoik
asit ATRA) dogal veya sentetik tiirevleridir. Retinoidler, hiicre ¢ogalmasi ve
farklilasmasi, gorme, kemik gelisimi, timor supresyonu ve bagisikligin
diizenlenmesi gibi c¢ok sayida fonksiyonel etkiye sahiptirler. Retinoidlerin
biyolojik etkileri retinoik asite (RA) duyarli genlerin ekspresyonu ile steroidler,
D vitamini, ve tiroid hormonlari da dahil olmak iizere ligandin neden
olabilecegi transkripsiyon faktorleri siiper ailesine ait olan retinoik asit ve
retinoid X niikleer reseptorlere baglanmak suretiyle modiile edilmektedir [92].
Nukleer retinoid reseptorler, retinoik asit reseptérleri (RARIar) ve Retinoid X
reseptorleri (RXRler) olarak iki sinifa ayrilmaktadir. Bu reseptorlerin o, f ve Y
lic izotipi ve ¢esitli izoformlar1 (6rnegin, al, a2, Bl1- B 4, Y1, ve Y2)
bulunmaktadir. Bu reseptorlerin ekspresyonu, reseptdrlerin kendileri dahil, ERa
gibi diger niikleer reseptdrler veya ayni ailedeki diger alt tipler tarafindan

diizenlenmektedir. Retinoik asit reseptorleri (RAR'ler), cilt gelisimi dahil birgok
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temel gelisim silirecinde diizenleyici olarak kontrol saglamaktadir. Retinoid X
reseptorleri (RXR’ler), retinoidal aktivitelerin ¢ogunda RAR'lar i¢in zorunlu
yardimci partneri olarak islev goriirken, RXR, peroksizom proliferator ile aktive
edilen reseptorler (PPAR'lar), karaciger X reseptorii (LXR'ler), niikleer safra
reseptori (FXR), tiroid hormonu reseptori (TR) ve D vitamini reseptort (VDR)
gibi  farkli niikleer reseptorlerle gelisiglizel bir heterodimerizasyon
olusturmaktadir [93,94]. RAR-RXR heterodimerinin transkripsiyonel aktivitesi,
RAR-RXR kompleksinin konformasyonel degisikligini modiile eden bir
baglanma ligandinin yoklugu veya varligi ile diizenlenmektedir. RAR-RXR
dimerlerin olusumu, spesifik retinoik asit yanit elemanlarinda (RARE’ler) hedef
gen promotor/ enhancer bdlgesinde yiksek afinite ile DNA'y1 baglanmaktadir.
Aktif edici ligand yoksa, RAR'lar, HDAC-N-CoR (negative co-regulator) veya
HDAC-SMRT (retinoid ve tiroid hormonu reseptorleri igin silencing mediator)
gibi histon deasetilaz (HDAC) komplekslerini bir arada tutarak transkripsiyonu
baskilamaktadir [95].

RAR- RXR kompleksinin RARE'e baglanarak aktivasyonu ise retinoik asitlerin
(RA) klasik veya genomik yolagi olarak tanimlanmaktadir. Klasik aktivasyon
sonucu, hiicre diferansiasyonu, uyarilmig hiicre dongiisii durmasi ve apoptozu
tetiklenebilmektedir. RA ve reseptorlerinin ayni zamanda hiicresel dinamik
surecleri dizenleyen NF-xB, INF-Y, TGFB, VEGF, MAPK ve kromatin yeniden
modellenmesi gibi 6nemli sinyal yolaklarini regiile ettigi de gdosterilmistir
[93,96,97]. Normal ve transgenik farelerin meme bezlerinde ve insan meme
hiicre hatlarinda apilan calismalar, RARa/fp ve RARy ekspresyon oraninin
modiilasyonunun hiicre proliferasyonunu, hayatta kalmay1 ve tiimor biiylimesini
etkiledigini kanitlamaktadir. c-Myc'in normal fare meme epitelinde ve
transgenik modellerinde asir1 ekspresyonu, RARy ve RARo/p arasindaki
dengeyi RARy lehine bozmakta ve RARy 'deki artisin fonksiyonel olarak
neoplastik biiylimesinin desteklenmesi ve farklilasmanin inhibisyonu ile
baglantili oldugunu gostermektedir. Diger taraftan, RARa aktivasyonu ise timor
bliyimesi inhibisyonu, farklilasmasi ve hiicre 6liimi ile iliskili olup, ayrica
RARy aktivitesinin baskilanmasi, hiicre kiiltiirii ve deney fare modellerinde

ATRA’nin antiproliferatif etkilerini yiikseltmektedir [98,99].
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Prostat kanserinde (PCa) retinoik asit reseptorii gamma (NR1B3 / RARG, RARy
'vi kodlar) ekspresyon seviyeleri genel olarak azalmaktadir. Bu da hiicre
canlilig1 ve gen ekspresyonunu ciddi oranda etkilemektedir. Prostat hiicrelerin
RARy/androjen diizenleyici mekanizmalarini belirlemek i¢in, malign olmayan
(RWPE-1 ve HPrl1-AR) ve malign (LNCaP) prostat modellerinde RARy shRNA
yaklagimlari, miR-96’nin, androjen reseptor sinyal yolagini, PCa ilerlemesini ve

tedaviye basarili yanit1 yonetmek i¢in RARYy yolagini hedef almaktadir [100].

Hippo-YAP / TAZ sinyal yolagun (Salvador-Warts-Hippo, SWH) yolagi) organ
biiyiikliigii kontrolii, doku rejenerasyonu ve homeostazisi, endotel hiicre
proliferasyonunu, migrasyonu ve sag kalimini ve anjiyogenez siirecini (vaskiiler
filizlenme, wvaskiiler bariyer olusumu ve vaskiiler yeniden modellemeyi)
diizenlenmesi gibi temel rolleri bilinmektedir. Ayrica, niikleer reseptér RARy
ekspresyonubub kolorektal tiimor olusumu, boyutu, TNM evresi ve uzak
dokular1 metastazi ile iliskili Hippo-Yap yolagini regiile ettigi diisiiniilmektedir.
In vitro ve in vivo fonksiyonel arastirmalar, RARy’in Yap hedef gen
ekspresyonunu inaktive etmek i¢in Latsl kinazin fosforilasyonunu ve
transkripsiyonel koaktivatdr Yap'a baglanmasini tesvik ederek, onkojenik
sinyalleri baskilamakta ve kolorektal kanser tedavisinde umut verici isaretler

vermektedir [101,102].

2.12 APOPTOZ

Apoptoz, hiicre olimii ve sagkalim siireclerini dengede tutarak, okaryotik
organizmalarin gelisimi ve doku homeostazisi korumaktadir. Istenmeyen
hicreler metamorfoz, embriyogenez, patogenez ve tissue turnover (6nceki
farklilagsmis hiicrelerin apoptozla elimine edilmesi ve yetiskin kok hiicrelerin
bolinmiis jenerasyonu ile degistirilmesi siireglerinin aktivasyonu ile
uzaklastirmaktir. ilk olarak Caenorhabditis elegans 'daki genetik analizlerden
yola ¢ikarak, hiicre 6liimii sinyal yolaklar1 hakkinda elde edilen dnemli bilgiler
2002'de Robert Horvitz'e Fizyoloji /T1p alaninda Nobel Odiiliinii kazandirmistir
[103][104] . Autozis, entozis, erroptozis, piroptozis ve lizozoma bagli hiicre
olimii cesitleri ile birlikte, tipik hiicre 6liimii programlanmis hiicre 6limii ve
nekroz olarak iki temel mekanizmay1 icermektedir. Hiicresel stres, DNA hasar1

ve immiin gozetimi de dahil olmak iizere, ¢esitli faktorler tarafindan tetiklenen
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programlanmis hiicre oliimii siireci, iki digsal (ekstrinsik) ve ig¢sel (intrinsik)
yolaktan olusmaktadir. Apoptozdan kag¢inma kabiliyeti, kontrolsiiz hiicre
¢ogalmasina ve kanser dahil farkli hastalik gesitlerinin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Otuz yil1 agkin bir siiredir kanser hiicrelerinin apoptoz yoluyla etkili
bir sekilde ortadan kaldirilmasini tesvik eden tedavi stratejilerin gelistirilmesi

klinik onkolojinin temel amac ve hedef olarak kabul edilmektedir [105,106].

2.12.1 Apoptoz ile Iliskili Molekiiler Belirtecler

Apoptozun saptanmasindan yeni ilaglarin kesfinde oldugu kadar, klinik
yaklasimlarda ilag aktivitesinin dogrulanmasi1 agidan deneysel bir ara¢ olarak
yararlanilmaktadir. Hiicre o6liimii, kromatin materyalinin kondensasyonu,
genomik DNA fragmantasyonu, hiicre iskeleti elemanlarinin pargalanmasi,
dinamik membran balonlagsmas1 ve hiicre dis1 matrislere adezyon kaybi, ayrica
fosfatidilserin disa ¢ikmasi ve hiicre 6liimiine yol acan kaspazlar adi verilen
sistein aspartil proteazlarinin aktivasyonu gibi fiziksel ve biyokimyasal
degisiklikler yoluyla izlenmektedir. Pargalanmis DNA'nin agaroz jeller iizerinde
bir "DNA merdiveni" olarak gorsellestirilmesi, apoptozu saptamak igin siklikla
kullanilan bir analiz se¢enegidir. Kaspaz 3 aktivasyonu belirleyen poli (ADP-
riboz) polimerazin (PARP) boliinmiis formu apoptoz geciren hiicrelerde yaygin
olarak gorilmektedir [107]. Kaspaz 3 tarafindan sitokeratin-18'in bélinmesinin
sonucu saptanabilen bir diger belirte¢ ise, M30 antikoru kullanilarak
yapilmaktadir. Tiimo6r apoptozunu indiikleyen terapotikler ile tedavi gdren
kanser hastalarinin serum plazmalarinda M30 seviyelerinin arttig1 bilinmektedir
[108]. Post transkripsiyonel gen regulatérleri olarak hareket eden, kodlamayan
RNA fragmanlari, (6zellikle miRNA molekiilleri) apoptoz tespitinde hiicre bazhi
analizlerde tercih edilmektedir [109]. Kaspazlarin enzimatik aktivitesi, hiicre
bazli deneyler ve goriintileme problar1 gelistirilerek belirlenmektedir.
Granzimler, sitolitik T hicrelerinde immuinohistokimya yontemleri ile
saptanabilmektedir. Klinik 0©ncesi immiinoterapik ¢aligmalarin sonucunda

granzim B, PET/CT goruntuleme teknikleri ile izlenebilmektedir [110].

2.12.2 Kaspaz Proteaz Ailesi

Nematodlarda, apoptotik Ced3 genin Caenorhabditis elegans calismalarindaki

kesfiyle memeli kaspaz proteaz ailesinin ve apoptozun temel biyokimyasal
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Ozelliklerinin tanimlanmasi miimkiin olmustur [103]. Kaspaz proteaz ailesinin
tiyeleri, apoptozun baslatilmas1 ve yiritiilmesinde biitiinleyici rolleri ile
bilinmektedir. Proteolitik aktivasyon sonrasi bir dizi yapisal ve diizenleyici
proteini parcgalayarak, apoptozun klasik ayirt edici 0Ozelliklerinin ortaya
¢ikmasini saglamaktadirlar. Bilinen 14 memeli ve 12 insan kaspaz grubu vardir.
Her kaspaz ortak olarak bir sistein aktif bolgesine ("C") sahiptir ve tercihen
hedef substratin aspartat rezidularim1 ("aspase”) tanmimladigi yerden
par¢alamaktir [111]. Kaspazlar prodomain (protein: protein etkilesim motifleri,
kaspaz alim domaini (CARD) veya 6liim efektér domaini (DED) igerir), biiyiik
katalitik domain (~ p20) ve kiiciik katalitik domain (~p10) ili¢ taniml1 alandan
olusan zimojenlerdir. Ug¢ alan arasinda béliinme (Cleavage) ve olusturulmus
veya indiklenmis bir dimer konfigiirasyonu enzimatik aktiviteye stabilize
etmektedir [112]. Memeli kaspazlari, yiiriitiicii kaspazlar, baslatict kaspazlar ve
inflamatuar kaspazlar olarak adlandirilan ii¢ kategoriye ayrilmaktadir. Yiiriitiici
kaspazlar1 kaspaz-3, kaspaz-7 ve Kaspaz-6.2’den olusmaktadir. Kaspaz 6’nin
daha ¢ok norodejeneratif hastaliktaki onemli etkileri arastirilmistir [113]. Stres
kosullarinda bagli kaspaz aktivasyonu iki temel i¢sel ve/veya digsal yolagin

tetiklenmesi ve apoptoz ile sonuglanmaktadir [114].
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Sekil 2.11: insan apoptotik kaspazlarinin domain organizasyonunu [114].
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2.12.3 Intrinsik (Mitokondrial) Apoptoz

Cogu memeli hiicresinde, Bax / Bak kompleksin olusumu, mitokondriyal dis zar
gecirgenligin degismesi, sitokrom c'nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi
ve kaspaz 3 aktivasyonu gibi kritik siireclere bagli i¢sel apoptoz yolag: ile
baslatilmaktadir. Bcl-2 ve Bcl-xL (Bcl-2 aile Uyesi), anti-apoptotik ajanlar
olarak sitokrom c'nin sitozole salinmasini 6nleyen proteinlerdir. Sikline bagimlh
kinazlar (CDK'ler) ve p53, BCL-2 proteinlerinin transkripsiyonunu ve
fosforilasyonunu diizenleyerek apoptoza aracilik etmektedirler [115]. Sitokrom
c, Apaf-1 ve prokaspase-9 ile birleserek apoptozom Uretmektedir. Apoptozom,
kaspaz 9'u  ve ardindan hiicrelerin yikimina ve 6liimiine kadar sonug¢lanan
kaspaz-3 sinyal kaskadinin aktivasyonunu tetikleyen yedi kollu halka seklinde
bir kompleks yap1 olusturmaktadir. Genel olarak SMAC / DIABLO
(Kaspazlarin ikinci mitokondriyal aktivatéri / diisiik PI'li dogrudan IAP
baglayici protein), Kaspaz-9 (Sisteinil aspartik asit-proteaz-9), Bcl-2 (B-hucresi
lenfoma proteini 2), Bcl-w (Bcl-2 benzeri protein), Nox (Phorbol-12-miristat-
13-asetat ile uyarilan protein 1), Aven (Hucre 6lumu dizenleyici Aven) ve Myc
(Oncogene Myc) intrinsik sinyal yolaginda o6nemli katki saglayan protein
gruplar1 olarak bilinmektedir. Mitokondriyal islevsel bozuklugu, mitokondriyal
membran potansiyelinin kaybina, sliperoksit iyonlarinin asir1 iiretimine, matriks
kalsiyum glutatyon akisina, membran proteinlerinin salinmasina ve
mitokondriyal biyogenezini bozarak, ideal terapttik hedef olarak kanser
hiicrelerinde apoptozu indikleyebilmektedir [109,114,116].

2.12.4 Dissal (Extrinsic) apoptoz

Ekstrinsik slrec, 6l1im reseptorleri olarak ta bilinen hiicre membran proteinleri
tarafindan baslatilmaktadir. Fas (fizyolojik ligandi FasL'dir), tiimdér nekroz
faktorii (TNF) reseptorleri TNFR1 ve TNFR2 ve TNF ile iligkili apoptoz
indikleyici ligand (TRAIL) reseptorleri DR4 ve DR5 Pro-apoptotik 6lim
reseptorleri olarak bu yolaktaki etkili protein gruplaridir. FasL / FasR ve TNF-a
/ TNFRI1 aksis ile karakterize edilen apoptozun ekstrinsik fazinda yer alan
olaylar zinciri DR’lerin spesifik 6liim ligandlar1 (DL'ler) tarafindan tetiklenmesi
ve bir 0Olim indikleyici sinyalleme kompleksinin (DISC) olusumuyla
ilerlemektedir. Hicre yuzeyindeki 6lim reseptorlerine (Fas, TNFR, DR5) 6lim

sinyallerinin (FasL, TNF-alfa, TRAIL) baglanmasiyla ortaya ¢ikan trimerik
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yapi, adaptor molekiilleri ve prokaspaz ile birleserek DISC (Death inducing
signaling complex) olusturmaktadir. Buda, Inaktif prokaspaz-8’in aktif kaspaz-
8’in olugsmasim1 ve dogrudan ve/veya dolayli olarak kaspaz-3’0 aktive
etmektedir. kaspaz-3 CAD aktivasyonu ile DNA fragmantasyonuna ve apoptotik

siirecin tamamlanmasina neden olmaktadir [109,111,114].
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Sekil 2.12: intrinsik ve ekstrinsik apoptoz mekanizmalar1 ve pro-survival
sinyalizasyonun bagisiklik hiicrelerinin ve tliimor mikrogevresinin etkisi [104].

2.13 KANSER TEDAVi YONTEMLERI

Malignitenin tanimlanmasi ile baslatilan kapsamli arastirmalarin genel amaci
kanser hastalar1 i¢in yasam kalitesini ylikseltebilen alternatif tedavi
yaklasimlarinin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Hastalarda gelisen tiimor tiirline,
pozisyonuna, ilerleme asamasinda ve hastanin genel saglik durumuna bagh
tedavi edici stratejilerin se¢imi gergeklesmektedir. Ameliyat (diagnostik,
profilaktik, kiiratif), radyo cerrahi tedavileri (robot kollu bigaklar), cesitli
kemoterapotikler (Alkilleyici ajanlar, Antimetabolitler ve Antimetabolitler) ve

radyoterapi gibi baslica tercih edilen geleneksel tedaviler klinikte
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uygulanmaktadir. Modern tiptaki teknolojik ilerlemeler, hormonal terapi, anti-
anjiyogenik inhibitdrler, kok hiicre tedavileri, biyomarkorlarin izlenmesi (hiicre
dis1 vezikiiller gibi (EV'ler)), DNA onarim inhibitorleri, onkolitik viroterapiler,
RNAi (RNA interferans) teknikleri, immiinoterapi ve dendritik hiicre bazli asi
secenekleri gibi yeni modaliteler sunmaktadir. Yeni yaklasimlarin geleneksel
tedavi yontemleri ile iliskili tedavi sonrasi yan etkileri daha az ve kontrol
edilebilir noktaya tasimasi ayrica dikkat ¢ekmektedir [116,117,118]. Biyolojik
terapi olarak da bilinen immunoterapi terimi, aktif immunoterapi ve pasif
iImmdinoterapi basliklart altinda, bagisiklik sistemi manipiilasyonu ile terapotik
yaklagimlart kapsamaktadir. Kendi kendini sinirlayan bulasict hastaliklar (Self-
limiting infectious diseases) geleneksel aktif asilama stratejileriyle kontrol
edilmektedir. Gunimuzde imminoterapinin temel amaci olarak goziiken kanser
ve cesitli kronik hastaliklarin tedavisine yonelik diizenlenen ¢alismalarda,
diizenleyici mekanizmalarin molekiiler alt yapilari, uygun antijen adaylarin
belirlenmesi, antijen sunan hicreler (APC) ve T hicreleri arasindaki etkilesimin
optimizasyonu agisindan bagisiklik sistemlerinin kapsamli arastirmasina vurgu

yapilmaktadir [116].

Erken evre kanser immiinoterapik yaklasimlar1 sitokinleri hedef alarak immiin
hiicre fonksiyonlarini etkilemektedir. Ornegin, yiiksek doz interldkin 2 (IL-2) ve
interferon alfa-2b, gelismis melanom ve renal hiicreli karsinomu (RCC)
tedavisinde ¢ok sayida asagi yonde reaksiyon zincirlerinde etkili ve diizenleyici
olmaktadir. Bagisiklik sistemini ¢ok yonli hedef alan arastirmalar sonucunda,
bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri (ICI'ler), adaptif hiicre tedavisi, onkolitik
viriisler ve kanser asilari gibi alternatif terapotikler gelistirilmektedir [119].
Dendritik hiicreler (DC'ler), organlarda yerlesik olabilen veya lenfoid ve/veya
lenfoid olmayan organlar arasinda mobil 6zellikte, profesyonel antijen sunan
hiicreler (APC'ler) olarak tanimlanmaktadir. Stabil kosullarda, DCler, antijenleri
sinif T ve II major histokompatibilite kompleksleri olarak isleme tabi tutarak
sunmaktadir. Son zamanlarda, tiimor hiicrelerine karsi basarili bagisiklik
yanitlarini elde etmek adina DClerin antijen sunum potansiyelini gliglendirmek
amaglanmaktadir. Hastalardan izole edilip ex vivo modilasyon geciren DC’ler,
immiin yaniti1 daha etkili bigcimde tiimdriin eliminasyonuna dahil edebilmektedir.

DCler antitimor ajan olarak degerlendirilmesine ek olarak, DC asilarinin
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kemoterapOtik ve monoklonal antikorlar gibi diger kanser tedavileriyle
kombinasyonu, daha etkili ve basarili terapotikleri ortaya ¢ikarmaktadir [120].
Tumor antijenlerine 6zgu efektdr hicreler, DC'leri hedefleyen peptit, DNA,
RNA ve antijen-nanopartikiil kombine asilar ile baglantili iiretilebilmektedir.
Rasyonel kombinasyon terapileri belirli imminoterapétiklerin  spesifik
mekanizmalarindan yararlanilarak tasarlanmaktadir. Kombinasyon tedavi
stratejileri, anti-timo6r immiin mekanizmalar1 tesvik ederek, ayn1 zamanda DC
etkililigini giiclendirdigi bilinmektedir. DC kombine uygulamalar arasinda,
kemoterapotikler, radyasyon, monoklonal antikorlar ve nanopartikiller ile
birlikte DC aktivasyon ve performansini giiclendiren en yaygin tercih edilen

uygulamalardir [120][121].
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Sekil 2.13: Kanser tedavisinde uygulanan ¢esitli immiinoterapi stratejileri [120].
2.13.1 Dogal Tedavi Yaklasimlar:

Onkolojideki mevcut yaklasimlari basarisizliga tasiyan engelleri ve timor
hiicrelerin ayirt edici  Ozelliklerini goz Oniinde bulundurarak, alternatif

yontemlerin ortaya c¢ikmasi, eski ajanlarin tanimli hedeflere uygun sekilde
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modifikasyonu, yeni antineoplastik bilesiklerin arayisi ve klinik uygulamalara

tasima gereksinimini one ¢ikarmaktadir [122].

Diyet kaynaklarindan, sifal1 bitkilerden ve deniz canlilarindan elde edilen ¢esitli
Oziitler, fraksiyonlar, karisimlar ve saf bilesikler, biyolojik mekanizmalar
arastiran kimyasal biyoloji c¢alisma alanlarinda incelenmektedir. Dogal
bilesiklerin biyosentezinin, jenerik ilaglara benzer sekilde c¢esitli enzimler ve
proteinler vasitasiyla hedefleri ile etkilesime girdiklerini kanitlamaktadir. Yeni
ilag kesfi siirecinde giiclii interatomik ligand-hedef baglanma motifleri bulunan
adaylar, ayricalikli yapilar olarak islenmektedir. Sentetik bilesiklerle kiyasla,
dogal ekstraktlar yapisinda genellikle daha fazla stereojenik merkez, oksijen
atomu ve sayica daha diisiik donebilen bag, nitrojen, kiikiirt ve halojen atomlari
bulunmaktadir. Bu biyolojik ve yapisal g¢esitlilik, dogal 0Ozltleri kanser ve
bulasict hastaliklarin tedavisinde degerli Oncii bilesikler olarak sunmaktadir
[123,124,125]. Timor hiicreleri igin antineoplastik olduklar1 tahmin edilen
secili dogal yapilarin klinik uygulamalara gegebilmesine yonelik kapsamli ex
Vvivo ve in vivo deney modelleri arastirilmaktadir. Cesitli dogal yapilarin kanser
Onleyici vel/veya tedavi edici Ozellikleri, serbest radikallerin uzaklastirilmasi,
DNA onarimi, hiicre dongiisiiniin kontrolii, kanserojenlerin detoksifikasyonu,
immiin goézetimi, programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz) ve otofajik sinyal
yolaklarin aktivasyonu, anti-inflamatuar, anti-anjiyojenik, anti-invazif ve
antimetastatik aktiviteleri dahil olmak (zere birgok hicresel ve molekiler
mekanizmadaki aktif rollerinin ortaya ¢ikmasi ile aciklanmaktadir. Dogal
bilesiklerin yaygin olarak kullanilan jenerik ilaglara kars1 daha diisiik seviyede
agresif ve toksik olmasi, ayrica kombinasyonel yaklagimlarda etkinliginin
artmasi, tiimor ozelliklerin bilinen ve bilinmeyen zayif noktalarini tek degil, bir
ka¢ yonli hedef alma potansiyeli bu zengin terapdtik kaynaklarin gelecekte

kanser hastalar1 i¢in umut verici olacagi diisiindiirmektedir [126,127].

