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DOKTORA TEZi

YENi AMINO BENZOHIDROKSAMIK ASIT TUREVLERININ SENTEZi VE
ANTIKANSER OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Isil Nihan KORKMAZ
Damisman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Amag: Bu tez ¢alismasinin amaci, histon deasetilaz (HDAC) inhibitorleri oldugu bilinen
hidroksamik asitlerin yeni (4-amino-2-metoksi benzohidroksamik asit, 4-amino-3-metil
benzohidroksamik asit, 3-amino-5-metil benzohidroksamik asit) tiirevlerini sentezlemektir.
Ayrica bu ¢alismada, bu aday inhibitorlerin saglikli insan fibroblast hiicre hatti, insan akciger
kanser (A549) hiicre hatti ve insan servikal kanser (HelLa) hiicre hattinda antikanser
ozelliklerini incelemek ve kanser hiicrelerinde aktivitelerinin arttigi bilinen tiyoredoksin
rediiktaz (TRXRI), glutatyon S-transferaz (GST) ve glutatyon rediiktaz (GR) enzimleri
tizerine inhibisyon etkilerini arastirmak amag¢lanmustir.

Yontem: Tez kapsaminda {i¢ yeni amino hidroksamik asit tiirevi (4-amino-2-metoksi
benzohidroksamik asit, 4-amino-3-metil benzohidroksamik asit ve 3-amino-5-metil
benzohidroksamik asit) sentezlendi. Saglikli fibroblast, A549 ve HelLa kanser hiicrelerine
etkileri incelendi. TRXR1, GST ve GR enzimlerinin aktiviteleri uzerine etkileri incelendi.
Sentezlenen molekiillerin dogrulugu *H-NMR ve 3C-NMR MHz ve HRMS ile belirlendi.

Bulgular: 4-Amino-2-metoksi benzohidroksamik asit molekiiliiniin saglikli fibroblast, A549
ve Hela kanser hiicreleri igin ICso degerleri sirasiyla; 0,55 mM, 1,8 mM ve 2,2 mM olarak
belirlendi. 4-Amino-3-metil benzohidroksamik asit molekiiliiniin saglikli fibroblast, A549 ve
HelLa kanser hiicreleri i¢in ICso degerleri sirasiyla; 1,01 mM, 1,03 mM ve 0,54 mM olarak
belirlendi. 3-Amino-5-metil benzohidroksamik asit molekiiliiniin saglikli fibroblast, A549 ve
HelLa kanser hiicreleri i¢in ICso degerleri sirasiyla; 2,46 mM, 0,78 mM ve 0,25 mM olarak
belirlendi.

Sonug: Karakterizasyon sonuglarindan yeni amino benzohidroksamik asit tiirevlerinin basarili
bir sekilde sentezlendigi anlagilmistir. 4-Amino-3-metil benzohidroksamik asit molekiilii
sadece HelLa kanser hiicreleri iizerine antikanser etki gdstermis olup, 3-Amino-5-metil
benzohidroksamik asit molekiili A549 ve Hela kanser hiicrelerinde antikanser etki
gOstermistir. 3-Amino-5-metil benzohidroksamik asit molekiiliiniin hem GR hemde TRXR1
aktivitelerini 6nemli 6lgiide baskiladigr bulunmustur. GST aktivitelerinde ise inhibitorlerimiz
kanser hiicrelerinde 6nemli 6l¢iide etki gostermemislerdir.

Haziraz 2021, 119 sayfa
Anahtar Kelimeler: Hidroksamik asit; Antikanser, HDAC inhibitorleri, Enzim aktivitesi



ABSTRACT

PhD Thesis

SYNTHESIS OF NEW AMINO BENZOHYDROXAMIC ACID DERIVATIVES AND
INVESTIGATION OF THEIR ANTI-CANCER PROPERTIES

Isil NIHAN KORKMAZ
Supervisor: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Purpose: The aim of this thesis is to synthesize new (4-amino-2-methoxy benzohydroxamic
acid, 4-amino-3-methyl benzohydroxamic acid, 3-amino-5-methyl benzohydroxamic acid)
hydroxamic acid derivatives, which are known to be histonedeacetylase (HDAC) inhibitors.
Besides, in this study it has been aimed to examine the anticancer properties of these
candidate inhibitors on the human healthy fibroblast cell line, human lung cancer (A549) cell
line, and human cervical cancer (HeLa) cell line. And also their inhibition effects on the
activities of thioredoxin reductase (TRXR1), glutathione S-transferase (GST) and glutathione
reductase (GR) enzymes of which activites are increased in cancer cell have been
investigated.

Method: Within the scope of the thesis, three new amino hydroxamic acid derivatives (4-
amino-2-methoxy benzohydroxamic acid, 4-amino-3-methyl benzohydroxamic acid and 3-
amino-5-methyl benzohydroxamic acid) were synthesized. Their effects on healthy fibroblast,
A549 and HeLa cancer cells were investigated. The effects on the activities of TRXR1, GST
and GR enzymes were investigated. The accuracy of the synthesized molecules was checked
by H-NMR and *C-NMR MHz and HRMS.

Findings: For healthy fibroblast, A549 and HeLa cancer cells, ICso values of 4-Amino-2-
methoxy benzohydroxamic acid molecule were determined as 0.55 mM, 1.8 mM, and 2.2 mM
respectively. ICso values of 4-Amino-3-methyl benzohydroxamic acid molecule for healthy
were determined as 1.01 mM, 1.03 mM and 0.54 mM respectively. ICsg values of 3-Amino-5-
methyl benzohydroxamic acid molecule were determined as 2.46 mM, 0.78 mM and 0.25 mM
respectively.

Results: It was determined from the characterization results that new amino
benzohydroxamic acid derivatives were successfully synthesized. 4-Amino-3-methyl
benzohydroxamic acid molecule showed anticancer effect only in HeLa cancer cells, 3-
Amino-5-methyl benzohydroxamic acid molecules showed anticancer effect in both A549 and
HeLa cancer cells. It was found that the 3-Amino-5-methyl benzohydroxamic acid molecule
were significantly suppressed the activities of GR and TRXR1 enzymes. However, these
inhibitors did not have a significant effect on the activity of cancer cells GST.

June 2021, 119 pages
Keywords: Hydroxamic acid; Anticancer, HDAC inhibitors, Enzyme activity
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GIRIS

Kanser

Kanser, viicut i¢indeki hiicrelerin bir grubundaki degisikliklerin, tiimor ad1 verilen bir
yumru olusumuna sebep olacak sekilde sinirsiz biiyiimeye meyilli oldugu durumda ortaya
¢ikan Olimciil bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Bu tanim hematolojik kanserler

haricindeki tiim kanserler i¢in de gecerli olmaktadir (Can 2014).

Saglikli .

hiicre Kanserli

boliinme hiicrenin
boliinmesi
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Sekil 1. Saglikli ve kanserli hiicre boliinmesinin sematik gosterimi (Dalay ve Buyru 2015).

Kontrolsiiz biiytime

Kanser, normal hiicrelerin boliinme kalibi davraniglarinin bozulmasi ile kontrolsiiz
¢ogalmalar1 (proliferasyon) ve diger dokulara yayilimi (metastaz) ile karakterize edilen
genetik ve epigenetik bir hastaliktir. Kanser hiicrelerinde boliinme kalibin1 denetleyen genler
ya mutasyona ugramistir ya da normal olmayan bir sekilde eksprese olma profili

gostermektedir (Klug and Cummings 2006).

Diinya Saglik Orgiitii'niin (DSO) alt birimi olan Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
(IARC), Kiiresel Kanser Gozlemevi'nin bir pargasi olan GLOBOCAN 2020 veritabani
aracilifiyla 2020 yilinda 185 iilkede 36 belli kanser tiirli agisindan siklik ve hayat kaybi

orania yoOnelik tahminlerini ¢evrimici olarak bildirmistir. Bu verilere gore, kiiresel kanser

1


https://gco.iarc.fr/

yiikiiniin 2020 yilinda 19,3 milyon yeni hastaya ve 10,0 milyon hayat kaybina yiikseldigi
bildirilmistir. Diinya {izerinde her 5 kisiden biri kansere yakalanmakta olup, her 8 erkekten 1'i
ve her 11 kadindan 1'i kanser sebebiyle hayatin1 kaybetmektedir. Tiirkiye’de ise 2020 yilinda
erkeklerde en sik goriilen 5 kanser tiirii; akciger, prostat, kolorektal, mesane ve mide
kanseridir. Kadinlarda en yaygin goriilen ilk 5 kanser cesidi ise; meme, tiroid, kolorektal,
akciger ve rahim kanseridir. Bu tasnifte dikkat ¢ekici bir husus ise kolorektal kanserlerin hem
erkeklerde hem kadinlarda en sik goriilen 3. kanser olmasidir. (Globocan 2020 Database.
https://gco.iarc.fr/).

AKkciger Kanseri

Akciger kanseri, akcigerde kanser hiicrelerinin gereksiz ve kontrolsiiz ¢ogalmasiyla
meydana gelmektedir. Kanserli doku hizla yayilir ve kan damarlari ile ¢evre organ ve
dokulara yayilir. Kanser hiicreleri diger doku ve organlara yayildigt zaman akcigerin

caligsmasini zorlastirir ve yagam kalitesini dnemli 6lgilide diisiiriir (Romaszko 2018).
Akciger kanseri iki grupta siniflandirilmaktadir;

1) Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC)
2) Kiiciik hiicreli akciger kanseri (Byers and Rudin 2015).

NSCLC tiim akciger kanseri tiirlerinin yaklasik olarak %14'iinii kapsayan ve

yayginligt ¢cok yiiksek bir kanser tiirtidiir (Byers and Rudin 2015).

Bu kanser tiiriiniin baglamasi ve ilerlemesi, ¢evresel faktorlerden etkilenen epigenetik
degisikliklerin yaninda nokta mutasyonlari, delesyonlar, yer degistirme ya da
amplifikasyonlar da icinde olmak {lizere kalict genetik degisiklikler kombinasyonunun
birikmesinin sonucunda ger¢eklesmektedir. Epigenetik farkliliklar, hiicrenin ¢ekirdeginde yer
alan bir protein ve DNA kompleksi olan replikasyon, onarim, rekombinasyon ve
transkripsiyon gibi tim DNA bagiml islemleri 6nemli derecede etkileyen kromatinin

kalitimsal degisikliklerinin toplamini tanimlamaktadir (Metha et al. 2015).

Servikal kanser

Servikal kanser, serviks dokularinda kotii huylu hiicrelerin olusturdugu, gebelik
evresideki kadinlar etkileyen jinekolojik kanser tiirlerinden biridir. Kadinlarda goriilen kanser
hastaliklar1 arasinda insidans ve 6liim orani ile servikal kanseri dordiincii en yaygin kanserdir

(Arbyn et al. 2020).
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Servikal kanser yavas ilerlemesi, lezyonlarin varli§inin saptanabilmesi ve ¢ok sayida
etkili tedavilerin sunulmasi nedeniyle en Onlenebilir kanser ¢esitlerinden birini

olusturmaktadir (Leyden et al. 2005).

Kanser tek bir organi etkileyebildigi gibi uzaktaki organlara yayilarak da etkisini
gosterebilir. Her ne kadar bazi standartlar belirlenmis olsa bile her kanser tiiriine 6zgii olarak
farkli yaklasimlar ve tedaviler uygulanmaktadir. Her insanin farkli bir DNA’ya sahip olmasi

oyunun kuralin1 degistiren en biiyiik etmen olmaktadir (Baykara 2015).

Kanser olusumunun kokeninde deoksiriboniikleik asit (DNA)’nin dogru bir sekilde
eslesmemesi yatmaktadir. DNA dogru eslesmediginde mutasyona ugrayarak yeni bir yapi
meydana gelmesine neden olur ve bu mutasyonlar genetik, sistemsel ve gevresel etkenlerle

gelisebilmektedir (Dalay ve Buyru 2015).

Kanser Hiicrelerinin Temel Ozellikleri

Kanser hastalik kaynakli yasam kayiplarinin basinda gelmektedir. Cevrenin ve
yaslanmanin etkisiyle hiicre ¢ogalmasi ve hiicrelerin birbirleriyle olan olan iliskilerini kontrol
eden genlerdeki hasarlarin birikmesi sonucunda kanserlesme meydana gelmektedir.
Kanserlesme nedenlerinin farkli olmasimna ragmen sonu¢ hepsinde ortak olmaktadir.
Kontrolsiiz hiicre bolinmesi. Bilindigi iizere kanser tek bir hastalikdan ibaret degildir.
Kanserin pek ¢ok tiirii bulunmaktadir. Kansere karsi en etkili tedavilerin gelistirilmesi

kanserin temel 6zelliklerinin bilinmesine bagli olmaktadir (Hanahan and Weinberg 2011).

Kanserin ayirt edici 6zellikleri, insan tiimdrlerinin ¢ok asamali gelisimi sirasinda

kazanilan on temel biyolojik yetenegi icermektedir. Bunlar;

Proliferatif biiyiime sinyal olusumunda kendi kendine yetme
Biiylimeyi inhibe eden sinyallere duyarsizlik

Tilimdriin yol a¢tig1 immun supresyonun engellenmesi

Sinirsiz replikatif potansiyel kazanma

Kanserlesmeyi destekleyen iltithaplanma (yangi=enflamasyon)
Invazyon ve metastazin aktivasyonu

Anjiyogenez indiiklenmesi

Gen yapisinda mutasyonlar (hatalar)

© 0o N o g Bk~ wDhPE

Apoptozdan kagma (hiicre 6liimiine direng)

10. Enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasidir (Hanahan and Weinberg
2011).

Bu kavramlarin yaygin olarak uygulanabilirliginin kabul edilmesi, insan kanserini



tedavi etmek i¢in yeni araglarin gelistirilmesini giderek daha fazla etkileyecektir.

Proliferatif biiyiime sinyal olusumunda kendi kendine yetme

Normal hiicreler inaktif, sessiz bir durumdan aktif, proliferatif bir duruma geciste
mitojenik biliylime sinyallerine gereksinim duymaktadir. Ancak tiimor hiicre proliferasyonu
sadece disaridan gelen biiyiime sinyallerine bagimli degildir. Ciinkii bu hiicreler énemli
derecede biiylime otonomisi kazanmaktadirlar. Tiimor hiicrelerinin otonomik biiyiime
gecislerinin altinda 3 faktor yatmaktadir: 1) Otokrin ya da parakrin sekilde gorev yapan
intrinsik mitojenleri iiretme ve serbestleme yetenegine sahip heterojen neoplastik hiicre
poplilasyonu kazanimi; 2) Biiylime sinyallerini alip bunlart devam eden yolaktaki hedeflere
ileten iyon kanallar1 ve hiicre yiizey reseptorlerinin 6zelliklerinde ve/veya ekspresyonlarinda
degisme; ve 3) En sonunda gen -ekspresyonunu hedefleyen intraseliiler yolaklarin

deregiilasyonudur (Prevarskaya et al. 2010).

Hiicre boliinmesine sebep olan sinyallerin siirdiiriilmesi

Kanser hiicresinin en 6nemli 6zelligi kronik boliinme ve ¢ogalmadir. Embriyodan
yasamin sonuna kadar gecen siire boyunca canlilarda bulunan hiicrelerin sayisal dengesi ¢ok
onemli olmaktadir. Canlida yasamdan 6liime kadar olan bu siirecte kontrollii mitoz bdliinme
ile yeni hiicreler meydana gelirken, hiicrelerin bir kismi ise ¢esitli etkenler vasitasiyla
hiicrenin 6limi ile ortadan kaldirilmakta, bdylece sabit denge korunmaktadir. Biyolojik
siireclerde hiicrenin dongii mekanizmalarinin saglikli bir sekilde gerceklesmesi oldukca
onemlidir. Hiicre dongiisiinde yasanilan bir aksaklik hiicrede kontrolsiiz ¢ogalmalara veya
kontrollii hiicre 6liimlerine neden olmaktadir (Maiuri et al. 2007). Literatiirlerde tanimlanmis
12 farkl tipte hiicre 6limii olup, bunlar bes ana tipte toplanabilmektedir: apoptoz, nekroz,
otofaji, paraptoz ve otosizis. 5 ana tip haricinde kalan hiicre 6liim sekilleri ise bu bagliklardan

biri altinda siniflandirilmaktadir (Bellamy et al. 1995; Ellis et al. 1991).

Kanserlesmeyi destekleyen iltihaplanma (yangi=enflamasyon)

Timor ortami sadece karnser hiicrelerini bulundurmaz, ayni zamanda inflamasyon
iliskili bagisiklik sistemi hiicrelerini de bulundurmaktadir. Bu hiicreler biiyiime etkenleri ve
enzimlerin sayisini artirarak kanserin yeni damar olusturmasini ve yayilmasini destekleyen bir
ortam meydana getirmektedir. Ayni zamanda reaktif oksijen radikallerinin olusmasini

saglayarak DNA’nin hasar gérmesine ve kanserlesmeye sebep olmaktadir (Hanahan and
Weinberg 2011).



Invazyonun ve metastazin aktiflesmesi

Cogalan tiimor hiicrelerinin olusturdugu doku belli bir boyuta eristiginde kanser
hiicrelerinden bazilar1 bu dokudan ayrilmakta (ayrilma) ve doku i¢inde ilerlemektedir
(invazyon). Hiicre bir damara rastladiginda bu damarin duvarin1 da eriterek damar igine
girmekte ve daha sonra damar i¢indeki kanla birlikte viicutta dolagsmaktadir. Damar igindeki
yolculugu sirasinda kanser hiicreleri belli organlarda damar yiizeyine tutunarak o bolgede
damar duvarini tekrar eritmekte ve hedef dokuya yerleserek ¢ogalmasina devam etmektedir.
Primer tiimor kitlesinden ayrilan kanser hiicresinin damar igine girerek uzak organlara
yerlesmesine metastaz denir (Kumar et al. 1992; Ringer and Schnipper 2001; i¢li ve Akbulut
2005; Dingol 2000; Reed 2008; Dalay 2000; Tripathy 1997; Dy and Adjei 2006; Kerbel and
Ellis 2008; Song et al. 2008; Radinsky 2000).

Biiyiime baskilayicilardan kacis

Kanserin ayirt edici ozeliklerinden biri olan biliyiime baskilayicilardan kagimmak
hiicreler arasi1 kontakt hiicre biiylimesini baskilayan bir siirectir ve bu duruma kontakt
inhibisyonu denir. Boliinme temelli 6liimsiizliigiin saglanmasi ig¢in normal hiicrelerde hiicre
cogalmasinin Oniinde duran iki bariyer bulunmaktadir. Bunlar; hiicrenin bolinmeyi
durdurdugu ama yasamina devam ettigi durum senesens ve hiicre 6liimiiniin gergeklestigi kriz

durumudur (Hanahan and Weinberg 2011).
Anjiyogenezin tesvik edilmesi

Kanser hiicreleri, yeni ve daha uzak dokulara yayilabilme 6zelligine sahiptirler ve bu
ozellikleri kanser hiicrelerini daha da 6liimciil hale getirmektedir. Tiimor hiicreleri kan veya
lenfatik yollarla viicuda dagilabilir ve ulastiklar1 yerlerde ¢ogalabilmektedirler; bu siirece
metastaz denir. Kanserin metastatik yayilimi i¢in damar ag1, ¢cok 6nemli bir etmendir. Yeni
kan damarlarinin olusmasi siirecine anjiyogenez adi verilir. Normal hiicrelerde, yeni kan
damarlarinin biiylimesi pro- ve anti-anjiyogenik sinyaller arasindaki dengeyle, sik1 bir sekilde
kontrol edilir. Kanserin ilerlemesi yeterli niktarda oksijen saglayabilmesi i¢in gerekli yeni kan
damarinin olusumu ile yakindan iliskilidir. Kanser hiicreleri pro- ve anti-anjiyogenik faktorler

arasindaki dengeyi bozmay1 basararak yeni kan damarlar1 olusturur (Carmeliet 2005).
Gen yapisinda mutasyonlar (hatalar)

DNA hasarlarinin birikmesi kanserlesmenin en 6nemli sebebidir. Ayn1 zamanda DNA
tamirinde gorev alan enzimlerin fonksiyonlariin kaybolmasi gen yapisindaki bozulmalarin

artmasini desteklemektedir (Hanahan and Weinberg 2011).



Enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi

Kanser hiicreleri ¢ok hizli boliinme egiliminde olduklarindan dolay1 fazla miktarda
enerjiye ihtiya¢ duymaktadirlar. Bunun i¢in oksijen varligmma bakmadan glikozu kullanarak
stirekli enerji iiretmektedirler. Bu duruma ‘‘Warburg etkisi’” ad1 verilmektedir (Hanahan and
Weinberg 2011).

Hiicre o6liimiine (apoptoz) direnc

Hiicreler, dmiirlerinin sonuna geldiklerinde bir biitiin olarak oOlebildikleri gibi, ayni
zamanda Omiirleri boyunca da, canlilar1 meydana getiren hiicrelerde diizenli bir sekilde

olimler gerg¢ekleslesmektedir (Ellis et al. 1991).