2.14 BRASSINOSTEROIDLER

Dogal kimyasal haberciler olarak tanimlanan steroid bitki fitohormonlari, kék
ve gOvde blyumesi, vaskller diferensiyasyonu, etiolasyon ve Ureme,
ciceklenme ve tohum c¢imlenmesi, homeostazinin korumasi, biyotik ve abiyotik

stres faktorlerine yamti ile ¢evresel degisikliklere uyum saglayarak, bitki
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biiyiimesi ve gelismesini diizenlemektedir. 20. Yiizyilin baslarinda tek bitki
hormon tirler olarak bilinen indol-asetik asit ve gibberellik asit iken yaklasik 40
yillik arastirma sirasinda, iskelet yapisinda 27, 28 ve 29 karbon iceren, blyime
diizenleyici aktiviteye sahip yeni bir fitohormon sinifi olan brassinosteroidler
(BR), bitki tohumlarindan, meyvelerinden, yapraklarindan ve polenlerden izole
edilmistir. Gilinlimiizde BR'lerin diger fitohormonlar ile es zamanli c¢apraz
etkilesimleri ise ¢esitli fizyolojik, biyosentetik ve stres yanitlarindaki kontrol
mekanizmalar1 kapsamli molekiiler ve genetik analizler ile arastirilmaktadir

[128,129].

Poli hidroksillenmis sterol yapilar ile karakterize BR’ler, ilk olarak Brassicaceae
familyasindan Brassica napus L polenin’den, ve sonrasinda Brassica campestris var,
pekinensis L, Raphanus sativus L , Arabidopsis thaliana L , Camellia sinensis (L.),
Aegle marmelos Corr ve Centella asiatica bitkilerin yaprak ve/veya tohumlarindan
izole edilmistir. BR biyosentezi, transferi ve yikilisi, endojen BR diizeyini ve
homeostazin korunmasinda kritik ve énemlidir. Arastirmalar BR mutantlar tagiyan
bitkilerde, yetersiz biiyiime, degismis yaprak morfolojisi, anormal vaskiiler gelisimi,
gecikmis ciceklenme, yaslanma ve erkek dogurganliginin azaldigin1 gostermektedir.
Diger taraftan bitkilerin antioksidan aktivitesi, membran proteinlerin islevsel
oOzellikleri, Calvin déngusii enzimlerin fosforilasyonu, kursun ve tuz stresine maruz
kalan bitkilerde metabolitlerin modulasyonu kontrol edilmektedir [130,131]. BR’in
diger fonksiyonel molekiillerle etkilesimi, tolerans aglarini entegre edip stres
kosullarin1 daha kolay atlatmasina yol agmaktadir. BR'lerin degisik analoglari harig,
i¢ dogal formu olan, brassinolid, 24-epibrassinolid (EBR) ve 28-homobrassinolidin,
bitki metabolizmasi, biliylime ve verimliligi, temel besinlerin alinmasi ve
asimilasyonu, ozmotik ve fotosentetik duzenlemenin modulasyonu, antioksidan
sistemlerin regulasyonu, askorbat-glutatyon dongiisii, glyoxalase sistemi ve tasima
proteinlerinin aktivitesini artirarak mineral alimini tesvik etmektedir [132,133].
Okaryotik organizmalarda lipofilik steroidler, hiicre membram yiizeyinde ve/veya
sitoplazmada lokalize olmus hormon reseptér proteinleri ile etkilesimi,
konformasyonel degisimi ve dimerizasyon sonrasi aktivasyon gostermektedir.
Genetik materyalin spesifik promotor bolgesine baglanmak, belirli gen transkriptlerin
regulasyonu (aktivasyon veya inhibisyonu) ve yeni proteinlerin sentezini amaclayan

steroid- reseptor kompleksleri, ¢ekirdege transfer edilmektedir. Benzer sekilde

35



BR’ler, plazma membran yiizeyinde bulunan 16sin bakimindan zengin ve homo
oligomer yapili BRI I(brassinosteroid-insensitive 1) gibi reseptér kinazlara
baglanarak, DNA sekans modifikasyonu ve genomik yanitlarini kontrol etmektedir
[134,135,136].

steroid hormonlar:

(bstrojen.androjen progestron,

mineral kortikoid) ve
Brassinosteroidler

‘u, veni protein
I ) Plazma membram
steroid reseptirler(BRI1)
—

hormon-reseptér
komplelsi

k- -
i)

Sitoplazma

Sekil 2.14: Steroid hormon ve BR molekiiler etki mekanizmalar1 [136].
2.14.1 Epibrassinolid

BR biyosentezin en aktif bileseni olarak bilinen 24-Epibrassinolide (EBR),
farkli metabolik ve fizyolojik siire¢lerde bitki homeostazisi korumaktadir. EBR
kronik stres kosullari altinda c¢esitli biyokimyasal ve molekiiler yolaklarin
modulasyonu ile bitkinin blyumesini, biyokutle birikimini ve fotosentetik
verimliligini ve membran stabilitesini artirmaktadir. EBR, SOD, CAT, POX vb.
gibi antioksidan enzimlerin dretimini tetikleyerek, reaktif oksijen turlerini
(ROS) uzaklastirmaktadir. Ayrica, agir metaller, pestisitler, sicak ve soguk stres
ortamlarinda prolin ve ¢dziiniir proteinlerin {iretimini tesvik ederek, ozmotik

potansiyeli ve ozmolit metabolizmay1 diizenlemektedir [137,138,139].
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PubChem CID: 443055
CAS no: 78821-43-9

Kimyasal adi: (1R,3aS,3bS,6aS,8S,9R,10aR, 10bS,12aS)-12a-dimetil-1-
[(1S,2R,3R 4R)-2,3-dihidroksi-1,4,5-trimetilhekzil |hekzadekahidro-8,9-
dihidroksi-10a6H-benz[c]indeno[ 5,4-e]oksepin-6-one

Sinonimler:EBL, 24-Epibrassinolid
Molekiil Formiilii: C28H4806

OH

Molekiil Agirligr: 480.7

Sekil 2.15: Epibrassinolidin kimyasal yapist
2.14.1.1 Epibrassinolidin Kanser Hucreleri Uzerindeki Etkileri

EBR' in c¢esitli kanser hiicre hatlarinda antiproliferatif ve apoptotik etkisi
oldugunu kanitlayan 2008 yilinda baslayan ilk calismalardan sonraki
donemlerde dogal kaynakli BR'lerin mikromolar konsantrasyonlarda transforme
olmamis insan fibroblast, fare embriyonik fibroblast (MEF), insan fetal kolon
epitel hucrelerinde toksik etki g0Ostermedikleri; timor hacrelerinde ise
sitotoksisiteye yol acarak hiicre dongii diizenini bozduklarini, kanser ve normal
hiicrelerde farkli tepkiler ve yanitlar olusturduklarini ortaya koymustur
[136,140]. EBR kaynakl1 apoptotik hiicre dliimiin, poliamin katabolik yolag: ile
iligkili ve p53 ifadesinden bagimsiz oldugu bilinmektedir. Bu sebeple, bitkisel
kaynakli fitohormon BR’ler antikanser ila¢ gelistirmede giiclii potansiyel vaat
etmektedir [141]. MCF-7 ve MDA-MB-468 meme kanseri hucrelerine BR
uygulamasi sonucu hiicre populasyonun hiicre dongiisiiniin G1 fazinda artigini
ayrica, tiinel, propidyum iyodiir ve akridin turuncusu gibi ¢esitli DNA ve RNA
boyama teknikleri, apoptotik proteinlerin ifadesi her iki hiicre hattinda
yiikseldigi ve BR aracili apoptoz indiiksiyonunu goéstermistir [142]. EBR’nin
kolon kanseri hiicrelerinde hiicre sayisini ve koloni olusumunu diisiirdiigiive
HCT116 hiicrelerinde p38, SAPK/INK ve ERK 1/2 ifadelerini indiikledigi tespit
edilmistir [143]. SILAC-tabanli kiitle spektrometresi analiz sonuglari, 12 saat
EBR uygulamasi yapilan LNCaP hiicrelerinde 160 adet farkli protein yapinin

onemli degisimler gosterdiklerini ve tespit edilen proteinlerin her birisi 11 ya da
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daha fazla fokus tiiyeden olusan, toplam 7 adet spesifik fonksiyonel ag
olusturduklarini bildirmektedir. Incelenen aglar ile hiicre 6liimii ve yasamu,
hiicre diizeni ve organizasyonu, hiicresel fonksiyon ve onarim, ilag
metabolizmasi, lipit metabolizmasi, hiicre morfolojisi ve hiicresel
fonksiyonlarin  etkilenmektedir. EBR'ye kars1 hiicresel yanitta protein
katlanmasinda fonksiyonel olan kalretikulin (CALR) anlatiminin degistigi ve
buna bagli olarak katlanmamis protein yanit1 (UPR) ve apoptozun indiiklendigi
bildirilmistir [144]. BR analogu olan BR4848'in insan endotel hicrelerinde
anjiogenezi inhibe ettigi ve in vitro insan kanser hucrelerinde metastazi

Onleyerek, apoptozu tesvik ettigi rapor edilmistir [145].

Sekil 2.16: Kolon kanseri hiicre hatlarinda EBR etki mekanizmasi [143].

Bulgular, EBR'nin ilaca duyarli ve ilaca direng¢li kiigiik hiicreli akciger
karsinomu (SCLC) hiicrelerinde farmakolojik aktivite sergiledigini ve Wnt/ -
katenin sinyal yolagi araciligiyla etkili oldugunu gostermektedir. SCLC
hicrelerinin gen ekspresyon analizleri, EBR inklbasyonunun, anti-apoptotik
(6rnegin, c-Jun, survivin), hiicre boliinmesi ile iligkili (6rnegin, CCND1 siklin,
sox9) ve metastaz ile ilgili (6rnegin MMP7, uPAR) B-katenin bagimli genlerin
ekspresyonunda onemli ol¢lide baskiladigi vurgulanmaktadir [146]. Bir diger
arastirma, SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hicrelerinde, EBR tedavisinin
mTOR kompleks I (mTORCI1) aktivasyonunu inhibe eden Akt'1t aktive ederek
stres yanitlar1 olusturdugunu gostermistir. AKT, tiimor hiicre akibetini belirleme
strecinde Oonemli bir hedeftir. EBR, SW480 hucrelerinde daha etkili LC3

lipidasyonunu ve makrootofajiyi tetiklemektedir. EBR aracili Akt aktivasyonu
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ise, poliaminler ile iligkili asagi akis hiicresel stres yanitlarini diizenleyerek

otofajiyi baglangicini desteklemektedir [147].

2.15 MOLEKULER MODELLEME

Molekiiler modelleme, biyomolekiil yapilar1 matematiksel ve kuantum mekanik
yaklagimlart ile simiilasyon sanatidir. Kuantum mekanigi araclari, hedef
yapilarin geometrik (bag uzunluklari, bag agilar1 ve torsion (burulma) agilari),
enerjik (toplam enerjiler, olusum 1s1s1, aktivasyon enerjileri ve termodinamik
ozellikler), elektronik (sinir yoriinge enerjileri, yik dagilimlari ve dipol
momentleri) ve spektroskopik (absorbsiyon esikleri, titresim frekanslar1 ve
kimyasal kaymalar) verileri kompitasyonel hesaplamalara doniistiirerek,
kimyasal siireclerin ampirik ¢alismalara baslanmadan incelenmesi firsatini
sunmaktadir [148]. Canli organizmalardaki biyomolekiiller, mikro ¢evresindeki
¢ok sayida makromolekiiller ile ¢apraz etkilesimler sonucu islevsel olmaktadir.
Bu nedenle, biyomolekiillerin dinamiklerini ve interatomik etkilesimlerini
simiile ederken yalnizca su ve iyonlar1 degil, ayn1 zamanda ortamda bulunan
diger baglayici1 partnerleri, metabolitleri, lipitleri ve makromolekiiller dikkate
alinma olanagi sunan molekiiler modelleme yaklasimlarina her gegen giin daha

fazla ilgi duyulmaktadir [149].

Molekiiler modelleme c¢alismalari, ilk olarak atomlarin uzaydaki goéreceli
konumlarini kartezyen koordinat sistemi ile tanimlayarak bilgisayarda bir model
olusturma ile baslamaktadir. Saglam ve dogru bir baglangi¢ geometrisi her
zaman hesaplamalarin kalitesini belirlemektedir. Molekiiler mekanik, elektronik
yapi, post-ab initio ve molekiler dinamik olmak (zere toplam dort temel
molekiiler modelleme yontemi olarak tanimlanmaktadir (Profeta, 2008).
Potansiyel ila¢ adaylarinin profilinde, farmakokinetik 6zellikler dahil ¢ok yonlii
yetersiz bilgi, modern terapétiklerin gelistirilmesinde engel teskil etmektedir.
Bu noktada molekiler modelleme (in siliko) tekniklerinin clearance (klerans-
agiklik), unbound fraction (bag yapmamis fraksiyon), volume of distribution
(dagitim-dagilma hacmi) ve bioavailability (biyomevcudiyet-biyoyararlilik) gibi
onemli farmakokinetik o6zelliklerin tahminini saglayarak, ila¢ tasarimi ve

arastirmasinin ¢esitli asamalarini etkin bir sekilde hizlandirmaktadir [150].
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2.15.1 Yapi-Bazh ila¢ Tasarim

Bilim ve teknolojik yaklasimlarin ilerleyisi ile birlikle belirlenen ii¢ boyutlu
protein yapilarinin sayisi ve genomik datalara erisim kolayligi hizla artmaktadir.
Artik, Yap1 Bazli ilag Tasarimi (SBDD) araglari, protein ii¢ boyutlu yapisindaki
kiigiitk molekiillerin konumunu ve ligandlarin hedef proteine afinite ihtimallerini
ongorerek ila¢ arastirma maliyetleri ve siire¢lerini 6nemli Ol¢iide diisiirmektedir
[151]. Enzimler, proteinler veya reseptorler gibi hedeflerin ii¢ boyutlu yapisal
datalar1 bilindiginde, SBDD ligandlarin hedefe baglanma siirecini ¢esitli yazilim
programlari ile gorsellestirmektedir. SBDD, biyolojik islevselligin temeli olan
baglanma (pocket sites) bolgelerini ve ligandlarin hedef makromolekiillere
baglanma afinitesini bildirmektedir. Bu bilgileri ideal farmakolojik ve terapotik
etkiler icin gerekli 6zellikleri iceren yiksek afiniteli ligandlarin tasariminda
kullanilmaktadir [152,153]. SBDD, protein yapisini hazirlama, baglanma yeri
tanimlama, ligand bilesik kitapligi, kenetlenme ve skorlama fonksiyonlar1 gibi

kademeli adimlar igermektedir [154]
2.15.1.1 Protein Yapist

Hedef organik bilesiklerin yapisinin hazirlanmasit SBDD’nin temel adimidir.
Yap: tanimlama tekniklerinin (X-151n11, NMR, elektron mikroskopu)
gelistirilmesine paralel olarak, RCSB protein veri bankasinda (PDB) bulunan
protein-ligand kompleks yapilarinin sayisida her gegen giin artmaktadir
[155,156]. X-151n1 ve niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisinin
maliyetli ve sinirli erisimi nedeniyle, bir¢ok hedef proteinin yapisini belirlemek
deneysel ¢alismalar gerekmektedir. Hedef yapinin deneysel yontemler veya veri
taban1 ile belirlenmesi miimkiin olmadigr durumlarda ise hesaplama
yontemlerinden, homoloji modellemesi, threading ve de nove folding gibi
protein  sekanslarin1  belirlemek  yaklagimlar1  i¢in  yararlanmaktadir

[157,158,159].
2.15.1.2 Baglanma Bdélgesinin Belirlenmesi

Hedef biyomolekiiliin baglanma bdlgesinin  belirlenmesi, protein-ligand
etkilesim fenomeni, kenetlenme sonrasi dinamikleri, hidrojen bagi olusumu,
kompleksin serbest enerjileri hakkinda net bilgiler saglayarak, islenen ligandin

en iyi  farmakofor  alanim1  hesaplayabilmektedir  [160]. Hedef
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makromolekiilerdeki baglanma alanlar1 bdlgeye yonelik mutagenez, X-1511
kristalografisi, substratlar1 veya bilinen inhibitorleri literatiirdeki kapsamli

deneysel bulgularin yorumlanmasi ile belirlenmektedir [161,162].
2.15.1.3 Ligand Kiitiiphanesi Hazirlig

Ligandlar veya diger adiyla ilag benzeri bilesiklerin, kimyasal yapilari,
tanmimlayicilari, fiziksel Ozellikleri, biyolojik aktiviteleri, interaksiyon
partnerleri ve toksisite ve saglik tizerinde etkileri hakkinda giivenilir bilgi
erisimi  saglayan PubChem, ChEMBL, Drug Bank, ZINC gibi c¢esitli
veritabanlari mevcuttur [151,163]. Ligandin absorpsiyon, dagilim, metabolizma,
atilim ve toksisite oranlar1 gibi ADMET risk skorlari, ayrica ligandin boyut, sarj
yuki, suda ¢oziiniirliikk, dagilim hacmi, akut toksisitesi, kanserojenlik, serum
glutamik oksaloasetik transaminaz yiliksekligi, hepatotoksisite ve midazolam
3A4 oksidasyonunun inhibisyonu gibi,163 6nemli ve etkili risk parametreleri
kenetlenmeden Once dikkate alinmasi gerekmektedir. Bu detaylar, biyoaktif
ligandlarin, farmakokinetik 6zellikli, giivenilir ve etkili ilaglarin ortaya ¢ikma

surecini hizlandirmaktadir [164].
2.15.1.4 Molekuler Kenetlenme (Docking)

Tipik SBDD hesapsal biyolojide kenetlenme asamasinda, rigid hedef proteinin
tic boyutlu yapisi ve aktif bolgesi kartezyen koordinat sistemi ile gridlere
(parsellere) ayrilmaktadir. Aktif alandaki atomlarin ve konformasyonel pozun
sayist belli esnek yapili (flexible) ligandin interatomik etkilesimi sirasinda
gelisen kismi yiikler hesaplanmaktadir. Datalar tercih edilen ¢esitli doklama
yazilimlarda farkli algoritmalar ile skorlama islemi sonucu toplam etkilesim
enerjisine doniistiiriilmektedir. Ik olarak 1970'lerde ortaya ¢ikisindan
glinimiizde kadar, 50'den fazla farkli doklama programi arastirmacilar
tarafindan kullanilmaktadir [165]. Genel olarak ligand en disiikk enerjili
konformasyonlar da makromolekiillere baglanmaktadir [166]. LigPrep,
ConfGen, DOCK, AutoDock vina, Glide, Affinity gibi farkli {icretsiz ve lisansh
yazilimlarin opsiyonlari kullanilarak protein'in 3D yapisini ve farkli bigimlerini
olusturup hedef ligand ile karsilagtirilmaktadir [150,151]. Tum molekdler
kenetlenme programlar1 i¢in protein-ligand kompleksinde kullanilan skorlama
fonksiyonlar1 ve baglanma afinite tahminlerin hatasiz ve giivenilir sonuglarin

elde edilmesi ¢ok dnemlidir. Baslangigta, makro/mikro biomolekiiller arasindaki
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molekiler tanimayr amaglayan doklama araglari, artik hit tanimlama ve
optimizasyonu, mevcut ilaclarin yeni terapotik amacglara uygun yeniden
konumlandirmasi, posteriori hedef tanimlama (ters tarama) ve multi -hedef
ligand tasarimi, polifarmakoloji ve belirli hastaliklarin molekiiler hedeflerini

tanimlama siireglerinde genis kapsamda degerlendirilmektedir [163,167,168].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 MATERIYAL

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal sarflar, cihazlar, yazilimlar, molekiler
kenetlenme input dosyast genel hesaplama asamalari, hucre kulturd
donanimlari, antikorlar, kitler ve kullanilan tamponlar ekler boliimiinde

sunulmaktadir.

3.2 YONTEMLER

3.2.1in siliko Analizler

In siliko molekiiler modelleme ve simiilasyon yazilimlari, kompiitasyonel
kimyadan yararlanarak teorik ve deneysel ¢alismalar arasinda bir arayiiz
olusturmaktadir. Bir termodinamik sistemin {i¢ temel durum fonksiyonu olan
entalpi (H), sicaklik (T) ve entropinin (S) birlesimiyle Gibbs Serbest Enerjisi
(G) olarak hesaplanmaktadir. G, bir sistemin sabit basing ve sicaklik altinda
kullanilabilir is miktarin potansiyeli temsil etmektedir. Bu sistemin entalpik
kararliligi, en diisiik enerji seviyesine gectiginde ger¢ceklesmektedir. Bu arayisi
nedeniyle in siliko calismalarda organik molekiillerin yapisal datalarina bagli,
interaksiyon olasiligr ve en kararli baglanma afinitesi i¢in gerekli en diisiik
potansiyel baglanma enerjisini hesaplamaktadir. Van der Waals, hidrofobik,
dipol —dipol, hidrojen bagi etkilesimleri, iyon-dipol, iyon iyonu, kovalent
etkilesimler dahil olmak iizere cok sayida etkilesim baglanma enerjilerini
degistirmektedir. Hidrojen bagi etkilesimlerinin sayisi, reseptor-ligand
etkilesimlerinde ©nemli Ol¢lide dikkate alinmaktadir. Ancak interaksiyon
bolgesinde yakin ve uzak interatomik bag dis1 etkilesimler sistemin potansiyel
baglanma enerjisine dahil edilmektedir. Bu ¢alismada AutoDock Tools-1.5.7,
PyMOL 2.4.1 ve Discovery Studio (DS) v20 yazilimlari, tim molekiiler

simiilasyon ve analiz agamalarinda kullanilmistir.
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3.2.1.1 Protein Hazirlama

Tim hiicresel siiregler, biomolekiiller arasindaki ¢ekim kuvvetlerin (IMF)
yonetiminde ortaya g¢ikan etkilesimler nedeniyle gergeklesmektedir. Bu
arastirmanin ilk asamasinda, kanser biyolojisi ile iligkili membran ve niikleer
hormon reseptorleri arasindan segilen protein reseptorler tek bir epibrassinolid
(EBR) ligandina karsi in siliko molekiiler kenetlenme yazilim araglari
kullanilarak  incelenmistir.  Proteinlerin ~ X-Ray  kristalografi, NMR
spektroskopisi veya homoloji modelleme ile elde edilmis ii¢ boyutlu yapisal
ayrintilari,  Protein-ligand  etkilesim  potansiyellerin  simiilasyonunda
kullanilmigtir. AUTODOCK yazilimi i¢in gerekli seg¢ilen tiim protein tiirlerin
dort karekterli ID bilgilerine https://www.proteinatlas.org/ web sayfasindan
ulasilip daha sonra http://www.rcsb.org/pdb  web sitesinden pdb formati
dosyast olarak indirilmistir. Pdb dosyasi, makromolekiiliin atomik
koordinatlarini, birincil ve ikincil yap1 bilgilerini, kristalografik yapi1
faktorlerini ve NMR yapisal bilgilerini igermektedir. X-Ray ¢oziintrligi A
birimi ile ifade edilerek, say1r degeri ile gosterilmektedir. Say1 degeri disiik ise
X-Ray ¢oziliniirliigii yiiksek olmaktadir. Protein veritabanindaki protein yapilari,
ilki rakam olmak Uzere, 4 karakterli, PDB kodu olarak isimlendirilmektedir. Bu
calismada Pdb formati bulunmayan hedef proteinler icin matamatiksel ve
fiziksel iliskiler kullanarak, yapisal ve evrimsel korunmusluga bagli en yakin
model organizmadaki U¢ boyutlu homoloji modelin yapisal bilgileri
kullanilmigtir. Protein pdb formati Autodock programi kapsamindaki doklamaya
hesaplama veri bilgileri ekler kisminda (Tablo 2) verilmistir. Genel sirec

asagidaki gibi olmustur:

e Protein pdb formati Autodock programinda girdi (input) olarak

degerlendirmek
e Protein yapisinin monomerik veya multimerik oldugunu gézlemlemek

e Amino asit yapida olmayan rezidiilar1 uzaklagtirmak (6rnegin ligandlar,

iyonlar, su)
e Multimerik yapida olan proteinlerde tek bir zincirin se¢gmek

e Missing residulerin yeniden onarirmak
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e Proteinin aktif bolge kordinatlarini belirlemek
e Polar hidrojen ve kollman sarj1 yapiya eklemek

e Proteini kenetlenme siireci i¢in pdbqt formatinda kayd etmek.
3.2.1.2 Ligand Hazirlama

Ligandlarin en kararl1 (stabil) yapilarina kimyasal ismini, molekiler
formulllerini veya modifiye edilmis yapiyr ¢izerek, PubChem ve ZINC gibi
veritabanlarindan ulasilmaktadir. Bu arastirmada EBR ligandin yapisal
datalarin1 iceren SDF dosya formatina PUBCHEM veritabanindan ulasilmistir.
PyMOL Molecular Graphics System (PyMOL 2.4.1) yazilimi kullanilarak SDF
format1 pdb dosya formati seklinde kayd edilerek, Autodock programinda girdi
(input) olarak degerlendirilmistir. Ligand yapisim1 polar hidrojen ve kollman
sarj eklenerek pdbqt dosya formatinda kayd edilmistir. Ligand, reseptorlerin
aktif bolgesi ve belirlenen gridbox haritas1 (grid.gpf dosyasi), ayrica genetik
algoritmaya bagli protein yiizeyindeki tiim interaksiyonlar1 100 olas1
konformasyon sayist ile eslestirilmistir. Ligandin degisen tiim pozusyonunda

skorlama fonksuyonlar1 kullanilarak, baglanma afinitesi hesaplanmistir.
3.2.1.3 Molekiler Kenetlenme Siireci

Ligand (esnek) ve reseptor (rigid) yapilart tek tek, AutoDock yazilim
protokollerine uygun kademeli olarak grid parametreleri (GPF) ve doklama
parametreleri (DPF) formatta hazirlanarak, doklama prosodiirii otomatik olarak
baslatmistir. Reseptor-ligand baglama enerjisi, ligand verimliligi, hidrojen bag
sayisi, van der Waals, elektrostatik, torsional ve unbound enerjileri skorlar1 gibi
onemli bilgileri iceren analiz sonuclari DLG formatindaki dosya olarak
indirilmistir. Indirilen ligand-reseptdr kompleks dosyanin Discovery Studio v20.
yazilimina aktarilarak, interatomik yakin ve uzak bag etkilesimlerin detayh
incelenerek gorsellestirilmistir. In siliko molekiler modelleme analizleri
labratuvar deneysel calismalarinda izlenmesi miimkiin olmayan, protein
fonksiyonundan sorumlu ii¢ boyutlu katlanmalar1 ve kimyasal yapilarina baglh
hedef ligand molekiiller ile interaksiyon potansiyellerini net ve detayh
belirlemektedir. Elde edilen in siliko analiz sonuglar1 ikinci asamada in vitro

deneysel ¢alisma fazinda dogrulanmistir.
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3.2.2 In vitro Analizler
3.2.2.1 Hucre kalturi

Bu arastirmada, invaziv Triple Negatif meme kanseri alt grubuna bagli (claudin-
diisik) MDA-MB-231, MIA paca-2 pankreas ve HEPG-2 hepatoselilar
karsinoma hiicre hatlar1  soylar1  kullanilmistir. Bu  hiicre  soylari
laboratuvarimizda rutin olarak kiiltiire edilen hiicrelerdir. MDA-MB-231 (DT)
(ATCC Numarasi: CRM-HTB-26) MIA paca-2(DT) (ATCC Numarasi: CRL-
1420), HEPG-2(DT) (ATCC Numarasi: HB-8065) hiicre hatlar DMEM
besiyeri, %10 sigir fetlisii serumu ve 10 U/ml penisilin/streptomisin antibiyotik
katkis1 ile hazirlanmistir. Devaminda, 0.22 pM por capindaki hiicre kiiltiiri ile
uyumlu filtrelerden gegirilerek steril hale getirildi ve 50 ml’lik falkon tlplerde
+4°C’de saklamaya alinmistir. Hiicreler 25 ve 75 cm?® ‘lik hiicre kilturi petri

lerinde %5 CO, igeren 37°C inkiibatorde biiylitiilmustiir.
3.2.2.2 Hiicrelerin Pasaj Islemi

Hiicreler konfluent olunca besi ortami yetersiz hale gelmektedir. Hiicre atiklar
besi ortaminin pH ’sin1 asidik hale getirir ve atiklar hiicrelere toksik etki yaratir.
Bu da hiicrelerin 6liimiine sebep olmaktadir. Hiicreler enzimatik reaksiyona tabi
tutulup bulunduklar1 kiiltiir ortamindan kaldirilip, hiicre sayisi belirlendikten
sonra, ger¢eklestirilecek deneyler dogrultusunda hiicre ekimleri veya petri kabi
igerisindeki sayr azaltilarak kiiltiir kaplarina gegirilirler. Bu sayede
laboratuvarda hiicre hatlarinin devamliligi saglanmaktadir. Pasaj islemi,
hiicrelerin bulunduklar1 kiiltiir kaplarinda tek tabaka haline geldiklerinde ve
yogunlugu %80’1 astifinda gergeklestirilmektedir. Hiicrelerin yetistirildikleri
kiiltiir kab1 i¢inden kaldirilabilmesi i¢in hiicreler, hiicre kiiltiirii petrisi igerisine
fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikandiktan sonra PBS uzaklastirilir. %
0.25 EDTA-Tripsin ile 37°C inkubatérde 3 dakika bekletilerek inkibasyon
sonunda hiicrelerin zarar gdormemesi i¢in petri kabina ayni miktar DMEM
besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi durdurulmus ve hiicreler santrifiij tiipiine
alinmistir. 2000 rpm de 5 dakika santrifiij islemi ardindan slpernatant
uzaklastirilip, hiicrelerin lizerine 1 ml yeni besiyeri eklenmistir. Yavas ve
dikkatli pipetaj yapilip homojen hiicre siispansiyonu hiicre sayimina

gotlirilmustur.  Hiicre  siispansiyonundan 10 upl  alimip  Neubauer
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hemositometresinin kanalina aktarilmis ve iizeri lamel ile kapatilmistir.
Hemositometre 25 karede sayilan hiicre sayisi, 1 ml’deki hiicre sayisinin
bulunabilmesi igin 10 ile carpilmistir. Degisik deney plan dogrultusunda elde

edilen sayiya bagli ekim veya pasajlama islemi gerceklestirilmistir.

3.2.2.3 Metiltiazol Difenil Tetrazolyum ile Hiicre Canliliginin Belirlenme Testi
(MTT)

Metabolik aktivitenin Ol¢limiine dayali hiicre proliferasyon testlerinde yaygin
olarak metil tiyazol difenil tetrazolium (MTT) gibi tetrazolyum tuzlar
kullanilmaktadir. Proliferasyona ugrayan hiicrelerde dehidrogenaz enzim
aktivitesi artmaktadir. Dehidrojenaz enzimi tetrazolyumu dimetil siilfoksit
(DMSO) ile c¢o6zinebilen ancak suda coOzinmeyen formazan kristallerine
indirgemektedir. Bu sayede MTT testi ile mitokondriyal aktivite bozuklugu
gosterebilmektedir. Hiicrelerin tetrazolium (sar1) kullanarak formazan (mor)
boya iiretmesi sonucu goriilen renk degisimi absorbans olarak ELISA okuyucu
ya da spektrofotometre ile Ol¢iiliir. MTT ajani, canli hiicre igerisinde mor renkli
formazan tuzu olusturulmasi sonucu kolorimetrik yontem ile hiicre canliligi

belirlenmistir.

MDA-MB-231 meme, MiApaca-2 pankreas ve HEPG2 hepatoseliiler dogal tip
timor hiicreleri 1x10” hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine
ekimi gerceklestirilmistir. Bir gece 37°C’ de inkiibasyonu takiben hiicrelere (0-
40 uM) EBR ile 24 ve 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. [la¢ uygulamasinin
sonrasinda hiicrelere 4 saat boyunca MTT ajant uygulanmis ve DMSO ile
formazan tuzlar1 ¢oziindiriiliip absorbans okumasi 570 nm ve 655 nm dalga

boylarinda mikroplaka okuyucuda gergeklestirilmistir.
3.2.2.4 Mikroskobik yontemler

Isik mikroskobu: Ekilen hiicrelerin ila¢g uygulamasi Oncesi ve sonrasindaki
morfolojilerini g6zlemlenmesi i¢cin SOIF XDS-1B 1s1k mikroskobunda inceleme

yapilmistir.

Floresan mikroskobu: floresan isaretli boyalar ile hiicre morfolojilerin
incelenmesi gerceklestirilmektedir. 3x10* hiicre olacak sekilde 12 kuyucuklu
petrilere ekim yapilir. 24 saat 37°C’ de inklibasyon sonrasinda istenilen farkli

dozlarda ila¢ uygulamasi yapilir. Floresan boyalar asagidaki tabloda da
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gosterildigi gibi hiicrelere deneye bagli, 24, 48 saat ilacin etkisinden sonra
belirli siire boyunca uygulanarak inkiibe edilmektedirler. Béylece Inkiibasyon
sonrasinda  floresan mikroskobu ile boyalarin tutulumu hiicrelerde

incelenmektedir.

Tablo 3.1: Floresan boyalarin uygulama oranlar1 ve siireleri

Boya Final Inkiibasyon EX/Em nm

Pl 5mg/ml 30dk Ex:536 nm/Em:616
DiOC6 4nM 15dk Ex:488 nm/Em:525
DAPI 5mg/ml 10dk Ex:350 nm/Em:570

96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir.
Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra hiicrelere (0-40 uM)
EBR uygulamasi 24 ve 48 saat siiresince yapilmistir. Inkiibasyon sonunda her
kuyucuga 3 nM DIOC6 (ana stok: 4 mM) 30 dakika boyunca uygulanarak
floresan mikroskobunda mavi filtre ile canli hiicreler belirlenmistir. Hiicre
Olimii tespiti i¢in PI boyama yapilmistir. Boyanan hiicrelerin inkiibasyonu
ardindan her kuyucuga 1 ug/ml PI (ana stok: 50 mg/ml) pipetlenmis ve yeniden
15 dk siiresince inkiibe edilmis, son olarak ise yesil filtrede Olii hiicreler
belirlenmistir. EBR, uygulamanin hiicre hatlarinda apoptotik hiicre oliimi
tizerine etkisini belirlemek amaciyla DAPI (4°,6-diamidino -2-fenilindol)
boyama gerceklestirilmistir. Inkiibasyonu takiben her kuyucuga 30 dk 1, 5 pl/ml
DAPI boyas1 uygulamasi yapilmistir.

3.2.2.5 Kolonojenik Deney

Klonojenik veya koloni olusumu analizi, kanser arastirmalarinda tek bir
hiicresinin adhezyon bagimsiz olarak koloni halinde buyume kabiliyetine ve
cesitli ajanlarin sitotoksik veya genotoksik etkilerini potansiyel klinik uygulama
ile degerlendirmek igin standart bir in vitro hiicre sagkalimi 6l¢gme aracidir.
MDA-MB-231 meme, MiApaca-2 pankreas ve HEPG2 hepatoseliiler dogal tip
timor hicreleri 5x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine
ekimi gerceklestirilmistir. Bir gece 37°C’ de inkiibasyonu takiben hiicrelere (0-
40 uM) EBR ile 48 saat boyunca inklibe edilmistir. Sonrasinda ilagli medyay1
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uzaklagtirarak fresh medya ile ondort gin (iki hafta) boyunca 37°C’ de
inkiibasyonu devam etmistir. Ikinci haftanin sonunda her kuyucukdaki medya
atilarak, 1xPBS ile yikanmistir. Her kuyucuga 500 puM metanol /asetik asit
solusyonu (3:1) eklenerek 15 dk kolonilerin fiksasyonu yapilmistir. Son
asamada sollisyon uzaklastirarak her kuyucuga 500 uM %0,5’lik kristal viyole
eklenerek 30dk muamele edilmistir. kuyucuklar distile su ile yikanarak olusan

koloni gaplarinin mikroskobik ¢ekim ve 6l¢iim tizere ¢ekime hazirlanmistir.
3.2.2.6 Immunoblotlama

Total Protein izolasyonu Hiicreler 8x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 100 mm
caplt hiicre kiiltiirli petrilerine ekilir ve uygun besi ortami1 (DMEM besiyerinde
%10 sig1ir fetiisii serumu ve 10 U/ml penisilin/streptomisin antibiyotik katkisi
ile) bekletilmistir. 24 ve 48 saat Belirlenen dozlarda EBR uygulamasindan sonra
medya atilir ve hiicrelerin lizerine soguk 1x PBS eklenerek yikama islemi
gerceklestirilir ve yeniden 1X PBS uygulamasi ile mekanik olarak kazima
yontemi ile hiicreler petri kabindan kaldirilir. Ardindan 2 dakika 13.200 rpm’de
santrifiij edilerek, siipernatant atilir. Uzerine, %10 proteaz inhibitdrii ile
hazirlanmis M-PER Cell Lysis ajam1 eklenerek oda sicakliginda 15 dakika
calkalayic1 da bekletilir. 16400 rpm’de 15 dakika +4°C’de santrifiij edilerek
ayristirtlan 6rneklerden, siipernatant yeni bir mikrofiij tiipiine alinarak -80°C’de

saklanir.
Protein Konsantrasyonunun Bradford Deneyi ile Belirlenmesi

Protein igeriginin belirlenmesi i¢in Bradford yontemi kullanilmistir. 96
kuyucuklu petrilere, 2 tekrar olmak tizere 1ul’den 5u’ye kadar protein standardi
olarak BSA (1,52 pg/ ul) kullanilip, diger kuyucuklara ise orneklerden 1ul ve
kor olarak sadece 200 ul bradford ajani eklenir ve iizerlerine 200 pl bradford
ajan1 konulur. 96 kuyucuklu petri yi 5 dakika karanlikta beklettikten sonra
ornekler Bio-Rad 96 kuyucuklu petri okuyucu cihazinda 595 nm’de
absorbanslar1 Ol¢iiliir. Alinan verilerden, bilgisayar yardimi ile proteinlerin

konsantrasyonlarina ulasilir.
Proteinlerin hazirlanmasi ve SDS-PAGE’de yurutulmesi

Immunoblotlama igin protein izolatlar1 5x Laemmli tamponu ile 1,3 oraninda

karistirilarak 95°C’de 5 dakika denatiire edilmistir. Devaminda %4 yiikleme ve
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%12’lik ayirma SDS (sodyum dodesil siilfat) iceren poliakrilamid jel (SDS-
PAGE) hazirlanmis, protein izolatlar belirtegleri ile birlikte 80V/3 saat SDS

tamponda yliriitilmiistiir.
Proteinlerin membrana transferi ve bloklama

SDS-PAGE sonrasinda, ylikleme jeli sistemden kesilerek uzaklastirilir. Ayirma
jeli su ile SDS’den arindirilir.0, 45um poliviniliden fluorid (PVDF) membran
transfer oncesinde metanol ile aktiflestirilir. Jeller ve membranlar transfer
tamponunda 10 dakika inkiibe edilir. Jelin altina membran konularak trans-blot
turbo transfer cihazinda proteinlerin membrana gegisi gergeklestirilir. Transfer
islemi tamamlanan membranlar %5’lik yagsiz siit tozu (%0, 1 Tween 20 iceren

1X-TBS-T) ile 1 saat oda sicakliginda sallayicida bekletilerek bloklama yapilir.
Primer/Sekonder antikor ile isaretleme ve bantlarin goriintiillenmesi

Bloklamadan alinan membranlar onerilen antikorlar ile gece boyunca +4°C
sicaklikta bekletilir. Birincil antikor uygulamasini takiben 10 dakikalik, iki kez
TBS-T ve bir kez TBS yikamasinin ardindan 1:1000, HRP-etiketli anti-
tavsan/fare ikincil antikorlar (Cell Signaling Technology) ile gece boyunca
+4°C sicaklikta bekletilir. Ikincil antikor uygulamasinin ardindan 10 dk
suresince U¢ defa TBS-T ve 10 dk bir kez TBS yikamasi1 gerceklestirilmistir.
Kemiliminesans madde ile 3 dk muameleye tabi tutulmaktadir. Son olarak,
kemiliminesans (Bio-Rad) cihaz kullanarak bant profil incelemesi

tamamlanmaktadir.
3.2.2.7 Istatiksel Analiz

Bu ¢alismada, in vitro testler sonucu eclde edilen GraphPad Prism 6 paket
programi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edilmistir (p<0.05). Verilerin,
betimsel degerleri ile deney gruplar1 degikenlere bagli anlamlilik iliskisi iki
yonli varyans analizi (two-way Anova) ile test edilmistir. i test etmek igin one-
way Anove (Varyans Analizi) ile bulgular de edilen sonuglar en az iki deney

tekrarinin ortalamasi olarak verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 INSILIKO BULGULAR

4.1.1 Tiimér Hiicreleri ile Tliskili Secili Ondért Niikleer Hormon Reseptorii Ve

Epibrassinolid Ligand1 i¢cin Molekiiler Kenetlenme Analizi

Okary0tik hucrelerine 6zgu transkripsiyon faktorleri olarak metabolizma, hiicre
gelisimi, farklilagmasi, bagisiklik ve stres mddiilasyonu gibi kritik fizyolojik
fonksuyonlar1 diizenleyen 48 niikleer reseptor (NHRs) mevcuttur. Timor
hiicrelerinde ve tumor mikro cevresindeki destekleyici hucrelerde NHR’lerin
pro / anti-onkojenik aktiviteleri oldugu bilinmektedir. NHR'ler, hedef genlerinin
promoter bolgesine baglanan ligandlar ve ortak diizenleyiciler araciligiyla
mRNA sentezinin aktivasyonu ve /veya inhibisyonunu gergeklestirmektedir. In
siliko molekiiler kenetlenme analizin ilk fazinda kanser biyolojisi i¢in esansiyel,
ondort farkli etkin NHR aday1 segilerek, EBR ligandi i¢in, ii¢ boyutlu yapisal
bilgileri AutoDock yazilimina uygun sekilde hazirlanmistir. Gibbs serbest
enerjisinin sifirin altinda olmasi ile birlikte, sistemdeki bir olgu(birlektelik)
gerceklesmektedir. Ayrica sistemin entalpik olarak daha kararli bir sistem
olmas1 adina, en diisiik etkilesim (baglanma) enerji seviyelerine ulasmalidir. Bu
arastirmadaki analiz sonuglarina bagli olarak, reseptor-ligand baglanma
enerjileri (BE) siralamasinda, secili tiim reseptor proteinler arasinda, retinoik
asit reseptér grubundan RARy reseptori EBR igin en diisiik baglanma enerjisi
ile en giiclii afinite potansiyeli gdstermistir. Bulgular RARYy reseptonl ER-a ve
AR ikinci ve tgiinciil sirada en diisiik BE ile takip ettigini gostermistir. Ayrica
en yliksek BE skorlar1 ile retinoik asit reseptor grubundan RXRP ve RXRy

reseptorlerin EBR ile en zayif afinite ve etkilesim performansi sergilemistir.
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Tablo 4.1 Ondort hedef proteinlerin PDB ve baglanma enerji skorlari

. L BE
No Synonym Hedef protein Aktivite PDB ID (Kcal/mol)
prpoeIEfO:rS;tZO'orniqle Transkripsiyon
1 PPARa . . faktoru, nukleer 1KKQ -11,19
aktive edilen N
) reseptor
reseptor alfa
prpoelﬁ‘)el,-(rzltzborr?le Transkripsiyon
2 PPARB/S . . faktord, nukleer 2AWH -10,99
aktive edilen i
" reseptor
reseptor delta
3 | PPARy profiterato baglayici nukleer 1171 -11,7
aktive edilen )
) reseptor
reseptdér gamma
1 RAR « Retlnq!k asit DNA- baglaylgl 3A9E 11,46
reseptor alfa nukleer reseptor
5 RAR B Retlnonlk asit DNA- baglaylfl ADM6 11,04
reseptor beta nuclear reseptér
6 RAR v Retlr]0|k asit DNA- baglaylgl 1FCX 14,78
reseptér gamma nukleer reseptér
7 RXR o Retinoid X reseptor DNA- baglaYI?l 1FBY 111,49
alpha nukleer reseptér
8 RXR B Retinoid X reseptor DNA- baglay1_<_:1 5HIP 717
beta nukleer reseptér
9 RXR y Retinoid X reseptor DNA- baglay1_<_:1 7A79 7,33
gamma nukleer reseptor
. DNA- baglayici )

10 | AR Androgen reseptor nukleer reseptor 3Vv49 12,14
11 | ER -a Estroge__n related DNA- baglay1_<_:1 3D24 12,75
reseptor alpha nukleer reseptér
12 |ER-P Estroger_1_ related DNA- baglay1_<_:1 6 LIT 9,17
reseptor beta nukleer reseptér
13 PGR Progeste[one DNA- baglay1?1 1SON -10,26

reseptor nukleer reseptér
14 | GPER1 G protein-coupled Transporter 5Wb2A -9,39

estrogen reseptor 1

52



https://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/view/entry/1KKQ
https://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/view/entry/2AWH
https://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/view/entry/1I7I
https://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/view/entry/3A9E
https://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/view/entry/4DM6
https://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/view/entry/1FCX
https://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/view/entry/1FBY
https://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/view/entry/5HJP
https://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/view/entry/7A79
https://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/view/entry/1SQN

16

14
1218
117 e
1146 1149
12 9119 009 11,04
10,26
10 9,39
: 7,17 [ 733 |
6
4
2
0
© a a q a @ o ~
S 3 I3 & x o &
- & g x & & & &
<
& .

g

J?)mq
R

&

hedef reseptérler

Sekil 4.1: Ondort NHR ve EBR’1n molekiiler kenetlenme ve baglanma enerjisi analiz
sonugclari

Retinoidlerin dogal ve sentetik tiirevleri hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasi,
gorme, kemik gelisimi, tiimor supresyonu ve bagisikligin diizenlenmesinde ¢ok
sayida fonksiyonel etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir. Retinoik asit (RA) ve
reseptorlerinin, ayni zamanda hiicresel dinamik siirecleri diizenleyen NF-kB,
INF-Y, TGFB, VEGF, MAPK ve kromatin yeniden modellenmesi gibi dnemli
sinyal yolaklar1 regiile ettigi gosterilmistir. Retinoidlere duyarli genlerin
ekspresyonu ile steroidler, D vitamini, ve tiroid hormonlar1 da dahil olmak
iizere ligand’in neden olabilecegi transkripsiyon faktorleri siiper ailesine ait
olan retinoik asit ve retinoid X niikleer reseptorlere baglanarak biyolojik etkileri
modiile edilmektedir. Retinoik ve retinid niikleer reseptdrleri normal ve ¢ogu
timor hiicresinde eksprese olmaktadir. Bu arastirmanin ilk asamasinda EBR
ligandina karsi1 segili ondort NHR arasinda RARy reseptorii -14,78 kcal/mol
baglanma enerjisi ile en giiclii ve en kararli baglanma afinitesi ve RXRy
reseptord -7,17 kcal/mol baglanma enerjisi ile en zayif baglanma afinitesi
goOstermistir. Her iki reseptoriin rezidiilar1 ve EBR ile atomik yakin ve uzak bag

detaylar1 (say1 ve tiirleri) Discovery Studio v20 programi ile gorsellestirilmistir.
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Sekil 4.2: RARYy reseptoriiniin Losin 233 ( LEU 233) amino asiti (AA) ve EBR
ligand1 arasinda iki hidrojen bagi, Glisin 393 (GLY 393) AA ile iki van der Waals
etkilesimi ve -14,78 kcal/mol baglanma enerjisi (BE) skoru saptanmustir.
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Sekil 4.3: RXRy reseptoriiniin Losin 201 (LEU 201) AA ve EBR ligandi arasinda iki
hidrojen bagi, LEU 198 AA ile tek van der Waals etkilesimi ve -7,17 kcal/mol BE
skoru saptanmustir.