Apoptoz (Programli hiicre éliimii)

Apoptoz organizmada islevini tamamlamis ya da hasara ugramis olan hiicrelerin ¢evre
hiicrelere zarar vermeden ortadan kaldirilmasini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen
programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanmaktadir. Her hiicre dogar, biiyiir, farklilagir ve
oliir. Tiim bu olaylar dogal bir denge halinde siirlip gitmektedir. Hiicre cogalmasi ve dliimiiyle
arasinda kontrollii bir denge bulunmaktadir. Apoptoz ile ilgili yapilan ilk ¢aligmalarda bir ¢ok
hiicreli ve ¢ok basit bir yapiya sahip bu nematod ile ¢alisan Sydney Brenner, Robert Horvitz
ve John E. Sulston “programlanmis hiicre o6liimii ve organ gelisiminin genetik olarak
diizenlenmesi” konusuyla 2002 yilinda Nobel &diiliine layik goriilmiislerdir. Nematodlarda
ced-3, ced-4 ve ced-9 olarak bilinen 3 genin apoptozu kontrol altina aldigini belirtmislerdir.
Mutasyon ile inaktif olmus ced-3 ve ced-4 genlerini tasiyan nematodlarda apoptozun
gerceklesmedigi, normalde 6lmesi gereken hiicrelerin yasamaya devam ettigi gézlemlenmis
olup, ced-3 ve ced-4’iin 6lim genleri olup apoptozu indiikledikleri, ced-9’un ise 6liime karsi
koruyan gen olup apoptozu inhibe ettigi sonucuna varmiglardir (Hengartner et al. 1992;

Andrew et al. 2001).
Apoptoz ii¢ yolla olusur.

1. Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan 6liim aktivatorler ile (dissal yolak)
2. Mitokondriyel (i¢sel yolak)
3. Endoplazmik retikulum araciligi ile (El-Khattouti et al. 2013).

Apoptoz olim seklinin diizenlenmesinde tiimor protein 53 (P53) geni, B hiicreli
lenfoma (Bcl-2) ailesi ve proteinleri, apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1) ve
kaspazlar 6nemli rol oynamaktadirlar. Insanlarda apoptozun diizenlenmesi P53 geni ile

baslayan ve kaspazlara kadar siiren bir siire¢ olup, apoptozun hem i¢sel hemde dissal yolunda



kaspazlar (sisteine bagimli aspartata 6zgii proteazlar) anahtar rol oynamaktadirlar. Hiicrede
bulunan mitokondri organeli apopototik sinyallerin iletilmesinde temel organeldir (Andersen
and Kornbluth, 2013).

Kaspazlar, aktif bolgelerinde sistein aminoasiti bulunduran ve proteinleri aspartik asit
rezidiilerinden kesen proteazlar olarak bilinmektedir. Apoptozu baslaticilar (kaspaz 2, 8, 9 ve
10), apoptozu ytiriitenler (kaspaz 3, 6 ve 7) olmaktadir. Ayrica sitokin aktivasyonu yapanlar
(kaspaz 1,4, 5, 11, 12 ve 14) gibi farkl1 kaspaz tiirleride bulunmaktadir (Maiuri et al. 2007).

Apoptozun olsumunu tetikleyen hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyaller bulunmaktadir. Hiicre
ici Ca™ diizeyi artis1, pH azalisi, DNA hasar1, metabolik hiicre siklus bozukluklar1 ve hipoksi
hiicre i¢i sinyaller olarak nitelendirilirken, 6lim reseptorlerinin aktivasyonu (FAS—-FAS
ligand araciligl ile apoptoz, TNF araciligi ile apoptoz), biiyiime ve iireme faktorlerinin
yetersiz olusu ise hiicre dis1 sinyaller olarak nitelendirilmektedir. Hiicre i¢i sinyaller instrinsik
apoptoz yolunu devreye sokarken, hiicre dis1 sinyaller ekstrinsik yol ile apoptozu

indiiklemektedir (Danial and Korsmeyer 2004; Kroemer et al. 2007; Smaili et al. 2000).

Birgok farkli molekiil tarafindan hassas bir sekilde kontrol altina alinan apoptoz
mekanizmas1 kaspazlarin aktiflesmesini saglayan iki farkli yolak ile tetiklenmektedir.
Birincisi hiicre zarinda bulunan reseptorlerin cesitli molekiiller araciligi ile uyarilmasiyla
olim reseptorlerine 6liim ligandlarinin baglanmasi ile aktiflestirilen Sliim reseptori yolu
‘ekstrinsik yolak’ digeri ise hiicre igerisindeki etmenlerin etkisiyle isleyen sinyaller sonucu

aktive olan mitokondriyal yol ‘instrinsik yolaktir’ (Kroemer et al. 2007).

Instrinsik Yol (Igsel yolak)

Doku hemostazisi yani yapim ve yikimin diizen icerisinde olmasi apoptozis
proliferasyon dengesinin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesine baglidir. Apoptozis siireci
boyunca hiicre zar1 saglam oldugundan inflamasyon goriilmemektedir. Apoptozis fonksiyonel
olarak bozulan hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in proapoptotik veya antiapoptotik
molekiillerin zit etkilesimleri ile diizenlenen programli hiicre oliimiidiir (Spierings et al.

2004).

B hiicre lenfoma protein ailesi iiyeleri hem proapoptotik hemde antiapoptotik
proteinleri icerir apoptozun temel mitokondriyal yolagini diizenlemektedirler. B hiicre
lenfoma ailesi apoptozu inhibe eden Bcl-2, Mcl-1, Bcl W veya aktive eden bax, bac, bad, bid,
noxa ve puma gibi birbirleriyle yliksek oranda yapisal homoloji gosteren proteinlerden
meydana gelen bir ailedir. Bcl-2 protein ailesinin apoptozdaki islevleri lic ana madde de

toparlanmaktadir. Bu maddelerden bir grup iiye mitokondri membrani lizerinde dimerleserek



por olusumunu saglamakta ve boylece sitokrom c ve diger proapoptotik iiriinlerin salinmasina
aracilik eder (Spierings et al. 2004). Bu grubun en iyi bilineni bax, bac ve bid’ dir. Apoptozun
icsel yolagi hiicre i¢i hasarlar gibi olaylar tarafindan uyarilir. Hiicrelerde ¢oklu zincirlere
sahip proapoptotik bax ve bac proteinleri monomer olarak bulunmaktadirlar. Inaktif haldeki
bax ya sitoplazmada ya da zayif bir bigimde membrana bagl olarak bulunmaktadir. Ve bu
proteinlerin hidrofobik cebi C-terminalindeki heliks ile doldurulmus durumdadir. Olim
sinyali alindiginda bax homodimerize bir yap1 kazanir ve metekondri dis membranina girer.
Mitokondride konumlanmis olan inaktif bac bu 6liim sinyallerine yanit verirken yapisal
degisim gecirerek dimerize olur ve aktive yap1 kazanir. Boylece mitokondri dis membran
gecirgen bir hal alir. Bax ve bac’ 1n oligomerize olmasina bagl olarak olusan porlardan
sitokrom c, smac, endoniikleaz G ve apoptoz indiikleyici faktér (AIF) salinimi gerceklesir.
Sitokrom ¢ oksidatif fosforilasyon icin elektron tasir, smac apoptotik faktoriin inhibitoriinii
inhibe eder ve apoptozu hizlandirir. Apoptotik faktériin inhibitorii ortamda bulunmasi ise
kaspaz aktivasyonunu engeller. AIF c¢ekirdege transloke olurken Endo-G ise DNA’ y1
parcgalar. Mitokondri porlardan salinan sitokrom C, apoptotik proteaz aktive eden faktor (apaf-
1) ATP’ nin katilmasiyla apoptozom denilen kompleks bir yap1 meydana gelir (Adams et al.
2001; Adrain and Martin 2001; Strasser et al. 2000). Bu kompleks prokaspaz 9’ un pro
kismii uzaklagtirarak ona farkli bir yapr kazandirir ve aktiflestirir. Aktif kaspaz 9 ise
prokaspaz 3 {izerinde benzer islevler yaparak aktif kaspaz-3 haline gelir. Aktif kaspaz 3 bir
inaktif kaspaz aktive edici DNaz denilen (ICAD)’ 1 inaktiflestirirken, diger yandan kaspaz
aktive edici DNAz (CAD)’ 1 serbestlestirmektedir. Cad g¢ekirdekte kromatin yogunlagmasina
yani DNA’ nin niikleozomal alt birimler halinde fragmente olmasma sebep olur. Ozetle
mitokondri dig zarmin gegirgenliinin artmasi ve bunu takip eden kaspaz akis1 sayesinde
hiicre icerisinde igsel yani mitokondriyal apoptoz yolagi tamamlanmis olur (Adams et al.

2001; Smaili et al. 2000; Palmer et al. 2000).

Ekstrinsik yol (Dissal yolak)

Hiicre dis1 sinyaller (biiylime ve lireme faktorlerinin yetersizligi, 6lim reseptdrlerinin
aktivasyonu (FAS-FASL) araciligi ile apoptoz, TNF araciligi ile apoptoz), sitotoksik T
lenfosit ve dis etkenler (iskemi, toksinler, UV, kemoterapotik ilaclar, radyasyon) ile
tetiklenmekte ve hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorleri araciligiyla baslatilmaktadir. EKkstrensek
yolak, 6lim reseptor yolagi olarak da bilinmektedir ve hiicre disi1 bir sinyalin plazma
membraninda bulunan bazi reseptorler araciligiyla apoptotik aktivasyona doniismesi olarak

tanimlanmaktadir. TNF-alfa, FAS L ve TRAIL gibi uyaranlarin o6liim reseptorlerine



baglanmasi sonucunda tiimor nekroz faktorii (TNF) ve lenfotoksi proteinlerinin 6liimiine

neden oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Spierings et al. 2004)

Timor nekroz faktorii (TNF) ailesi, reseptor proteinlerin hiicre dis1 bdlgelerine
baglanmasi sonucunda etki gostermektedirler. TNF ailesinde on dokuz farkli ligand
bulunmakta ve TNF ailesinin her bir tiyesi TNFR ailesine ait bir veya birden fazla reseptorde,
baz1 reseptorlerde bir veya birden fazla liganda baglanma ozelligi gostermektedirler.
Apoptozun ekstrensek yolaginda dnemli gorevi olan 6lim reseptorleri, TNF’ nin baglandigi,
FASL’ 1n baglandigi ve TNFR apoptoz tetikleyici ligandin baglandigi reseptorlerdir.
Ekstrensek apoptotik yol tetikleyebilen ekstrensek yolagin baslatilmasinda 6nemli bir yer
tutan kaspazlar1 (kaspaz-8, kaspaz-10) baglayarak kaspaz kaskadi olusumuna bagli olarak
konformasyonel degisimler olugsmaktadir. Bu degisimler sonucunda ligandin 6liim
reseptorlerine baglanmasinin ardindan reseptor yapisi trimerik bir yapi kazanmaktadir.
Trimerik yapt kazanan reseptdr Oliim tetikleyici sinyal kompleksi (DISC) olusumu
saglanmaktadir. Kompleks olusumundan kaspaz-8-10 aktiflesir ve kompleksten ayrilarak
sitoplazmaya ge¢cmektedir. Bir sonraki siirecte ise inaktif haldeki prokaspaz-8’in pro kismi
atilarak aktif kaspaz-8 haline gelmekte ve aktiflesen kaspaz-8, dogrudan prokaspaz-7’yi, aktif
kaspaz-7 haline getirmesinden sonra apoptoza gotiirebilmektedir. Bunun yaninda aktif
kaspaz-7, kaspaz-3’ii aktif hale getirerek ya da intrinsik apoptoz yolagindaki Bid’i keserek
kaspaz-9 araciligiyla yine kaspaz-3 iizerinden, CAD aktivasyonu ile DNA fragmantasyonuna

neden olarak da hiicreyi apoptoza gétiirmektedir (Adams et al.2001; Curtin and Cotter 2003).
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Sekil 2. Apoptotik yolaklar (Golstein and Kroemer 2007).



Nekroz (Hasar yolu ile oliim)

Nekroz; rastgele gelisen, stres, hipoksi, toksik maddeler ve agir metaller nedeniyle
ortaya c¢ikan, genler tarafindan kontrol edilemeyen, diizensiz bir siirectir. Nekroz sirasinda
hiicrelerde sisme, kromatin pargalanmasi ve kiimelenmesi, organel ve plazma membranlarinda
hasar ve liziz, membran asimetrisinde bozulma ve inflamasyon gozlenmektedir. Bunun
yaninda, mitokondride reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi artmakta, ATP iiretimi azalmakta
ve kalsiyum kanallar1 acilmaktadir. Nekrozun meydana gelmesindeki en yaygin neden

hipoksidir (Golstein and Kroemer 2007;Nicotera et al. 2004).

Nekroz digaridan gelen fiziksel ve kimyasal uyaranlar araciligiyla baslayan ve ilk
etapta iyon dengesinin bozulmasi, hiicredeki NAD" ’in niikleer enzim poli ADP-riboz
polimeraz (PARP) tarafindan indirgenmesine neden olmaktadir. Bu durumda ATP eksikligi
ortaya ¢ikmakta, iyon yetersizligi sonucu hiicre sivi almakta, organeller sismekte ve ozmotik
basing nedeniyle patlamaktadir. Hiicre icerigi tamamen hiicreler arasi bosluga salinmakta ve

bunun sonucu olarak inflamasyon meydana gelmektedir (Edinger and Thompson 2004)

Nekrozun molekiiler mekanizmasinda bazi olaylar ile gergceklesmektedir. Fas, TNF
reseptorlerinin aktivasyonu veya hiicresel stres sonucu reseptor etkilesimli proteinler (RIP1 ve
RIP3) aktive olmaktadir. Aktiflesen bu proteinler mitokondriyonu ya direkt aktive eder ya da
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidazin olusturdugu reaktif oksijen tiirleri
ile indirekt olarak etkileyip nekrozu indiiklenmesine sebep olmaktadir. Nekrotik sinyal ayrica
PARP’1 aktive eder ve PARP1 de kalpain aktivasyonu, RIP kinazlarin aktivasyonu ya da PAR
polimerazlar yoluyla nekroza neden olur. PAR polimeraz ve Ca* ile aktive olan kaspaz
proteaz ailesi iiyesi olan kalpain, AIF salinimim saglayarak nekrotik hiicreleri indiikleyerek
lizozomal enzim salinimina neden olan kathepsin aktivasyonuna katkida bulunur (Palmer et

al. 2000; Galluzi et al. 2006; Golstein and Kroemer 2007; Nicotera et al. 2004).

Bcl-2 ailesinin bir diger proteini olan BNIP, direkt olarak mitokondriyal por
olusumunu aktive eder. Mitokondriyal porlar; mitokondriyon dig membraninda voltaj bagiml
anyon kanali (VDAC), i¢ membranda adenin niikleotit translokaz (ANT), matrikste peptidil
prolil izomeraz siklofilin D’ den meydana gelmektedir. Mitokondriyal porlar, asir1 reaktif
oksijen tiirleri ve Ca* iiretiminde agilan genis kanallardir (Franz and Kidson 1997; Baines
2010; Zong and Thompson 2006). Kalsiyum, endoplazmik retikiilime yakin olan
mitokondriyon matriksine gegerek mitokondriyal porlarin agilmasimi saglamaktadir. RIP
kinazlar da ROS {iretimini elektron transport zinciri yoluyla saglarlar. Asir1 diizeyde Ca*™ ve

reaktif oksijen tiirlerinin artis1 porun uzun siire acgik kalmasii saglamaktadir. Bu durumda
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hiicre oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP iiretmez duruma gelmekte ve nekroz olim

gerceklesmektedir (Baines 2010; Zong and Thompson 2006).

Fas INFR Stress

I'I/

NADPH e m H
Oksidaz

ROS

PAR
Polimerleri

NEKROZ

Sekil 3. Nekrotik hiicre 6liimii (Baines 2010).
Otrofaji (Programl hiicre éliimii)

Hiicresel adaptasyon ve yasamin devamliligi i¢in 6nemli olmakla birlikte, aclik,
radyasyon, kemoterapotik ajanlar ve stres kosullar1 altinda, hiicrenin kendini yemesi olarak
tanimlanmaktadir. Hiicrede otofaji mekanizmasinin hasar gormesi sonucunda kanser,
norodejeneratif ve enfeksiyon hastaliklar1 gibi patolojik durumlar gerceklesmektedir (Izmirli

vd 2014).

Paraptoz

Hiicreyi nekroza gotiiren, yapisal ve biyokimyasal acidan apoptozdan farkli olarak,
programli bir hiicre 6liimii olarak tanimlanmaktadir. Paraptozda insiilin benzeri biiylime
faktorii reseptorii 1 (ILGF-1)’in aktivasyonunu, mitokondride ve endoplazmik retikulumda

sismeler ve hiicre i¢inde vakuollerin olusmasi goriillmektedir (Hoa et al. 2009).

Orosizis (Otoparcalanma)

Oksidatif stres tarafindan tetiklenen yeni bir hiicre 6liimii formu olan otosizis, apoptoz
ve nekrozdan farkli olup sitoplazmanin kromatin ile niikleus etrafindaki dar bir gerceveye

indirgenmesi ile karakterize edilmektedir (Saikumar and Venkatachalam 2009).
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Kanser ve Oksidatif Stres

En dis orbitallerinde eslesmemis elektrona sahip radikal, iyon veya molekiillere reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ad1 verilmektedir. Bu eslesmemis elektronlar yiliksek enerjili olduklar
icin ROS’u oldukga reaktif duruma getirmektedir. ROS, serbest oksijen radikalleri ve non-
radikal ROS olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir (Yan and Sohal 1998).

Normal fizyolojik kosullarda, hiicrelerde siirekli olusan ROS ile onlarla etkilesime
gecen antioksidanlar arasinda bir denge bulunmaktadir (Sies and Cadenas 1985; Halliwell
2007). Serbest radikaller organizmada molekiiler diizeyde bircok etkiye neden olmaktadir.
ROS’da artig hiicre i¢in toksiktir ve hiicrede proteinleri, lipidleri ve niikleik asitleri hasara

ugratarak hiicre i¢i sinyal yolaklarini bozmaktadir (Lopez et al. 2013).

ROS oldukgca yiiksek reaktiviteye sahip molekiiller olup basta mitekondri olmak iizere
hiicre organellerinde gerceklesen normal metabolizmanin sonucu olarak veya iskemi-
reperfiizyon, yaslanma, radyasyon, yliksek oksijen basinci, inflamasyon ve kimyasal ajanlara
maruz kalma gibi sebepler bagli olarak iretilirler (Dokuyucu et al. 2014). Serbest radikallerle
uyarilan oksidatif stresin basta kanser olmak {iizere (Pisoschi and Pop 2015) diyabet,
kardiyovaskiiler ve norolojik hastaliklar, ateroskleroz ve inflamatuvar bozukluklar gibi birgok
hastaligin patogenezinden sorumlu olmaktadir (Berlett et al. 1997; Aydn et al. 2012; Sahin et
al. 2012;Motor et al. 2014).

Antioksidan mekanizmalar viicut dokulart i¢in zararli etkilere sahip olan serbest
radikallere kars1 savunma sistemi gelistirirmektedirler. Oksidan ve antioksidanlar arasindaki
dengenin bozulmasi, DNA gibi tiim temel biyolojik bilesiklerin zarar gérmesini, membran
lipitleri ve hiicre Oliimlerinin olugsmasina neden olmaktadir. Kanser hiicrelerinin saglikli
hiicrelerden daha fazla miktarda reaktif oksijen tiirii ile karakterize oldugu ve reaktif oksijenli
tiirlerin kanser fenotipinin korunmasindan sorumlu oldugu kanitlanmistir. ROS onkogenler
i¢in uyarict olarak tanimlanmistir (Tandon et al. 2005). ROS, hiicre membran proteinlerine,

lipit, lipoproetin ve DNA’ya 6nemli derecede zarar vermektedir (Pisoschi and Pop 2015).

Hiicrelerde ROS’un iiretimine kaynak olusturabilecek pek c¢ok faktdr ve olay
sayilabilmektedir. Artan metabolik aktivite, mitokondriyal disfonksiyon, peroksizom
aktivitesi, pek ¢ok enzimin artan ve azalan aktivitesi, kanserli bir hiicrede onkogen aktivitesi,

reseptOr sinyal artis1 bunlardan bazilaridir. (Liou and Storz 2010).

Viicut enzimatik ve enzimatik olmayan karmasik bir antioksidan savunma sistemine
sahiptir (Tandon et al. 2005). Ayrica yapilan bazi kanser ¢alismalarinda, timor nekroz

faktorlerine ve antikanser ilaglarina karsi enzimlerin direng gosterici rol oynadigi ortaya
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konulmustur. Bu enzimlerin gostermis olduklari inhibisyon kanser ilag arastirmalarinin bir
pargasini olusturmaktadir (Zhong et al. 1999; Deep et al. 2010). Tiyoredoksin rediiktaz
(TRXR1), glutatyoin S-transferaz (GST) ve glutatyon rediiktaz (GR) bu enzimlerden

bazilaridir.

Tiyoredoksin sistemi ve tiyoredoksin rediiktaz

Tiyoredoksin sistemi; tiyoredoksin rediiktaz (TRXR E.C 1.6.4.5.), tiyoredoksin (Trx),
ve NADPH’dan olusur ve hiicre biiyiimesine, apoptoza, antioksidan savunmaya, redoks

sinyallemesi gibi pek ¢ok 6nemli reaksiyonlara katilmaktadir (Nordberg 2001).

Glukoz
i External Trx1,
l Trx80
NADPH + H*  TrxR-S, TR Trx=S, Protein-SH,
Pentoz FAD Se
fosfat
yolu
NADP* ToR~SH),  TrR > Trx—(SHY, TvoRe-ta
FAD Se

Tiyoredoksin rediitktaz = Tiyoredoksin

Sekil 4. Tiyoredoksin Sistemi (tiyoredoksin, tiyoredoksin rediiktaz ve NADPH) tarafindan
kataliz edilen redoks reaksiyonlari (Holmgren and Lu 2010).