4.1.2 Tiimér Hiicrelerin Biyolojisi Ile Tliskili Secili Yirmibir Hedef Protein

Reseptorii Ve Epibrassinolid Ligandi i¢cin Molekiiler Kenetlenme Analizi

Baglayict proteinler, reseptorler, enzimler ve tasiyict proteinler gibi ¢ogu,
terapdtik  hedefler membrana bagli proteinler ile siki interaksiyon
pozisyonundadir. Bu yiizden membran proteinlerin (MP) islevleri ve biyolojik
ozellikleri, hiicre zarindaki konumlarini, dagilimlarimi  ve etkilesim

partnerlerinin  Ozelliklerini belirleyerek onlar1 klinik yaklasimlarda daha
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erisilebilir kilma firsati yaratmaktadir. MP’lerin fizyolojik ve onkojenik
aktivasyon mekanizmalar1 genellikle hiicre dis1 bolgelerine baglanan reseptore
0zgii ligandlar1 tarafindan indiiklenen reseptér dimerizasyonu ve / veya
oligomerizasyonu ile hiicre biiyiimesi, hareketliligi, farklilasmas1 ve
metabolizmas1 gibi ¢esitli hiicresel siireglerini diizenlemektedir. Bu c¢alismada,
in siliko analizlerin ikinci asamasinda tiimor hiicre membrani ile iliskili tirozin
kinaz ve G-protein-bagli reseptorler, hiicre adhezyon molekilleri, enzim / ko
enzimler ve transporterler gibi kanser biyolojisi ile iliskili hiicre yiizeyi,
transmembran veya niikleusta localize farkli protein gruplarinin secili yirmibir
MP i¢in EBR ile baglanma enerji analizleri AutoDock programi ile
hesaplanmistir. Sonuglar Sekil 4.4.de paylasildigi gibi fosfotidilserin
dekarboksilaz proenzimin (PISD) en diisik BE ile en giiclii ve en kararli
reseptor-ligand etkilesim olasiligini gostermektedir. Vitamin D reseptorii (VDR)
ve insan karaciger reseptorii homolog-1 (LRH-1), ikinci ve tgiinciil sirada en
diisiik baglanma enerji siralamasinda belirlenmistir. En yiikse BE ise sirasiyla
epidermal blyume faktéri reseptori (EGFR) ve vaskiler endotelyal buyime
faktorii B (VEGFB)’ye ayittir.

i ey
12 1144 S 11,36
-10.66 -10.69 -10.67 _3g,53
-10,07 3
10 -9,54 Sl
-8.,03
-8.26 809 -8.28
8
6
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= ~ ~ > & > -» e,
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-

Sekil 4.4: Yirmibir hedef protein ve EBR’1n molekiiler kenetlenme ve baglanma
enerjisi analiz sonuglar1
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Tablo 4.2 Yirmibir hedef proteinlerin PDB ve baglanma enerji skorlari
p g ]
No Synonym Hedef protein Aktivite PDB ID (KcaI?I/EmoI)
Glikoz
homeostazinin
Glikojen sentaz hormonal
1 GSK3B kinaz 3 beta kontroliinde 1109 -10,07
negatif bir
duzenleyici
; . i pleiotropic
2 | NF-xB Nikdeer fald0r NF transcription 3D07 9,54
appa-B f
actor
glukokortikoid
oo yanit elemanlarina
3 | NR3C1 Glukokortikoid baglanan bir 1P93 -11,44
reseptor, N
transkripsiyon
faktori (GRE)
. Lo aldosteron ve
4 | NR3C2 Mineralokortikoid |, \ ok ortikoid 2A3 8,26
reseptor ol
Reseptori
5 LRH-1 Insa_l_n_}(araciger m_e_:tabollk Senst_')_r, 17DU 13,31
reseptori homolog-1 | nukleer Reseptor
Liganda bagimli
. . transkripsiyonel
6 | NRLH3 QlIFerol resgpr aktivasyon 3IPS 111,13
LXR-alpha AR
aktivitesi, nukleer
Reseptor
Liganda bagimli
. i transkripsiyonel
7 | NR1H2 Oksisterol reseptor aktivasyon 1PQY 410,66
LXR-beta RN
aktivitesi, ntkleer
Reseptor
8 EGER Epidermal growth Resept_or tirozin 11IVO 7.85
factor receptor kinaz
9 NR5A1L Steroidojenik faktor Transk(lps!.yonel 4QJR 11,85
1 aktivator
Serin / treonin- Serin / treonin-
10 | BRSK1 protein kinaz protein kinaz Q8TDC3 -10,69
BRSK1
Serin / treonin- -
11 | BRSK2 protein kinaz DONA baglaniel | ogiwQa | -11,36
BRSK2 P
. Endotel hucreleri
12 | VEGFB Vaskaler endotelyal igin biiyiime 2VWE 7,71
buylime faktoru B W
faktori
Anjiyogenezde
Vaskiler endotelyal aktif buytime
13 | VEGFC biytime faktéri C | faktori ve endotel 2X1X -8,09
hiicre blyumesi
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Tablo 4.2 (devam) Yirmibir hedef proteinlerin PDB ve baglanma enerji skorlari

. L BE
No Synonym Hedef protein Aktivite PDB ID (Kcal/mol)
Anjiyogenez,
lenfanjiyogenez ve
Vascular endothelial endotel hicre
14 | VEGFD growth factor D buylimesinde aktif 2XV7 -8,28
olan buyume
faktor
Nukleer reseptor alt Rezlne iﬁgf;g?mt
15 | NR1I3 ailesi 1, grup I, tye g 1XVP -9,03
3 baglayici ve
transaktivatori
Endoplazmik .
16 | GRP78 retikulum saperon Endoplazmik 3LDN 9,87
BiP retikulum saperon
17 | eMET Hepatosit biyume Reseptdr tirozin 1RIW -8.08
faktoru reseptori kinaz !
Fosfatidilserin fosfolipid
18 | PISD dekarboksilaz P Q9UG56 -14,58
proenzim metabolizmasi
. . Kalsiyum bagimli
19 | CABP5 Kal“yfértleti’r?g;ay“” inaktivasyon QINP86 -10,67
P inhibitori
Gama-aminobtirik Ubikitin benzeri
20 | GABARAP asit reseptori ile dedistirici 1KM7 -10,53
iliskili protein gs
D3 vitamini Kalsitriol igin
21 | VDR reseptori nikleer reseptor 1IE9 -14.12
Mitokondriyumdaki  fosfatidilserinin ~ (PS)  dekarboksilasyon  sonrasi,

fosfatidiletanolamin (PE), mitokondriyal i¢ zarlarla sinirli bir enzim olan
fosfatidilserin dekarboksilaz (PISD) tarafindan sentezlenmektedir. Memelilerde
PISD geni tarafindan kodlanan fosfotidilserin dekarboksilaz nukleusta sitozolik
ribozomlar tarafindan bir proenzim olarak sentezlenmektedir. PISD, fosfolipid
metabolizmas1 ve fosfatidilserin interorganel gecislerinde merkezi bir rol
oynamaktadir. Timo6r mikro ortaminda, dogal immiinosupresif 6zelliklere sahip
olan ve tiimdr biliylimesini ve metastazi destekleyen tiimor hiicrelerinin veya
tumor hicresinden turetilen mikrovezikullerin yizeyinde PS maruziyeti 6nemli
Olgiide artmaktadir. Bu arastirmanin ikinci asamasinda EBR ligandina karsi
secili yirmibir MP arasinda PISD reseptorii -14,58 kcal/mol baglanma enerjisi
ile en gicli ve en kararli baglanma afinitesi ve VEGFB reseptorta -7,71

kcal/mol baglanma enerjisi ile en zayif baglanma afinitesi gostermistir. Her iki
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reseptoriin rezidiilar1 ve EBR atomlar1 arasindaki yakin ve uzak bag detaylari
(say1 ve tiirleri) Discovery Studio v20. programi ile gorsellestirilmistir. In siliko

analiz sonuglarinin dogrulanmasi amaciyla uygun in vitro molekiler deneyler

tasarlanmistir.
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Sekil 4.5: Fosfotidilserin dekarboksilaz proenzimin PISD reseptorinin Treonin319
(THR 319) amino asiti ve EBR ligand1 arasinda iki hidrojen bagi, Serin 317 (SER
317) ile tek hidrojen bag1 ve tek van der Waals etkilesimi ve -14,58 kcal/mol BE
skoru saptanmustir.
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Sekil 4.6: VEGFB reseptorinun Glisin91 (GLY 91), Asparajin34 (ASN 34) ve
Histidin55 (HIS 55) rezidiilar1 ile toplam ii¢ hidrojen bagi ve -7,71 kcal/mol BE
skoru saptanmistir.
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4.1.3 Retinoik Asit Reseptorii Rary ile iliskili Secili Agonist Bilesikler i¢in
Molekuler Kenetlenme Analizi

Molekiler simiilasyon analizlerin tglinci asamasi, potansiyel anti timor
aktiviteye sahip olan dogal ve sentetik RARy agonist adaylar (Tretinoin,
Palovarotene, Alitretinoin, Tamibarotene, Acacetin, Curcumin) segilerek, RARy
ile en iyi baglanma enerji skorlart AutoDock programi ile hesaplanmasi ve
EBR/ RARYy baglanma enerjisi sonucu ile kiyaslanmasi amaciyla tasarlanmistir.
Secilen aday bilesik ligandlar, preklinik ve/veya klinik onkojenik arastirmalar
ve terapoOtik yaklasimlarda RARy igin selektif agonisti ve mddiilator olarak

incelenmektedirler.

Tretinoin (all-trans-retinoik asit (ATRA), dogal bir A vitamini (retinol)
turevidir. Tretinoin gibi retinoidler, ¢ nikleer retinoik asit reseptdr izotopun
pan-agonisti olarak embriyonik morfogenez, hiicresel cogalma, farklilasma ve
epitel korunma ve gen ekspresyon sureclerini dizenlemektedirler. Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi (FDA ) onayli ATRA, akne, fotohasar gormiis cilt,
iktiyozis (Balik pulu hastaligi) ve keratozis folikularis gibi ¢ogu genetik gecisli
keratinizasyon bozukluklarinin kontrol ve tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica,
antikanser ila¢ sinifin1 temsil ederek, akut promiyelositik 16semi (APL)
tedavisinde uygulanmaktadir. Se¢ili RARy agonisti Palvarotene,anti
inflamasyon  6zellikli  ajan  olarak, nadir bir genetik hastaligi
Fibrodisplazi  ossifikans progressiva (FOP), tedavisinde arastirilmaktadir.
Alitretinoin  (9-cis-retinoic acid) RAR/RXR heterodimerine baglanarak,
antineoplastik, kemopreventif, teratojenik ve embriyotoksik aktiviteli oral aktif
dogal bir retinoik asittir. FDA onayli, Tamibarotene (SY-1425/Am80) oral
aktiviteli ve anti neoplastik 6zelligi olan ATRA direncini agsmak ig¢in gelistirilen
Sentetik retinoid bilesiktir. Acacetin (Linarigenin), apigenin'den tiirevli bir
monometoksiflavon olarak antikonvilsan ve bitki metaboliti olarak
tanimlanmaktadir. Yapisinda 21 karbon atomu ve dogal boyarmadde igeren
curcumin (zerdegal), longa bitkisinden izole edilmis fitopolilfenol pigmentidir.
Kurkuminin, antioksidan, antienflamatuar, antineoplastik, hepatoprotektif,
nutrasotik, antifungal ajan olarak genis farmakolojik Ozellikler ile karekterizedir

(DrugBank, pubchem).
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RARy ve tim segili referans agonistleri ile interaksiyon ve molekiiler
kenetlenme sonrasi skorlama fonksiyonlari hesaplanarak en diisik baglanma
enerji konformasyonlar1 Sekil 4.7°de paylasilmistir. Sonuglar, -14,78 kcal/mol
baglanma enerjisi ile en kararli baglanma afinite performansin EBR ligandina
ayit oldugunu ve bu arastirmada dikkate alinan secili tiim dogal ve sentetik
modiilator agonistler ile RARy reseptoriine en yliksek etkilesim ihtimali ve
olanagini kanitlamaktadir. Tamibarotene -14,34 kcal/mol BE ile ikinci en iyi
performans olarak dikkat cekmektedir. En yuksek BE ise -8,54 kcal/mol skoru
ile Alitretinoin agonisti ve RARy etkilesim sonrasi hesaplanmistir. RARy
reseptoriin rezidiilar1 ve agonist ligandlarin arasindaki atomik yakin ve uzak bag

detaylar1 (say1 ve tiirleri) Discovery Studio v20 programi ile gorsellestirilmistir.

Tablo 4.3: Secili ligandlarin molekiiler 6zellikler ve yapisal bag sayilari

Mol HBag | HBag Topolojik | Donme
No ligand Formulu kutlesi verici alict polar yuzey egilmi
(g/mol) sayis1 sayisi alam (A9 (::1;
1 | Tretinoin CyoH250; 300,4 1 2 37,3 5
2 Palvarotene C,y7H3oN 4145 1 3 55,1 5
3 | Alitretinoin CaoH250; 300,4 1 2 37,3 6
4 Epibrassinolid | C,gH4306 480,7 4 6 107 9
5 | Tamibarotene CyHasN 3514 2 3 66,4 5
6 | Acacetin C16H1205 284,3 2 5 76 4
7 curcumin C,1H»0054 368,4 2 6 93,1 10

Angstrom kare (A2) 6lciimi ile gésterilen bir biyomolekiiliin topolojik polar
ylizey alan1 (TPSA), basta oksijen ve nitrojen olmak iizere, onlara bagli hidrojen
atomlar1 ile birlikte tiim polar atomlarin yiizey toplami olarak tanimlanir. T1ibbi
ve farmasoOtik kimya alaninda TPSA, bir organic veya sentetik bilesigin
polaritesini 6lgmek ve gegirgenligini 6ngérme amaciyla degerlendirilmektedir.
(Genelde en az 90 A? kriteri dikkate alinmaktadir.) bu calismadaki se¢ili
ligandlarin TPSA araligi en diisiik Tretinoin ve Alitretinoin agonistlerine (37,3
A2) ve en yiiksek dogal fitosterol olan EBR’e (107 A2?) ayittir.
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Hedef reseptdr proteini ve segili ligandlarin baglanma giicii ve biyoyararlanim
orani, temel farmakokinetik 6zelliklerin baslica ilgi alani olarak bilinmektedir.
Yeni bilesiklerin terapotik potansiyelini inceleyen arastirmalar, biyoyararlanim
oranini etkileyen 6dnemli parametrelerden biri olarak ligand yapisindaki yiliksek
doniistim enerji bariyerine sahip olan donme egilimi olan bag (rotatable bond)
sayis1 oldugunu bildirmektedir. Tablo 4.1.1.’de belirlendigi gibi curcumin on ve
EBR dokuz donebilen bag sayisi ile dikkat ¢ekmektedir. Bii boliimdeki data
analizleri EBR metabolitin RARy hedefine karsi diger spesifik agonistlere
kiyasla en diisiik baglanma enerjisi ve yiiksek donebilen bag sayisi ile en iyi

farmakokinetik 6zellikli aday oldugunu kanitlamaktadir.
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Sekil 4.7: RARY ve agonist referans ligandlarini molekiiler kenetlenme ve baglanma
enerjisi analiz sonuglar1
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Sekil 4.8: Etkilesim sonucunda RARY reseptoriiniin Serin 289 (SER 289) ve Arjinin
287 (ARG 287) amino asitleri ile Tretinoin (ATRA) arasinda iki hidrojen bag1 ve
Fenilalanin 288 (PHE 288) AA ile tek van der Wals etkilesimi ve -12,1 kcal/mol BE
skoru saptanmistir.
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Sekil 4.9: Etkilesim sonucunda RARY reseptoriiniin Arjinin 278 (ARG 278) ve Serin
289 (SER 289) aminoasitleri ile Palvarotene arasinda iki hidrojen bagi ve Losin
271(LEU 271) ile tek van der Waals etkilesimi ve -10,53 kcal/mol BE skoru
saptanmaigtir.
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Sekil 4.10: Etkilesim sonucunda RARY reseptorii rezidiileri ve Alitretinoin ligand1
atomlar arasinda hidroien bagi olusturulmadan -8,54 kcal/mol en diisiik BE skoru
saptanmustir.

Sekil 4.11: RARYy reseptoriiniin Serin 289 (SER 289) amino asiti ve Tamibarotene
arasinda cift hidrojen bagi -14,34 kcal/mol BE skoru saptanmistir.
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Sekil 4.12: RARY reseptoriiniin 16sin 233 (LEU 233) ve Arjinin 278(ARG 278)
amino asitleri ve Acacetin ligand1 arasinda iki hidrojen bagi ve -11,05 kcal/mol BE
skoru saptanmistir.
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Sekil 4.13: RARy reseptoriiniin Serin 289 (SER 289) ve Arjinin 287 (ARG 287)
amino asitleri ve Curcumin ligandi arasinda iki hidrojen bag ve 16sin 233 (LEU 233)
ile tek van der Waals etkilesimi ve -13,24 kcal/mol BE skoru saptanmustir.

In siliko analiz sonuglarinin dogrulanmasi amaciyla uygun in vitro molekiler

deneyler tasarlanmistir.

4.2 IN VITRO BULGULAR

4.2.1 Dogal Tip Mda-Mb-231, Miapaca-2 Ve Hepg-2 Kanser Hicre Hatlarinda
Doza Ve Zamana Bagli Epibrassinolid Uygulanmasi Sonucu Hiicre Canliliginin

incelenmesi

Dogal Tip MDA-MB-231, MiApaca-2 ve HEP-G2 hiicresinde artan
konsantrasyonlarda (0,10,15,20,25,30,35,40uM) 24, 48 saat olmak iizere
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Epibrassinolid (EBR) uygulanmistir. EBR’in artan dozlarinda hiicre hatlarinda
canliligin azaldig1 goriilmiistiir. 24 ve 48 ssatte 30 uM EBR uygulamasi sonucu
MDA-MB-231 ve MiApaca-2 hiicrelerinde hiicre hattinda yaklasik %57 ve
%51 oranda ve HEPG-2 hiicrelerinde 20 uM EBR uygulamasi hiicre canliligini
yaklasik % 50 azaltmis oldugundan dolayr sec¢ili en uygun doz olarak

saptanmigtir.
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Sekil 4.14: MDA-MB-231, MiApaca-2 ve HEPG-2 dogal tip hiicre hatlarinda doza
bagli EBR’in hiicre canlilig1 tizerine etkisinin gosterilmesi (p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, ****p<0, 0001)

4.2.2 Dogal Tip Mda-Mb-231, Miapaca-2 Ve Hepg-2 Kanser Hicre Hatlarinda
Doza Ve Zamana Bagli Epibrassinolid Uygulanmasi Sonucu Hiicre Oliimii,
DNA Kondenzasyonu ve Mitokondriyel Membran Potansiyeli Uzerindeki

Etkisinin Floresan Boyama Yaklasim ile Gosterilmesi

MDA-MB-231, MIA paca-2 ve HEPG-2 dogal tip hiicre hatlar1 iizerinde doza
(0,10,20,30,40uM) ve zamana (24,48 saat) bagli Epibrassinolide uygulanmasi
sonucu hiicre o6liimii, hiicre canliligi, DNA kiriklarin1 gdsterilmesi ve
mitokondri membran potansiyeli Uzerine etkisinin godsterilmesi icin floresan

boyamalari analizi gerceklestirilmektedir.
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DNA kiriklarin gozlemlenmesi i¢in ¢ift zincirli DNA'ya baglanarak mavi renk
1s1ma ile karakterize, DAPI boyamasi ile apoptotik hiicre Sliimi isaretleyen
EBR uygulamasinin doza (0,10,20,30,40 uM) ve zamana (24,48 saat) bagh
olarak boyanan hiicre sayisini kontrol grubuna goére arttirdigi gosterilmistir.
Ozellikle 30 uM ve 40 uM EBR uygulamasinda kontrol grubuna gére DNA
kiriklarinin 6nemli 6lgiide arttigir gozlenmektedir. EBR uygulamasi sonrasi, 6li
hiicre membranlarindan girerek DNA'ya baglanan kirmizi 1s1mayla PI boyamasi
sonucu doza bagl kontrol grubuna kiyasen boyanan hiicre sayisinin 6zellikle 30

uM ve 40 uM EBR uyguladiginda arttig1 gosterilmistir.

Canli hiicrenin mitokondri membran potansiyel gdsteren ve floresan ¢ekimde
yesil 1s1ma seklinde yansiyan DIOC6 boyamasinda EBR uygulamasinin doza
bagli olarak boyanan hiicre sayisini (hiicre canliligi) kontrol grubuna gore

azalttigini gosterilmigtir.
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Sekil 4.15: 24 ve 48 saat' de MDA-MB-231 (DT) hiicre hattinda doza bagl olarak
EBR uygulamasinin hiicre 6liimii ve mitokondri membran potansiyeli lizerindeki
etkisinin floresan boyama ile gosterilmesi.
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Sekil 4.16: 24 ve 48 saat' de MIA paca-2 (DT) hiicre hattinda doza bagli olarak EBR
uygulamasinin hiicre 6liimii ve mitokondri membran potansiyeli tizerindeki etkisinin
floresan boyama ile gosterilmesi.
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Sekil 4.17: 24 ve 48 saat' de HEPG2 (DT) hiicre hattinda doza bagli olarak EBR
uygulamasinin hiicre 6liimii ve mitokondri membran potansiyeli Gizerindeki etkisinin
floresan boyama ile gosterilmesi.
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Sekil 4.18: 24 ve 48 saat' de MDA-MB-231, MIA paca-2 ve HEPG2 (DT) hiicre
hatlarinda doza ve zamana bagli olarak EBR uygulamasinin hiicre 6liimii izerindeki

etkisinin P1 floresan boyama ile gosterilmesi (p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
****p<0, 0001)

4.2.3 Dogal Tip Mda-Mb-231, Miapaca-2 Ve Hepg-2 Kanser Hucre Hatlarinda
Doza Bagli Epibrassinolid Uygulanmasi Sonucu Koloni Formasyonu Uzerindeki

Etkilerinin Incelenmesi

Ug farkli hiicre hatlaria 48 saat uygulanan (0,10,20,30,40uM) EBR’1n, hiicresel
metastatik potansiyelini ve tek basina ¢ogalma kabiliyetini belirlemek amaciyla
koloni olusum deneyi yapilmistir. Analiz sonucunda yapilan mikroskopik
cekimlerde her hiicre hattinda kontrol ve degisik dozlara ait olusan koloni
caplar1 kayd edilmistir. Bulgular tiim hiicre hatlarinda kontrol gruba kiyasla
uygulanan EBR ilacin dozu arttik¢a ciddi oranda koloni sayist ve ¢apinda
gerileme ve kiigiilme saptanmistir. Bu molekiiler teknik EBR’nin MDA-MB-
231, HEP-G2 ve MiIiA-paca-2 hiicre hatlarinda doza bagli olarak
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proliferasyon,metastaik etki ve koloni olusturma potansillerini gii¢li sekilde

inhibe ettigini kanitlamigtir.

EBR pM kontrol
48 saat ==

HEP-G2

MDA-MB-231 |-

Sekil 4.19: 48 saat' de MDA-MB-231, MIA paca-2 ve HEPG2 (DT) hiicre hatlarinda
doza bagli olarak EBR uygulamasinin koloni olusturma tzerindeki etkisinin kristal
viyole boyama ile gésterilmesi
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Sekil 4.20: 48 saat' de MDA-MB-231, MIA paca-2 ve HEPG2 (DT) hiicre hatlarinda
doza bagli olarak EBR uygulamasinin koloni olusumudlizerindeki etkisinin
incelenmesi. a) Kontrol ve farkli dozlar arasindaki olusan koloni gaplarin

kiyaslanmasi b) kontrol gruplar1 disinda artan dozlar arasindaki olusan koloni
¢aplarin anlatimi (p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0, 0001)

4.2.4 Dogal Tip Mda-Mb-231, Miapaca-2 Ve Hepg-2 Kanser Hicre Hatlarinda
Doza Ve Zamana Bagh Epibrassinolid Uygulanmasi Sonucu Nikleer Hormon

Reseptorlerin Ifadesi Uzerindeki Etkilerinin Incelenmesi

in siliko bulgularini dogrulamak amaciyla, birinci asamasinda immunoblotlama
teknigi kullanilarak, 24 ve 48 saatte (0-15-30 uM) EBR uygulanarak retinoik
asit reseptorii gamma (RARy), androjen reseptorii (AR) ve Ostrojen reseptoril
alfa (ER-a) ekspresyon diizeylerindeki degisimler izlenmistir. llaglama
sureclerin tamamlanmas: ile birlikte hazirlanan protein izolatlar1 %12'lik SDS-
PAGE jel elektoforezinde yiiritiilmiistiir. Western blotlama protokoluna bagh
olarak tiim asamalar tamamlaninca, her membrane spesifik antikor iceren
falkonlarda bir gece +4c ‘de inkibe edilmistir. Gerekli siirenin tamamlanmasi
ile birlikte membran yikama islemleri ve ardindan uygulanan primere bagh
ikinci antikor ile bir gece inkiibasyon islemi uygulanmistir. Membranlarin daha
sonra ChemiDoc MP Imaging Sysytem cihazinda goriintiillenme islemleri
tamamlanmistir. Sonuglar, MDA-MB-231 hiicre hattinda AR anlatiminda
degisiklik olmadigini, ER-a anlatiminda o6zellikle 48 saatin sonunda kontrol
grubuna gore anlamli artis oldugunu ve RARy anlatiminin 48’°ci saatte tamamen
bastirildigin1 agiklamaktadir. HEP-G2 hiicre hattinda AR ve ER-o reseptor
ifadeleri 24 ve 48 saatin sonunda artis ve RARY ifadesinde anlamli diisiis tespit
edilmistir. MIApaca-2 tipi hicrelerinde ER-a anlatiminda bir degisiklik
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olmamakla birlikte o6zellikle 48 saatin sonunda AR ve RARy ciddi artis

gozlemlenmistir.

245 48 s
EBR pM  kontrol 15 30 15 30

AR (SRR el A g P in 110 kDa

MDA-MB-231

Sekil 4.21: 24 ve 48 saat' de MDA-MB-231 (DT) hiicre hattinda doza bagli olarak
EBR uygulamasinin niikleer hormon reseptorlerin ifadesi tizerindeki etkisinin
ChemiDoc MP Imaging Sysytem cihazi ile gosterilmesi.
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Sekil 4.22: 24 ve 48 saat' de HEP-G2 (DT) hiicre hattinda doza bagli olarak EBR
uygulamasinin nilkleer hormon reseptorlerin ifadesi izerindeki etkisinin ChemiDoc
MP Imaging Sysytem cihazi ile gosterilmesi.

24 s 48 s
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AR “”” — 0 Da
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Sekil 4.23: 24 ve 48 saat' de MiApaca-2 (DT) hiicre hattinda doza bagli olarak EBR
uygulamasinin nikleer hormon reseptorlerin ifadesi izerindeki etkisinin ChemiDoc
MP Imaging Sysytem cihazi ile gosterilmesi.
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4.2.5 Dogal Tip Mda-Mb-231, Miapaca-2 Ve Hepg-2 Kanser Hicre Hatlarinda
Doza Ve Zamana Bagli Epibrassinolid Uygulanmasi Sonucu Apoptotik Hucre

Oliimii ile Iliskili Belirteclerin ifadesi Uzerindeki Etkilerinin Incelenmesi

Ekstrinsik/ intrinsik hiicre 6liim mekanizmalarinin aktivasyonunu belirleyen
temel biyomarker protein ayilelerinden sec¢ili dokuz baslatici ve kofaktor
kaspazlarin ifade diizeyleri ii¢ hiicre hattimizda western blotlama yaklasimi ile
izlenmistir. Tiim hiicre hatlarina 24 ve 48 saatte (0-20-30 uM) EBR uygulanarak
protein izolasyonu ve sonrasinda western protocol asamalarina sadik kalinarak,
membranlarin goriintiilenme islemi yapilmistir. MDA-MB-231 meme tumorl
hiicrelerinde boliinmiis PARP, kaspaz 3, 7, 8 ve kaspaz 9°da anlamli yiikselisi
olmasi1 EBR uygulamasinin bu agresif hiicre hattinda digsal ve mitokondriyel
o0lim yolaklarin1 aktiflestirildigini kanitlamaktadir. HEP-G2 hucrelerinde
sonuglar artan doza ve =zamana bagli tiim pro-apoptotik proteinlerin
ekspresyonunda dikkate deger artisa yol a¢tigini ve hiicre Oliimiini tesvik
ettigini gdstermistir. MiApaca-2 pankreas hiicre hattinda ise, boliinmiis PARP,
kaspaz 7, Bak, Bim, Bcl-2 ve Bad ekspresyonlarindaki artis dikkat ¢ekmektedir.
Veriler EBR ile muamele edilen tiim hiicre soylarinda apoptotik indiikleyici

etkiye sahib oldugunu artaya koymaktadir.
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Sekil 4.24: 24 ve 48 saat' de MDA-MB-231 (DT) hiicre hattinda doza bagh
olarak EBR uygulamasinin apoptotik belirteclerin ifadesi Uzerindeki etkisinin

ChemiDoc MP Imaging Sysytem cihazi ile gdsterilmesi
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Sekil 4.25: 24 ve 48 saat' de HEP-G2 (DT) hiicre hattinda doza bagli olarak EBR
uygulamasinin apoptotik belirteglerin ifadesi tizerindeki etkisinin ChemiDoc MP
Imaging Sysytem cihazi ile gosterilmesi

EBR pM  kontrol 20 30 20 30

MiA-paca-2

Sekil 4.26: 24 ve 48 saat' de MiApaca-2 (DT) hiicre hattinda doza bagli olarak EBR
uygulamasinin apoptotik belirteglerin ifadesi lizerindeki etkisinin ChemiDoc MP
Imaging Sysytem cihazi ile gosterilmesi
4.2.6 Dogal Tip Mda-Mb-231, Miapaca-2 Ve Hepg-2 Kanser Hicre Hatlarinda
Doza Ve Zamana Bagli Epibrassinolid Uygulanmasi Sonucu Endoplazmik

Retikulum Stres Iliskili Belirteclerin Ifadesi Uzerindeki Etkilerinin incelenmesi

Normal hicrelerin protein sentezi ve transporu sirasinda degisen fizyolojik
ve/veya patalojik durumlarinda katlanmamis ve/veya yanlis katlanmis

proteinlerin birikimi ile karsilasmaktadir. Kontrol sensdrlerin aktivasyonu ilgili
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fonksiyonel proteinlerin ifade dizeyini yeniden dizenleyerek hicrenin stress
siirecini atlatmasina veya durumun ciddiyetine bagli 6lim sinyal yolaklarinin
indiksiyonuna karar vermektedir. Bu nedenden dolayi, kritik proteinlerin
anlatim degisikliligini izlemek hiicre akibeti ile ilgili agiklayici olabilmektedir.
Proteomik analizimizin bu noktasinda, tiim deney hiicre hatlarimiza 24 ve 48
saatte (0-15-30 uM) EBR uygulanmistir. Elde edilen protein ekstraktlarinda
ylratulen immunoblotlama deneyleri sonucunda doza ve zamana bagli olarak
ilagsiz kontrol grubuna kiyasla tiim hiicre hatlarinda, ER stress induksiyonu
gozlemlenmistir. Ozellikle MDA-MB-231 ve MiApaca-2 hiicre hatlarinda ER
stress aracili hiicre dlim yolaklarinin aktivasyonu CHOP, PUMA ve NOXA

protein ifadelerinin anlamli artis1 ile kanitlanmistir.
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Sekil 4.27: 24 ve 48 saat' de MDA-MB-231 (DT) hiicre hattinda doza baglh olarak
EBR uygulamasinin ER stress iliskili belirteglerin ifadesi iizerindeki etkisinin
ChemiDoc MP Imaging Sysytem cihazi ile gosterilmesi
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Sekil 4.28: 24 ve 48 saat' de HEP-G2 (DT) hiicre hattinda doza bagli olarak EBR
uygulamasinin ER stress iligkili belirteglerin ifadesi lizerindeki etkisinin ChemiDoc
MP Imaging Sysytem cihazi ile gosterilmesi
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Sekil 4.29: 24 ve 48 saat' de MiApaca-2 (DT) hiicre hattinda doza bagli olarak EBR
uygulamasinin ER stress iligkili belirteclerin ifadesi iizerindeki etkisinin ChemiDoc
MP Imaging Sysytem cihazi ile gosterilmesi

4.2.7 Dogal Tip Mda-Mb-231, Miapaca-2 Ve Hepg-2 Kanser Hucre Hatlarinda
Doza Ve Zamana Bagli Epibrassinolid Uygulanmasi Sonucu HIPPO-YAP/TAZ

Sinyal Yolag iliskili Belirteclerin ifadesi Uzerindeki Etkilerinin Incelenmesi

Hipp-Yap/Taz sinyal yolaginin aktivasyonu ve regiilasyonu ile ilgili 6nemli
fonksiyonel proteinlerin ekspresyon degisiklikleri meme, pankreas ve
hepatdseluler hiicre modellerimizde 24 ve 48 saat (0-15-30 uM) EBR tedavisi



sonrasinda incelenmistir. Bulgular MDA-MB-231 meme kanseri hucrelerinde
LATS1, MST1/2 ve SAV1 proteinlerinde kontrol grubuna gore dikkate deger
artts oldugunu, YAP/TAZ protein ifadelerinde az miktarda artan dozlarda
yikselme oldugunu gostermistir. HEP-G2 hiicrelerinde bu yolakla ilgili ¢ogu
proteinlerin anlatiminda degisiklik saptanmamistir. Ancak, LATS1 ve TAZ
proteinlerinin  anlatimlart  kontrol grubuna gore, baskilanmasi dikkat
cekmektedir. MiApaca-2 pankreas hiicre hattinda YAP proteinin ifade

diizeyinde artis saptanmistir.
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Sekil 4.30: 24 ve 48 saat' de MDA-MB-231 (DT) hiicre hattinda doza bagli olarak
EBR uygulamasimin Hipp-yap/taz yolagi ile iligkili belirteclerin ifadesi Gizerindeki
etkisinin ChemiDoc MP Imaging Sysytem cihazi ile gosterilmesi
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Sekil 4.31: 24 ve 48 saat' de HEP-G2 (DT) hiicre hattinda doza bagli olarak EBR
uygulamasinin Hipp-yap/taz yolagi ile iliskili belirteclerin ifadesi lizerindeki
etkisinin ChemiDoc MP Imaging Sysytem cihazi ile gosterilmesi
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Sekil 4.32: 24 ve 48 saat' de MiApaca-2 (DT) hiicre hattinda doza bagl olarak EBR
uygulamasinin Hipp-yap/taz yolagi ile iliskili belirteclerin ifadesi lizerindeki
etkisinin ChemiDoc MP Imaging Sysytem cihazi ile gosterilmesi
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5. TARTISMA

Kanser biyolojisi, tiimor hiicreleri ve doku mikrogevresi arasindaki karmasik ve
dinamik etkilesimleri igcermektedir. Kanser hiicrelerinde tanimlanan biyolojik
yanitlarinin  spesifik ayirt edici Ozelliklerine bagli olarak, tek bir hicrenin
kurabilecegi genis iletisim ag1, klinik aragtirmalarinda dngoriilemeyen kritik sonuglar
ortaya koya bilmektedir. Tiimor hiicresi heterojenligi ve doku mikrogevresi
arasindaki kimyasal ve mekanik etkilesim, hicrelere fizyolojik sirecleri yeniden
diizenleme ve cevresel stres kosullarina uyum saglama kabiliyetini kazandirarak,
kontrol mekanizmalarim1 yenme ve hiicresel biiyiimeyi ve invazyonu tesvik
etmektedir [170]. Bununla birlikte, neoplazmalarin sagkalimimi destekleyen
karakteristik Ozellikleri, genetik ve epigenetik evrim siiregleri sebebiyle devaml

olarak degisim gosterebilmektedir [171].

2018 Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan paylasilan rapora gore, akciger,
prostat, kolorektal, mide, karaciger tiimorleri erkeklerde ve meme, kolorektal,
akciger, serviks ve tiroid tiimorleri kadinlarda sirasiyla prevalans orani en
yliksek kanser tiirleri olarak listelenmistir [4]. Kanser hastalarinin tani ve tedavi
stratejileri temel olarak hastaligin teshis evresine, lokasyonuna, aday terapotik
ajanlara duyarliligina, ila¢ direnci riskine, hiicre farklilasmasina ve patogenezin
anlasilmas1 gibi kiritik detaylara bagli oldugu bilinmektedir. Ameliyat,
kemoterapi, radyasyon ve immdinoterapi standart klinik tedavi secenekleri
olarak tercih edilmektedir. Kanser dokularinin bulunduklar1 dinamik
sistemlerinden kaynaklanan adaptif davranislarini anlamadan, sirf kanser
hiicrelerinin 6liimiine odaklanan terapotik yaklasimlar, genellikle direng, uzak
dokulara invazyon ve gelisen yan etkiler ile birlikte hastanin yasam kalitesi ve
sagkalim  siirecini olumsuz yOnde etkileyerek tedavinin  basarisiz

sonuc¢lanmasina yol agmaktadir [173, 174].

Onkolojideki mevcut yaklasimlari basarisizliga tasiyan engelleri g6z oninde
bulundurarak, disiik terapotik indeks ve farmakoterapilere direng, antitimor

tedavilerinin iki temel problemini olusturmaktadir. On yillardir geleneksel
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klinik uygulamalarinda apoptoz, programlanmis hiicre O6liimiiniin tek formu
olarak tanimlanmistir. Vakalarin ¢ogunda ortaya ¢ikan ilag direncin aslinda
kanser hiicrelerini oldirdiigii diisiiniilen apoptoz indiikleyici tek hedefli
kemoterapotik ajanlarin gelistirilmesine odaklanmanin sonucunda ortaya ¢iktigi
disiintiliimektedir [175]. Mevcut tablo, alternatif yontemlerin ortaya c¢ikmasi,
eski ajanlarin  tanimli hedeflere uygun sekilde modifikasyonu, yeni
antineoplastik bilesiklerin arayisi ve klinik uygulamalara tagima gereksinimini

vurgulamaktadir [122].

Diinya genelinde yapilan pre-klinik ve klinik arastirmalar sonucu, dogal
irlinlerden tiiretilmis organik bilesikler ve/veya sekonder metabolitler, kanser
tedavi siirecinde geleneksel ilaglara kiyasla, normal hiicrelere en az etkiyi
gostererek, timor hicrelerinde apoptik ve nonapoptotik (nekrozis, ER stres,
otofaji) hiicre 6limiinii yaygin olarak indiiklemesi nedeniyle daha iyi ve kabul
edilebilir bir farmako-toksikolojik profil ile karakterize edilmektedir. Ek olarak
farkli kanser tedavilerinde birinci siralarda tercih edilen taxol, epotilonlar, vinka
alkaloidler gibi etkili geleneksel kemoterapotik ajanlarin, dogal kaynaklardan
elde edildigi bilinmektedir [175]. Dogal terapotik bitkilerde depolanan
fitokimyasallar, zengin biyoaktif igerigi ile 6ne ¢ikan ¢ok hedefli sinerjik
etkileri nedeniyle FDA tarafindan bitkisel ilaglar (botanical drugs) kategorisi
olarak tanimlanmaktadir. Giiniimiizde bitkisel ilaglar ¢esitli hastaliklarin tanimi
ve tedavisinde, onayl: iiriinler olarak geleneksel ilaglarla esit diizeyde resmiyet
kazanarak pazarlanmaktadir [176]. Bitki kaynakli organik bilesiklerin DNA
onarimi, hiicre dongiisii modiilasyonu, protein katlanmasi ve sentezi, apoptoz,
anti-inflamatuar aktiviteler ve ayrica kanser hiicrelerini geleneksel antiblastik
kemoterapiye kemosensitize etme kabiliyetleri gibi 6nemli hicresel ve
molekuler mekanizmalara dahil olduklarini kanitlayan in vitro ve in vivo
arastirmalar, bu dogal metabolitlerin kemopreventif ve potansiyel antikanser
aktivite rolunu aydinlatmaktadir. Bu nedenle, dogal terapotiklerin etkili
alternatifler veya destekleyici unsurlar olarak geleneksel antitimor tedavisi ile
kombinasyonu, belkide sentetik ilaglarin terapotik etkiye ulasmak i¢in gerekli
olan dozunu potansiyel olarak azaltmasina ve dolayisiyla toksik yan etkilerinin

minimuma inmesini saglayacaktir [177].
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Modern tip ve endiistriyel ila¢ alaninda yapilan arastirmalarin temel amact farkli
yaklasimlar kullanarak, tiimor hiicrelerinin gelistirdigi molekiiler aglari, ¢apraz
interaksiyonlarini, metabolik ve fiziyolojik degisimlerini etkileyen molekiiler
mekanizmalar1 aydinlatmak ve yeni terapotik stratejilerinin gelisimini desteklemektir
[172]. Bu amag¢ dogrultusunda gelistirilen hesaplamali molekiiler kenetlenme
(docking) yaklasimi, hedef protein baglanmasi iizerindeki molekiiler davranisini ve
atomik seviyede baglanma afinitesi ve etkilesim ihtimallerini incelemek icin
uygulanan bir metodolojidir. Molekiler kenetlenme ayni zamanda spesifik ilaglarin
temel farmakolojik o6zelliklerini de aydinlatmaktadir. Analizler, reseptoriin
tanimlanmis aktif bolgesindeki farkli ligand konformasyonlarint denemekle baslayan
ve ardindan her bir baglanma konformasyonu i¢in baglanma konformasyon
enerjilerine gore siralayan iki temel asamali siiregte tamamlanmaktadir. Dogru
baglama pozlarini ve skorlama fonksiyonlarimi tahmin ede bilmek igin AutoDock,
Vina, MOE-Dock, FLexX ve GOLD' yazilimlari en giivenilir yazilimlar olarak tercih
edilmektedir. [178]. In siliko analizlerini gergeklestire bilmek igin protein/ilag giincel
veritabanlar1 ve uygun molekiiler kenetlenm algoritmasi elzemdir. Protein ve ilag
resmi erisime acik veritabanlari, proteinlerin ve ilaglarin (ligand) iki boyutlu (2D) ve
{ic boyutlu (3D) yapilarina ulasmay: saglamaktadir. Iyi haber, hizla artan yapisal
detaylarin sayis1 ve erisim kolayligi, in siliko ¢alismalar i¢in genis bir biyolojik ve
kimyasal bilgi yelpazesi sunmaktadir. Bu da ilaglar ve hedefler (genellikle
proteinler), ilaglar ve hastaliklar, hedefler ve hastaliklar arasindaki iligkiler ve ¢apraz
etkilesimleri hakkinda daha net bir uzak goriisliiliik i¢in firsat yaratmaktadir [179].
Ancak, yap1 bazli molekiiler kenetlenme yaklasimi, dogal ortamin aksine bilinen
rigid bir yapiya sahip reseptorler ve ligandlarla sinirlidir. Bu nedenle, in vitro ve in
vivo c¢alismalarin in siliko yaklasimlarinda bir dogrulama asamasi olarak
entegrasyonu, ila¢ kesif siirecinin vazgecilmez bir pargasidir. Bu teknikler, cogalma
ve sagkalim, hedef genler ve proteinlerin regiilasyonu ve ifadesi, metabolik stabilite,
toksisite, metastaz ve gerekli biyolojik yanitlarin diizeyi gibi potansiyel ilaglarin

farkli yonlerini inceleyebilmektedir [179].

Kanser biyolojisinin molekiiler mekanizmalar1 baz alinarak, iki farkli in siliko
ve in vitro yaklasim ile tasarlanan bu tez ¢alismasinda yaklasik 70°den fazla
bilesen iceren, bitkilerde biiyiime hormonu benzeri yapilar olarak tanimlanan,

hormonal denge saglanmasi ve kontrolii, enzimatik aktivite, protein ve niikleik
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asit sentezi diizenlenmesi gibi baslica etkileri bulunan Brassinosteroid ailesi
uyesi 24-Epibrassinolidin  tumor hucrelerinde in  siliko olas1 etkilesim
partnerlerinin taranmasi ve etkilesim gosteren partnerlerin atomik boyutlu
modellenmesi ayrica elde edilen datalarla iliskili MDA-MB231 hormon resept6r
negatif meme, MIAPaCa-2 pankreas ve HEP-G2 hepatoseliiler karsinoma timor
hiicre hatlarinda hiicre 6liim mekanizmalarini tetikleyici etkilerinin in-vitro

olarak irdelenmesi ve incelenmesi amag¢lanmaistir.

Arastirmamizin birinci asamasinda AutoDock Tools-1.5.7, PyMOL 2.4.1 ve
Discovery Studio v20 yazilimlar1 kullanilarak, kanser biyolojisi ile iliskili se¢ili
hedef reseptdor proteinler ve EBR ligandi arasinda in siliko molekiler
kenetlenme analizleri baslatilmistir. /n  siliko analizlerimiz (¢ fazdan
olusmaktadir. Birinci ve ikinci fazlarda Brassinosteroid ailesi Uyesi 24-
Epibrassinolidin ve se¢ili otuzbes hedef reseptdr protein arasinda baglanma
afinitesi hesaplamalar1  gergeklestirilmistir. Ilk fazda liganda bagh
transkripsiyon faktorleri olarak kanser biyolojisi ve tumdrogenezis slrecinde
hiicre gelisimi, farklilasmasi, metabolizmayi, bagisiklik ve stres modiilasyonu
gibi kritik fizyolojik fonksuyonlar1 diizenleyen ondort niikleer hormon reseptor
(NHR) hedefin EBR ligandina kars1 etkilesim ihtimalleri incelenmistir (Sekil
4.1). Bulgular reseptér-ligand baglanma enerjileri (BE) siralamasinda, segili
tiim reseptdr proteinler arasinda, retinoik asit reseptor grubundan RARy-EBR
etkilesimi i¢in -14,78 kcal/mol BE ile en diisiik ve en giiclii afinite potansiyelini
kayit etmistir. Sonuglar ER-0-EBR’1n -12,75 kcal/mol ve AR-EBR’in -12,14
kcal/mol BE skorlar1 ile RARy reseptoruni ikinci ve ii¢lincii sirada takip ettigini
gOstermistir. Ayrica retinoik asit reseptéor grubundan RXRP ve RXRy
reseptorlerie ait -7,17 kcal/mol ve -7,33 kcal/mol BE’leri en yiksek skorlar
olarak EBR ile en zayif afinite ve etkilesim performansi ile songlanmistir. Sekil
4.2 ve Sekil 4.3’de Discovery Studio v20 programu ile interatomik yakin ve uzak
bag detaylar1 (say1 ve tiirleri) en giiclii ve en zayif BE performanslar1 igin

gorsellestirilmistir.

In siliko analizlerin ikinci fazinda ise kanser biyolojisi ile iliskili reseptdr
tirozin kinazlar, G-protein-bagl reseptorler, hiicre adhezyon molekulleri, enzim
| ko-enzimler ve transporterler arasindan hiicre yiizeyi, transmembran veya

niikleusta localize farkli protein gruplarinin segili yirmibir hedef protein i¢in
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EBR ile molekuler kenetlenme analizleri yapilmistir. Elde edilen bulgular ile
fosfotidilserin dekarboksilaz proenzimin (PISD) -14,58 kcal/mol BE ile en
glcli ve en kararli reseptor-ligand interaksiyon olasiligini ve vaskiiler
endotelyal biyume faktéri B (VEGFB) -7,71 kcal/mol BE ile en kararsiz
partner olarak ongoriilmiistiir (Sekil 4.4). Her iki reseptoriin rezidiilar1 ve EBR
atomlar arasindaki yakin ve uzak bag detaylar1 (sayr ve tiirleri) Discovery

Studio (SD) v20 programi ile gorsellestirilmistir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).