Tiyoredoksin rediiktaz (TRXR1, E.C 1.6.4.5), glutatyon rediiktaz, lipoamid
dehidrogenaz, civa iyonu rediiktaz ve tripanotion disiilfid rediiktaz enzimlerini kapsayan
piridin niikleotid-disiilfid oksidorediiktaz ailesine ait bir selenoenzimdir. Ayni zamanda
TRXR her altbiriminde bir redoks-aktif disiilfid bagi ve siki baglanmis flavin adenin
diniikleotit (FAD) molekiilii igeren, homodimerik bir flavoenzimdir (Williams 1992;
Sandalova et al. 2001). Bu ailenin biitiin iiyelerinin alt birimleri redoks aktif ditiyol/disiilfid
bagi igerdigi anlagilmaktadir. Memeli TRXR1 nin biitiin alt birimleri FAD baglama bolgesi,
NADPH baglama bolgesi ve yiizey etkilesim alan1 bulundurmaktadir (Sandalova et al. 2001).

Enzimin mitokondriyal ve sitozolik olmak iizere iki formu bulunmaktadir (Mustacich
and Powis 2000). Ancak memeli TRXRY’lerinin {i¢ degisik izoformu mevcuttur. Bunlar;
sitozol/niikleustan izole edilen TRXR1, (Holmgren and Bjornstedt 1995), mitokondriden izole
edilen TRXR2 ve testislerden saflastirilan TRXR3’diir (Gasdaska et al. 1999). Memelilerde
bulunan TRXR1’ler selenyum iceren piridin niikleotid-disiilfid oksidorediiktazlardir ve Cys-
Val-Asn-Val-Gly-Cys amino asit dizisinden olusan redoks katalitik bolge bulundurmaktadir
(Mustacich and Powis 2000).
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TRXR1, NADPH’yi kullanarak Trx yapisindaki aktif bolge distlfitlerinin
indirgenmesini katalizlemektedir. Elektronlar NADPH’dan TRXR 1 nin aktif bolgesine FAD
araciligryla transfer edilmektedirler. Bir¢cok fonksiyonunun yaninda rediikte Trx, genel protein
disiilfit indirgeyicisidir. TRXR1, hiicre biliyiimesi, apoptoz, antioksidan savunma, redoks
sinyallemesin gibi ¢esitli biyolojik fonksiyonlara sahiptir, bu rollerinin g¢ogunu Trx’i
rediikleyerek yapmaktadir (Mustacich ve Powis 2000). Ayrica Trx sistemin iskemik streste
koruyucu etkisi bulunmaktadir ve bu etki antioksidan ve antiapoptotoik fonksiyonlariyla
ilgilidir (Yost and Fridovich, 1973).

Trx ve TRXR1, biiyiimenin kolaylastirilmasi, programlanmis hiicre 6liimii ve hiicrenin
korunmas1 gibi hiicre i¢i proseste rol alan redoks aktif proteinlerdir. Trx sisteminin biyolojik
aktivitelerinden bir tanesi DNA sentezindeki kofaktor roliidiir. Bu agidan TRXR1/Trx sistemi,
DNA’nin sentezinde ve hiicre proliferasyonunda ihtiya¢ duyulan deoksiriboniikleotidlerin

tiretiminde kritik 6neme sahiptir (Tandogan ve Ulusu 2011).

TRXR1 saliniminin, muhtemelen proteinin yapisi ve fonksiyonundaki degisiklikler ile
iligkili olarak akciger, servikal, kolorektal, pankreas ve hepatik kanser gibi insan kanser
tiirinde arttig1 goriilmistir (Tamura and Stadtman 1996; Sodberg et al. 2000; Yoon et al.
2016; Cadenas et al. 2010; Yang et al. 2012). TRXR1/Trx’nin biyolojik aktiviteleri ve
saldirgan tiimor biiyiimesi ile olan baglantisi, bu sistemin kanser tedavisi i¢in 6nemli bir hedef

oldugunu diistindiirmektedir (Karlenius and Tonissen 2010).

Glutatyon S-transferazlar (GST)

Glutatyon S-transferazlar; GSTs (EC. 2.5.1.18), hormonlar, yag asitleri, flavonoidler,
bilirubin ve ksenobiyotiklerin de dahil oldugu, endojen ve ekzojen kaynakli ¢ok c¢esitli
hidrofobik molekiillerde elektrofilik merkezde glutatyonun siilfidril grubunu aktive etmesiyle
daha kolay itrah edilebilen ve daha az zararli bilesiklere doniisiimiinii katalizleyen Faz-II
detoksifikasyon enzimi olarak tanimlanmaktadir. Tiyol antioksidan enzim olan Glutatyon S-
transferazlar hiicreyi oksidatif zararlara karsi korumak ve ksenobiyotiklere karsi hiicrenin en
onemli savunma mekanizmasini olustururlar. Hem prokaryotlarda hem de oOkaryotlarda
bulunan bu enzim 3 ailede smiflandirilmaktadirlar. Bunlar: memelilerde sitozolik GST,

mitokondriyal GST, mikrozomal GST’ dir (Armstrong 1997).
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Sekil 5. Glutatyon S-transferaz enziminin katalizledigi reaksiyon (Armstrong1997).

Uc boyutlu katlanmalar1 bakimindan birbirine ¢ok benzeyen mitokondroyal ve
sitozolik GST ¢oziinebilen GST’ ler olarak da isimlendirilmektedirler. Cozlinebilen GST’ ler
¢ok sayida izoenzime sahip olup farkli dokularda farkli miktarlarda bulunabilmektedirler.
Ayrica bu izoenzimlerin birbirlerinden farkli olarak izoelektrik noktalar1 ve aminoasit

dizilimleri arasinda da farklilik gostermektedirler (Mannervik et al. 1985).

Faz-1l detoksifikasyon enzimi olan GST enzim inhibitorleri genellikle kanser
tedavisinde kullanilmaktadirlar. Kanser terapisinde siklikla kullanildigi bilinen alkilleyici
ajanlarin birgogu’nun GST nin substratlar1 oldugu bilinmektedir. GST'ler antikanser ilaglarin
metabolizmasin1  artirmigtir.  Sitotoksik ajanlara karst kanser hiicrelerinin  direng
gelistirmesinde ¢esitli mekanizmalar yer almaktadir. Bu mekanizmalar igerisinde: hiicre
siklusu, proliferasyon, detoksifikasyon, ila¢ transportu gibi biyokimyasal mekanizmalar ve
DNA replikasyonu ve tamiri gibi mekanizmalar rol oynamaktadir. Baz1 bilesiklere karsi
olusan direncin ortadan kaldirilmasina yonelik tedavilerdeki yeni yaklasimlarindan bir digeri
de, timor hiicrelerinde yiikselmis seviyelerde salgilandigi bildirilen GST enziminden

(6zellikle GSTP) terapotik amagla yararlanmaktir (Meister and Anderson 1983).

Timor hiicresine antikanser bileseninin katilmasiyla hiicre iginde glutatyon (GSH)
diizeyinde ve GST enziminin ifadesinde artis meydana gelmektedir. Enzim, hiicrede bol
miktarda bulunan ve tiyol iceren bir tripeptit olan GSH yardimiyla ksenobiyotiklerin protein
yapisindaki cesitli pompalar vasitasiyla itrah edilmesini saglamaktadir. GST aktivitesindeki
artisa bagl olarak ilacin hiicre i¢cinde daha fazla siireyle kalmasi bu nedenle daha zor bir hal
almaktadir. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalar, timor hiicrelerinde GSH’1n yiiksek diizeylere
ulagsmasinin ve GST’nin agir1 ekspresyonun ile paralel gelisebilecegi yoniinde olmaktadir.
Kanser tedavisinde kullanilan en 6nemli ila¢ gruplarindan alkilleyici bilesiklerin bu grup
bilesiklere direng¢ gelistirmesi, ilaca kanser kemoterapisinde terapotik hedef olarak GST’ye
kars1 permeabilitenin degismesi, hiicrede GSH ve GST seviyelerinin artmasi ile baglantili

olmaktadir (Meister and Anderson 1983).
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Farkli kanser tiirleri ve dokular1 iizerine yapilan c¢alismalarda GST’nin farkh
izoenzimlerinin kat1 kanser tiirlerinde ila¢ direnci gosterdikleri belirlenmistir. Akciger,
yumurtalik ve mide kanseri tiirlerinde yiiksek oranda ila¢ direnci ve dolayisiyla yiliksek 6liim
oranlari sergilemektedir (Siegel et al. 2015). GST izozimlerinden GSTP1-1’in ¢ok farkli insan
kaynakl1 tiimorde (akciger, kolon, bobrek, over, 6sefagus ve mide) fazla miktarda salgilandigi
bildirilmistir (Tew 1994; Harrison et al. 1989; Tidefelt et al. 1992; Green et al. 1993; Gilbert
et al. 1993; Grignon et al. 1994; Hamada et al. 1994; Yang et al. 2006).

GSH, yapisinda bulunan tiyol (—SH) gruplar1 okside molekiillerin zararli etkilerine
karst hiicreyi savunmaktadirlar. Glutatyon’un organizmadaki temel islevleri olarak, hiicre
icindeki serbest radikallerin ve reaktif oksijen iiriinlerinin zararsiz hale getirilmesi, membran
proteinleri ve cesitli enzimlerin tiyol gruplarinin korunmasi, DNA ve protein sentezi,
ksenobiyotiklerin, bazi antineoplastik ilaclarin ve bazi metabolik son iiriinlerin konjugasyonla
detoksifikasyonu, aminoasit transportu, insiilin gibi bazi proteinlerin disiilfiir baglarinin
koparilmasi ve bdylece proteinlerin ti¢ boyutlu yapilarinin degismesi, hiicre igerisinde sistein
deposu olarak bulunmasi ve bazi enzimlerin reaksiyonlarinda rol oynamasi sayilabilmektedir.
Gergeklestirdigi bu 6nemli gorevlerden dolayr hiicrede GSH’mn diisiik konsantrasyonda

bulunmasi baz1 metabolik olumsuzluklar1 beraberinde getirmektedir (Knapen et al. 1999).

Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (GR, E.C.1.8.1.7) ilk defa 1951°de tanimlanmis olup (Glutatyon:
NADP* oksidorediiktaz, EC 1.8.1.7; GR) diisiik GSH veya yiiksek molekiil agirlikli (GSSG)
distilfit substratlar1 ile indirgenmis piridin niikleotidleri arasinda elektron transferini
katalizleleyen kilit bir enzim olarak tanimlanmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu 2009; Akyol
2004).

+ GR +
GSSG + NADPH + H ~ 2GSH + NADP

-~

Sekil 6. GR enziminin katalizledigi reaksiyon (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Hiicre i¢i tiirlerin redoks durumlarinin devam ettirilmesinde, serbest radikallerin ve
reaktiflerin temizlenmesinde gorev alan dnemli bir enzimdir. Oksijen tiirleri, hiicre i¢i sinyal
iletimi ve yiiksek GSH/GSSG oranini koruyarak gen diizenlemesinde etkin rol oynamaktadir.
Genellikle organizmada GSH indirgenmis formda bulunur, bununla yani sira hiicrenin
oksidatif stresine tepki olarak hizli bir sekilde GSSG'ye oksitlenebilir. Buna ragmen, GR,
NADPH ile GSSG'yi GSH'ye indirger ve GSH/GSSG'nin hiicre i¢i oranim dengede

tutmaktadir. Bu durum enzimin katalizledigi reaksiyonun en onemli hedeflerinden biridir
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(Toribio 1996). GSH'nin sayisiz hiicresel siirecteki onemli islevleriyle birlikte, GSH seviyeleri
ve GSH/GSSG orani, Alzheimer, AIDS, diyabet, kardiyovaskiiler hastalik ve kanser gibi
sayisiz insan hastaligi ile iligkilendirilmistir (Candas et al. 1997).

Bu bilgilerin yani sira GR enziminden karaciger ve kanser hastaliklarinin teshisinde,
beslenmede, riboflavin yetersizliginin Ol¢iimiinde ve bazi genetik bozukluklarin

belirlenmesinde klinik olarak faydalanilmaktadir (Betitler 1969).

Kanser Tedavi Yontemleri

Simdiye kadar bilinen 100’den fazla kanser ¢esidi olmasina ve belli tipteki kanser
tiirleri i¢in olabildigince standart yaklasimlar gelistirilmesine ragmen kanser ayni zamanda
kisisel bir hastalik olmaktadir. Diinya tizerindeki hi¢bir insanin DNA’s1 birbirine benzemedigi
icin kisilerin benzer tedavilere farkli yanitlar vermesi sasirtict olmayan bir gercektir. Su ana
kadar bilinen kanser c¢esitleri iizerinde teknolojinin gelismesiyle, giliniimiizde var olan
tedavilere ek yeni tedavi yontemleri gelistirilmektedir. Klasik tedavi yontemleri olarak
bilinmekte olan kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemlerin yani sira asilar, biyolojik,
hormonal, hedeflenmis ve gen terapiler giderek artan sayida kullanilmaya baslanmistir

(Fitzmaurice et al. 2015; Pavlopoulou et al. 2015).

Cerrahi yontemler, kanserli dokunun ¢ikarilmasindan ibarettir. Organ kaybi, kanserin
tekrarlama riski ve tim kanser tiplerine uygulanamamasi bu  yOntemlerin
dezavantajlarindandir. Radyoterapide kanserli hiicreler, spesifik frekans bandinda ve spesifik
siddette radyasyon ile yakilir. Kanserli hiicrelerin yaninda saglikli hiicrelerin de zarar
gormesi, radyasyon dagilimimin tiim kanser hiicrelerine esit yogunlukta olmamasi ve
radyasyona maruz kalan dokuda fonksiyon kaybi olusmasi bu yontemin dezavantajlarini
olusturur. Kemoterapide ise kanserli hiicrelerin toksik etkisi bulunan ilaglar ile 6ldiiriilmesi,

kanserli  hiicrelerin  boliinmesini  saglayan mekanizmalarin  ortadan  kaldirilmasi

hedeflenmektedir (Nehru and Singh 2008; Wang 2009).

Kanser tedavisinde kemoterapi ilaglarinin miimkiin oldugunca tiimorleri hedef almasi
ve saglikli dokular {izerinde etkisinin sinirli olmasi, tedavideki basar1 bakimindan esastir. Bu
husus ayrica hastanin yasam siiresi ve kalitesinin artmasit bakimindan 6nemlilik arz eder.
Gilinitimiizde klinik tedavilerde kullanilan geleneksel tedavi yontemlerinin dezavantajlarindan

dolayi, yeni kanser tedavi yontemlerinin gelismesine ihtiya¢c duyulmaktadir (Artemov et al.
2015).

Glinlimiizde kanser hastalariin belli bir boliimiinde kanserin tipine de bagli olmak

tizere kemoterapi ile tam tedavi veya wuzun bir iyilesme donemi (remisyon)
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saglanabilmektedir. Tek basina cerrahi veya radyasyonla tedavi basaris1 % 20 iken,

kemoterapi ile tedavi basaris1 % 75' lere kadar ¢gikmaktadir (Carter and Slavik 1974).

Son yillarda, kanser hastalarinin yasam beklentisinin dikkate deger ol¢iide artmasi nedeniyle
kanser tedavisinde biiyiik ilerleme kaydedilmistir (Marks et al. 2009). Kanser tedavisi i¢in bir
dizi potansiyel yaklasim Onerilmistir, ancak histon deasetilaz inhibitorleri (HDAC'ler) 6ne
¢ikanlardandir. Literatiirdeki ¢esitli raporlar, belirli HDAC inhibitorleri ailesi tiyelerinden
hidroksamik asitlerin birka¢ tiimorde anormal sekilde eksprese edildigini ve kanserli
hiicrelerin ayirt edici Ozelliklerini kontrol etmede gereksiz bir islevi oldugunu ortaya

koymaktadir (Wang et al. 2011).

Hidroksamik Asitler

Genel olarak RCO-NH-OH formiiliine sahip, bir amidi ve N-O-H bir asidi temsil
ettiginden dolay1r bu bilesikler hidroksamik asitler olarak bilinmektedir. Asitlik sabitleri
(pKa), 7,0-11,5 arasinda olup, asitlik sabitleri yaklasik 15 olan amitlerden daha asidik 6zellik
gostermektedirler (Malstrom 1970; Nielands 1974).

o

I
C. O~
R>

Sekil 7. Hidroksamik asitlerin genel formiilii

Genel formiiliinde gosterildigi gibi karboksiamitlerde yer alan amidik azota bagl
bulunan hidrojen atomunun yerine hidroksil grubunun gelmesiyle olugsmaktadir (Malstrom
1970; Nielands 1974). Sulu ¢ozeltide bulunan hidroksamik asit molekiiliine zayif bir baz
¢ozeltisi ilave edildiginde, asidik hidrojen atomu molekiilii terkeder ve ortamda bulunan metal
iyonlarina koordinasyon, olusan hidroksamat anyonundaki negatif formal yiikli oksijen
atomu ve karbonil oksijeni tizerinden gerceklesir. Boylece hidroksamik asitler iki disli ligant

ozelligi gostermektedirler (Brown et al.1979).

HDAC inhibitorlerinin en biiyiik sinifini olusturan en iyi demir selatlayicilar olarak da
bilinen hidroksamik asitler; kemoterapik ilag olarak (antibiyotik, tiimér Onleyici, AIDS
Onleyici ve kandaki demir ile ilgili rahatsizliklarda), kolorimetrik belirte¢ (indikator) olarak ve
metallerin spektrofotometrik tayinlerinde kiullanilmaktadirlar (McCall KA et al. 2000;
Thiagalingam and Cheng 2000).
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Hidroksamik asitlerin kullanim alanlartyla ilgili yapilan arastirmalarda HDAC
inhibitorleri olarak  genellikle antikanser olarak  kullanildigi  g6zlemlenmektedir
(Vandenbroucke et al. 2014; Bati 2014). Metal iyonu seciciligi olan bu yapilarin
metaloproteinler (enzimler) {izerinde énemli inhibisyon 6zellikleri gostermektedirler (Kakkar
2013). Ayrica iireaz ve lipaz inhibisyonu iizerine de ¢alismalar mevcuttur (Yang et al. 2012;

Zhang et al. 2012).

Kanser hiicrelerinin ayirt edici 0Ozelliklerinden hiicrelerin  boliinmesi, ¢ogalmast,
farklilasmasi esasen genlerin kontrolii altinda oldugundan kanser genlerle iliskilidir. Genler
kromozomlar {izerinde sikica paketlenmis halde olup bu genlerin tizerindeki fiziksel veya
kimyasal degisimler dogrudan hiicrenin gorevlerini degistirebilmektedirler. Genomdaki genler
tizerinde meydana gelebilecek bir hasara bagli DNA tamir sistemleri genin asil gorevini
yeniden kazandirmaya caligsa da her zaman basar1 elde edilemez. Byle bir durumda genlerin
iriinii olan proteinlerin eksik ve hatali {iretilmesi, hiicresel islevlerde bozulmaya neden

olmaktadir (New et al. 2012).

Tip, biyoloji ve oOzellikle de genetik bilimi sayesinde DNA’nin yapisinin iyice
aydinlatilmasiyla birlikte kansere yol agan bir genin genomdaki yeri tespit edilebilmekte
bdylece potansiyel tedavi yontemlerinin 6nii agilmaktadir. DNA ile ilgili yeni bilgiler yine de
gen diizenlenmesinin altinda yatan mekanizmalar1 ya da hastaligin buna bagl olarak gelisim
siirecini tam olarak aciklayamamaktadir. Epigenetik olgusu tam da bu noktada ortaya

¢ikmaktadir (Seo et al. 2015).

Epigenetik; genotipik degisikliklerden kaynaklanmayan gen ekspresyonundaki
farkliliklar1 ve belli bir fenotipi meydana getiren genler ile bu gen irilinleri arasindaki
baglantiy1 ve gelisim sirasinda genotipin, fenotipi nasil etkiledigini inceleyen bilim dali olarak
tanimlanmaktadir (Martin et al. 2007; Holliday 2006). Epigenetik degisiklikler, molekiiler
temeli karmagik bir olay olup, baz1 genlerin aktivasyonunun ne zaman ve ne sekilde olacagini
belirler. Bu zaman zarfi igerisinde yetiskinlerde hiicre yenilenmesi, gen imprintingi, X
kromozom inaktivasyonu gibi olaylar ger¢eklesmektetir (Meissner et al. 2008; Bond et al.
2007). Bu siirec igerisinde meydana gelen hasarlara baglh olarak kanser, norolojik hastaliklar
ve otoimmun gibi saglik problemlerinin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (Portela et al.

2010; Herman et al. 2003; Jones and Baylin 2002,2007).

Embriyodan yasamin sonuna kadar gecen siire boyunca gen ifadesinde c¢esitli
degisiklikler meydana gelmektedir. Genomdaki genler, belirli zamanlarda ve belirli yerlerde
ifade edilmektedir. Epigenetik degisiklikler herhangi bir geni aktive edici genetik

mekanizmalara benzer sekilde, bir genin aktivasyonuna ya da susturulmasima neden
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olmaktadir. Gen diizenlemesinin nasil ylriitiildiigliniin anlasilmas1 hiicrelerin nasil
farklilagtiginin ya da kanserojen hale geldiginin anlagilmasinda olduk¢a 6nemlidir. Hem hiicre
farklilagmasinin hem de farkli yerlerde farkli genlerin ifade edilmesinin temelinde epigenetik
diizenlenmeler yatmaktadir (Yokus 2013). Hiicrelerde gen aktivasyonunu etkileyen cesitli
genetik ve epigenetik degisikliklerin sonucunda seleksiyona ugrayacak farkli bir fenotip
ortaya ¢ikabilir. Dolayisiyla kontrolli hiicre c¢ogalmasindan ¢ikmis olan bu hiicre

popiilasyonunun sahip oldugu fenotip evrilip kansere sebep olabilir (Ponder 2001).