24-Epibrassinolide (EBR), BR biyosentezindeki tanimlanan en aktif bileseni
olarak, Ozellikle stress kosullarinda bitki homeostazisi korumakla birlikte,
timor hiicrelerinde mikromolar konsantrasyonlarda farkli metabolik ve
fizyolojik sinyal yolaklarin1 diizenleyerek apoptotik hiicre olimi ve
antiproliferatif mekanizmalarini1 aktiflestirmektedir [136, 140]. 2008 yilinda
Malikova ve ark, EBR’in antikanser etkilerine dikkat ¢ekmeyi basaran ilk
caligmadan sonra giiniimiize kadar dogal EBR ve sentetik analoglar1 iizerinde
tim diinyada ve tiirkiyede ¢ok sayida in vitro ve in vivo arastirma raporlarina
ulasilmaktadir. Bulgular genelde EBR’in  poliamin katabolik yolagi,
katlanmamis protein yaniti ve makrootofajiyi tetikleyerek pro-apoptotik
proteinlerin ifadesini arttirmakta oldugunu gostermektedir [141, 142, 143,144,
145, 146, 147]. in siliko yaklasimlara baktigimizda potansiyel olarak bitkisel
fiziyolojik mekanizmalarina odakli steroidal olmayan EBR mimiklerini
tanimlamaya yonelik [180], EBR’in PINLIKES (PILS) proteinin endoplazmik
retikulum (ER) lokasyonundaki akumulasyonu ve niikleer Oksin ile etkilesimi
[181] , EBR analoglarinda yan zincir uzunlugunun bitkisel biyolojik aktiviteleri
uzerindeki etkilerinin [182] veya yan zincilerinde fenil grubu mevcut yeni
brassinosteroid tiirevlerinin tasarimi ve biyoaktivitesinin incelenmesi [183] gibi
simiilasyon aragtirmalart mevcuttur. Ancak bu arastirmada amaclandigr gibi
EBR’in  kanser hiicrelerindeki interaksiyon partnerlerinin  taranmasi,
belirlenmesi ve interatomik boyutta modellenmesi ve en dnemlisi EBR ligandin
hedefe baglanma alaninda kimyasal bag kurdugu amino asit gruplarinin genel
profilinin ortaya ¢ikmasi agisindan ¢ok 6zgiin ve benzersiz bir yaklagim olarak
literaturde bir ilk olmakla birlikte ortaya ¢ikan dikkat c¢ekici datalar gelecekteki
daha spesifik konuyla ilgili biyoinformatik ve deneysel arastirmalar igin

onculuk edebilecegi diistiniilmektedir.
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Bu arastirmanin in siliko analizlerinde en kararli ve en zayif baglanma afinitesi
ile dikkat ceken nukleer retinoid reseptorlerine ait retinoik asit reseptorleri
(RARIlar) ve Retinoid X reseptorleri (RXRler), retinoidlere baglanarak ligandin
asagl akis transkripsiyonel faktorlerinin aktivasyonunu ile birlikte hiicre
diferansiasyonu, uyarilmis hiicre dongiisii durmasi ve apoptoz gibi biyolojik
sureclerinin modulasyonunu ve NF-kB, INF-Y, TGFB, VEGF, MAPK, Hippo-
YAP/TAZ ve kromatin yeniden modellenmesi gibi dnemli hicresel dinamik
siirecleri diizenleyen sinyal yolaklarinin regiilasyonunu tetiklemektedir [92, 93,

96, 97].

Biyomembran sentezindeki sofistike ve yiiksek diizeyde diizenlenmis metabolik
etkilesim aglar1 ve membranla iligkili ¢ogu biyolojik siirecin bulunmasi
nedeniyle son yillarda ilgi odagi olmaya devam etmektedir. Fosfolipidler
biyomembranlarin temel yapisal ve islevsel bilesenleri olarak bircok diizenleyici
surecte dinamik roller tstlenmektedir [185]. Calismamizin in siliko ikinci faz
bulgular1 fosfolipid metabolizmasi, membrane biyogenezi ve fosfotidilserin
interorganel ge¢islerinde merkezi rolu olan fosfotidilserin dekarboksilaz
proenzimin (PISD) proteinin kendi grubunda EBR ile en kararli baglanma

afinitesi gosterdigini vurgulamaktadir (Sekil 4.4).

Okaryotik hicrelerde, tip 1 ve Il PISD proteinlerinden PISDI mitokondriyal
enzimler olarak tanimlanmaktadir. Oysa diger PISD'ler farkli hiicresel
bélmelerde lokalizedir. Fosfatidiletanolamin (PE), PISD1 tarafindan sentezlenen
en yuksek oranlardaki fosfolipid grubudur [186]. Thomas ve ark, 2018 yilinda
HEK?293 hiicre hattinda (Adenoviris-5 ile transforme normal insan embriyonik
bébrek hicresi) uygulanan mTOR inhibitérlerinin, PISD aktivitesine ve
mitokondriyal fosfatidiletanolamine (mtPE) bagli olarak fosfolipitlerin yeniden
modellenmesi, otofajik yolagin aktivasyonu ve fenforminin mtPE'nin
biyosentezini bloke etme kabiliyetini kanitlamiglardir [184]. SUM159 ve MDA-
MB-231 hiicre hatlarinda PISD geninin ifadesinin 8 kat azaldigi belirtilmis,
yapilan diger bir ¢alisma sonucunda PISD'yi asir1 eksprese eden meme kanseri
hiicreleri, fare ksenogreft modelinde tiimor baslatan hiicrelerin  (TIC'ler)
azaltilmig sayis1 saptanmistir ve PISD genin, mitokondriyal islevlerin
regiilasyonu ve kanser kok hiicrelerine karsi giiclii ve 6nemli terapotik hedef

olabilecegi rapor edilmistir [187]. Gilincel bir arastirmada U-20S, MCF7 ve
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HepG2 timorlerinde mitokondriyal transkripsiyon faktori A (TFAM)'nin
susturulmas1 sonrasinda, otofajik biyobelirteci LC3-11 sentezinin ve PISD
ekspresyonunu azalttigin1 ayrica, timor baskilayici p53'in, PISD enhanceri
baglayarak  PISD'nin  yeniden  transkripsiyonunu ve  ekspresyonunu
uyarabildigini kanitlamaktadir [188]. PISD ve tiimorogenezis gelisiminin
molekiiler mekanizmalari ile iligkili arastirmalarda ortaya ¢ikan ilging sonuglar
ile birlikte sayica mevcut ¢ok az c¢alisma ozellikle farkli karektristik hiicre
hatlarinda PISD iliskili fosfolipid metabolizmasi, mitokondriyel regiilasyonu ve
hiicre akibeti hakkinda potansiyel in siliko, in vitro ve in vivo nis alanin

oldugunu vurgulamaktadir.

Arastirmamizin in siliko {i¢lincii fazinin baslatilmasina birinci ve ikinci
simiilasyon fazlarindan elde ettigimiz bulgulara bagli olarak karar verilmistir.
Otuzbes hedef reseptoriin arasinda EBR ligandina kars1 -14,78 kcal/mol BE ile
en kararli ve en gii¢lii afinite potansiyeli olan RARy reseptorinin FDA onayh
ve/veya pre-klinik in vitro ve in vivo onkolojik arastirmalarda RARYy
reseptoriniine kars1 en ¢ok tercih edilen referans agonist bilesikleri arasindan
alti aday segerek BE skorlama fonksiyonlarinin AutoDock yazilimi ile
hesaplanmast ve EBR/ RARy BE sonucu ile kiyaslanmast amaciyla
tasarlanmigtir. Referans bilesiklerin isimleri, yapisal ve kimyasal o6zellikleri
(Tablo 4.1)’de paylasilmistir. kenetlenme analiz sonuglari FDA onayl,
Tamibarotene’nin (SY-1425/Am80) -14,34 kcal/mol BE ve onu -13,24 kcal/mol
BE ile takip eden Kiirkuminin en giiclii afinite potansiyelini ortaya koymaktadir.
Sonuglart EBR ligandina kars1 kiyasladigimiz zaman ise referans bilesiklerine
kars1 -14,78 kcal/mol BE ile en gii¢lii baglanma afinitesi sergileyerek bu
yaristan birincilik kazanmaktadir (Sekil 4.7°de). Secili referans bilesiklerin
interaksiyon analiz sonuclarinin Sekil 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13 “de oldugu
gibi atomik seviyedeki yakin ve uzak bag detaylar1 (say1 ve tiirleri) Discovery

Studio v20 yazilimi kullanilarak goérsellestirilmistir.

Tibbi ve farmasotik kimya alaninda yeni ilag adaylarin belirlenme asamasinda
iki onemli yapisal 6zellik dikkate alinmaktir. Birincisi topolojik polar ylizey
alani  (TPSA) ve ikincisi biyoyararlanim oranim1 etkileyen Onemli
parametrelerden donebilen bag (rotatable bond) sayisidir. Tablo 4.1’de oldugu
gibi bu calismadaki secili ligandlarin TPSA aralifi en diisiik Tretinoin ve
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Alitretinoin agonistlerine (37.3 yR?) ve en yiiks
(107 idttir.aAyrica curcumin on ve EBR dokuz donebilen bag sayisi ile
temel farmakokinetik ve yiiksek biyoyararlanim potansiyeli ile 6ne ¢ikmaktadir.
Elde ettigimiz bulgular dogrultuda EBR ile yapisal benzerlik gdsteren organik
bilesiklerin kombinasyonu iizerine ilerleme potansiyeli miimkiin géziikmektedir.
Diger taraftan EBR bilesiginin kanser biyolojisi temelinde dnemli olan lipid
metabolizmasina odakli spesifik etkilesim partnerlerinin taranmasi ve etki

mekanizmalarinin atomik ve molekiiler seviyede anlasilmasi hedeflenmektedir.

Arastirmamizin ikinci bolimii ise iki temel hedef bashigi kapsaminda
yuriitiilmistir. Birincisi, labratuvarimizda mevcut imkanlar dogrultusunda in
siliko analizlerden elde ettigimiz bulgular1 dogrulamak, ikincisi in siliko analiz
verilerin one ¢ikardigi hedef reseptorler ile iliskili hiicre 6liim mekanizmalarini
tetikleyen biyobelirteclerin belirlenmesi ve ifade diizeylerindeki olasi
degisiklikleri 6l¢gmek amaglanmistir. Bu kapsamda labratuvarimizda rutin olarak
kultire edilen MDA-MB-231 meme, MiApaca-2 pankreas ve Gebze Teknik
Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisundan arastirmamiza destek veren Prof. Dr.
Elif Damla ARISAN tarafindan hediye edilen HEPG-2 hepatoselular karsinoma

hiicre soylar1 Uzerinde in vitro molekiiler analizlerimiz baglatilmistir.

Hiicre hatlar1 tizerinde tasarlanan in vitro molekiiler analizlerde, sonuglarin
kiiltiir siiresi, pasaj sayisi veya insani hatalar gibi beklenmedik nedenlerden
dolayr muhtemel morfolojik veya genetik degisikliklerini dnlemek adina ¢alisan
kisi tarafindan arastirilan hiicre hatlarinin ayit oldugu kanser tipinin genel
molekiiler profili ayrica caligilan hiicrenin fenotipik ve genotipik 6zelliklerinin

karakterize edilmesine ayrica 6nem verilmistir.

Modern tip ve klinik yaklasimlardaki hizli ilerlemelere ragmen meme kanseri,
diinya ¢apinda prevelansi en yiiksek kanser tiirleri arasinda yer alarak, kadinlar
icin kanserden Olimlerin ikinci 6nde gelen nedeni olmaya devam etmektedir.
Tim alt tipler arasinda TNBC'ler, 0Ostrojen reseptorii (ER), progesteron
reseptorli (PR) ve insan epidermal biyume faktoru reseptori 2 (HER2)’yi hedef
alan terapotik ajanlarina kars1 duyarsizdir. Ayrica, adenozin trifosfat baglayici
tastyicilart (ABC), fosfatidilinozitol 3-kinaz / protein kinaz B (PI3K / Akt) ve
epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT) ile iliskili sinyal yolaklari, TNBC'de
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ozellikle kemodireng ve tedavi stratejilerinin basarisizligina yol agan onemli

molekiiler mekanizmalar olarak tanimlanmaktadir [189].

Epitel hicre tipi olarak insan TNBC, MDA-MB-231 hicreleri, ER / PR
ekspresyonu ve HER2 amplifikasyonu negatif oldugundan oldukga agresif,
invazif TNBC hiicre soyudur. Diger invazif hiicre hatlarina benzer sekilde,
MDA-MB-231 hiicrelerinin migrasyonuna, hiicre dis1 matrisin proteolitik
degisimleri aracilik ettigini ve diger meme kanseri alt tipi hiicre hatlarina gore
kemo/radyodireng, niiks ve metastaz gelisimin tesvik eden daha yiiksek kanser

kok hiicre (CSC) popiilasyonuna sahip oldugu bilinmektedir [190].

Pankreas duktal adeno-karsinomunun (PDAC) gelisimi i¢in tahmini siire 20
yildan fazla olmas1 ile birlikte genelde semptomsuz ilerleyerek, ne yazik ki ¢ok
ge¢ ve metastatik evrelerde tespit edilmektedir. PDAC'ler, diisiik dereceli
displastik lezyonlardan in siti ve/veya metastatik karsinoma profilini duktal
benzeri hiicrelerin asamali karsinojenez siireglerini gegirmesi sonucunda
kazanmaktadir. Bu siire¢, onkojenler ve timor baskilayict genlerdeki
mutasyonlarin kademeli olarak edinilmesini ve ayrica pankreas dokusunun
lezyon gelisimini destekleyen pro-inflamatuar mikrogevresinden, oldukca
fibrotik ve immiin baskilayici bir desmoplastik timor mikrogevresine kadar
degisikliklerini igerirmektedir [191]. Insan MIAPaCa-2 (polimorfizm) PDAC
hiicre hatt1 morfolojisi epitelyaldir. Fonksiyonel SSTR2 reseptorleri ve CD56
negatif olan MiAPaCa-2, CK5.6, AE1 / AE3, E-kaderin, vimentin, kromogranin
A, sinaptofizin, SSTR2 ve NTRI1'i eksprese etmektedir. Bu hiicre hattinda
KRAS ve TP53 mutasyonlar1 ve CDKN2A / p16'NK4A'n1n ilk 3 eksonu dahil
homozigot delesyonlar1 bulunmaktadir. Ayrica, SMAD4 / DPC4 mutasyonlari
veya Mikrosatelit Instabilitesi (MSI) goziikmemektedir [192].

Genetik mutasyonlar ve viral enfeksiyonlar gibi ¢esitli kliniko-patolojik
ozelliklerle iligkili oldugu bilinen hepatoseliiler karsinom (HCC), diinya ¢capinda
erkeklerde en yaygin besinci kanser tiiriidiir. Bu nedenle, HCC tan1 / prognostik
stratejilerinin basar1 oranini arttirma amaciyla genis capta yeni varsayilan
belirtegler ilizerinde arastirmalar yiiriitilmektedir. HCC ile ilgili alanda ¢ok
sayida molekiiler profilleme g¢alismalar1 gen ekspresyon degisikliklerini hedef
almaktadir. HepG2 hiicre hatt1 viral enfeksiyon igermediginden dolay1 siklikla

HCC modellemelerinde tercih edilmektedir. HepG2 hiicre soyu, genellikle ilac
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metabolizmas1 ve hepatotoksisite arastirmalarinda kullanilan, modal kromozom
sayis1 55 ile epitelyal benzeri bir morfoloji sergilemektedir. Tek tabakalar
halinde yiiksek proliferasyon oranlarina sahip HepG2 hiicreleri tiimorijenik
degildir [193]. HepG2’ler plazma proteinlerinin sentezi ve salgilanmasi,
kolesterol ve trigliserit metabolizmasi, lipoprotein metabolizmas1 ve taginmasi,
safra asidi sentezi, glikojen sentezi veya insiilin sinyal yolagi gibi baslica
onemli karaciger fonksiyonlarina dahil olmaktadir. Bununla birlikte, HepG2
hiicrelerinin dikkat ¢ekici dezavantaji, CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19, CYP2A6
veya CYP2D6 gibi karacigerde faz I ilag metabolizma ve oksidasyonlarinda yer
alan 6nemli sitokrom P450 (CYP) enzimlerin ve tasiyicilarin eksikligi veya eser

miktardaki ekspresyonudur [194, 195].

Bu tez c¢alismasinda polihidroksillenmis sterol yapilar1 ile karakterize
brassinosteroid ailesinin ii¢ temel dogal iiyelerinden biri olan 24-epibrassinolid
doza ve zamana bagli olarak yukarida anlatilan {i¢ farkli hiicre hatlarina
uygulanmistir. EBR fitosteroidi {izerinde yillardir labratuvarimizda farkli kanser
hiicre hatlarinda ¢esitli proje ve tez basliklar1 altinda detayli molekiiler analizler
ylriitiilmiigtiir ve arastirma sonuglarina saygin akademik dergilerden ve ulusal
tez merkezi sayfasindan erigsmek miimkiindiir. Literatiirdeki degerli veriler
1s1g¢1inda arastirma hipotezini olusturdugumuzda bu ¢aligsmanin 6zgiin ve degisik
yaklagim olmasina ayrica, c¢alistigimiz konu ile ilgili ilerde yiiriitiilecek
arastirmalara yeni perspektifler kazandirilma potansiyeli tasimasi ag¢isindan

Ozen gosterilmistir.

Kronik stres kosullarinda c¢esitli biyokimyasal ve molekiiler yolaklarin
modiilasyonuna aracililk eden EBR, bitkilerin biiyiimesini, biyokiitle
birikimini, membran stabilitesini ve fotosentetik verimliligini arttirmaktadir.
EBR ayni zamanda, SOD, CAT, POX vb. gibi antioksidan enzimlerin iiretimini
tetikleyerek, reaktif oksijen tiirlerini (ROS) uzaklastirmaktadir. Ayrica, ozmotik
potansiyeli ve ozmolit metabolizmanin regiilasyonu ile agir metaller, pestisitler,
sicak ve soguk stres ortamlarinda prolin ve ¢dziiniir proteinlerin iiretimini tesvik

etmektedir. [137, 138, 139].

Okaryotik organizmalarda lipofilik steroidler, biyiime modiilasyonu ve sinyal
iletimi gibi anahtar rollere sahip 6nemli hormon sinifidir. Bu yapilardaki

kanitlanan antikanserdz, antianjiyojenik, antiviral, antijenotoksik, antifungal ve

89



antibakteriyel biyoaktiviteleri biyomedikal ve klinik uygulamalarinda gesitli
dogal ve/veya sentetik steroidler, ¢ok sayida viral, fungal, bakteriyel ve tumor
kaynakli enfeksiyon ve inflamasyonlarin baskilanma ve tedavisi igin tercih
edilmektedirler. Steroidler hiicre membrani yiizeyinde ve/veya sitoplazmada
lokalize olmus hormon reseptdr proteinleri ile etkilesimi, konformasyonel

degisimi ve dimerizasyon sonrast aktivasyon gostermektedir [136].

Kortikosteroidler, estron, progesteron, testosteron ve bu bilesiklerin ¢ok sayida
analoglart gibi memelilerde tanimlanan steroidal cinsel hormonlar1 bitkilerin
dogal Dbilesenleri olarak da bulunabilmektedir. Buda aslinda canli
organizmalarin fiziyolojik siire¢leri hemen hemen ayni kaderi paylagmakta
oldugunu vurgulamaktadir. Arastirmalar, memeli steroidal seks hormonlar ile
eksojen takviye yapilmanin, bitkiler ve deney hayvanlarda morfolojik ve
fizyolojik yanitlarin Onemli Ol¢lide degistirilmesine neden olabilecegini
kanitlamaktadir [196]. Cesitli bitkilerden ve deniz organizmalardan kaynakli
stroller ve BR'lerin yapisal yan zicirlerinde oksijen tasimakta ve benzer
biyoaktivite gdstererek memeli tumor hiicrelerinde toksik etki yaratmaktadirlar.
Kanser hiicreleri, sinirsiz proliferasyon 6zelligine sahiptir ve normal olarak
apoptozdan kac¢inmaktadirlar. BR'ler, hilicre dongisine mudahale ederek
biiylimenin inhibisyonu ve apoptozun baslangi¢i i¢in gerekli olan yanitlarin

uyarilmasini indiikleme kabiliyeti sergilemektedir [140].

Bu arastirmada segtigimiz hiicre hatlar1 iizerinde 24-epibrassinolidin etkilerini
molekiiler boyutta inceleyen deneysel arastirmalari Pubmed veritabaninda
referans calismalar olarak taradigimizda sayica az ¢alismalar mevcuttur.
Malikova ve ark, 2008’de hormona duyarli / duyarsiz (MCF-7 / MDA-MB-468)
meme ve (LNCaP / DU-145) prostat kanseri hiicre hatlarinda 28-
homokastasteron ve 24-epibrassinolid’in sitotoksik aktivitesini belirlemek
amactyla hiicre canliligi, proliferasyonu ve hiicre dongiisii lizerindeki etkilerini
incelemislerdir. Uygulanan BR’lerin tiim hiicre hatlarinda doza bagli olarak
hiicre biiylimesini inhibe ettigi rapor edilmistir [140]. Steigerova ve ark,2010
yilinda flow sitometri, western blotlama, TUNEL testi gibi molekuler teknikler
kullanarak, MCF-7 ve MDA-MB-468 hicrelerinde 6, 12 ve 24saat EBR
uygulanmasinin pro-apoptotik proteinlerin ifade diizeyinde degisiklik oldugunu

ve hiicre dongiisiinii G1fazinda bloke edildigini kanitlamiglardir [142].
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Brassinosteroidlerin, klasik  sitostatik  cisplatinin antitimora ile
kombinasyonunun A549 (insan akciger karsinomu) ve HepG2 tiimor hiicre
hatlar1  lizerindeki  aktivitesi  Panibrat ve ark, 2019. tarafindan
degerlendirilmistir. Bulgular, dogal brassinosteroidler 24-epibrassinolid ve 28-
homocastasterone ile bunlarin sentetik analoglar1 (22S, 23S) -24-epibrassinolid
ve (22S, 23S) -28-homocastasterone sisplatin ile birlikte uygulandiginda ilacin
antiproliferatif etkisini giiclendirdigini gostermektedir [197]. Karaciger hiicre
hatlar1 ve Alkolsliz karaciger yaglanmasi hastaligt (NAFLD) (zerinde
fitosterollerin etkilerini inceleyen baska bir deneysel ¢alismada, fitosteroliin etki
mekanizmalarinin hepatik dokularda TGF-B1, TGF-B2, TNF-a, UCP-2, PPAR-a
ve PPAR-y ekspresyonlarinin mRNA ve protein sentezi regiilasyonundan
kaynaklandigin1 vurgulamaktadir. Tespit edilen molekiiler mekanizmalarin
kanser biyolojisi ile baglantili oldugundan hepatoseliillar karsinoma
modellemelerinde potansiyel terapotik aktivite tasidigir distiniilmektedir [199].
Giincel baska bir arastirmada ilk olarak dogal brassinosteroidlerin, 24-
epibrassinolide (EBR) ve 28-homocastasterone (HCS) ve sentetik analoglarinin,
HepG2 tiimériin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisini tanimlanmistir. ikinci
asamada ise, cogu pro-karsinojenin metabolizmasina katki saglayan sitokrom
P450'nin katalitik aktivitesi saptanmistir. Veriler yiiksek konsantrasyonlarda
dort bilesigin, hiicre hattinin proliferasyonunu durdurdugunu kanitlamaktadir

[198].

Pankreas kanseri hiicre hatlari ile iliskili gerceklestirilen deneysel arastirmalarin
c¢ogu polifenoller, falavonoidler ve fitokimyasal organik bilesikler / sekonder
metabolitlerin  antioksidan  ve  antiproliferatif  etkilerinin  molekdler
mekanizmalarinin regililasyonu ve hiicre akibetine baglh olarak dikkat
cekmektedir. Hepatosit biiyiime faktoriiniin (HGF) tanimli tek reseptorii olan, c-
Met kinaz fonksiyonunun inhibitér mekanizmalarint aydinlatmak {izere
withaferin A (WA) ve karnosoliin (CA) fitokimyasallerinin, c-Met® AsPC-1
pankreas timori hiicre hattindaki etkileri incelenmistir. Test edilen her iki
bilesigin, hiicre dongiisii disregiilasyonu ve apoptoz indiiksiyonunu c-Met
fosforilasyonu ve AKT blokaji1 aracili baslattigi kanitlanmistir [200]. Diger bir
calismada ise, biyolojik aktiviteli withaferin-A'nin (WA), PDAC hiicre

soylarinda SNARE aracili otofagozom ve lizozomlarin flizyonunu inhibe ederek
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otofajik yanitin degisimindeki engelleyici kapasitesi gosterilmistir. Ayrica, WA
spesifik olarak proteazom inhibisyonunu ve ubikuitin  proteinlerin
akumulasyonunu tesvik ederek, ER stres aktivasyonuna bagli olarak apoptozu

indiklemektedir[201].