Gen aktivitesinin dinamik diizenleyicisi histonlardir. Okaryotik hiicrelerde genomik
DNA’nin biiylik bir miktar1 histon proteinleriyle sikica paketlenmis bir sekilde niikleus
icerisinde bulunur. Histon proteinleri lizin ve arjinin aminoasitlerince zengin pozitif yiiklii
niikleer proteinlerdir. Pozitif yiiklii olmalari, negatif yiikli DNA ile giiclii bir sekilde
baglanmalarina olanak verir. Bes tipi bulunan histon proteinleri bir araya gelerek oktamer ad1
verilen bir yap1 olusturur. DNA bu oktamer etrafinda sarilarak niikleozom adi verilen yapiy1
meydana getirirler. Niikleozomlar arasindaki iligki ise baglayici histonlar olan H1 ve diger
kromatin iligkili proteinler tarafindan saglanarak DNA’nin daha ileri yogun yapisi ile
kromatin olusumu gergeklestirilir (New 2012; Inche 2006).

DNA

% =>

S

i'

Histon %

Kromozom

Sekil 8. Histon proteinleri (New 2012; Inche 2006).

DNA paketlenmesinin temel proteinleri olan histonlarin amino kuyruklar ¢esitli post-
translasyonel modifikasyonlar gecirmektedir. Bu modifikasyonlar histonlarin elektrostatik
yiikiinii degistirerek histon olmayan proteinler i¢in tanima bdlgesi olusturmakta ve DNA
replikasyonu, tamiri ve gen ifadesinin kontrolii gibi biyolojik olaylar1 kontrol etmektedir.
Histonlarin gecirdigi modifikasyonlarin epigenetik diizenlemede ¢ok ©nemli bir rolil

bulunmaktadir (Xu and Parmigiani 2007).
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Epigenetik diizenlemelerde gergeklesen reaksiyonlarin geri donlisimlii ya da geri
dontisiimsiiz  gergeklemesi histon deasetilaz enzimler vasitasiyla gerceklesmektedir.
HDAC!'ler, histon kuyrugunu, kromatin konformasyonu, protein DNA etkilesimi ve hatta
transkripsiyonu diizenleyen epigenetik regiilatorlerdir (Kanwal and Gupta 2012).

Histon Deasetilaz Enzimleri (HDAC)

Ug farkl1 yapisal smifa ayrilan HDAC enzimleri ¢inko bagimli (simif I/II) veya NAD
bagimli (smif III) mekanizmalarla ¢alisan, transkripsiyonel baskilamada kromatinin yeniden
sekillendirilmesinde rol oynayan enzimler olarak tanimlanmaktadir. Simif I/Il HDAC
enzimleri, kanser ve diger hastaliklarin tedavisi i¢in ortaya ¢ikan bir terapotik hedeftir (Marks

et al. 2001).

HDAC enzimleri, Katalizlenen histonlarin amino-terminal uglarinin tekrar pozitif yiik
kazanmalar1 histonlar ile DNA’nin etkilesimini artmasimna neden olmaktadir. Genlerin
transkripsiyonunu baglatan, DNA parcasinin iizerindeki baglant1 kisimlar yok edilerek gen
transkripsiyonunu inhibe etmektedir. HDAC substratlarinin ¢ogu, hiicre yapismasi, hiicre

boliinmesi ve apoptozda rol alan diizenleyici proteinlerdir. (Chittur 2008; Li 2005).

Genler iizerinde meydana gelebilecek geri doniisiimlii ve gecici bir sekilde meydana
gelen epigenetik mekanizmalarda (Seo et al. 2015) gergeklesebilecek en basit hasar, kanser
basta olmak iizere pek ¢ok hastalikla baglantili olabilmektedir (Egger et al. 2004; Sawan et al.
2008). Bu nedenle kanser hem genetik hem de epigenetik islemlerde meydana gelen ve birgok

basamaktan olusan karmasik bir hastaliktir (Kanwal and Gupta 2012).

Epigenetik Diizenlemeler

Insan genomunda bulunan yaklagik 23.000 gen bulunmakta ve bu genlerin ifade
edilebilmesi kromatin yapisinin gevsemesi ve transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi ile
gerceklesmektedir. Gen ekspresyonunun transkripsiyonel seviyede diizenlenmesi histon

modifikasyonlari ile saglanmaktadir (Klung 2002; Oak 2006).

Dogrudan ve dolayli olarak gen ifadesini kontrol eden epigenetik mekanizmalar
(Holliday 2006) ele alindiginda; dolayli olarak gen ifadesini kontrol eden mekanizmalari
ozellikle de nonkoding RNA’nin mRNA’y1 tetikleyerek protein sentezini engellemesi
gerceklesirken dogrudan gen ifadesini kontrol eden bu mekanizmalar kromatin ve DNA

diizeyindeki modifikasyonlar olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Holliday 2006).
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DNA modifikasyonlari

Deoksiribo niikleik asit (DNA), modifikasyonu gen ifadesini degistirerek hiicre
fonksiyonlarin1 degistiren, bir metil grubunun kovalent sekilde DNA metiltransferaz
katalizinde bir sitozin-fosfat-guanin (CpG) bolgelerindeki bes numarali karbon atomundan
yaptya katilmasiyla meydana gelen, epigenetik gen ifadesindeki degisikliklerin, DNA
sekansiyla baglanti gostermeksizin ve hiicre boliinmesi esnasinda bir nesilden digerine
gecebilmesi olay1 olarak tanimlanmaktadir (Waterland and Michels 2007; Bond and Finnegan
2007). DNA metilasyon siireci boyunca metil vericisi olarak S-Adenozil Metiyonin (SAM)
gorev yapar. Metilasyon DNA’nin inaktive olmasina neden olarak protein ekspresyounu

engelleyen bir sistemdir (Cummings and Klug 2002).

Kromatin modifikasyonlari

Kromatin diizeyindeki modifikasyonlar1 nonkovalent ve kovalent olmak iizere iki
farkli grupta incelemektedirler (Segre and Chicca 2011). Kromatin modifikasyonlar genlerin
susturulmasina neden olurlar ve bu durum geni inaktive edici bir mutasyon veya delesyon gibi

genetik bir mekanizmayla esdeger olmaktadir (Marks et al. 2003).

Nonkovalent histon modifikasyonlari

Histon takaslari, histon katimlari, kromatin onarimi, nonkoding RNA ile etkilesim,
farkli ajanlarla etkilesim (virlisler, farkli protein gruplar1) ve uzun-mesafe kromozom
etkilesimleri (hem kromozom i¢i, hem kromozomlar arasi) nonkovalent histon

modifikasyonlar1 olarak sayilabilmektedir (Bond and Finnegan 2007).

Histon modifikasyonlari (Kovalent Modifikasyon)

Histon modifikasyonlar1 histonlarin elektrostatik yiikiinii degistirerek histon olmayan
proteinler i¢in tanima bolgesi olusturmakta ve DNA replikasyonu, tamiri ve gen ifadesinin

kontrolii gibi biyolojik olaylar1 kontrol etmektedir (Xu and Parmigiani 2007).

Bu modifikasyonlar, kromatin ile iligkili histon proteinlerinin, proteinler ile de
etkileserek, genin transkripsiyon asamasinin diizenlenmesini saglayan faktorlerdir (Segre and
Chicca 2011). Niikleozom i¢indeki histon molekiillerinin bazik amino terminal kuyruklari
niikleozomdan cikintilar yaparak fosforilasyon, asetilasyon, metilasyon,
ubikatinasyon, ADP ribosilasyonu, sumolasyonu, glikosilasyonu ve biyotilasyonunu gibi
modifikasyonlar gerceklesmektedir. Histon modifikasyonlarindan en ¢ok incelenen ve

arastirtlan modifikasyonlar metilasyon ve asetilasyondur. Spesifik olarak asetilasyon, histon
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kuyruklarinin pozitif yiikiinii nétralize eder ve DNA'ya afinitelerini azaltir (Marks et al.
2003).

Histon modifikasyonlarindan asetilasyon, en ¢ok calisilan modifikasyon olup, histon
asetil transferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzim aileleri tarafindan
diizenlenmektedir. HAT’lar asetil grubunun, asetil koenzim A’dan histonlarin amino
kuyruklarina ve histon olmayan proteinlere transferini Kkatalizleyen enzimlerdir (Xu and
Parmigiani 2007; Segre and Chicca 2011; Bond and Finnegan 2007).

Lysine (K) Acetyl-lysine (Ac-K)
Acetyl-CoA CoA
\.‘ cetyl-Co (o %
4 2 \ j . D
Protein > | Protein
HDACs

Sekil 9. Lisin artiginin asetilasyonu ve deasetilasyonu (Martile et al. 2016).

Metilasyon, histon proteinlerinde bulunan aminoasitlere histon metiltransferaz
enzimleri tarafinda bir, iki veya {li¢ adet metil grubu (tri metilasyon) eklenmesiyle ger¢eklesen
bir modifikasyon olarak tanimlanmaktadir. Bir genin ifade edilip edilmeyecegini o geni agik
veya kapali konuma (switch on- switch off) getiren olay bu ve benzeri modifikasyonlardir
(Martin and Zhang 2007).

Fosforilasyon, polipeptidlere bir veya birden fazla fosfat grubunun baglanmasiyla
gerceklesen bu modifikasyondur. Fosforilasyon, protein kinazlar (PK) ve protein fosfatazlar

(PP) tarafindan gergeklestirilen bir reaksiyondur (Ford et al. 2007).

S-nitrasilasyon, histon deasetilazlara sistein rezidiisiinden nitrosil (NO) grubunun
eklenmesi ile gerceklesen modifikasyondur. Bu durum katalitik aktiviteyi etkiler ve bunun

sonucu olarak kromatinden korepresorlerin ayrilamamasina neden olur (Nott et al. 2008).

Ubukitinasyon, Ubukitin (Ub) olarak bilinmekte olan proteinin kovalent olarak
baglanmas1 sonucunda gergeklesen modifikasyon olarak tanimlanmaktadir (Hershko and

Ciechanover 1998).

Sumolasyon, bir isopeptide kiiciik ubuquitin benzeri degistirici (SUMO) gruplarinin
eklenmesiyle gerceklesem modifikasyondur (Yang et al. 2007).
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Histon asetilasyonu ve deasetilasyonu

Histon asetilasyonunun diizenlenmesi iki enzim tarafindan kontrol edilmektedir:

Histon asetiltransferazlar (HAT) ve histon deasetilazlar (HDAC) dir (Zhang et al. 2003).

HATler, histonlar tizerindeki e- amino grup lizin (K) kalintilarini asetile eder, boylece
pozitif yiikleri notralize etmektedir, bu da negatif yiikli DNA'ya baglanma yeteneklerini
azaltir. EK olarak H4-K16 histonunun asetilasyonu, ozellikle yiiksek dereceli kromatin
yapilarinin  olusumunu bozmaktadir. Ac¢ik bir kromatin konfigiirasyonu, spesifik

transkripsiyon faktorleri ve genel transkripsiyon makineleri igin erisilebilirlik saglamaktadir

(Shogren-Knaak et al. 2006).

HDAC!ler, hiicrelerin ¢ogalmasi ve 6liimii ile ilgili, hiicre ¢ogalmasi ve dliimii ile ilgili
histonik olmayan proteinlerin onarim1 ve deasetilat1 gibi transkripsiyondan bagimsiz olaylari
da etkileyebilmektedirler. Histon asetilasyonu, bir lisin tortusuna bir asetil grubu eklenmesiyle
sonuclanmaktadir. Histon asetil transferazlarin aksine, HDAC'ler asetil gruplarini ¢ikarir ve
genellikle kromatin inaktivasyonuna baglanir (Marks et al. 2003 ). HDAC'ler, asetil
kisminin, c¢ekirdek niikleozomal histonlar1 dahil, proteinlerin lizin kalintilarindan

¢ikarilmasini katalizleyen enzimdir (Finnin et al. 1999).

DNA’y1 transkripsiyon faktorleri (DNA’ya dogrudan baglanarak gen ifadesini
diizenleyen proteinler) i¢in daha ¢ok ya da daha az ulasilabilir olmakta 6nemlidirler. Lizin
kalintis1 asetilasyonu DNA-histon etkilesimlerini zayiflatir ve DNA’y1 transkripsiyon
esnasinda gerekli faktorler i¢in daha ulasilabilir yapmaktadir. Asetilasyon geri dontigiimlii bir
stire¢ olup, asetillenmis lizin amino asitinden asetil grubunun kopmasiyla birlikte kromatin
tekrar kondense olmakta ve transkripsiyon baskilanmaktadir. Kromatinin belli bir bdlgesinde
histonlarin asetile olmasi, o bolgenin transkripsiyonel agidan aktif oldugunu gosterirken,

deasetile olmasi transkripsiyonun baskilandigini belirtmektedir (Fennell et al. 2008).

@)

OH

NH,
Sekil 10. Lizin (Fennell et al. 2008).

Histon asetilasyonu transkripsiyonel aktivasyon ile histon deasetilasyonu ve gen
susturulmasi 1ile iligkilidir. Histonlarin N terminal kuyruk kisimlar1 arasinda lizinlerden

meydana gelmektedir. HAT’ lar, asetil kisimlarmi (CH3CO), asetil koenzim A (asetil-
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CoA)’dan histonlar arasinda bulunan lizin rezidiilerinin g-amino gruplar iizerine transfer
etmektedirler. Asetilasyon ile negatif (-) yiiklii asetil grubunun histon proteininin amino ucuna
baglanmasiyla, pozitif (+) yiiklii lizin aminoasiti yiikiiniin bir kismin1 kaybederek notral amid
baglarina donlismektedir. Bu yiizden histonlar ve DNA arasindaki elektrostatik etkilesim
zayiflar ve kromatinde daha “agik™ bir kromatin yapisi olusmasini saglar. Bu oldugunda
transkripsiyon faktorlerinin genlerin promotor bolgelerine ulagmalar1 kolaylasmakta ve gen
transkripsiyon gergeklesmektedir. Bu durumun aksine, HDAC enzimleri ile katalize edilen
histonlarin amino-terminal uglarmin tekrar pozitif yliik kazanmalari, histonlar ile DNA’nin
etkilesimini artmasina sebep olmaktadir. Bundan dolayr promotdr {izerindeki baglanti
bolgeleri bloke edilerek gen transkripsiyonu inhibe edilmektedir (Pan and Huang 2007;
Hrzenjak et al. 2006; Alberts et al. 2002).

T

l/ .
/:"ff' DNA
DNA /::_I-
T T T T
1 ..'(!‘ ‘..‘\‘
A —'Ac
Hiszon Histon kuyruklan Hstan
cehindesi & Ppozitif yiiklenir cekirdegi  \_AC SRNA
v S Ac
HAT
{Histon asetil transferaz)
Histon gekirdedi —_— 5 Asetillenmig histon kuyruklan
KROMATIN KAPALI KROMATIN ACIK
HDAC
(Histon deasetilaz) l
T Aktif
HDACi transkripsiyon

(HDAC inhibitsr)

Sekil 11. Histonlarin asetile ve deasetile olmas1 durumunda transkripsiyon (Thiagalingam et
al. 2003).

Son yillarda HDAC’lar1 inhibe edebilen bilesikler HDAC inhibitorleri olarak
tanimlanmistir. HDAC’larin biyolojik fonksiyonlarinin ¢ok cesitli olmasi nedeniyle, HDAC
inhibitorlerinin etkileri kalitsal hastaliklarda ve kanser tiirlerinde arastirilmakta, inhibitorler

bu hastaliklarin tedavisi i¢in potansiyel ila¢ adaylar1 olarak goriilmektedir (Thiagalingam et

al. 2003).

HDAC inhibitorleri, diisiik toksisiteleri nedeniyle kanser tedavisi i¢in timit verici bir
tedavi olusturmaktadir. HDAC inhibitorlerinin farklilasma, hiicre dongiisii durmasi ve
apoptozu indiikledigi ve birgok kanser hiicre hattinda gog, istila ve anjiyogenezi inhibe ettigi
gosterilmistir. Tek basina ve cesitli antikanser ilaglarla birlikte HDAC inhibitorleri,
hematolojik hem de kat1 timorlerde 6nemli antikanser aktivitesi gésteren klinik calismalarda
test edilmektedir. ABD Gida ve Ilag Idaresi tarafindan kutanéz T hiicreli lenfoma (CTCL)

tedavisi i¢in kullanilan SAHA (vorinostat, Zolinza), klinik onkoloji pazarina girmek ig¢in
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onaylanan ilk HDAC inhibitérii idi ve diger maligniteler i¢in testi devam etmektedir

(Martinez et al. 2008).

Histon Deasetilaz inhibitorleri

HDAC inhibitorleri yapisal olarak 3 farkli kisimdan meydana gelmektedir.
Fonksiyonal bolge metal baglayict boliim olup enzimin aktif bolgesine baglanir, alifatik
zincir enzim yapisindaki tiip boyunca uzanmakta, baglik bolgesi ise yiizey tanimadan
sorumlu olup tiiptin giris kismu ile etkilesime girmektedir (Grozinger et al. 2002; Miller et
al. 2003; Vannini et al. 2004).

o o
R
T R selator
Baslik n .
Metal selatlama ligand:
(I
Baglayici

Sekil 12. HDAC inhibitorlerinin yapisi (Grozinger et al. 2002; Miller et al. 2003; Vannini et
al. 2004).

Normal yasam dongiisii boyunca, hiicre ¢ogalmaya, farklilagsmaya ya da 6lmeye karar
vermesi gereken birgok firsatla karsilagir. Bu islemlerin herhangi birindeki bir hasar hiicrenin
kontrolsiiz biiylimesine buna bagli olarak kansere neden olabilir. HDAC'ler kanser
gelisiminde onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. HDAC inhibitorii olarak tanimlanan ilk
kimyasal sodyum biitirattir (NaB) (Ginsburg et al. 1973; Altenburg et al. 1976; Boffa et al.
1978).

HDAC inhibisyonu tiimdr hiicrelerinin apoptozise girmesine yol actigr icin, kiigiik
molekiillii HDAC inhibitorleri, ¢ogu klinik ¢alismaya girmis yeni bir mekanizma tabanl anti-

kanser ajani1 sinifi olarak gelistirilmistir (Khan 2011).

HDAC inhibitorleri, transkripsiyonel etkilerinin haricinde, kanser hiicrelerinde hiicre
dongiistiniin inaktif halde olan G2 kontrol noktasini aktif hale getirerek hiicre boliinmesini
durdurmakta ve apoptozu uyarmaktadir (Taddei et al. 2005; Bernhard et al. 1999). Kanser
hiicrelerinin HDAC inhibitdrleri tarafindan indiiklenen apoptoza kars1 daha duyarli olduklari
bildirilmistir (Rosato and Grant, 2005; Nebbioso et al. 2005). Ayrica, HDAC inhibitorlerinin,
hiicre biiylimesinin inhibisyonunda gérev alan genlerin asetilasyonunu arttirdigi ve bu sayede
kanserli hiicrenin bliylimesini durdurucu etkisinin oldugu diistiniilmektedir. HDAC

inhibitorleri, kanser hiicrelerinde 6liim, apoptoz ve hiicre sikliisiiniin durmasina neden olan,
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epigenetik veya epigenetik olmayan diizenlemede 6nemli roller oynayan nispeten yeni bir
antikanser ajan smifidir. Bu nedenle, HDAC'ler, kanser terapotiklerinde umut verici hedefler
haline gelmis ve hizla gelisen bir klinik arastirma alant olan HDAC inhibitorlerinin

gelistirilmesi amaglanmistir (Barneda-Zahonero 2012).
Giinlimiizde bir¢gok HDAC inhibit6rii tanimlanmistir. Bunlar:
Hidroksamik Asitler: TSA, SAHA, Oksamflatin, ABHA, Skriptaid (SB-556629),
Kisa-Zincirli Yag Asitleri: Butirat, fenilbutirat ve valproik asit,
Amidler: MS-275 (MS-27-275), MethylGene, CI-994
Epoksiketon-Tasiyan Siklik Tetrapeptidler: Trapoksinler, HC-toksin, Chlamydocin,

Epoksiketon-Tasimayan Siklik Tetrapeptidler: FR901228, CHAPs ve diger yapilar
olan Depudecin, Tubacin, Organosiilfiir bilesikler (Barneda-Zahonero 2012).

HDAC inhibitorlerinin in vivo ¢aligmalarda, tiimor biiylimesini ve metastazi énemli
dlgiide azalttiklar1 kanitlanmislardir. Ornegin; kisa zinzirli yag asitlerinden biitirik asitler ve
tirevleri kolon, prostat, endometriyal ve servikal karsinomlar {izerinde g¢alisilmis, kanserli
hastalarda hiicre dongiisiinii degistirerek boliinmeyi durdurdugu, farklilasma ve apoptozu

uyardigi belirtilmistir (Fennell et al. 2008).
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KAYNAK OZETLERI

Kanser biiyiime 6zellikleri bozulmus hiicrelerin klonal yayilimidir ve somatik genetik
hastaliklarin en sik, en yaygin ve ayni1 zamanda en komplike olanidir. Cok basamakli ve uzun
stireli genotipik ve fenotipik diizeyde gerceklesen bu siire¢, uzun yillar boyunca arastirma

konusu olmustur (Futreal et al. 2001).

Kanserin tedavisinde hali hazirda kullanilan bir¢ok tedavi yonteminde kanser
hiicrelerini yok etmenin yaninda saglikli hiicrelerede zarar vermesi gibi istenmeyen yan
etkileride vardir. Bu nedenle, secici yeni kanser tedavi yontemlerinin gelistirilmesi
gerekmektedir. Bu amagla kanser hiicrelerine spesifik, yiiksek antikanser potansiyeline sahip,
giivenilir ve yan etkisi az kemoterapdtik stratejilerin gelistirilmesi biliylik 6nem kazanmistir

(Sharman et al. 1999).

Bir¢ok bilim insan1 kansere karsi ¢oziim yontemleri gelistirebilmek i¢in ¢aligmalarini
stirdirmektedir. Bu gibi ¢aligmalar arasinda giindeme gelen alternatif yontemlerden birisi de

HDAC inhibitorleridir (Topal 2009).

Hem genetik hem de epigenetik degisikliklerle kanser ilerlemesi kontrol altina
alinabilmektedir. Genetik degisimlerin geri donilisiimii imkansizken epigenetik degisimler geri
donustiirtilebilir. Bu avantaj, onerilen epigenetik modifikasyonlarin terapi uygulamalarinda
tercth edilmesi gerektigini gostermektedir. DNA metiltransferaz ve histon deasetilaz
epigenetik terapi c¢aligmalarinin birinci hedefi haline gelmistir. Bazi DNA metilasyon ve
HDAC inhibitorleri antikanser ilaglar olarak Amerika’da Gida ve Ilag Idaresi tarafindan

onaylanmistir (Eroglu 2018).

Histon asetilasyonunu modifikasyona ugratan enzimlerdeki degisiklikler, bir kanser
biyolojisi agisindan oldukg¢a 6nemlidir, ¢linkii histon deasetilasyon (HDAC) bazi insan
kanserlerinde asir1 eksprese edilir ve onkojenik transkripsiyon faktorleri tarafindan
almir. Ornegin, HDAC, mide (Song et al. 2005), prostat (Halkidoi et al. 2004) ve kolon
kanserinde (Zhu et al. 2004) asir1 eksprese gibi goriinmektedir ve anormal HDAC aktivitesi
de bazi losemi big¢imlerinde (Fenrick and Hiebert 1998) ve lenfoma da olusmaktadir
(Lemercier et al. 2002).

Histon asetilasyonu, lizin rezidiilerinin yan zincirlerine asetil grubu transfer eden

HAT’ler aracilig1 ile kontrol edilir. HDAC’ ler ise tam tersi sekilde, lizin rezidiilerinden asetil
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gruplarin1 koparirlar. Boylece gen ifadesi baskilanmis olmaktadir. HDAC enzimleri hedef
genlerin sessizlestirilmesinde c¢ok alt birimli transkripsiyonel korepresoér kompleksinin bir

bileseni olarak gorev alir (Inche 2006).

HDAC inhibitorlerinin hiicre dongiisiinii bloke ettigini ve hiicre tipine ve g¢evresel
faktorlere bagli olarak apoptoz veya farklilasmaya neden oldugunu gdsteren ¢ok sayida

literatiir vardir (McLaughlin et al. 2003; Kim et al. 2000, 2001; Finzer et al. 2001).

HDAC inhibitorleri’nin yapisal farkliliklar1 dolayisiyla bloke edici potansiyelleri
birbirinden farklidir (Mehnert et al. 2007). Antikanser ajanlar olarak gelistirilen bu
inhibitorler, smf 1, 2 ve 4 HDAC enzimlerini hedeflemektedirler. Sentezlenen bu
inhibitorlerin bazilar1 klinik denemelerde kullanilirken, digerleri preklinik arastirma

asamasindadir (Yoon et al. 2016).

Bugiine kadar, déort HDAC inhibitorii olan Vorinostat, Romidepsin, Panobinostat ve
Belinostat, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag idaresi tarafindan onaylanmustir. Prensip
olarak, bu HDAC inhibitdrleri daha az ciddi yan etkileri olan klinikte hematolojik kanserler
icin kullanilir. Klinik ¢aligmalar, diger kanser tiirlerini ve ayni zamanda malign olmayan
hastaliklar1 ele almak icin siirekli genislemektedir. HDAC inhibisyonu ayrica g¢esitli
inflamasyon bozukluklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve norodejeneratif hastaliklarda yararh

sonuglara neden olmaktadir (Yoon et al. 2016).

Kiitanoz T hiicreli lenfoma tedavisinde kullanilan bir ila¢ olan Vorinostat
(suberoylanilide hidroksamik asit veya SAHA), ¢oklu Faz I ve II klinik ¢aligmalarinda
baslangi¢ degerlendirmesi yapilan bir HDAC aktivitesinin nanomolar inhibitoriidiir.
Vorinostat, HDAC aktivitesini inhibe eden, bdylece asetillenmis histonlarin yani sira
histon olmayan proteinlerin birikmesini indiikleyen, kiiltiir hiicrelerinin ¢ogalmasini bloke
olmasini saglayan ve ¢esitli hayvan modellerinde tiimor biiylimesini inhibe eden kiigiik
molekiiler agirlikli (<300) dogrusal bir hidroksamik asit molekiiliidiir. Ayrica vorinostat,
genis bir HDAC aktivitesi inhibitoriidiir ve hem siif I hem de Il enzimlerini inhibe
etmektedir (Marks et al. 2001 ; Marks and Dokmanovic 2005 ).

Vorinostat, klinik gelisimde HDAC inhibitorlerinin en gelismisidir. VVorinostat,
ilerlemis deride T hiicreli lenfoma hastalarinin tedavisinde klinik kullanim i¢in Federal Ilag
Idaresi tarafindan onaylanan ilk HDAC inhibitoriidiir (Duvic and Vu 2007; Marks and
Breslow 2007). Kutandéz T hiicreli lenfomalar (CTCL'ler), deride ortaya ¢ikan tiim
lenfomalarin ¢ogunu olusturan, klinik olarak heterojen bir postimik lenfoma grubudur.
Preklinik ¢aligmalarda, Vorinostat'in, Sezary hiicreleri de dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli kanser

hiicre hatlarinda hiicre dongilisii durmas1 ve apoptozu indiikleyen asetillenmis histonlarin
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birikmesine neden oldugu gosterilmistir. Vorinostat ayrica 16semi, lenfoma ve in vivo kati
timor modellerinde antitiimor aktivitesi gostermistir (Zhang 2005; Duvic 2006; Butler 2002,
2007; Marchion 2004; Almenara 2002; Nimmanapalli 2003; He 2001; Sakajir1 2005; Kelly
2003; O’connor 2006; Garcia-manero 2005; Vrana 1999).

Varinostat’taki in vitro antitimor aktivitesi arastirildiginda, hem parenteral ve oral
uygulama ile prostat kanseri (Butler et al. 2000) 16semi (He et al. 2001), meme kanseri
(Cohen et al. 1999, 2002), glioma (Eyilipoglu vd 2005) ve akciger kanseri (Desai et al.
2003) gibi (kat1 timorler ve hematolojik kanserleri) tiimor biiylimesini inhibe ettigi
gosterilmistir.  TiimoOr biiyiimesinin inhibisyonu, kilo alimi, histolojik calismalar ve
otopside doku/organlarin briit anatomik muayenesi ile degerlendirildigi gibi toksisitesi ¢ok
az ya da hi¢ olmayan Vorinostat dozlarinda kendini gostermektedir (Butler et al. 2000).
Diyette verilen Vorinostat'in  kanserojen N-metilnitrosoiire ile indiikklenen meme
timorlerinin  gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir (Cohen et al. 1999). Vorinostat
uygulamasi timor sayisini azaltmis ve var olan meme tliimorlerinin biiyiimesini inhibe

etmistir (Cohen et al. 2002).

Belinostat, periferik T hiicresi lenfoma (PTCL) tedavisi i¢in FDA tarafindan
onaylanan {iglincii ilagtir. Smif I, II ve IV HDAC' lerin inhibisyonuna sebep olan bir
hidroksamat tiirevidir (Mottamal et al. 2016). 120 PTCL hastasinda yapilan klinik aragtirma
calismasi, % 26 ORR (genel tepki orani) gdstermistir. Belinostat su anda CTCL (kutandz T
hiicreli lenfoma), multipl miyelom, Burkitt lenfoma ve fallop tiip kanserinde oldugu gibi kati

timorlerin tedavisi i¢in 15'ten fazla klinik denemede arastirilmaktadir (Losson et al. 2016).

Park ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada insan meme kanseri hiicre
hatlarinda istila veya go¢ igin gerekli olan spesifik HDAC inhibitorlerinin izoformlarimi
tanimlamiglardir. MDA-MB-231 kanser hiicreleri, MCF-7 kanser hiicrelerine kiyasla anlamli
Olglide daha invaziv ve daha yiiksek seviyelerde matris metaloproteinaz-9 (MMP-9) ifade
etmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser hiicreleri arasindaki HDAC inhibitorlerinin
izoformlarin ekspresyonunu karsilagtirip ve Real Time-PCR ve western blot analizleriyle
MDA-MB-231 hiicrelerinde HDAC4, 6 ve 8'in daha fazla ekspresyonunu gozlemlemistirler.
Calismada HDAC inhibitorii olan Apicidin, MDA-MB-231 kanser hiicrelerinde istila, gog ve
MMP-9 ekspresyonunu hafiflettigi gosterilmistir. HDAC1, 4, 6 ve 8'e karst spesifik
siRNA'larin  kullanilmasi, MDA-MB-231 kanser hiicrelerinde HDAC1, 6 ve 8'in
inhibisyonunun, ancak HDAC4' iin inhibisyonunun istila ve MMP-9 ekspresyonundan
sorumlu oldugu gosterilmistir. HDACI1, 4, 6 veya 8'i asir1 eksprese eden MCF-7 kanser

hiicrelerinin invazivligini analiz edilip ve HDACI1, 6 veya 8'in asir1 ekspresyonunun
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invazyonu ve MMP-9 ekspresyonunu arttirdigr tespit edilmistir. Sonug olarak, HDAC'lerin
istiladaki islevsel rollerini MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser hiicrelerinde ekspresyonlarina
gore inceleyip, bulgulardan, HDACI, 6 ve 8'i meme kanseri hiicrelerinin ilerlemesinde etkili
oldugu belirtilmistir. Meme kanseri metastazi i¢in potansiyel biyo belirtecler olarak HDAC
izoformlar1 gelistirilerek, bu ¢alisma meme Kkanseri istilasi ig¢in yeni tedavilerin
gelistirilmesine kadar genisletilebilir (Park et al. 2011). Toplam RNA ve hiicre lizatlari, MCF-
7 ve MDA-MB-231 kanser hiicrelerinden hazirlanip MRNA ve protein seviyeleri sirasiyla
Real-Time PCR ve western blotlama ile belirlenmistir. Daha sonra, bir HDAC inhibitorii olan
Apicidin, MDA MB231 kanser hiicrelerinin istila ve goglinii inhibe edip etmedigini
incelenmistir (Park et al. 2011).

HDAC inhibitorii olan Apicidin, meme kanseri hiicrelerinde istila ve gogl
engellemektedir. Hiicreler, bir invazyon denemesinden veya bir yara iyilesme denemesinden
once belirtilen konsantrasyonlarda apicidin ile 24 saat boyunca muamele edilmistir. Hiicreler
24 saat boyunca belirtilen konsantrasyonlarda Apicidin ile muamele edilmis, MDA MB-231
kanser hiicrelerinin istila ve go¢iinii inhibe edip etmedigini incelenip gosterilmistir. MDA-MB-
231 kanser hiicreleri, MCF-7 kanser hiicrelerinden daha fazla istila ve go¢ gosterdigi
goriilmistir. MDA-MB-231 kanser hiicrelerinin Apicidin tedavisi doza bagli bir sekilde istila
ve gocli inhibe ettigini ve Apicidin'in insan meme epitel hiicrelerinde MMP-2 aktivitesini
MMP-9'dan daha fazla inhibe ettigi bildirilmistir (Kim 2000). Apicidin MMP aktivitesi
tizerindeki etkisini test etmek igin hiicrelere artan miktarda apicidin uygulanip ve Real-Time
PCR kullanarak mRNA ekspresyonu gozlemlenmistir. Apicidin, MDA-MB-231 kanser
hiicrelerinde MMP-9 ekspresyonunu inhibe ettigini ancak MMP-2 aktivitesini inhibe etmedigi
belirlenmistir (Park et al. 2011).

Kuwajima ve grubu tarafindan yapilan bir calismada HDAC inhibitorleri, butirat veya
Trikostatin A Murin B16-BL6 hiicreleri ile muamele edilmistir. Yapay bazal zarin melanom
hiicresi istilasi, Matrigel, Transwell odasi deneyi ile incelenip. Trikostatin A'nin yani sira
butirat, temel olarak hiicre dongiisiinii durdurarak hiicre biiyiimesini inhibe etttigi
belirtilmistir. Butirat tedavisi, E-kadherin ya da N-cadherin mRNA's1 yukari regiile
edilmesede, hiicre hiicresi agregasyonunu arttirmis oldugu belirlenmistir (Kuwajima et al.

2007).

Qian ve arkadaslarinin yaptiklar1 arastirmada, preklinik prostat kanseri modellerinde
HDAC inhibitorii Belinostat’m aktivitesi incelenmistir. [n vitro proliferasyon deneyleri,
belinostatin prostat kanseri hiicre ¢izgilerinin (IC 50y <1.0 microM) biiylimesini kuvvetle

inhibe ettigini ve bu hiicrelere sitotoksik oldugu gosterilmistir. Washout deneyleri,
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Belinostat'a nispeten kisa bir siire (<12 saat) maruz kalmanin, suboptimal biiyiime
inhibisyonunu indiikledigini ve 48 saat boyunca 1,0 microM Belinostata maruz kalan
hiicrelerin, 48 uM Belinostat'a maruz kalan hiicrelerin geri ¢ekilme kapasitesini korudugunu

gostermistir. Geri doniisii olmayan bir sekilde biiytimesi engellendigi gézlemlenmistir (Qian
2007).

Vigushin ve grubu tarafindan yapilan bir ¢aligmada meme hiicre kiiltiiriinde sitostatik
ve ayirt edici 6zelliklere sahip bir antifungal antibiyotik olan Trikostatin A (TSA), HDAC
aktivitesinin gii¢li ve spesifik bir inhibit6rii oldugunu belirtmislerdir. Calismada, insan meme
kanseri hiicre dizilerinde TSA'nin in vitro antiproliferatif ve HDAC inhibe edici
aktivitesini degerlendirmek ve bir kanserojen kaynakl meme kanseri
modelinde invivo antitiimor etkinligi ve toksisitesi degerlendirilmektedir. TSA'nin meme
kanserine kars1 giiglii ve doza bagli antitimor aktivitesinin, in vitro ve in vivo olarak, kanser
tedavisinde antikanser tedavisi i¢in molekiiler bir hedef olarak HDAC"'1 kuvvetle

destekledigi dogrulanmistir (Vigushin et al. 2001).

HDAC inhibitorii olarak Suberoil bishidroksamik asit (SBHA), hiicre biiyiimesi ve
apoptoz gibi ¢esitli hiicresel etkilere sahiptir. Yapilan ¢alismada, SBHA'min A549 kanser
hiicrelerinin biiyiime ve 6limii tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. SBHA, A549 kanser
hiicrelerinin biiyiimesini, doza baglh bir sekilde 72 saatte yaklasik 50 mcM bir 1Cso ile inhibe
etmis olup, DNA akis sitometrik analizi sonuglarindan SBHA'nin hiicre dongiisiiniin bir G2/M
faz tutuklamasini indiikledigi gosterilmistir. Bu ajan ayrica, alt G1 hiicreleri ve Anneksin V-
FITC boyama hiicreleri tarafindan kanitlandig1 gibi apoptozu indiiklemistir. SBHA kaynakli
apoptoza, mitokondriyal membran potansiyeli kayb1 (MMP; AY (m)), Bcl-2 azalmasi, Bax
artis1 ve kaspaz-3 aktivasyonu eslik etmistir. Test edilen kaspaz inhibitorlerinin tiimii ile bazi
hiicreleri ile SBHA kaynakli A549 kanser hiicre 6liimiinden 6nemli dl¢iide kurtarilmis oldugu
gozlemlenmistir. SBHA ile muamele edilen A549 kanser hiicrelerinin biiytimesini 1Cso X 50
IM ile 72 saatte doza bagl bir sekilde inhibe etmistir. Beklendigi gibi, bir HDAC inhibit6rii
olarak SBHA'nin, A549 kanser hiicrelerinde asetillenmis H3 ve H4 seviyelerini arttirdigi
gozlenmistir. A549 kanser hiicre biiylimesinin SBHA tarafindan inhibe edilmesi, hiicre
dongiisii sirasinda bir tutuklama ile aciklanabildigi igin, hiicre dongiisti dagilimlar1 SBHA ile
muamele edilmis A549 kanser hiicrelerinde incelenmistir. DNA akis sitometrik analizi, 30-70
IM SBHA'nin, 72 saatte hiicre dongiisiiniin bir G2/M faz durdurmasini 6nemli o6l¢iide
indiikledigini gostermistir (You 2010; Ning 2008). Hem A549 kanser hiicrelerinde hem de
MCF-7 kanser hiicrelerinde yapilan c¢alismalar, SBHA tedavisinin belirgin bir apoptoz
seviyesini indiikledigini gostermistir (You 2010; Zhuang 2008).
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Panobinostat (LBH589), immiino-modiile edici ajanlar ve Bortezomib’den sonra
multipl miyelom tedavisi igin tiimor ilerlemesi ile son zamanlarda onaylanmis bir pan-HDAC
inhibitoridiir. Akciger, meme, yumurtalik kanseri ve multipl miyelom gibi kati tiimorlere

kars1 inhibe edici aktivitesini belirlenmistir (Ganai 2016).

Kanserin ilerlemesi ile ilgili epigenetik olaylar1 tersine ¢evirme yetenegine sahip olan
Panobinostat (LBH589) (Atadja 2009) hematolojik, akciger, meme, yumurtalik, tiroid ve
prostat malignitelerinde kanser oOnleyici etkileri gozlendi (Ganai 2016). Yakin zamanda
Panobinostat, immiino-modiile edici ajanlar ve bortezomib sonrasinda multipl miyelomun

timor ilerlemesi ile tedavisi igin onaylanmistir (Mu 2016).

Xiong ve grubu tarafindan yapilan bir ¢calismada ise in vivo ve in vitro olarak sodyum
butiratin B16 melanomu {izerindeki etkisini belirlenmis olup, tedavi sonrasi hiicre apoptoz
oranini saptamak i¢in MTT yOntemi, tiimor ile iliskili makrofaj infiltrasyon durumu, akis
sitometrisi ile tespit edilmistir. Timor iliskili makrofaj sitokinlerinin ekspresyonunu saptamak
icin western blot ve immiinohistokimyasal yontem kullanilmistir. Belirli bir sodyum butirat
konsantrasyonu in vivo ve in vitro olarak B16 melanom biiylimesini etkili bir sekilde inhibe
edebilir ve bu inhibisyon tiimoérle iliskili makrofaj farklilasmasinin baskilanmasina baglidir.
Ayn1 zamanda, ilgili makrofaj faktorlerinin kontrole kiyasla asagi regiile edildigini
gozlemlenmis olup, sodyum biitirat tiimorle iligkili makrofaj proliferasyonunu baskilayarak
B16 melanom biiyiimesini etkili bir sekilde inhibe edebildigi ve ilgili pro-timor makrofaj
faktorlerinin ifadesini azaltabildigi bu da melanom epigenetik tedavisinin klinik ¢aligmasini

desteklemeye yardimci olabildigi belirlenmistir (Xiong et al. 2015).

Shi ve grubu tarafindan yapilan bir ¢alismada NaB’ in A549 ve kolorektal (HCT116)
kanser hiicrelerin canliligi {izerindekini etkisi arastirmiglardir. A549 ve HCT116 kanser
hiicreleri, 24 veya 48 saat boyunca farkli NaB konsantrasyonlar: (0-16 mM) ile tedavi
edildigi, kanser hiicrelerinin yasayabilirligi, MTT deneyi kullanilarak 6l¢iilmiis ve NaB'nin,
24 saatlik bir tedavi siiresi i¢inde A549 ve HCT116 kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
belirgin sekilde bastirdigi tespit edilmistir. Elde edilen veriler sonucunda NaB'nin A549
kanser ve HCT116 kanser hiicrelerinin canliligin1 inhibe edebilecegini ileri siirmiislerdir (Shi
et al. 2020).

Shi ve grubu tarafindan HDAC inhibitorii olan suberoilanilid hidroksamik asidin
(SAHA), prostat kanseri hiicrelerinde SAHA nin anti-tiimor aktivitesini kesfetmek i¢in, insan
prostat kanseri hiicre hatlart DU145 ve PC-3 kanser hiicreleri, 24 ve 48 saat boyunca artan
SAHA dozlart ile muamele edilmistir. Hiicre proliferasyonunu izlemek i¢in, MTT hiicre

proliferasyon analizi yapilmistir. SAHA, DU145 ve PC-3 kanser hiicrelerinin hiicre
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proliferasyonunu doza bagimh bir sekilde inhibe ederken, inkiibasyon siiresinin 48 saate
uzatilmast  hiicrelerin  SAHA' ya  duyarliligimi = O6nemli  olglide  artirmadig
gozlemlenmistir. DU145 kanser hiicrelerinin hiicre canliligi, 48 saat boyunca SAHA (4 mM)
tedavisi lizerine yaklagik %55 azaldigi ve PC-3 kanser hiicrelerinin canliligi, SuM SAHA
varliginda yaklasik %45'e distiriilmiistiir. MTT hiicre proliferasyon tahliline gore hesaplanan
ICso degerlerine gore, SAHA tedavisi, DU145 ve PC-3 kanser hiicrelerinin hiicre
proliferasyonunun doza bagli inhibisyonuyla sonuglandigini bildirmislerdir (Shi et al. 2017).