Deneysel arastirmamizin ilk temel adiminda EBR’in metabolik aktivitesinin
Ol¢ciimiine dayal1 hiicre canlilig1 / proliferasyon testlerinde yaygin olarak tercih
edilen metil tiyazol difenil tetrazolium (MTT) sitotoksisite analizi
uygulanmistir. MDA-MB-231, MiApaca-2 ve HEPG-2 hiicre hatlar1 doza ve
zamana bagli olarak 24, 48 saat olmak tizere (0, 10,15,20,25,30,35,40 uM) EBR
ile muamele edilmistir. Uygulama sonucu EBR’in artan dozlarinda hiicre
hatlarinda canlilifin azaldigi  ayrica MDA-MB-231 ve MIApaca-2 hiicre
hattinda 30 uM EBR’in sirasiyla yaklasik %57 ve %51 oranda ve HEPG-2
hiicrelerinde 20 uM EBR uygulamasiin hiicre canliligin1 yaklasik % 50
azaltmis oldugu saptanmistir (Sekil 4.14). Molekiler analizlerin ikinci
asamasinda her {i¢ hiicre hattinda zamana (24, 48 saat) ve doza (0, 10, 20, 30, 40
uM) bagli EBR uygulanarak, degisen mitokondriyel membran potansiyeli ve
apoptotik hiicre 6lumundn floresan isaretli boyalar ile hiicre morfolojilerin 151k
ve feloresan mikroskopla incelenmistir . Bulgular tiim hiicre hatlarinda 6zellikle
30 uM ve 40 uM EBR uygulamasinda kontrol grubuna gore DNA kiriklarinin ve
apoptotik hiicre 6limiinde O6nemli Ol¢lide artis oldugunu, ayrica artan dozla
birlikte hiicre canliligi kontrol grubuna gore ciddi oranda diisiiste oldunu
kanitlamistir(Sekil 4.15,4.16, 4.17 ). Tumor hucrelerinde Hanahan ve
Weinbergin kanser biyolojisi ile iligkili 2000 yilinda tanimladig1 en temel ayirt
edici Ozelliklerinin biiyiime uyarilarinin devamliligi, ¢ogalmayi baskilayan
faktorlere duyarsizlik ve apoptozdan kaginma oldugu bilinmektedir [7]. BR
ailesinin en aktif dogal fitohormonu olarak EBR uyguladigimizin molekiiler
teknikler dogrultusunda ¢ farkli karekteristik 6zellikleri olan hicre
soylarimizda, hiicre ¢ogalmasi ve canliligina ket vurarak, tumor hiicrelerine
kars1 giiclii antiproliferatif etkilerinin oldugunu acgiklamaktadir. Kanser
arastirmalarinda ¢esitli ajanlarin  sitotoksik veya genotoksik etkilerini
degerlendirmek icin standart bir in vitro hiicre sagkalimi 6l¢gme araci olarak
tercih edilen klonojenik veya koloni olusumu analizimiz i¢in doza (0, 10, 20,

30, 40 uM) bagh olarak 48 saatte EBR’1n koloni olusumu, hiicre proliferasyon
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ve metastaik etkileri Uzerinde odaklanmistir. 14 giiniin sonunda &lgiilen
kolonilerin ¢aplar1 tiim hiicre hatlarinda artan dozlar ile kontrol grubuna kiyasla
ciddi oranda koloni sayilar1 ve genisliklerinde azalma ve kii¢lilme olmustur.
MDA-MB-231 kontrol grubunda koloni ¢aplarinin ortalama 3000 um ve en
yiiksek 40 uM EBR dozu iceren kuyucugun 230 pm oldugu saptanmistir. Bu
saptamalar MiApaca-2’de kontrol: 2000 pm - 40 uM EBR: 220 um ve HEP-G2
hiicre hatlarimiz ic¢in kontrol: 1900 um - 40 uM EBR: 430 pum seklinde tesbit
edilmistir (Sekil 4.19 ve 4.20). Bulgularimiz, EBR’1n MDA-MB-231, HEP-G2
ve MiA-paca-2 hiicre hatlarinda doza bagli olarak proliferasyon, metastaik etki
ve koloni olusturma potansillerini giiclii sekilde inhibe ettigini kanitlamistir.
Western blotlama, proteinlerin spesifik tanimlama, karakterizasyonu ve
translasyon sonrasi modifikasyonlarin izlenmesi amaciyla tasarlanan proteomik
bir yaklasimdir. Bu yontemle, kontrollu (hiicre kiiltiirii) veya kompleks
biyolojik ortamlardan izole edilen protein karisimlari, sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) vyirutulerek molekuler
agirliklarina bagli olarak farkli bantlar olusturmaktadir. Sonrsaki asama, bu
proteinlerin bir poliviniliden floriir (PVDF) membranina elektroforetik olarak
transfer edilmesi ve spesifik antikorlar ile inktbe edilmesini icermektedir. Bu
sekilde islem sonucunda, hedef proteini hakkinda kantitatif /yar1 kantitatif
verilere ulagilmaktadir. Kanser biyolojisi arastirmalarinda hiicrelerden ekstrakte
edilen kompleks protein izolatlarindan spesifik protein ekspresyonunu
profillemek yaygin olarak kullanilmaktadir. Proteomik analizler, yeni tanisal
testler ve yOnetim stratejilerinin gelismisimini destekleyerek onko-klinik
arenada teshis ve tedavi modalitelerinde pozitif katkilar saglamaktadir
[202,203].

Western blotlama teknigi araciligyla tasarlanan proteomik profilleme analizleri
aragtirmamizin in Vvitro son bolimini kapsamaktadir. Labratuvarimizdaki
mevcut imkanlar dogrultusunda MDA-MB-231 meme, MIApaca-2 pankreas
HEPG-2 hepatoseliilar karsinoma hiicre soylarinda doza ve zamana bagli olarak
EBR uygulamanin, retinoik asit reseptorii gamma ( RARY) ile iligskili muhtemel
hiicre 6limii sinyal yolaklarinin aktivasyonu iizerinde analizlerimiz devam

etmistir.
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Yapisal olarak A vitamini ile iligkili bilesik sinifi ve retinoliin aktif metaboliti
olan retinoik asit, gelisme, farklilagma, proliferasyon ve apoptoz dahil olmak
tizere ¢ogu biyolojik siireglerini  yonetmektedir. Retinoidlerin  etki
mekanizmalari, hiicre i¢i ve/veya hiicre disinda localize ¢esitli retinoid baglayici
proteinler araciligiyla uyarilmaktadir. Bunlar, hiicresel retinol baglayic1 proteini
(CRBP), retinol baglayici proteini (RBP), hiicresel retinoik asit baglayict
protein (CRABP) ve nikleer reseptorleri retinoik asit reseptéri (RAR) ve
retinoid x reseptorii (RXR) proteinlerini i¢erirmektedir. Baglayic1 proteinler
niikleer reseptorler esliginde, retinoidlerin aktivasyonunu ve gen ekspresyonunu
diizenleyerk, asagi akis hedef genlerinin transkripsiyonunu etkinlestirmektedir
[96]. Tumor hiicrelerin RARy reseptorii ile iliskili ¢esitli molekiiler
biyobelirtecleri ve oOliim sinyal yolaklarin1 arastiran deneysel calismalar
mevcuttur. Xu ve ark, 2017. HT-29 kolon hiicre hattinda, pro-apoptotik (ClAP)
aktivitesinin blokaj1 sonrasinda sitoplazmik retinoik asit reseptorii gamma'nin
(RARY), protein kinaz 1 (RIP1) ile baslatilan hiicre o6liimiinii destekledigini
bildirmislerdir [204]. Yakin zamanda gergeklestirilen bir in vitro calismada,
RARy 'min DNA hasarina bagli nekroptozisi tetikleye bildigi kanitlanmistir.
Bulgular, RARy ekspresyonu susturulan fare embriyonik fibroblast MEF
hiicrelerinde, ekstrinsik apoptotik yolaga ¢ok daha az duyarli olduklarini, ayrica
RARy’nin, DNA hasarina yanit olarak Ripoptosome olarak bilinen RIPK1 /
RIPK3 6liim kompleksinin olusumu i¢in elzem oldugunu gdstermektedir [205].
Retinoik asit (RA) aracili apoptoz indiiksiyonunu arastirmak Uzere RA'ya
direncli MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 TNBC meme kanseri hicrelerine,
aktif organik fitokimyasal olarak kiirkiimin uygulanmistir. Sonuglar, curcuminin
her iki hucre soyunda CRABPII, RARPB ve RARY 'nin ekspresyonunu arttirdigini
ve hicrelerin curcumin ve RA ile birlikte muamelesi, poli (ADP-riboz)
polimeraz (PARP) ve boliinmiis kaspaz-9'un ifadelerini diizenleyerek apoptozu
indiikledigini aydinlatmaktadir [206]. Dogal bir flavonoid sinifi olan asasetinin,
RARy ile iliskil AKT-p53 sinyal yolagini modiilasyonu ve apoptoz induksiyonu
cogu HCC kanser hiicre hattinda Zeng ve ark, tarafindan yapilan deneysel
analizlerle kanitlanmaktadir [211] . Niikleer reseptor RARy ekspresyonunun
kolorektal timér olusumu, boyutu, TNM evresi ve uzak doku metastazi ile
iligskili Hippo-Yap yolagini regiile ettigi diisiiniilmektedir. In vitro ve in vivo

fonksiyonel arastirmalar sonucglari, RARy’in Yap hedef gen ekspresyonunu
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inaktive etmek ic¢in Latsl kinazin fosforilasyonunu ve transkripsiyonel
koaktivatdor Yap'a baglanmasini tesvik edici roliinii agiklayarak, onkojenik
sinyalleri baskilamakta ve kolorektal kanser tedavisinde umut verici isaretler
vermektedir [101, 102]. Diinyada ve tiirkiyedeki 6rnek deneysel arastirmalarin
incelenmesi  bizim proteomik analizlerimiz i¢cin net bir plan tablosu
olusturmamiza yardimci olmustur. Tez arastimamizin in Siliko bulgular
dogrultusunda, doza ve zamana bagli EBR uygulamasi sonrasinda RARYy ile
iligkili apoptotik, ER stress ve Hippo-Yap/TAZ sinyal yolaklarina ayit temel
biyobelirteglerin anlatim1 dort asamada proteomik analizleri, imiminoblotlama

teknigi esliginde ylriitilmiigtiir.

Ilk olarak, MDA-MB-231, MiApaca-2 ve HEPG-2 hiicre soylarinda 24/48 saatte
(0-15-30 uM) EBR uygulanarak retinoik asit reseptorii gamma (RARY),
androjen reseptori (AR) ve 0Ostrojen reseptori alfa (ER-a) ekspresyon
diizeylerindeki degisimler izlenmistir. Secili li¢ niikleer reseptor protein,
yaptigimiz in siliko analizlerimizde EBR ligandi ile en diigiik baglanma
enerjileri ve dolayisiyla en kararli ve stabil etkilesim olasilifin1 gosteren
hedefler olmustur. Tumor destekleyen hiicrelerdeki niikleer reseptorlerin rolleri
ve bunlarin timdr proliferasyonu, immiin gézetimden kag¢inma, anjiyojenez,
kemodireng ve metastaz gibi 6nemli biyolojik surecler Gzerindeki etkileri ve
timorogenezisin baskilanmasi1 ve/veya tesvik edilmesi ile iliskili genis capta
yapilan arastirmalar dikkat ¢ekmektedir. Ancak s6z konusu biyoaktif dogal
terapotik  bilesikler olunca genelde falavonoidler, polifenoller, alkaloid
bilesikler iizerinde arastirmalar yapilmistir. Insiilin direnci, diyabet ve alkolsiiz
yagli karaciger gibi kardiyometabolik hastaliklar {izerinde terapotik etkileri
arastiritlan  elafibranor flavonoidi ikili PPAR o/ & agonisti olarak
tanimlanmaktadir. Bu bilesik, insiilin duyarliligini, glikoz homeostazini, lipid
metabolizmast ve inflamatuvar yanitlar1 yikseltmektedir [207]. Polifenollerin
kanser riski ve ilerlemesi iizerindeki genel etkileri bu bilesiklerin
biyoyararlanimi, metabolizmasi, enzimatik aktivitesi, niikleer reseptdrler ve
hiicre i¢i sinyal transdiiksiyon mekanizmalar1 regiilasyonu ile baglantili oldugu
diistiniilmektedir. Polifenol bilesikler, dstrojen reseptorii a (ERa) ve B (ERp) 'ye
baglanarak, diisiik konsantrasyonlarda bile endojen 0Ostrojenlerin biyolojik

etkilerini taklit veya inhibe etmektedir [208]. 2018 yilinda, kapsamli bir niikleer
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reseptdr panelinde (PPAR'lar, LXRa, RARa, RXRa, FXR, CAR, PXR, ERa / B)
Pirolizidin alkaloidlerinin (PA), potansiyel toksikolojik etkilesimlerini
arastirmak amaciyla Luckert ve ark, tarafindan, GAL4 / UAS sistemi
transaktivasyon genetik deneyleri tercih edilmistir. Sonuglar, en yiliksek
aktivasyon performansinin agik zincirli diesterler, ekimidin ve lasiokarpin ile
etkilesen PXR reseptdrune ayit oldugunu vurgulamaktadir [209]. Hucresel
NHR ‘lerin Epibrassinolide duyayliligi belkide yapisal olarak EBR’1in memeli
steroid seks hormonlarina benzerligi ile baglantili oldugu diisiiniilmektedir.
EBR tedavi sonrasi yapilan in vitro analizler sonuglari, EBR'nin, NHR
ekspresyonundan bagimsiz olarak DU 145 prostat kanseri hiicrelerinde
apoptotik etkiyi indiikleyebildigini gostermektedir. Diger taraftan, PA katabolik
sinyal yolagiyla ilgili genlerin susturulmasi, yalnizca NHR ifadesi olan LNCaP
hiicrelerinde EBR kaynakli apoptozun blokaji, MDA-MB-468 meme veya DU
145 prostat kanseri hucrelerinde ise azalmis hiicre canliligina yol agtigini
gostermektedir [141,210].

Deneysel analizlerimizin bu asamasinda, hiicre hatlarinda doza ve zamana bagh
EBR uygulamasi1 sonucunda, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda, AR
ve RARYy reseptorlerinin yok denile bilecek kadar ifade diizeyinin bastirildigini,
ER-a ifadesi ise kontrol grubuna kiyasla artan EBR dozu ile artmis oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.21). HEPG-2 karsinoma hicrelerinde AR ve ER-a
nukleer reseptorlerin anlatimi artis gosterirken, RARy ekspresyonu 6zellikle 48
saat EBR muamelesi sonrasinda durdurulmustur (Sekil 4.22). MiApaca-2
pankreas hicrelerinde ise ER-a ifade diizeyinde degisiklik olmadigini , AR
ifadesinde zamana ve doza bagli kontrol grubuna gore diisiis oldugu ve RARy
ekspresyonunda ozellikle 48 ssat sonunda ciddi artis oldugu saptanmistir (Sekil

4.23).

MDA-MB-231 hiicre hatlarinda tespit edilen artan ER-a protein ifadesinin EBR
ile kombine olarak ER-a reseptoruni hedef alan kemotrapotiklerin uygulanmasi
umit verici etkileri olabilecegi hipotezini ortaya koymakla birlikte, diger
taraftan bu artis ER-a ‘nin hangi izoformu ve/veya variyantina ayit oldugunu
anlamak ve mRNA profilinin agiklanmasi gereksinimi vurgulamaktadir. Ancak
diinya geneclinde bulundugumuz pandemi sireci ve zorunlu labratuvar

kapanmalari, bizim tamamlayici molekiler analizlerimiz i¢in biiyiik engel teskil
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etmisdir. Ayn1 sekilde diger iki hiicre hattimizdaki ylikselen ve/veya bastirilan
NHR protein anlatimlarinin timor biyolojik siiregleri, diger transkripsiyon
faktor /ko-faktorler ile capraz etkilesimleri ve hicre akibeti Gzerindeki etki
mekanizmalarint anlamamiz ig¢in yakin gelecek icin tamamlayici deneysel

calisma planlar1 tasarlanmistur.

MDA-MB-231, MiApaca-2 ve HEPG-2 hiicre hatlarinda intrinsik/ekstrisik
apoptoz sinyal yolaklarina ayit degisimlerin aydinlanmasi amaciyla, doza ve
zamana bagl olarak (24/48 saat/0-20-30 uM) EBR tedavi sonrasi, belirledigimiz
dokuz pro ve anti apoptotik protein ifadeleri incelenmistir. Blylk resim, tim
hiicre hatlarinda ¢ogu baslatici, efektdor ve pro-apoptotik protein ifadelerinin,
yikseldigini ve apoptoz indiiksiyonunu tesvik edildigini agiklamaktadir. Benzer
arastirmalarda, apoptoz geciren hiicrelerde yaygin olarak goriilmekte olan
boliinmiis PARP proteinin yiikselen ifadesi ve buna bagl olarak efektdr kaspaz
grubundan kaspaz-3’iin aktivasyonu tiim hiicre hatlarimizda goézlemlenmistir
(Sekil 4.24, 4.25, 4.26). MDA-MB-231 meme kanseri ve HEPG-2 hepatoselilar
karsinoma hiicre hatlarinda kaspaz-8’in yiikselen ifadesi ayrica dikkat
cekmektedir. Kaspaz-8, invazif ve metastatik hicre akibetini belirleyen hucre
dongiisti, immiin hiicre homeostazisi, sitokin liretimi ve ekstrinsik hiicre 6liimii
ile iliskili ¢ogu sinyal yolagina dahil edilmektedir. Kaspaz-8, 06lim
reseptorlerinin uyarilmasini hiicre i¢i sinyalleme kaskadlarinin aktivasyonuna
baglayarak digsal apoptotik sinyallerin etkinliginde merkezi bir rol
oynamaktadir [212]. MiApaca-2 pankreas hiicre hattimizda ise PARP ifadesi
Ozellikle 48 saat/30 uM EBR uygulamasinda, BAD ve efektor kaspaz-7’nin
artiglar1 goézlemlenmistir. Sonug¢larimiz, RARy’nin onkojenik aktivitesi ve
apoptotik biyomarkerlarin mdodiillasyonu ile iliskili literatiirdeki mevcut
bulgular1 desteklemekle birlikte genis tarama paneli sonuglarimiz literatiire bu
alanda zenginlik kazandirmaktadir. Ug farkli karekteristik &zellikleri olan hiicre
hatlarimizda bakilan apoptotik parametrelerden ciddi oranda ekspresyon
degisikliligi gosteren proteinlerin gelecekteki arastirmalarda spesifik asagi akis
etkilesim hedefleri ile iligkin molekiiler analizler ve tamamlayici proteomik

profillemeleri diistiniilmektedir.

Calismamiz kapsaminda bir sonraki adim, doza ve zamana bagli olarak, EBR

uygulamanin timor hiicrelerindeki endoplazmik retikulum stresi, katlanmais
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protein yanit1 ve hiicre 6limu ile iliskili biyomarkerlarin ekspresyon degisimleri

ve regulasyonu uzerindeki etkilerini belirlemek lizere hedeflenmustir.

Cogu kanser hiicre tiplerinde ER stresi, protein sentezi, katlanmas1 ve sekresyon
siireclerini etkileyen c¢esitli fizyolojik ve patolojik kosullarin ortak sonucu
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumda, yanlis katlanmis veya katlanmamis
protein yikiini azaltmak igin katlanmamis protein yanit1 kaskadi (UPR)
aktivlestirilmektedir. Okaryotik hiicrelerinde UPR yanit1 ii¢ temel transmembran
sensor protein olarak bilinen, pankreatik ER kinaz (PERK), inositol gerektiren
enzim la (IRE1l-a) ve aktive edici transkripsiyon faktori 6 (ATF6) tarafindan
yonlendirilmektedir. Normal kosullarda bu ii¢ sinyal donistiiriiclisii molekiler
saperon Bip/GRP78 tarafindan luminal domainlerine bagli sekilde inaktif
tutulmaktadir. Kronik ER stresi durumunda ise, UPR yamiti karmasik
etkilesimler gOstererek pro-apoptotik sinyallerin ve hicre Olimini
garantilemektedir [213]. Flavonoidler, alkaloidler, terpenoidler ve polifenoller
gibi dogal terapoétik potansili olan bilesikler, ER stresi ile iliskili bagh
mitokondriyal apoptotik yolagina midahale etme kabiliyetleri nedeniyle, ER
stress iligkili kronik hastaliklarin tedavisine yonelik yeni stratejilerin gelisimi
icin pre-klinik arastirmalarda ilgi odagi olmaya devam etmektedirler.
Mitokondri organeli ve endoplazmik reticulum (ER) aralarinda ortak temas
bolgesi olusturarak (mitokondri ile iliskili membran, MAM), hiicre ici Ca**
homeostazi, lipid metabolizmasi, mitokondriyal fisyon, otofagozom olusumu ve
apoptoz induksiyonu gibi kritik fizyolojik sureglerin yeniden diizenlenmesi igin
igbirligi yaptiklar1 distiniilmektedir [214]. Yapilan oOrnek bir ¢alismada,
curcuminin IRE1-XBP1 ekseni ve ATF6-CHOP yolaginin aktivasyonu ile
karakterize edilen insan papiller tiroid karsinomu BCPAP hiicre hattinda, ER
stresini indiikleyebilecegi gosterilmistir. Artmus sitozolik Ca®* konsantrasyonu
sonradan kalmoduline baglanarak kalsiyum / kalmodiiline bagimli protein kinaz
IT ‘1 (CaMKII) aktive ederek mitokondriyal apoptotik yanitini tetiklemektedir
[215]. Yeni bir deneysel galismada, melanom tiimor modellerine kars1 in vivo
antitimor yanitlarini uyaran Caesalpinia spinosa'y1 (P2Et) polifenol bakimindan
zengin bir Oziit olarak karakterize edilmistir. Polifenoller tarafindan Ca** ve
reaktif oksijen tirleri (ROS) seviyelerinin modulasyonu, ER stresi indukleye

bilmektedir. Sonuclar, melanom hicrelerinde P2Et’Nin antitimér ve
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immiinojenik etkilerine aracilik etmede PERK aktivasyonun direk etkisine
yonelik kalsiyum saliniminin merkezi roliiniin altin1 ¢izmektedir [216]. 24-
Epibrassinolidin HCT 116, HT29, SW480 ve DLD1 kolon kanseri, LNCaP
prostat timord ve fare embriyonik fibroblast MEF hicre hatlarinda, ER stress
indiikleyici etkilerinin oldugu Onceki yillarda labratuvarimizda ylrutulen
arastirma sonuglarindan bilinmektedir [144,217,218,219]. Bu tez c¢alismasi
kapsaminda MDA-MB-231, MiApaca-2 ve HEPG-2 hiicre hatlarinda doza ve
zamana bagli EBR’in ER stress yaniti ve regilasyonu uzerindeki etkilerinin
incelenmesi amaciyla ilgili dokuz hedef proteinin western blotlma teknigi
uygulanarak ydratilmistiir. Proteomik analizlerin sonucunda elde ettigimiz
bulgular, literatiirde bir ilk olarak sonraki arastiramalrin temelinin olusumunda
referans olusturma potansiyeli sergilemektedir. Bulgular, genel olarak cogu
UPR indiikleyici protein ekspresyonunda artan doza ve zamana bagli kontrol
grubuna kiyasla armakta oldugunu gostermektedir. Ancak, MDA-MB-231 meme
hiicrelerinde IRE-1a, Bip, ERO-1, CHOP ve PUMA (Sekil 4.27), MiApaca-2
pankreas hiicre hattinda PERK 1/2, ERO-1, kalretikulin, CHOP, NOXA ve
PUMA, HEPG-2 hepatoseliilar karsinomada ise PERK 1/2, IRE-1a ve
kalretikulin proteinlerinin kontrol gruplarina gore ifadelerinin ciddi oranda artis
gostermeleri EBR’1n tiim hiicre hatlarimizda ER stress aracili hiicre 6liimiini

tetikledigini kanitlamaktadir.

PERK 1/2'nin birgok kanser alt tiplerinde pro-Kaspaz-8'i fosforile ederek, 6lim
reseptorii aracili apoptozdan kacinmasini saglayabilmektedir. PERK proteinin
timor hiicrelerini  destekleyici/baskilayict paradoks etkileri tan1 ve tedavi
siireglerinde Onemli bir terapotik hedef olmasina yol agmaktadir. En iyi
karakterize edilmis PERK substrati, translasyon baslatma faktorii 2'dir (elF2a).
EIF2a fosforilasyonu, bir¢ok hiicresel mRNA'nin translasyonunu inhibe ve

/veya tesvik etmektedir [220, 221].

2019 yilinda DI ve ark, NSCLC kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre
hattinda antioksidatif, ileri glikasyon ve aldoz rediktaz son drlnlerinin
inhibitord olarak bilinen butein uygulama sonrasinda PERK aktivitesine bagh
hiicre proliferasyonu, ER stress ve apoptoz indiiksiyonunu incelemislerdir. Elde
edilen bulgular, PERK / elF-2a / CHOP ekseni ile iliskili ROS retimini, G2 /

M hicre donglst fazinda arresti, PUMA ifadesinin arttigim1 ve apoptozun
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gerceklesmesini aydinlatmaktadir[222]. Kalretikulin (CRT) ilk olarak 1970’li
yillarda bir Ca®* baglayici protein olarak tamimlanmustir.  Endoplazmik
retikulumun konserve ve c¢ok fonksiyonlu bu saperon proteini, kalsiyum
homeostazi, molekiiler saperonlama ve hiicre adhezyonu gibi kanser
biyolojisinde islevsel roller Gstlenmektedir. Kanser hiicre ylzeyi kalretikllinin
bir “eat-me” sinyali/isareti olarak bagisiklik sistemi tarafindan fagositik alimini
desteklemektedir. Degisik arastirmalar, Kalretikilin ifade seviyelerindeki
manipilasyonunun timor proliferasyonunu, anjiyogenezi ve difrensasyonu
etkileye bilecegini savunmaktadir. CRT igin ¢ok yakin zamanda tanimlanan yeni
bir transasetilaz aktivite profili, timor biyolojisi ile iliskili islevselligi yoninden
yeni boyutlar kazandirmaktadir. Protein asetilasyonu, epigenetik regtilasyonu ve
sinyal transdiksiyonunu etkileyen onemli post-translasyonel
modifikasyonlardan (PTM'ler) biri oldugundan, CRT, antikanser terapotikleri ve
onleyici stratejiler gelistirmek igin dikkate deger bir hedef oldugunun altini
cizmektedir [223, 224].

24-Epibrassinolid ligandin etkilesim hedefi olan nikleer reseptorler ile
etkilesimine bagh olarak Hippo-YAP/TAZ eksenini Uzerindeki etki
mekanizmasi nasil ilerliyordur sorusu, deneysel analizlerimizin son bolimunan

baslangici olmustur.

Hippo yolagi, normal fizyolojik kosullar altinda doku ve organ homeostazisinde
kritik olmakla birlikte malign hiicrelerdeki farkli ilerleyisi ve tUmor
immiinojenitesinin modilasyonu, 6zellikle son yillarda kansere karsi miicadele
arenasinda dikkat ¢ekici bir hedef haline getirilmistir. Hippo sinyalizasyonu
bliyiik Ol¢lide reseptor tirozin kinazlar1 (RTK'lar) igeren RTK/RAS/PI3K ve
RTK-RAS-MAPK iki temel aktive sinyal yolagi tarafindan yuratulmektedir.
Bununla birlikte, belirli RTK'larin, Hippo efektorlerinin asagi akis hedeflerini
etkinlestirip, nihayetinde hiicre  proliferasyonuna midahile ettikleri
bilinmektedir. Bu nedenden dolayr Hippo ekseninin, tumorogenezin farkli
evrelerinde reseptor tirozin kinazlar i¢in merkezi yoOnetim aract oldugu
distinilmektedir [225,226]. Diger taraftan giincel arastirmalar, endoplazmik
retikulum (ER) stresi de HIPPO-YAP vyoénetimine dahil etmektedir. YAP
proteinin  transkripsiyonunu  duzenleyen  ATF4’Gn, PERK- elF2a

aktivasyonu/inhibisyonu ile iliskilendirilmektedir. Normal kosullarda, UPR’nin

100



adaptif asamasinda hiicre 6limiini 6nlemek amaciyla PERK — elF2a — ATF4
ekseni aracilt YAP ifadesi induklenirken, uzun sureli ER stresi durumunda ise,
YAP'"1 inhibe etmek ve apoptozu tesvik etmek karari Hippo sinyal kaskadini
etkinlestirmektedir [225]. Memelilerde, MST1 / 2, MAP4K'ler, TAO kinazlar ve
NF2 ‘nun temel duzenleyici olan LATS1 / 2'yi igceren hippo kinaz kaskadinin
asag1 akis efektorleri, paraloglar ve transkripsiyonel koaktivatorleri olarak
tanimlananYAP ve TAZ'dir (WWTRI olarak da bilinmektedir). Hippo kinaz
kaskadi, YAP / TAZ'in niikleer faaliyetlerini fosforilasyon/defosforilasyon
surecleri ile kontrol etmektedir. Son yillardaki aragtirma sonuglari, YAP / TAZ
icin GPCR, yolaklar1 ile entegrasyon ihtimallerini desteklemektedir. Hippo
kaskadinda serin / treonin protein kinaz Mstl/ Mst2 proteinleri igin,
memelilerde tumor siipresér fonksiyonlari oldugundan hiicresel stresorlerin
baskilanmasi, bagisiklik hiicrelerin aktivasyonu, adhezyonu, migrasyon ve
apoptotik Oliim sinyallerin indiiksiyonu gibi merkezi roller tanimlanmaktadir

[227].

Tez arastirmazin son kisminda labratuvarimizdaki mevcut imkanlar
dogrultusunda HIPPO-YAP/TAZ yolagina mensup alt1 protein anlatim diizeyleri
tim hiicre hatlarimizda doza ve zamana bagl (24/48 saat/0-15-30 uM) EBR
uygulanmasi1 sonrasinda incelenmistir. Proteomik analizimizin sonunda elde
ettigimiz ekspresyon tablosu, EBR ‘in tiim hiicre soylarimizda 6zellikle TAZ ve
YAP proteinlerinin anlatiminda etkili oldugunu gdstermektedir. MDA-MB-231
hiicre hattt diger hiicre hatlarimizla kiyesla major etkilesimi gosterip, tum segili
proteinlerin ifadelerinde anlamli degisiklik sergilemektedir. MiApaca-2 hiicre
hattinda YAP ve SAVI1 anlatimlar1 EBR’in artan dozuna bagli olarak
yiikselmistir. HEP-G2 hiicre hattinda LATS1, YAP ve TZ proteinlerinin
anlatiminin ciddi sekilde bastirilmasi gézlemlenmistir. Yukarda anlatildigr gibi
aslinda HIPPO-YAP/TAZ yolagma ayit ortaya c¢ikan proteomik profil
degisiklilgini tek yonli yorumlamak saglikli goéziikmemektedir. Bu yolagin
ozellikle mTOR sinyal yolagindan mTORCI1 ile uygun sinerjiyi yakalayarak,
organ gelisimini belirleyen iki dominant biylme kontrol araci olduklar
bilinmektedir. Ayrica, Biiyiik tiimor baskilayict kinaz 1 (LATSI1) farkli hiicre
hatlarindaki asagi akis etkilesimleri nihayetinde, genomik instabilite, blyime

ve/veya Olim mekanizmalar1 beklenmedik yonde aktiflestirilmektedir [228].
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Hippo sinyalizasyonun aktif, genis ve capraz etkilesim aglari hakkinda ortaya
cikan detayli bilgilere ragmen ona daha karmasik ve gizemli bir karekter
kazandirmaktadir. Bu nedenden dolayi, her bir hiicre hattinda elde etti§imiz
bulgularin ayr1 olarak hiicre déngust regulatorleri, PTEN/mTOR, PI3K/AKT
eksenleri, timor supresif transkripsiyon faktéru p53 ve otofajik biyobelirteglerin
proteomik profil degisimi ile bir arada degerlendirmek ve yorumlamak belkide
altta yatan molekiiler etkilesim mekanizmalarini anlamamiz igin saglam bir

temel olsturmamiza 1s1k tutacakdir.
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EKLER

Tablo 1. Simiilasyon cihazi ve yazilimlari

Lenovo IdeaPad Z510 leptop

AutoDock Tools-1.5.7

Discovery Studio (DS) v20

PyMOL 2.4.1

Tablo 2. Molekiler kenetlenme input/output dosyasinin genel hesaplama

asamalan

SETTING UP DEFAULT PARAMETER LIBRARY

Random number generator was seeded with values 3364, 1608145914,
Docking parameter file (DPF) used for this docking:
C:/Users/moein/Desktop/1FCX/grid.dpf
DPF> autodock_parameter_version 4.2 # used by autodock to validate parameter set
Autodock parameter version 4.2.
DPF> outlev 1 # diagnostic output level
Output Level =1 ADT-COMPATIBLE OUTPUT DURING DOCKING.
DPF> intelec # calculate internal electrostatics
Electrostatic energies will be calculated for all non-bonds between moving atoms.
DPF> seed pid time # seeds for random generator
Random number generator was seeded with values 3364, 1608145914,
DPF> ligand_types C HD OA # atoms types in ligand
DPF> fld 1fcx.maps.fld # grid_data_file
Opening Grid Map Dimensions file: 1fcx.maps.fld
Grid Point Spacing = 0.500 Angstroms
Even Number of User-specified Grid Points = 70 x-points
50 y-points
50 z-points
Coordinates of Central Grid Point of Maps =  (46.385, 16.260, 80.555)
Macromolecule file used to create Grid Maps = 1fcx.pdbqt
Grid Parameter file used to create Grid Maps = C:/Users/moein/Desktop/1FCX/grid.gpf
Minimum coordinates in grid = (28.885, 3.760, 68.055)
Maximum coordinates in grid = (63.885, 28.760, 93.055)

INPUT LIGAND PDBQT FILE:

INPUT-LIGAND-PDBQT: REMARK 9 active torsions:
INPUT-LIGAND-PDBQT: REMARK status: (‘A" for Active; 'l' for Inactive)
INPUT-LIGAND-PDBQT: REMARK 1 A between atoms: O_2 and C_24

INPUT-LIGAND-PDBQT: REMARK 2 A between atoms: O_3 and C 25
INPUT-LIGAND-PDBQT: REMARK 3 A between atoms: O_4 and C 26
INPUT-LIGAND-PDBQT: REMARK 4 A between atoms: O_6 and C_29
INPUT-LIGAND-PDBQT: REMARK 5 A between atoms: C 11 and C 17
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INPUT-LIGAND-PDBQT: REMARK 6 A between atoms: C_17 and C_25
INPUT-LIGAND-PDBQT: REMARK 7 A between atoms: C_25 and C_29
INPUT-LIGAND-PDBQT: REMARK 8 A between atoms: C 29 and C_30
INPUT-LIGAND-PDBQT: REMARK 9 A between atoms: C_30 and C_31
Total charge on ligand = -0.001 e

REMARK 9 active torsions:
REMARK status: ('A' for Active; 'I' for Inactive)

REMARK 1 A betweenatoms: O_2 and C_24
REMARK 2 A between atoms: O_3 and C 25
REMARK 3 A betweenatoms: O 4 and C_26
REMARK 4 A between atoms: O_6 and C_29
REMARK 5 A betweenatoms: C_11 and C_17
REMARK 6 A betweenatoms: C_17 and C 25
REMARK 7 A between atoms: C 25 and C 29
REMARK 8 A between atoms: C_29 and C_30
REMARK 9 A between atoms: C_30 and C_31

Number of Rotatable Bonds in Small Molecule = 9 torsions
Number of atoms in ligand: 38

Number of non-hydrogen atoms in ligand: 34

Number of vibrational degrees of freedom of ligand: 108

Number of torsional degrees of freedom =9

Estimated loss of torsional free energy upon binding = +2.6847 kcal/mol

CLUSTER ANALYSIS OF CONFORMATIONS

Number of conformations = 100
Using an rmsd-tolerance of 2.0 A

STATISTICAL MECHANICAL ANALYSIS

Partition function, Q = 100.89 at Temperature, T =298.15 K
Free energy, A ~-2733.71 kcal/mol at Temperature, T =298.15 K
Internal energy, U= -5.24 kcal/mol at Temperature, T =298.15 K
Entropy, S=9.15 kcal/mol/K at Temperature, T = 298.15 K

LOWEST ENERGY DOCKED CONFORMATION from EACH CLUSTER

Keeping original residue number (specified in the input PDBQ file) for outputting.
MODEL 41

USER Run=41

USER Cluster Rank = 1

USER Number of conformations in this cluster = 1

USER RMSD from reference structure ~ =91.460 A

USER Estimated Free Energy of Binding = -9.53 kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
USER Estimated Inhibition Constant, Ki = 103.47 nM (nanomolar) [Temperature =
298.15 K]

USER (1) Final Intermolecular Energy = -12.21 kcal/mol

USER vdW + Hbond + desolv Energy = -12.19 kcal/mol

USER Electrostatic Energy = -0.02 kcal/mol
USER (2) Final Total Internal Energy = -1.84 kcal/mol
USER (3) Torsional Free Energy = +2.68 kcal/mol

USER (4) Unbound System's Energy [=(2)] = -1.84 kcal/mol
USER DPF = C:/Users/moein/Desktop/1FCX/grid.dpf
USER NEWDPF move ligand.pdbgt
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USER NEWDPF about -0.024000 0.200000 -0.113000

USER NEWDPF tran0 40.264951 14.162589 84.238611

USER NEWDPF axisangle0 -0.010852 -0.897396 -0.441093 -152.356698

USER NEWDPF quaternion0-0.010538 -0.871411 -0.428321 -0.238900

USER NEWDPF dihe0 151.24 -44.92 -178.78 150.63 -129.60 177.81 105.85 -80.82
46.48

npts 70 50 50 # num.grid points in xyz

gridfld 1fcx.maps.fld # grid_data_file

spacing 0.5 # spacing(A)

receptor_types ACHHD N OA SA  # receptor atom types
ligand_types AC HD N NA OA SA  # ligand atom types
receptor 1fcx.pdbqt # macromolecule

gridcenter 46.385 16.26 80.555  # xyz-coordinates or auto
smooth 0.5 # store minimum energy w/in rad(A)
map 1fcx.A.map # atom-specific affinity map

map 1fcx.C.map # atom-specific affinity map

map 1fcx.HD.map # atom-specific affinity map
map 1fcx.N.map # atom-specific affinity map

map 1fcx.NA.map # atom-specific affinity map
map 1fcx.OA.map # atom-specific affinity map
map 1fcx.SA.map # atom-specific affinity map
elecmap 1fcx.e.map # electrostatic potential map
dsolvmap 1fcx.d.map # desolvation potential map
dielectric -0.1465 # <0, AD4 distance-dep.diel;>0, constant

Tablo 3. Kullanilan deneysel donamimlar ve cihazlar

ADI URUN KODU FIRMA
Laminar Flow Model: 12469,2000 HeraSafe
Inkiibator Heracell Thermo Fisher Scientific
Inverted Mikroskop Model: XDS-1B SOIF

Floresan Mikroskopu Model:1X71 Olympus
Santrifij 5417R Eppendorf

Spin mini spin plus SNO708 LabNet
Mikropipet (0,5 pl-10 ul) EH52836 Thermo Fisher Scientific
Mikropipet (20 ul-200 pl) EH46925 Thermo Fisher Scientific
Mikropipet (200 pI-1000 pl) T27274 Thermo Fisher Scientific
Derin Dondurucu 2041D Arcelik
Buzdolab1 4263TMB Arcelik

-80 °C Dondurucu Freezer U725 New Brunswick Scientific
Otoklav 0T032 Nuve
Manyetik Karistiric SB162 Stuart/Prolab
Distile Su Cihazi TANKPEOQ30 Millipore Direct Q-5UV
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pH Metre N315 SEM/MettlerToledo
Vorteks SA8 Stuart/Prolab
Dry Heat Sterilizer FN120 Nive

Hassas Tart1 LE6202S Sartorius

Gili¢ Kaynagi PowerPac/Basic BioRad
Polyvinylidene Fluoride transfer 1214429 GVS North America
ChemiDoc MP Imaging Sysytem 731BR01910 BioRad

Tablo 4. Hiicre Kiiltiiri Donanimlar.

MALZEME TANIMI URUN KODU FIRMA
25 cm? hiicre biiyiitme kaplar: 90026
75 cm? hiicre biiyiitme kaplar1 90076
60 mm hiicre biiylitme kaplar1 93060
100 mm hicre blyiitme kaplar 93100
6 kuyucuklu petri 92006
12 kuyucuklu petri 92012 Thg::r;;?qtli:;ischer
96 kuyucuklu petri 92096
Steril pipetler (5 ml) 94005
Steril pipetler (10 ml) 94010
Siringa Filtreleri (0,22pum) 99722
Etuv Heracell 1150
Hemastometre - Neubauer
Laminar flow 12469,2 Therr_no I_:i_sher

Scientific

MDA-MB-231 hiicre hatt1 CRM-HTB-26
HEP-G2 hiicre hatt1 HB-8065 ATCC
MIA PaCa-2 hiicre hatti CRL-1420
DMEM Medium (Gibco) 11960044
Fetal Bovine Serum(Gibco) 10500-064 Thermo Eisher
Penisilin/Streptomisin (Gibco) 15140-122 Scientific
Tripsin-EDTA(Gibco) 25200-056
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Tablo 5. Kullanilan Kimyasallarin Listesi.

KIMYASAL ADI URUNUN KODU FIRMA
Akrilamid/Bis-Akrilamid A9099 Sigma-Aldrich
Asetik Acid 27225 Sigma-Aldrich
Amonyum persilfat A2941 Applichem
Bovine serum albumin A9056-10G Sigma-Aldrich
Coomassie Blue Belirteci A3480 Applichem
DMSO K46505343 517 MERCK
Diocg Boyasi 2129966 Fluka
DAPI Boya D1306 Thermo Fisher Scientific
24-Epibrassinolide E-250-50 GoldBio
Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED
Fetal Bovine Serum (FBS) P290310 Pan Biotech
Glisin 3570 CalBiochem
Hidrojen peroksit (H202) K39218400838 MERCK
Hidroklirik Asit K43804717239 MERCK
Izopropanol K44518295 321 MERCK
Kristal Viyole FN1048735 MERCK
Luminol A2185 Applichem
Metanol 24229 Sigma-Aldrich
MTT Solisyonu M2128-5G Sigma-Aldrich
Nitrocellulose Membrane 88018 Thermo Fisher Scientific
Pl Boya P4170-100MG Sigma-Aldrich
p-Coumaric Asid C9008-1G Sigma-Aldrich
Page Ruller Plus 26619 Fermentas
Phosphate buffered saline BE17-51-5F Lonza
Ponceau Read Belirteci A1405 Applichem
Sodyum Kloriir A2941 Applichem
Sodyum dedosil sulfat UN1888 Applichem
Tris Baz 648310 CalBiochem
Tris-HCI 648317 CalBiochem
Tween-20 S6740684 348 MERCK
TEMED A1148,0100 Applichem
Yagsiz Siit Tozu SC-2325 Santa Cruz Biotechnology
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Tablo 6. Kullanilan ¢esitli tamponlarin hazirlanmasi

Hiicre Besiyeri

besiyeri, %10 sigir fetusi serumu ve 10 U/ml penisilin/streptomisin
antibiyotik katkisi seklinde 500 ml negatif besiyeri igerisine 50 ml fetal sigir
serumu (FBS) ve 5 ml Penisilin-Streptomisin eklenip, 0,22 uM por ¢apindaki
filtrelerden gecirilerek hazirlanmsgtir.

Hucre Dondurma
Medyasi

45 ml FBS ve 5 ml dimetilsiilfoksit (DMSO) karisim1 0,22 pM por capindaki
filtrelerden gecirilerek hazirlanmaktadir.

10X PBS

NaCl (80 gr), KCI(2 gr), Na2HPO4(14,4 gr), KH2PO4(2,4 gr) hassas tart1 ile
tartilir. 500 ml distile su ile manyetik karistiricida resiispanse edilir. pH 7,4 ¢
ayarlandiktan sonra toplam hacim distile su ile 1000 ml ‘e tamamlanir.
Hazirlanan 10X PBS kullanilmak i¢in 1X PBS’e doniistiiriiliir. Bunun iginde
100 ml 10X PBS alinarak 900 ml distile su 1000 ml’e tamamlanarak 1X
PBS’e doniistiirtiliir.

10X TBS

Tris-Hcl(24 gr), Tris-Baz(5,6 gr),NaCl(88 gr) 900 ml distile suda manyetik
karistirict ile ¢ozdiriilir. pH 7,6°e ayarlandiktan sonra(NaOH ile) distile su ile
toplam hacim 1000 ml yapilir. Hazirlanan 10X TBS kullanilmak {izere 1X
TBS’e cevrilir. Cevirmek icin; 100 ml 10X TBS mezir ile 6l¢ilur, Gzerine
900 ml distile su eklenerek 1X TBS’e doniistiiriiliir.

1X TBS-Tween-
20

10X TBS yukarida anlatildig1 sekilde 1X TBS’e doniistiriiliir. 1X TBS’e %10
olacak sekilde Tween-20 eklenir ve distile su ile toplam hacim ayarlanir.

10X Yuritme
Tamponu

Tris- baz (30,2 gr),Glisin(144 gr),SDS(10 gr) 9000 mL distile suda manyetik
karstirict ile ¢ozdiiriiliir. tamponun PH orani 8,3 ayarlanmada olmaktadir.
Hazirlanan 10X yiirtitme tamponu kullanilmak i¢in 1X yiirlitme tamponuna
dontistiriliir.

10X Transfer
Tamponu

Tris-baz(33,3 gr) ve Glisin(144 gr) 900 ml distile su icinde manyetik
karistiricr yardimiyla ¢ozdiiriiliir. pH 8,3 e ayarlanir. 10X transfer tamponu 1X
transfer tamponuna doniistiiriilerek kullanilir. 100 ml 10X transfer tamponu,
150 ml metanol ve 750 ml distile suyla toplam hacim 1000 ml e tamamlanarak
1X’e doniigtiiriiliir.

Mild Strip
Tamponu

Glisin(15gr) ,SDS(1 gr) ve Tween 20(10mL) 800 mL distile su icinde
manyetik karigtirict yardimiyla ¢6zdiriiliir. PH.22 ayarlanir ve toplam hacim
1000 ml e tamamlanarak hazirlnanmaktadir.

%10 Ammonium
Persulphate
Solution (APS)

Ammonium persulfate(100 mg), 1 ml distile suda mikro pipet yardimiyla
¢ozdiiriilerek hazirlanmaktadir.

Coumaric Asit
(CA)

P-Coumaric asit (0,15 gr) 10 ml dimetilsulfoksit (DMSO)’da ¢ozdirulir.

Luminol

Luminol (0,44 gr )10 ml dimetilsilfoksit (DMSQ)’da ¢cézdurilir.

Hucre Lizis
Tamponu (CLB)

Proteinaz inhibitori tableti (1 adet) 10 ml memeli protein ekstraksiyon reaktifi
(M-PER) ile resiispanse hale getirilerek hazirlanmaktadir.
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Tablo 7. Kullanilan ¢esitli tamponlarin hazirlanmasi (devami)

Hicre Lizis
Tamponu (CLB)

Proteinaz inhibitori tableti (1 adet) 10 ml memeli protein ekstraksiyon reaktifi
(M-PER) ile resiispanse hale getirilerek hazirlanmaktadir.

5x laemmli

1,75 mL Tris-Hcl PH6,8 /4,5 mL Glisin / 2mL SDS(0,25 gr +1mL Tris-Hcl)/
0,5 mL % 0,25 Bromophenol blue distile suda ¢ozdurilerek, total 10mL
hacmine ulastirilmaktadir.

Bradford Reagent

Comassie Brillant Blue (100 mg) 50 ml %95 etanol de ¢dzduralur. 100 ml
%85 Fosforik asit eklenip, 1 litreye tamamlandiktan sonra 0,22 uM por
capindaki filtrelerden gegirilerek kullanima hazirlanir.

Bovine Serum
Albumin ( BSA)

Bovine serum Albumin (0,015 gr) hassas terazi ile tartilir. 10 ml distile su ile
resiispanse edilerek. 0,22 uM por c¢apindaki filtrelerden gegirilerek kullanim
i¢in hazirlanir.

Kemiluminesans
Goruntileme (A
tamponu)

Distile Su (9 ml) / Tris-Baz pH:8,5 (1 ml) / Coumaric Asit (50 ul) / Luminol
(150 pl).

Kemiluminesans
Goruntileme (B

Distile Su (9 ml) / Tris-Baz pH:8,5 (1 ml) / H202 (16ul)

tamponu)

Tablo 8. %12 (v/v) SDS-PAGE 2 Jel Icerigi
KIMYASAL ADI ALT JEL (9%012) | UST JEL (%4)
Distile su 3,4 ml 3,075 ml
1,5 M Tris-HClI, pH: 8,8 2,5mi -
0,5 M Tris-HCI, pH: 6,8 - 1,25 ml
%10 SDS 0,1ml 0,05 mi
Akrilamid/Bis-Akrilamid (%30, %0,8 w/v) 4 ml 0,670 ml
Amonyum Persulfat (APS) (%10) 80 pl 50 pl
TEMED 10 pl 5l
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