Wang tarafindan yapilan bir ¢alismada insan meme kanseri MCF-7 ve kanserli
olmayan insan bobrek (HEK293) kanser hiicrelerinde HDAC inhibitorii sodyum butirat ve
DNA cift iplikli kopma (DSB) hasar1 arasindaki baglantiyr kurmaya ¢aligilmistir. NaB'nin,
kanserli MCF-7 kanser hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki etkilerini belirlemek i¢in CCK-
8 analizleri yapilip, MCF-7 kanser hiicreleri 24, 48 saat boyunca 1, 2,5, 5, 10 veya 20 mM
NaB varliginda kiiltiirlenmistir. NaB doza ve zamana bagli bir sekilde MCF-7 hiicre
canliligini bastirmistir. 1 veya 2.5 mM NaB tedavisi ile dnemli bir etki gézlenmeyip, NaB
konsantrasyonlarindaki ilave artislar, artan proliferasyonun azalmasina neden olmustur. Etki
yiksek doz gruplarinda daha belirgin oldugunu gézlemlemislerdir (20 mM, p <0.001). Bu
bulgular MCF-7 kanser hiicre canliliginin NaB tarafindan inhibe edildigini gostermistir.
MCF-7 hiicre canlilig1, NaB tarafindan inhibe edildigi; NaB ile tedavi edildikten 24 saat ve 48

saat sonra hiicre canliligi 6nemli dl¢lide azaldig1 goriilmiistiir (Wang 2016).

Dong ve grubu tarafindan yapilan ¢alisma kapsaminda HDAC inhibitorleri ile farkh
timor sekillerinde derin antiproliferatif aktivitelerle kanitlanmistir. Literatiirde yer alan
bilgilere gore daha once, bircok polioksometalat HDAC' nin antitimdr aktivitesine sahip
oldugu gosterilmistir. Bu calismada, insan prostat kanserinde polioksometalatlar arasindaki
bir bilesik olan PAC-320min antitiimér mekanizmasi arastirilmistir. PAC-320min genis
spektrumlu bir HDAC oldugunu ve in vitro ve in vivo olarak prostat kanseri hiicrelerinin

biiylimesini dnleyebilir oldugu belirlenmistir (Dong et al. 2018).

Kanser endikasyonlarinda klinik olarak gelistirilmekte olan yeni bir HDAC inhibitori
ise Chidamide (CS055/HBI-8000) tir. Yapilan calismada bilesigin in vitro ve in vivo
antitimor Ozelliklerini bildirmektedir. Bu ¢alismada sunulan sonuglar, Chidamide'in, tek bir
ajan olarak veya kombinasyon terapileri halinde c¢esitli tiimor tiplerinin tedavisi igin

potansiyel uygulanabilirligine sahip olduguna dair kanit saglamaktadir (Ning et al. 2011).

5-Fluorourasil (5-FU), kolon, mide ve akciger kanserlerine kars1 en yaygin kullanilan
ilaglardan biridir. 2018 yilinda yapilan bir ¢alismada 5- florourasile (5-FU), kanser terapisinde

ciddi bir problemdir ve kanser kemoterapisinin etkinligini arttirmak i¢in bunun asilmasi
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gerekmektedir. HDAC inhibitorlerinin kanser tedavilerinde kullanildigi ve yakin zamanda,
HDAC inhibitorlerinin ¢esitli antikanser ilaclarina karsi in vitro direncin {istesinden
gelebilecegi bildirilmistir. 5-FU direngli bir meme kanseri hiicre dizisi olusturularak HDAC
inhibitorlerinin bu hiicrelerdeki etkileri incelenmistir. 5-FU, Valproik asit (VPA), Gimeracil,
Oteracil ve SAHA temin edildikten sonra insan meme kanseri hiicre dizisi MDA468, 100
U/mL penisilin ve 0,1 mg / mLile takviye edilip, 5-FU’ ya direngli MDA-MB-468 alt
cizgilerinin olusturulmasi, MDA468 hiicrelerinin, yaklasik bir yil boyunca artan miktarda 5-
FU varliginda kiiltiirlenmistir. Nihai 5-FU konsantrasyonu 10 uM idi. Hiicreler daha sonra
smirlayict seyreltme yontemi kullanilarak klonlanmis, ebeveyn hiicrelerinin ayni biiyiime
kabiliyetine sahip bir alt klon secilip ve MDA468/FU olarak adlandirilmistir. MDA468 / FU
hiicreleri, 10 uM 5-FU igeren kiiltiir ortaminda tutulup, sonuglardan MDA468 ve MDA468/FU
hiicrelerinde 5-FU'nun biiyiime inhibitor etkisi ilk 6nce ebeveyn ve 5-FU direncli MDA468
hiicrelerinin 5-FU'ya kadar hayatta kaldiklarini analiz edilmistir. MDA468/FU hiicrelerinin 5-
FU'ya hiicre hayatta kalma egrisi, MDA468 hiicrelerininkiyle karsilastirildiginda saga (daha
yiiksek konsantrasyon tarafina) kaymistir. MDA468 ve MDA468/FU hiicrelerinde 5-FU 1Csp
degerleri sirasiyla 3.88 + 0.30 ve 92.5 £ 5.2 uM olarak bulunmustur (Minegaki et al. 2018).

Minjie ve grubu tarafindan yapilan bir ¢calismada, yeni bir hidroksamat bazli HDAC
inhibitori ST-3595'in potansiyel anti-pankreas kanseri aktivitesi ele alinmigtir. ST-3595'in,
hem kurulan pankreas kanseri hiicre dizilerine (PANC-1, AsPC-1 ve Mia-PaCa-2) hem de
hasta kaynakli primer kanser hiicrelerine kars1 giiglii bir anti-proliferatif ve sitotoksik aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Bununla birlikte, kanserli olmayan saglikli pankreas epitel
(HPDEG6C7) hiicrelerine genel olarak giivenli olmustur. Pankreas kanseri hiicrelerine kars1 ST-
3595 kaynakli sitotoksisite, onemli apoptoz aktivasyonu ile iliskilendirilmistir. ST-3595
kaynakli pankreas kanseri hiicresi apoptozunu carpici sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. Ozet
olarak, caligmanin sonuglarindan elde edilen bulgulara gore; ST-3595 tarafindan HDAC'lerin
hedeflenmesinin yeni ve gelecek vaat eden bir anti-pankreas kanseri stratejisi olarak temsil
edebilecegini belirtmislerdir (Minjie et al. 2015).

Singh ve grubunun bir arastirmasinda DNA metil transferazlari, azasitidin ve
desitabinin inhibitorlerinin, HDAC inhibitorleri ile birlikte kullanildiginda, miyelodisplastik
sendrom, prostat, yumurtalik ve pankreas endokrin tiimor hiicreleri lizerinde antitiimor etkileri

arttirdigi belirlenmistir (Singh et al. 2018).

Timor biiyiimesi ve metastazina karsi etkili aktiviteleri olan yeni nesil HDAC
inhibitorleri gelistirmek amaciyla, bis ikameli aromatik amidlerin bir dizi yeni hidroksamat

bazlt HDAC inhibitorii tasarlanmis, sentezlenmis ve modifiye edilmistir. Bilesiklerin bazilari,
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in vitro smif I ve I1 b HDAC'leri inhibe etmede nanomolar ICso degerlerinin yani sira, kanser
hiicresi ¢ogalmasint ve goglinii bloke etmede alt mikromolar dereceli aktiviteyi de
gostermistir. Bu sonuglara gore; elde edilen yeni bir hidroksamat bazli, bis ikameli aromatik
amid HDAC inhibitorlerinin, ileride meme kanseri biiylimesi ve metastazina karsi yeni
potansiyel antitimdr biiylimesi ve metastaz ajanlar1 olarak gelistirilebilecegini gostermislerdir

(Yang et al. 2014).

Yang ve grubu tarafindan yapilan bir ¢alismada, antikanser aktiviteleri gosterdigi i¢in
1,2,4-oksadiazol ¢ekirdege sahip yeni bir hidroksamat bazli bis ikameli aromatik amid HDAC
inhibitorleri sinifinin tasarimi ve sentezi bildirilmistir (Kemnitzer et al. 2009; Cai et al. 2015).
Yeni sentezlenen bilesiklerin pek ¢ogu, kusursuz derecede HDACI1 inhibe edici etkiler ve
onemli anti-proliferatif aktiviteler gostermistir (Yang et al. 2019). Reaksiyon mekanizmasinda
tiyofeninin yerine 1,2,4-oksadiazol kullanip, daha sonra bis-ikameli aromatik amidler HDAC
inhibitérii igeren bir dizi 1,2,4-oksadiazol sentezlenip antitimor aktiviteleri  igin
degerlendirmeler yapilmistir. Yapilar kapsamli spektroskopik analizler sonucu 1,2,4-
oksadiazol ¢ekirdege sahip on ii¢ yeni hidroksamat bazli bis ikameli aromatik amid HDAC
inhibitorii elde edilmistir. Ug bilesik, miikemmel HDAC1 inhibe edici etkiler ve belirgin anti-
proliferatif ~ aktiviteler  gostermistir.  Farkli  bir  ¢alismada  pirimidiniltiyofenil
fonksiyonelliginin bu  bilesiklerin antikanser aktiviteleri i¢cin  gerekli olup olmadigini
arastirmak icin bis-ikameli aromatik amidler hidroksamat bazli HDAC’ler igeren bir dizi
feniloksadiazol tasarlanmistir. Hedef bilesiklerin karaciger kanseri hiicresi proliferasyonu
tizerindeki inhibitor etkilerinin apoptozis arttirilmasi ile birlikte olup olmadigini belirlemek
icin HepG2 kanser hiicrelerine, 48 saat boyunca farkli hedef bilesik konsantrasyonlari
ve SAHA ile inkiibe edilip FITC-Annexin V/propidium iyodiir (PI) boyama ve akis
sitometri deneyi yapilmigtir. Reaksiyonda belirtilen 11a ve 11c bilesiginin dozu, HepG2
kanser hiicrelerinde bagimli olarak indiiklenen apoptoz ve apoptoz yiizdesi, pozitif kontrol

bilesigi SAHA'ninkinden bile daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir (Yang et al. 2019).

Literatiirde, hidroksamik asitlerin ¢ogunlukla ilag olarak 6zellikle de antikanser olarak
kullanimryla ilgili ¢alismalar yer almaktadir (Yang et al. 2012; Zhang et al. 2012; Anzick et
al. 1997; Almenara et al. 2002; Deroanne et al. 2002; Loudni et al. 2007; Fajas et al. 2002;
Huang and Pardee 2000; Richon et al. 2001; Ruefli et al. 2002).

Gupta ve arkadaslar1 tarafindan hidroksamik asitlerin kimyasal yapisini, sentez
yollarim1 ve kimyasal Ozelliklerini bildirmislerdir. Metal selatlama ve hidrojen baglanma

ozellikleri hidroksamik asitleri pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahip olabilen bir bilesik sinifi
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haline getirmeleri hakkinda bilgiler sunulmaktadir. Hidroksamik asitler tarafindan inhibe
edilebilen tiim onemli enzimlerin kisa bir agiklamasi da vurgulanmaktadir. Hidroksamik
asitler tarafindan inhibe edilen en Onemli enzimler, matris metaloproteinazlar, TNF-a
dontistiiriicii enzim, anjiyotensin doniistiirlicii enzim, lipooksijenaz, LTA4 hidrolaz, iireaz,
peptit deformilaz, histon deasetilaz, UDP-3-O- [R-3 hidroksisristosil] -GINA deasetilaz,
prokollajen C-proteinaz, agrekanaz ve karbonik anhidraz. Bu bilgiler 1s1ginda hidroksamik
asit grubu, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, HIV, Alzheimer, sitma, alerjik hastaliklar,
tiiberkiiloz, metal zehirlenmesi, asir1 demir yiikii gibi ¢esitli hastaliklara karsi ilag gelistirmek
icin farmakofor olarak ©nemli bir gérevi Ustlenmekte oldugunu bildirmislerdir. Ayrica,
hidroksamik asit grubundan potansiyel insektisitler, antimikrobiyaller, antioksidanlar, anti-
korozif ajanlar, yanroforlar ve minerallerin etkilerinin bir araci olarak da faydalanilmistir.
Hidroksamik asitlerin ayn1 zamanda hipotansif etkiler iirettikleri i¢in etkili nitrik oksit (NO)

vericileri olduklari da tartisilmaktadir (Gupta 2013).

Hidroksamatlar (R-CONHOH), enzim inhibisyonu iizerine nadiren aragtirtlmistir. Tiim
insan  izoformlarina karsi PhCONHOH'in inhibisyonu/yapisal ¢aligmasi  rapor
edilmistir. Alifatik (R = Me ve CF (3)) ve aromatik (R = Ph) hidroksamatlar1 CAl'ler olarak
karsilastirarak, CONHOH'nin ¢ok yonlii bir ¢inko baglama grubu oldugunu kanitlamislardir.
R kisminin dogasina bagli olarak, CA aktif bolgesi icindeki katalitik iyon i¢in farkli
koordinasyon modlar1 benimseyebilir. Hidroksamat, yeni karbonik anhidraz inhibitorlerinin
gelistirilmesi i¢in ¢ok yonlii bir ¢inko baglama grubunu temsil edecegi belirtilmisdir (Di Fiore
etal. 2012).

Trx salinimi, muhtemelen protein yap1 ve fonksiyonundaki degisikliklere bagli olarak
akciger, kolorektal, servikal, hepatik ve pankreas kanseri gibi bir¢cok insan kanser tiiriinde
artmig olarak bulunmustur (Tamura and Stadtman 1996; Sodberg et al. 2000; Yoo et al. 2006;
Cadenas et al. 2010; Yan et al. 2012).

You ve Park tarafindan yapilan bir ¢alismada, antikanser etkileri olan bir HDAC
inhibitorii olan SAHA 'nin Hela kanser hiicreleri lizerindeki biiyltimeyi inhibe edici etkilerini
degerlendirmislerdir. SAHA, HelLa kanser hiicrelerinin biiylimesini 24 saatte yaklagik 10
uM'lik bir ICso ile inhibe ettiginin ve kaspaz-3 aktivasyonunun eslik ettigi apoptozu
indiiklediginin belirlemislerdir. Test edilen tiim kaspaz inhibitorleri, SAHA'nin neden oldugu
HeLa hiicre 6liimiinii 6nlerken, TNF-a, SAHA ile tedavi edilen HeLa hiicrelerinde apoptotik
hiicre 6liimiinii yogunlastirmigtir. Ayrica SAHA, HelLa hiicrelerinde TRXR1 seviyelerini
diistirdiigii tespit edilmistir. TRXR1'in asag1 regiilasyonu, SAHA ile tedavi edilen HelLa

hiicrelerinde hiicre 6liim seviyelerini arttirirken, TRXR1'in asir1 ekspresyonu bu hiicrelerdeki

37



seviyeleri ~ zayiflatmistir.  SAHA, HelLa  hiicrelerinde = TRXR1  seviyelerini
diistirmiistir. TRXR1" in asirt ekspresyonu bu hiicrelerdeki seviyeleri zayiflatmis ve Sonug
olarak, SAHA, TRXR1 seviyelerinden etkilenen kaspaz bagimli apoptoz yoluyla HelLa kanser

hiicresinin biiyiimesini inhibe ettigini gozlemlemislerdir (You and Park 2017).

Ayrica, Trx-1’in lenfoid hiicre kiiltiiriine eklendiginde ya da geni bu hiicrelere
aktarildiginda hiicre 6liimiinii engelledigi gosterilmistir. TRXR1’in hiicre 6liimiine kars1 hangi
mekanizma ile koruma sagladigi heniiz bilinmemektedir (Powis et al. 1998). Meme kanseri
MCF-7 hiicre hattinda yapilan bir ¢calismada ise, kolon kanseri ve murin lenfoma hiicreleri
gibi ¢esitli hiicre serilerinin insan TRXR1 ile enfekte edilmesi sonras1 VEBF (vaskiiler
endotel biiylime faktorii ) sekresyonunda onemli oranda artig goriilmiistiir. Buna karsin,
redoks inaktif mutant Trx ile enfekte edilmesinin VEBF yapimini kismi olarak engellemistir
(Welsh et al. 2002). Hiicre ¢ogalmasinin uyarilmasina olan etkilerinin incelendigi bir
calismada da TRXR1’e maruz kalan lenfositler, fibroblastlar ve bircok 16semik ve solid timor
hiicre serilerinin biliylime hizinda artig goriilmiistiir. Bu ¢ogaltici etkinin mekanizmasi tam
olarak bilinmemekle birlikte sitokin (IL-1, IL-2 ve TNF-a) iiretimindeki ve biiyiime faktor
(temel fibroblast biliylime faktorii) aktivitesindeki artisa bagli olabilecegi bildirilmistir (Powis
and Montfort 2001).

Tonissen ve Di Trapani tarafindan yapilan bir ¢alismada HDAC inhibitorii SAHA'nin
HelLa kanser hiicreleri tizerindeki fizyolojik olarak uygun konsantrasyonlarda 2.5-10 uM'lik
etkilerini degerlendirmislerdir. SAHA dozu, Hela hiicre ¢izgisinde canliligin azalmasina
bagimli olarak neden oldugu goézlemlenmistir. Buna uygun olarak, Hela kanser
hiicrelerindeki TRXR1 aktivitesi SAHA ile uygulamadan sonra azaldigi tespit edilmistir
(Tonissen and Di Trapani 2009).

TRXR1/Trx’nin biyolojik aktiviteleri ve saldirgan tlimor biiyiimesi ile olan baglantisi,
bu sistemin kanser terapisi i¢in onemli bir hedef oldugunu diisiindiiriir. Cesitli Trx/TRXR1
sistem inhibitorleri tanimlanmistir. Trx’in agir1 ifade edilmesi ya kanser hiicre biiyiimesinin
dogrudan uyarilmasini ya da kanser hiicre apoptozunun inhibisyonununa yol actigi birgok
caligmada gosterilmistir. Trx ekspresyonunun yiiksek seviyesi in vitro ve in vivo olarak

invaziv ve metastatik timor activitesi ile iligkili oldugu bildirilmistir (Ceccarelli et al. 2008).

GST'ler, ksenobiyotik detoksifikasyon, oksidatif stres iirlinlerinin temizlenmesi,
protein taginmasi, hiicre proliferasyonunun modiilasyonu ve apoptoz sinyal yolunun
indiiksiyonu dahil olmak iizere bircok biyolojik fonksiyonda rol oynamaktadir (Laborde
2010). Dahasi, GST izozimleri (Alfa, Mu ve Pi) neoplastik dokularda siklikla asir1 eksprese
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edilir ve akciger, yumurtalik, meme ve mide karsinomu gibi bir dizi timdr i¢in 6nemli bir

belirteg olarak kabul edilmistir (Ruzza et al. 2009; Zhao and Wang 2006).

Son yillarda yapilan calismalarda meme, kolon, prostat gibi bir¢cok agresif timdrde asiri
seviyede eksprese olan HDAC’larin inhibisyonuna dayali tedavi yaklagimlar1 kanser tedavisi
icin dikkat cekici olmustur. Bu amagcla spesifiklikleri ve aktiviteleri yoniinden farklilik
gosteren sentetik ve dogal HDAC inhibitorleri kemoterapoétik stratejiler icin kullanilmaktadir.
Bu inhibitorler spesifik kanser hiicrelerinde hiicre farklilasmasini, hiicre dongiisiinii
durdurmayi ve hiicre Oliimiinli, anjiyogenezin azaltilmasint ve bagisiklik sisteminin
modiilasyonunu iizerinde etkili olmaktadirlar (Sanaei and Kavoosi 2019). HDAC inhibitori
olarak kullanilan hidroksamik asit tiirevlerinin yiiksek antikanser potansiyeline sahip olmalari
nedeniyle yeni hidroksamik asit tiirevlerinin sentezi son zamanlarda ilgi gormektedir (Seo et
al. 2014). Bu tez kapsaminda, kiigiik molekiil agirlikli yeni amino benzohidroksamik asit
tiirevleri sentezlenmesi ve bu tiirevlerin asir1 HDAC aktivitesine sahip olan insan saglikli
fibroblast, A549, HelLa kanser hiicreleri tizerine antikanser etkisinin incelenmesi

amagclanmistir.
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MATERYAL METOT

Tez Kapsaminda Kullanilacak Cihazlar, Kimyasal Maddeler ve Kitler

Azot tanki MVE Cryogenics cryosystem 4000
Buz makinasi Hoshizaki Rs 113100
CO: inkiibatorii Esco CCL-050B-8

Derin dondurucu (-20°C), (-80°C) Argelik 5233 NHEY A", Nuaire NU-

9668GC
Floresans Mikroskop Olympus CK40
Akig Sitometri Beckman Coulter B53009

. Denver Instruments Summit S-203,
Hassas terazi

Gecavery (UK)
Karstiricr (Vorteks) Fisons whirli-mixer
Laminer-air akis kabin Esco Airstream® Gen 3
Magnetik karistiric IKA C-MAG HS 7 digital, Chilten Hotplate
Magmetic Stirrer HSBI
Masa santrifiijii MSE Muistral 2000
Mikroplak karistirici IKA MS 3
Mikroplaka okuyucu Molecular Devices-Spectra Max Plus 384
Otoklav Hirayama HVE-50
Otomatik pipet seti (1-1000) Eppendorf
Peristaltik pompa Ismatec
pH metre Schott pH-Meter CG840

Barnstead Easy Pure UV/UF, Human

Saf su cihazi Corporation -New Human Power |

Santrifiij Hettich® ROTANTA 460R

Sogutmali santrifiij Heraetis Sepatech (Suprafuge 22), Hermle Z
323 K(Germany)

Spektroflorometre CHEBIOS s.r.1. (Optimum-one/UV-VIS)
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Su banyosu

Memmert WNB 14

Ters-faz 1s1k mikroskobu

Olympus CK40

Ultrasonik su banyosu

Bandelin RK 102 H

1-Kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) Sigma-Aldrich
Akrilamid Sigma-Aldrich
Brom timol mavisi Sigma-Aldrich
Coommassie brillant blue R-250 Sigma-Aldrich
DMSO (Dimetil siilfoksit) Sigma-Aldrich
EDTA (Etilendiamintetraasetik asit) Sigma-Aldrich
Etanol Sigma-Aldrich

FBS (Fetal sigir serumu) Biowest
Fenilmetilsiilfonil Fliorid (PMSF) Sigma-Aldrich
Fosforik Asit (HsPO.) Sigma-Aldrich

G-250 Coomassie Brillant Blue Fluka

Glisin Sigma-Aldrich
Glutatyon (GSH) Sigma-Aldrich
GSSG (Okside Glutatyon) Sigma-Aldrich
Hidroklorik Asit (HCI) Sigma-Aldrich
Hidroksilamin hidrokloriir (HO-NH2) Sigma-Aldrich
Izopropanol Sigma-Aldrich
Monopotasyum Fosfat (KH2POa4) Sigma-Aldrich
L-Tirozin p-nitrofenilasetat Sigma-Aldrich
Metanol (MeOH) Sigma-Aldrich
Metoksi hidroksamik asit Sigma-Aldrich
N,N’-metilen bisakrilamid Sigma-Aldrich
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma-Aldrich
Sodyum nitrit (NaNO3) Sigma-Aldrich

41




Sodyuk Hidroksit (NaOH) Sigma-Aldrich
Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat Sigma-Aldrich
(NADPH)
Penisilin/Streptomisin Gibco
Potasyum fosfat (KH2POa) Sigma-Aldrich
Sepharose-4B Sigma-Aldrich
Sodyum bikarbonat (NaHCOs) Sigma-Aldrich
Sodyum perklorat (NaClOa) Sigma-Aldrich
Sodyum siilfat (Na2SQOs4) Sigma-Aldrich
Standart serum albiimin Sigma-Aldrich
Steril PBS (fosfat tamponlu salin) Sigma-Aldrich
Siilfirik asit (H2SOa) Sigma-Aldrich
Trihidroksimetil aminometan (Tris) Sigma-Aldrich
Tripan mavisi (%0,4) Gibco
Tripsin-EDTA Sigma-Aldrich
I
Caspase-3 Colorimetric Assay Kit BioVision
Propidyum iyodiir (PI) i.geren FI.T.C annexin V BioLegend
apoptoz belirleme Kiti
WST-8 Hiicre proliferas_y_onu ve sitotoksisite Boster
test kiti

Bu tez galigmasinda, yeni amino benzohidroksamik asit yapisinda potansiyel HDAC
inhibitorleri olabilecek 3 farkli yeni 4-amino-2-metoksi benzohidroksamik asit, 4-amino-3-
metil benzohidroksamik asit, 3-amino-5-metil benzohidroksamik asit) tiirevi sentezlendi.
Sentezlenen molekiillerin karakterizasyonu H-NMR, *C-NMR ve HRMS (Yiiksek
Cozuniirlikli Kiitle Spektrometresi) ile gergeklestirildi. Karakterizasyon sonuglarindan

benzohidroksamik asit tiirevlerinin basarili bir sekilde sentezlendigi anlasildu.

Sentezlenen bu yeni amino benzohidroksamik asit molekiillerinin antikanser ve enzim

inhibisyonu aktivitelerini belirlemek igin ¢alismalar yapilda.

Bu aday inhibitorlerin asirn HDAC aktivitesine sahip olan amino benzohidroksamik asit

tirevleri epitel kaynakli insan saglikli (normal) fibroblast, A549 ve HelLa kanser hiicreleri
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kullanilarak antikanser potansiyel incelenmesi yapildi. Bu tirev molekiillerin kanser
hiicrelerinde yiiksek aktivite sergiledikleri bilinen TRXR1, GST ve GR enzimleri iizerine in

Vvivo inhibisyon ¢alismalari gegeklestirildi.

Hidroksamik Asit Sentezi

Calisilmasi planlanan yeni amino benzohidroksamik asit bilesiklerin tiirevlerinin NH-
OH formlar1 ticari olarak bulunamadigindan metil esterleri satin almarak literatiirde

(Duangduan et al. 2015) bilinen yontemlere gore sentezi gergeklestirildi.

Hedeflenen amino benzohidroksamik asit tiirevlerinin sentezi i¢in ilgili metil benzoat
tirevi metanol igerisinde ¢oziilerek lizerine su igerisinde hazirlanan NaOH (4 ekiv.) ve
hidroksilamin hidrokloriir (2 ekiv.) ¢Ozeltisi yavas yavas ilave edildi. Oda sicakliginda
karistirilan reaksiyon TLC ile takip edilerek reaksiyon tamamlandiginda 2M HCl ile pH 5.5’e
ayarlandi ve ¢oziicti diisiik basingta uzaklastirildi. Elde edilen ham iiriin metanolde tekrar
coziilerek silizgec kagidi yardimiyla kati kisim uzaklastirildi ve metanolde ¢oziinmiis kisim
kristallendirilerek saflastirildi. Elde edilen benzohidroksamik asit tiirevlerinin *H-NMR ve
13C-NMR gibi spektroskopik yontemlerle yapilari aydimlatildi. NMR (400 MHz) analizleri
Kimya bdliimiimiizde gergeklestirildi. Molekiillerin yiiksek ¢oziintirliiklii kiitle analizi ile
dogrulugunun tespiti i¢in ise Universitemiz biinyesinde bulunan Dogu Anadolu Arastirma
Merkezi laboratuarinda bulunan Q-TOF LC/MS cihazindan yararlanildi

(daytam.atauni.edu.tr/cihaz/mini-protean-tetra-cell).

R
R 0
O 1) NH,OH.HCI/NaOH H,N
HoN g NH
OMe  2)HCI

HO
Sekil 13. Hidroksamik asit sentezi genel reaksiyonu

Metoksi hidroksamik asit 25 mg alidi 0°C civarinda ve buz banyosunda 10 mL 1 M
HClI icinde ¢oziildii ve icerisinde 75 mg NaNO2 bulunan 0°C’deki 5 mL ¢ozelti, inhibitor
cozeltisine damla damla katildi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan
inhibitor 40 mL Sefaroz-4B-L-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile pH=9,5’a
cikarilarak 3 saat siireyle oda sicakliginda yavasca karistirildi ve daha sonra 1 L saf su ve 200
mL 10 mM KH2PO4 (pH= 6,8) tamponuyla yikanarak iizerine bir miktar daha ayni tampondan
konularak saklanildi (Whitney 1974).
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Sekil 14. Hiicre kiiltiiriinde kullanilacak yeni sentezlenecek amino benzohidroksamik asit
bilesikleri

Antikanser Aktivite Calismalar1 Kullanilacak Hiicre Hattlar:

Tez kapsaminda in vitro antikanser calismalari igin Erzurum Teknik Universitesi,
Yiiksek Teknoloji Arastirma Merkezinde (YUTAM) bulunan Kanser Arastirma
Laboratuvarindan temin edilen epitel kaynakli insan saglikli (normal) fibroblast hiicre hatti,

akciger kanser (A549) ve servikal kanser (HeLa) hiicreleri kullanildu.

Akciger kanser hiicre hatti (A549)

A549 kanser hiicre hatt1, siirekli caligilabilecek bir hiicre hatt1 soyu olusturmak igin
yapilan bir ¢alismada 1972 yilinda Giard ve arkadaglari tarafindan 58 yasindaki Orta Asya’li
bir erkegin akciger karsinoma dokusundan explant kiiltiir teknigi ile izole edilmistir (Cooper
et al. 2016). Bu hiicreler tek tabakali, yapiskan ve kiiltiir flasklarinda gogaltilabilmektedir
(Zappa and Mousa 2016).

Sekil 15. Insan akciger kanser hiicre hatt1 (A549) goriintiisii (10x)
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Servikal kanser hiicre hatti (HelLa)

Izole edilen ilk insan kanseri 1951 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde servikal
kanser nedeni ile takip edilen Afrika kokenli bir kanser hastasinin kanser dokularmin
laboratuvarda kiiltiiri yapilmistir. Henrietta Lack adindaki bu kanser hastasi kanserin
metastaz yapmast sonucu hayatini kaybetmistir, ancak laboratuvarda kiiltiirii yapilan kanser
hiicrelerinin ad1 hastanin ad ve soyadinin harfleri olan ‘‘HelLa’’ adi servikal kanser hiicre hatti
olarak isimlendirilmistir. Bu kanser hiicrelerinin 6liimsiiz olmasi ve ¢ok kolay tiretilebilmeleri
antikanserojenik caligmalar basta olmak {izere birgok caligmada kullanimma hiz
kazandirmigtir. HeLa kanser hiicresi kdken olarak epitel bir hiicredir. Bu kanser hiicreleri

ylizeye tutunarak gelismektedirler (Rahbari et al. 2009).

Sekil 16. Insan servikal kanser hiicre hatt1 (HeLa) gériintiisii (10x)
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Sekil 17. Insan saglikli fibroblast hiicre hatt1 gériintiisii (10x)
Hiicre kiiltiirii calismalar:

Epitel kaynakli insan saglikli (normal) fibroblast, A549 ve HelLa kanser hiicreleri
lizerine ¢aligmalarinda tarif edildigi gibi DMEM-Ham's F12 (1:1) besi ortami iginde 37 °C’de
%5 COsz ile nemlendirilmis inkiibatérde kiiltiire edilerek ¢ogaltildi. Hiicreler her iki veya ii¢
giinde bir kontrol edildi. %70-80 konfluense ulasan hiicreler haftada en az iki kez
pasajlanarak ¢ogaltilmistir. Flasktaki besiyeri uzaklastirilarak, PBS (fosfat tamponlu tuzlu su)
ile ii¢ kez yikanmis ve % 0,1 tripsin/EDTA eklenerek 5 dk boyunca inkiibe edilmistir.
Hiicreler flask tabanindan tamamen ayrilinca, tripsini inhibe etmek amaciyla besiyeri
eklenmis ve hiicreler 15 mL’lik santrifiij tiipleri igerisinde 1200 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij
edilmistir. Siipernatant uzaklastirilmis ve besiyeri ile yeni flaska siispanse edilmistir (Zhang et
al. 2009).

Kullanilillan DMEM - Ham's F12 besi ortaminin icerigi

Epitel kaynakli insan saglikli (normal) fibroblast, A549 ve HelLa kanser hiicrelerini
kiiltire etmek i¢in %10 FBS (fetal dana serumu) ve %1 penisilin-streptomisin (10.000
tinite/mL, 10 mg/mL streptomisin) ile desteklenen DMEM- Ham's F12 (1:1) besi ortami1
kullanildi.

Hiicrelerin dondurulmasi ve saklanmasi

Kanser hiicrelerinin stoklarinin elde edilmesi igin hiicreler %70-80 konfluent olduktan
sonra tripsin ile yiizeyden kaldirildi. Santrifiijleme ile tripsinli medyum uzaklastirilip ve PBS
ile yikamadan sonra hiicre pelleti %10 fetal dana serumu ve %0,5 antibiyotik ile desteklenen
DMEM- Ham's F12 (1:1) besiyerinde ¢ozdiiriildii. Cryo tiiplere 140 ul DMSO ve iizerine
1860 pl stispanse haldeki hiicreler eklenerek -80 °C’deki sogutucuda bir gece bekletilip ve

46



ertesi giin Cryo tiipler -80 °C’deki sogutucudan ¢ikarilarak sivi azot tankina yerlestirmek

suretiyle ¢alisma i¢in yeterli stoklar hazirladi.

10X PBS pH 7.0 Cozeltisi: 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na2HPO4 ve 2,4 g KH2POq4
800 mL distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek pH’s1 HCI ile 7.4’e ayarlandiktan sonra, dH2O ile
hacmi 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan PBS ¢6zeltisi otoklavda sterilize edilerek oda

sicakliginda muhafaza edildi.

Hiicrelerin tripsinizasyon islemi ile kaldirilmasi

Insan saglikl1 fibroblast, A549 ve HelLa kanser hiicreleri %70-80 konfluent olduktan
sonra 25 cm®’liik hiicre kiiltiir kaplarina 3 mL, 75 cm®liik hiicre kiiltiir kaplarma ise 5 mL
onceden 37°C’ye 1sitilmis tripsin ilave edilerek 1-2 dk 37°C’de inkiibatorde bekletilerek
hiicreler yiizeyden kaldirildi. 1200 rpm’de 5 dakika santrifiijleme ile tripsinli besi ortami
uzaklastirildt ve PBS ile yikamadan sonra hiicre pelleti DMEM-Ham's F12 (1:1) besi

ortaminda ¢ozdiiriilerek hiicrelerin tripsinizasyon islemi gerceklestirildi.

Hemositometre ile hiicre sayim

In vitro antikanser caligmalar1 igin hiicre kiiltiir kaplarma ekilecek canli saglikli
fibroblast, A549 ve HelLa kanser hiicrelerinin sayim iglemi, tripan mavisi boyasi kullanilarak
hemositometre (thoma lami) {izerinde gerceklestirildi. Hiicre siispansiyonundan 100 pL
alinarak 2 mL’lik ependorf tiipiine aktarildi. Uzerine 100 pL tripan mavisi konularak
homojenize edildi. Homojenize edilen siispansiyondan 10 pL alinarak hemositometrenin her
iki odacigina ilave edildi. Inverted mikroskop ile canli hiicre sayisini tespit etmek maksadiyla
canli ve cansiz hiicreler birbirinden ayirt edilerek hiicre sayimi yapildi. Bu islemde tripan
mavisi boya yontemi kullanildi. Mikroskop altinda cansiz hiicreler boyay1 absorbe ederek
mavi renkte goriiniirken, canli hiicreler boyay1 absorbe etmediklerinden dolay: parlak olarak
gozlemlendi. Hiicrelerin sayimi sonrasinda, iki odacik ortalamasi alindi ve ml basina diisen

hiicre sayis1 su sekilde hesaplandi;

Hesaplama (Canli hiicre sayisi/ mL) = Iki odacik ortalama hiicre sayisi (A) X
seyreltme faktorii (SF) x 10*

SF = Trypan Blue ile yapilan seyreltme faktorii
10* = Hemositometre boyutlarindan hesaplanan faktor

Hesaplanan total hiicre miktarindan; WST-8 sitotoksisite testleri i¢in 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiir kaplarina kuyucuk basma 100 pL’de 1x10%, apoptotik ve nekrotik hiicrelerin akis
sitometrik sayimi igin 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina kuyucuk basina 2 mL’de 3x10°
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canli hiicre olacak sekilde kanser hiicreleri DMEM-Ham's F12 (1:1) besi ortami ile
seyreltilerek ekildi. Daha sonra ekilen hiicreler 37 °C’de %5 CO2 ile nemlendirilmis
inkiibatorde 24 saat kiiltiire edildi.

Kanser Hiicrelerine Yeni Amino Benzohidroksamik Asit Tiirevlerinin Uygulanmasi

Hiicre kiltir kaplarina belirlenen sayida ekilen kanser hiicrelerinin 48 saatlik
inkiibasyonu sonunda kiiltiir kaplarindaki besi ortami ¢ekilerek yerine esit hacimde DMEM-
Ham's F12 (1:1) besi ortamu ile seyreltilmis artan (0,00975-2500 mM) konsantrasyonlarda 4-
amino-2-metoksi benzohidroksamik asit (a), 4-amino-3-metil benzohidroksamik asit (b), 3-
amino-5-metil benzohidroksamik asit (c) eklendi ve 37 °C’de %5 CO: ile nemlendirilmis
inkiibatorde 24 saat daha inkiibe ederek kiiltiire edildi.

Inkiibasyon sonunda drneklerin sitotoksik aktiviteleri WST-8 testleriyle, apoptotik ve nekrotik

etkileri ise akis sitometresi ile gerceklestirildi.

Hiicre Canhlik Testleri
WST-8 hiicre proliferasyonu ve sitotoksisite testi

WST-8[2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H
tetrazolium, monosodium salt] negatif yiiklii bir bilesik olmasindan dolay1 hiicre membranini
gecememekte, ortamda bir elektron alict molekiil varsa indirgenmekte ve suda ¢oziilebilir bir
formazan boya meydana getirmektedir. WST-8, hiicrelerdeki dehidrojenaz enzimleri ile
indirgenerek hiicre kiiltiirii ortaminda ¢oziiniir olan turuncu renkli bir iirlin (formazan)
olusturmaktadir. Hiicrelerdeki dehidrojenazlar tarafindan tretilen formazan boyasi miktari,
canlt hiicrelerin sayist ile dogru orantili oldugundan hiicre proliferasyonunun direkt bir
gostergesi olarak kullanilmaktadir. WST- 8’in canli hiicreleri saptama hassasiyeti, diger
tetrazolyum tuzlart olan MTT, XTT, MTS veya WST-1’den daha yiiksektir. Bu amagla
saglikli fibroblast hiicre hattina uygulanacak optimum kiiltiir filtrati ve protein
konsantrasyonunu belirlemek i¢in calismada WST-8 hiicre proliferasyon testi yapilmistir

(Kac1 2018).

Kanser hiicrelerine  karsi en etkili sitotoksik  yeni  4-amino-2-metoksi
benzohidroksamik asit (a), 4-amino-3-metil benzohidroksamik asit (b), 3-amino-5-metil
benzohidroksamik asit (¢)’ in doz konsantrasyonlarinin belirlenmesi WST-8 sitotoksisite testi
kullanilarak (Volz et al. 2012) ¢alismalarinda tarif edildigi gibi degerlendirildi. WST-8 deneyi
formazan olusturmak tizere mitokondriyal dehidrogenazlar tarafindan tetrazolyum tuzu WST-
8’in kesilmesine dayanmaktadir. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda kanser hiicrelerine

artan konsantrasyonlarda 4-amino-2-metoksi benzohidroksamik asit (a), 4-amino-3-metil
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benzohidroksamik asit (b), 3-amino-5-metil benzohidroksamik asit (¢) uygulanmasindan
sonra her kuyuya 10 ul WST-8 tetrazolyum tuzu ilave edildi ve hiicreler 4 saate kadar 37
°C’de %5 CO: ile nemlendirilmis inkiibatdrde inkiibe edildi. Absorbans, bir mikroplaka
okuyucusu kullanilarak 690 nm' de ki bir referans ile 450 nm'de 6l¢iildii. Uygulanan her doz
i¢cin formiile gore yilizde canlilik ve sitotoksisite degerleri hesaplanarak apoptozun saptamasi

icin uygulanacak deneylerde uygun kiiltiir filtrat1 ve protein konsantrasyon aralig1 belirlendi.

Absorbans seviyesi dogrudan canli hiicre sayilari ile iligkilidir. Hiicre canlilig

asagidaki formiile gore yiizde deger olarak hesaplanarak ifade edildi.
Canl1 hiicre orant (%) = [(Aomek(1-22)— Ank) / (Apk — Ank)]*100

A: Absorbans
PK: Pozitif kontrol
NK: Negatif kontrol

electon medator WST-8 formazan

NO
—_——" " SO
electron mediator ¥Oh SOy 0
rocioed fom WST-8 . \,,( ] N
colorless as A 0.5 7 M
v ;,|‘ N — _
= =
" ’ : N0, M D\

WST-8 WST-8 Formazan

Sekil 18. WST-8 ile formazan bilesiginin olusumu (Kaci 2018).
Apoptotik ve Nekrotik Hiicre Analizleri
Apoptotik ve nekrotik hiicre miktarlarinin belirlenmesi

Saglikli fibroblast, A549 ve HelLa kanser hiicrelerinde apoptoz ve nekroz miktarlari,
ticari olarak satilan propidyum iyodiir igeren Annexin V ve FITC apoptoz saptama Kiti

kullanilarak akis sitometrik yontem ile kit protokoliine gore belirlendi.
Testin Prensibi:

Bu kit, ¢cogu hiicre tipinde bulunan ve bir membran fosfolipidi olan fosfatidilserin
(PS)’in apoptozun erken safthalarinda plazma membraninin i¢ yilizeyinden hiicre dis ylizeyine
yaptig1 translokasyon ve hiicre dis ylizeyinde Fosfatidilserine yliksek afinite ile baglanan
35,8-kDa biiyiikliigiindeki Annexin V proteininin olusturdugu kompleks gézlemine dayanir.
Nekrotik hiicrelerin spesifik Ozelliklerinden biri hiicre zari biitiinliigliniin kaybolmasidir.
Propidyum iyodiir (PI) hiicre zar1 biitlinliigii kaybolmus nekrotik hiicreleri tanimlamak i¢in

kullanilir. Ayrica, bu deney canli hiicrelerin (Annexin V-FITC negatif; Pl negatif), apoptotik
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hiicrelerin (Annexin V-FITC pozitif; Pl negatif) ve nekrotik / non-apoptotik hiicrelerin

(Annexin V-FITC negatif; Pl-pozitif) ayirt edilmesini de miimkiin kilar.

Kiiltiire edilen kanser hiicreleri tripsinizasyon islemiyle kaldirildiktan sonra falkon
tiiplerine aktarildi. 3 X 10° hiicre /mL konsantrasyonundaki hiicreler soguk hiicre boyama
tamponu ile iki kez yikandi ve daha sonra Annexin V baglama tamponu i¢inde hiicreler tekrar
stispanse edildi. 5 mL’lik bir test tiipline hiicre siispansiyonunun 100 pL’ si aktarildi ve
sirastyla 5 uL FITC Annexin V, 10 pL propidyum iyodiir soliisyonu eklendi. Hiicreler
yavasca vortekslenerek ve karanlikta oda sicakliginda (25°C) 15 dakika inkiibe edildi. Her
tiipe 400 pL. Annexin V baglama tamponu eklendi. Apoptotik ve nekrotik kanser hiicrelerinin
yiizde miktarlar1 488 nm’de uyarimla bir akis sitometre cihazi ile dlgiilecek ve degerler %

hiicre miktar1 cinsinden verildi.

Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin goriintiilenmesi

Apoptotik ve nekrotik kanser hiicrelerinin goriintiilenmesi, ticari olarak satilan PI ile
FITC Annexin V Apoptoz Saptama Kiti kullanilarak floresan mikroskobu yontemiyle kit
protokoliine gore belirlendi. Bu protokole gore; apoptotik ve nekrotik hiicre goriintiilerinin
elde edilmesi i¢in kanser hiicreleri Annexin V ile inkiibe edildikten sonra hiicreler yikandi ve
%2 formaldehit ile bir cam slayta sabitlendi. FITC ve rodamin gift filtre seti kullanarak bir

floresans mikroskopu altinda apoptotik ve nekrotik hiicrelerin morfolojik yapilart incelendi.

Kaspaz-3 enzim aktivitesindeki degisimin saptanmasi belirlenmesi

Kaspaz-3 enzim aktivitesindeki degisiklikler apoptozun tayininde kullanilan en énemli
belirteglerden birini olusturmaktadir. Bu yontemde DEVD-pNA, kaspaz-3 enzimi igin
isaretlenmis bir substrat olarak kullanilmakta ve enzim aktivitesi sonucu kromofor p-

nitroanilid (pNA)’ in 405 nm’deki absorbans degerine gore sonuglar elde edilmektedir.

O+ _OH 0 O~ _OH 0
| Caspase -3 |
H 0] & = H 0 H 0 OH HaoN
aspase
ko Ay > Yy AN A A Q
P H i H i H [ T NO,
: 0 A~ 0

o i 0
Ho_/ NO HO

| pNA
0 Ac-DEVD-pNA 0 Ac-DEVD = 405 nm)

( ‘max

Sekil 19. Kaspaz-3 enzim aktivitesi reaksiyonu (Kaci 2018).

Apoptotik hiicrelerde kaspaz-3’lin aktive olmasi veya aktivitesinin artmasi hiicresel

apoptozun i¢ yolak iizerinden tetiklendiginin gdstergesi olarak kabul edilir. Kanser
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hiicrelerinin  kaspaz-3 aktivitelerinin in vitro olarak belirlenmesi Kaspaz-3/CPP32

Kolorimetrik Analiz kiti kullanilarak {iretici firmanin tarifine gore yapildi.

Buna gore;

1.

10.

11.
12.

6 kuyucuklu platelere 1 x 10%2 mL /kuyu olacak sekilde ekim yapilmis ve
belirlenen konsantrasyonlarda ila¢ uygulamasi gergeklestirildi.

24 veya 48 saat sonunda, kuyucuklardaki hiicreler tripsin yardimiyla (500 pL) ile
kaldirildt ve 15 mL’ lik falkonlar igerisine toplandi. Hiicrelerin alindig
kuyucuklar, soguk 1 mL PBS ile yikand1 ve alinan hiicreler de 6nceki falkonlara
eklendi.

10 dk 1000 rpm’ de ve 15-17°C de santrifiij edildi.

Stipernatant dikkatli sekilde uzaklagtirilda.

Pellet iizerine 50 mL soguk “hiicre lizis tamponu” igerisinde c¢oziindiikten
sonra, steril epandorflara alinarak 10 dk buz tizerinde inkiibe edildi.

4 °C’ de 10,000 x g’de 1 dakika santrifiijlen yapildi.

Analiz icin siipernatant (sitosolik ekstrakt) taze bir tiipe aktarildi ve hizli bir
sekilde buza konuldu.

Siipernatant tizerine 100 pL hiicre lizis tamponu eklendi.

Her bir 6rnekten 50 pL alinarak 2 tekrar olacak sekilde 96 kuyucuklu platelere
aktarildi. Reaksiyon Tamponu (10 mM DTT igeren) eklendi.

5 uL 4 mM DEVD-pNA substrat1 (200 uM son konsantrasyon) eklenecek ve 37
°C'de 2 saat boyunca inkiibe edildi.

Ornekler bir mikrotitre plaka okuyucusu yardimryla 405 nm'de okutuldu.

Elde edilen sonuglar kontrol seviyesi ile karsilastirilarak CPP32 aktivitesindeki
artis belirlendi.

Annexin-V analizi ile apoptotik hiicre populasyonunun saptanmasi

Apoptozun belirlenmesinde kullanilan baska bir metod ise hiicre membrani icerisinde

bulunan fosfotidilserin (PS) lokasyonunun belirlenmesidir. Fosfotidilserin saglikli hiicrelerde

membranin i¢ kisminda bulunmakta, apoptotik hiicrelerde ise ekstraseliiler kisimda

bulunmaktadir. Bu durumun belirlenebilmesi i¢in ¢alismada “Annexin AS5-FITC Kit-

Apoptosis Detection Kit” kit protokolii izlenmistir. Kit protokoliine uygun olarak 6 kuyucuklu

platelere, her kuyucukta 1x10° saglikl1 fibroblast hiicreleri /2 mL olacak sekilde ekim yapild:

ve CVDK-8 analizi sonucu belirlenen konsantrasyonlarda (%50) kiiltiir filtratt ve ICso

degerinde protein Ornekleri hiicrelere uygulandi. 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, hiicreler

toplandi ve iki kez soguk PBS ile yikanarak 4°C’de 500 g’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant
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atilarak olusan pellet soguk “1X baglama tamponu” igerisinde ¢6zdiiriilmiis ve 100 pL hiicre
slispansiyonu i¢in, buz lizerinde cam FACS tiipleri igerisine transfer edildi ve her bir 6rnegin
tizerine 5 pL propidyum iyodiir (PI) ve 1 pL annexin A5-FITC eklendi. Tiip buz {izerinde 15
dk karanlikta inkiibe edildi ve son olarak 400 pL soguk “1X baglama tamponu” eklenerek,

sonuclar akis sitometri cihazinda analiz edildi.

istatistiksel Analizler

Tim Olgtimler GraphPad Prism 5.01 yazilimi ile istatistiksel analizler yapildi ve
karsilastirilabilir veri setleri degerlendirildi ve analizler, Student’s two-tailed t-test

kullanilarak yapildi. P <0.05 anlamli kabul edildi.

(p>0.05=ns (6nemsiz), p<0,05= *(6nemli), p<0,01=**(¢cok Onemli),
p<0,001=***(yiiksek derecede 6nemli)

Sentezlenen Amino Benzohidroksamik Asit Molekiillerinin Saghkh Fibroblast, A549 ve
Hela Kanser Hiicrelerinde TRXR1, GST ve GR Aktiviteleri Uzerine Etkilerinin
Belirlenmesi

Saglikli fibroblast, A549 ve HelLa kanser hiicreleri igin kullanilan komplet besiyeri Ham's F-
12K bazal medyum igerisinde %10 FBS ve %]l penisilin/streptomisin olacak sekilde
hazirlandi. Saglikli fibroblast, A549 ve Hela kanser hiicreleri igin komplet besiyeri DMEM
bazal medyum igerisinde %10 FBS, %1 L-Glutamin ve %1 penisilin/streptomisin olacak
sekilde hazirlandi. Fibroblast, A549 ve HelLa kanser hiicreleri komplet medium igerisinde
37°C’de %5 COz igeren inkiibatorde kiiltiire edilerek ¢ogaltildi. Her 2-3 giinde bir, hiicrelerin
besiyeri degistirildi. Hiicre yogunluguna ve deneysel amaca bagl olarak %70-80 konfluensiye
ulasmiglarsa 6-7 giinde bir hiicreler tripsin-EDTA (0.25%) yardimiyla kaldirilarak pasajlandi.
Hiicreler dondurma besiyeri komplet besiyeri igerisinde %5’lik DMSO) igerisinde
dondurularak -80°C’de saklandi. (Cheng et al. 2016; Cooper et al. 2016).

Protein Ekspresyon Analizi
Total proteinin homojenatinin hazirlanmasi

1. Hiicre kiiltiiriine uyumlu steril petri kaplarmin her birine 1x10° hiicre olacak
sekilde 10°ar mL komplet besiyeri igerisinde hazirlanan saglikli fibroblast, A549
ve Hela kanser hiicreleri ekildi. Yapigsmalar1 ve %60-70 konfluensiye ulagmalari
icin 37°C’de %5’lik CO2 ayarl inkiibatorde bekletildi.

2. Inkiibasyondan sonra besiyeri uzaklastirildi, petriler 2mL Dulbecco'nun fosfat

tamponlu salini (DPBS) ile yikand1 ve DPBS aspire edildi.
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3. Muamele grubu olarak, taze komplet besiyeri igerisinde ve daha 6nce belirlenen
ICso konsantrasyonlarinda hazirlanan 10 mL liken asitleri petri kaplarina eklendi.
37°C de %5’lik CO2 ayarli inkiibatorde zaman bagimli olarak (48 saat) inkiibe
edildi. Kontrol grubuna ise sadece komplet besiyeri ilave edildi. Her bir grup 3’er

tekerriir olacak sekilde hazirlandi.

4. Inkiibasyon sonrasinda besiyeri aspire edildi ve soguk DPBS tamponu ile ytkama
yapildi. Buz {izerine konulan her bir petri kabina 500 pL 1X lizis tampon eklendi.
Lizis tampon olarak 5.1 mM Fenilmetilsiilfonil Fliorid (PMSF) igeren
Radyoimmuno ¢okeltme tahlil tamponu (RIPA) kullanildi.

5. 5 dk buz lizerinde bekletildi ve kaziyicilar yardimiyla hiicreler petri kaplarindna
kazinarak 1,5 mL’lik ependorf tiiplerde toplandi. Vortekslenerek +4°C’de
sonikatorde kisa siireli par¢alama yapildi.

6. 14.000 g’de 10 dk +4°C’de santrifiijlendi ve silipernatant alinarak alikuatlara
ayrildt ve daha sonraki deneyler icin kullanilana dek -80°C’de saklandi
(Shankaranarayanan and Nigam 2003).

Tiyoredoksin Rediiktaz 1 (TRXR1) Aktivite Ol¢iimii

TRXR1 aktivitesi dl¢iiliirken 5,5-Di tiyo-bis-(2-nitrobenzoik Asit) (DTNB) yontemi
kullanildi, bu yontemde tiyoredoksin rediiktaz NADPH bagimli olarak DTNB’deki distilfit
baglarininin rediiksiyonunu katalizlemesi esas alinmaktadir (Holmgren 1977). Deneyde 100
mM potasyum fosfat pH 7°de 10 mM EDTA, 0,2 mM NADPH, 0,2 mg/mL sigir serum
albiimin, %1 etanol ve 5SmM DTNB karisima eklendi. 1000 pL’lik kiivetteki karisima enzim
(1-50 pL), 25°C’de eklendi ve 412 nm’de absorbans artisi belirlenerek ve spektrofotometre ile
kaydedildi. Kiivet spektrofotometreden ¢ikarilmadan her 60 saniyede bir aktivite dl¢limil
yapildi. Bu isleme 3 dakika boyunca devam edildi. Daha sonra Lambert-Beer denklemi
kullanilarak 1 dakikada harcanan DTNB miktar1 belirlendi. Aktivite dakikada DTNB
oksidasyonunun belirlenmesine dayanmaktadir. Hiicre 6zleri kiigiik degisikliklerle Holmgren
ve Bjornstedt tarafindan hazirlanan yonteme gore hazirlandi ve toplam TRXR1 aktivitesi

acisindan analiz edildi (Holmgren and Bjornstedt 1995).
Aktivite Ol¢iim Cozeltileri:

1. 100 mM KH2POg4 (pH: 7,0) /10 mM EDTA: 1,36 g KH2PO4 ve 0,374 g EDTA
tartilarak 90 mL saf suda ¢oziildii, pH 7’ye ayarlandi ve toplam hacim saf su ile

100 mL’ye tamamlandi.
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2. 2 mM NADPH ¢ozeltisi: NADPH dan 0,0083 g tartilarak bir miktar saf suda
¢oziildii, hacim saf su ile 5 mL’ye tamamlandi.

3. 0,2 mg/mL si1gir serum albiimin ¢dzeltisi: 1 mg sigir serum albiimin alinarak hacim
saf su ile 5 mL’ye tamamland.

4. 5 mM DTNB ¢ozeltisi: 0,00991g DTNB tartilarak tizerine %98’lik etanolden 5 mL

ilave edildi. Vortekslenerek iyice ¢oziinmesi saglandi.

Enzim Aktivitesinin Belirlenmesinde 412 nm’de absorbans artist her 60 saniyede bir 3

dakika boyunca 0lgiilecektir. Enzimin aktivitesi asagida verilen formiille hesaplanacaktir.

Enzim Aktivitesi (BU/mL)= =22 % T+ Sf«~

EU/mL
mg/mL

Spesifik Aktivite (mg/mL)=

EU/ml: 1 mL’deki enzim iinitesi

AOD: Bir dakikadaki absorbans degisimi

14,15: Ekstriksiyon katsayis1

Vr: Olgiimiin yapildig1 toplam kiivet hacmi

VEe: Olgiimiin yapildig: kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

SF: Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnek igin kullanilir).

Tablo 1. TRXR1 Aktivitesinin Belirlenmesindeki Kiivet Igerigi

Cozeltiler Numue tiipii (uL) Kontrol tiipii (uL)
100 mM potasyum fosfat / 200,0 200,0
10 mM EDTA tamponu
Sigir serum Albumin (0,2 mg/ml) 100,0 100,0
Enzim c¢ozeltisi 20,0 20,0
Saf su 480,0 580, 0
NADPH (0,2 Mm) 100,0 0
DTNB (5 mM) 100,0 100,0
Toplam hacim 1000 1000

Glutatyon S-Transferaz (GST) Aktivite Ol¢iimii

Tiimor hiicresine anti-kanser ajanin girmesiyle birlikte hiicre icinde GSH diizeyinde ve
GST enziminin ifadesinde artig olmaktadir. Hiicre igcinde GSH en fazla bulunan tiyol grubu
iceren bir tripeptiddir. Bu bilesik GST enziminin fizyolojik substrati olarak gorev

yapmaktadir (Meister and Anderson 1983).
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Aktivite Ol¢limiinde kullanilan ¢ozeltiler:

1. 0,1 M KH2POg4 (pH:6,5): 0,68 g KH2PO4 ve 0,014 g EDTA tartilarak 30 mL saf su
icerisinde ¢oziildii ve pH 6,5’a ayarlandi. Son hacim destile 50 mL olacak Gekilde

saf su tamamlandi.

2. 20 mM GSH Cozeltisi: 0,03 g indirgenmis glutatyon alinarak bir miktar saf suda

¢oziildii ve hacim destile su ile 5 mL’ye tamamlanda.

3. 25 mM CDNB Cozeltisi: 0,025 g 1-kloro 2,4 dinitrobenzen alinarak bir miktar
%95’1lik etanol c¢ozeltisi igerisinde ¢oziildi ve hacmi etanol ile 5 mL’ye

tamamlandi.

Glutatyon S-transferaz enzimi bir glutatyon molekiilii ile bir aromatik elektrofilin
konjugasyonunu katalizlemektedir. En ¢ok kullanilan aromatik elektrofil 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB)’dir. Bu substratin kullanilmasiyla olusan dinitrobenzen 5- glutatyon
(DNB-SG) iirlinii 340 nm’de maksimum absorbans gostermektedir (Meister and Anderson

1983).

Tablo 2. GST Aktivite Olgiimiinde Kullanilan Kiivet Icerigi

Cozeltiler Numue tiipii (uL) Kontrol tiipii (nL)
0,5 M Aktivite Tamponu 200 200
25 mM CDNB 20 20
20 mM GSH 50 50
Saf su 730 710
Enzim ¢ozeltisi - 20
Toplam hacim 1000 1000

Enzim ftnitesi hesaplanirken asagidaki formiil kullanildi.

EU/ml= 22 * 2 * SF
96 VE
EU/ml: 1 mL’deki enzim {initesi
AOD: Bir dakikadaki absorbans degisimi
9,6: 340 nm” de 1Mm DNB-SG’ nin ekstriksiyon katsayisi
Vr: Olgiimiin yapildig1 kiivetintoplam hacmi

VEe: Olgiimiin yapildig: kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

SF: Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnekler i¢in kullanilir).
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Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivite Ol¢iimii

GR aktivitesinin belirlenmesi iki temel esasa gore belirlenmektedir. Bu esaslardan
birincisi; reaksiyonda reaksiyona giren NADPH 340 nm’de maksimum absorbans
vermektedir. Reaksiyon ortamina katilan glutatyon rediiktaz enzimi NADPH’1n azalmasina
neden olmaktadir. Bu azalma spektrofotometrik olarak 340 nm’de takip edilmektedir
(Carlberg and Mannervik 1985).Yontemin ikincisi ise ayni reaksiyonda iiriin olarak ortaya
¢ikan GSH’1n 5,5’-ditiyobis-(2- nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyonu sonucu olusturdugu
bilesigin 412 nm’de verdigi absorbansin spektrofotometrik olarak takip edilmesidir. GR
enzimi GSH’ 1n zamanla artmasini saglamakta, olusan GSH da DTNB ile reaksiyona girerek
absorbans artisina sebep olmaktadir (Smit et al. 1988). GR enziminin aktivite Ol¢iim
yontemlerinden birincisi daha spesifik oldugu i¢in tercih edilmektedir. Yaptigimiz calismada
daha 6zgiil yontem olmasi bakimindan birinci yontemi esas aldik. Glutatyon rediiktaz enzim
aktivitesi FAD’li ve FAD’s1z olmak iizere iki degisik 6l¢iim yapilmaktadir. Bazen biri bazen
de her iki tirlii 6lciim yapilarak karsilagtirma yapilmaktadir. Calismamizda FAD’siz 6lglim

yapildi (Akkemik vd 2011).
Aktivite Ol¢iimiinde kullanilan ¢ozeltiler:

1. 0,1 M KHzPOs (pH:7,5): 0,68 g KH2PO4 tartilarak yaklastk 40 mL saf suda
¢oOziilmesi saglandi, Ph:7,5” e ayarlandi ve toplam hacim 50 mL’ ye tamamlandi.

2. 20 mM GSSG Cozeltisi: 61,88 mg okside glutatyon tartilarak bir miktar saf suda
¢oziildii ve toplam hacim 5 mL’ ye tamamlandi.

3. 2 mM NADPH Cozeltisi: 8,3 mg NADPH alinarak bir miktar saf suda ¢oziildii. Saf
suyla 5 mL’ye tamamlandi (Taser ve Cift¢i 2010).

Tablo 3. GR Aktivite Ol¢iimiinde Kullanilan Kiivet i¢erigi

Cozeltiler Numue tiipii (uL) Kontrol tiipii (uL)
50 mM Tris/HCI, 1ImM EDTA 200 200
25 mM CDNB 20 20
20 mM GSSG 50 50
2 mM NADPH 50 50
Saf su 730 710
Enzim cozeltisi - 20
Toplam hacim 1000 1000

Enzim tnitesi hesaplanirken asagidaki formiil kullanildu:
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AOD , VT
622 VE

EU/ml= Sk

Bu formiilde yer alan simgeler asagida agiklandi;

EU/ml: 1 mL’deki enzim iinitesi

AOD: Bir dakikadaki absorbans degisimi

6,22: 1 mM NADPH’1n olusturdugu absorbans degeri (ekstinsiyon katsayis1)
VT: Olgiimiin yapildig1 toplam kiivet hacmi

VE: Olgiimiin yapildig: kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

SF: Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnek icin kullanilir)
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ARASTIRMA BULGULARI

Spektrumlar
'H-NMR ve 1*C-NMR spektrumlari
'H-NMR Bruker 400 MHz spektrometre
'H-NMR Varian 400 MHz spektrometre
13C-NMR Bruker 100 MHz Spektrometre

13C-NMR Varian 100 MHz Spektrometre

Kiitle spektrumu

Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS

Hidroksamik Asitlerin Sentezi
Genel prosediir

Hedeflenen benzohidroksamik asit tiirevlerinin sentezi icin ilgili metil benzoat tiirevi
metanol igerisinde ¢oOziilerek tlizerine su igerisinde hazirlanan NaOH (4 ekiv.) ve
hidroksilamin hidrokloriir (2 ekiv.) ¢ozeltisi yavas yavas ilave edildi. Oda sicakliginda
karistirtlan reaksiyon TLC ile takip edilerek reaksiyon tamamlandiginda 2M HCl ile pH 5,5’e
ayarlandi1 ve ¢oziicii diisiik basingta uzaklastirildi. Elde edilen ham {iriin metanolde tekrar
coziilerek slizge¢ kagidi yardimiyla kat1 kisim uzaklastirildi ve metanolde ¢oziinmiis kisim
kristallendirilerek saflastirildi. Elde edilen benzo hidroksamik asit tiirevlerinin IH-NMR, B C
NMR ve HRMS (Yiiksek Coziniirlikli Kitle Spektrometresi) gibi spektroskopik
yontemlerle yapilart aydinlatildi. NMR (400 MHz) analizleri kimya bolimiimiizden alinarak
ve molekiillerin kiitle analizi ile dogrulufunun tespiti icin ise Universitemiz biinyesinde
bulunan Dogu Anadolu Arastirma Merkezi laboratuarinda bulunan Q-TOF LC/MS cihazindan

yararlanildi (daytam.atauni.edu.tr/cihaz/mini-protean-tetra-cell).
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4-Amino-2-Metoksi Benzohidroksamik Asit (a)

0]

OH

Irz

H,N OCH,

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 10.11 (s, 1H), 8.80 (s, 1H), 7.49 (d, J = 8.2 Hz,
1H), 6.18 (s, 1H), 6.17 -6.14 (m, 2H), 5.69 (s, 2H), 3.75 (s, 3H);*C NMR (101 MHz, DMSO)
5 164.5, 159.1, 153.8, 132.6, 108.3, 106.7, 96.5, 55.8; Q-TOF (m/z) [M+H]+ : CgH1oN203 igin
hesaplanan: 182,0691, bulunan: 182,0702.

4-Amino-3-Metil Benzohidroksamik Asit (b)

(0]

OH

Iz

HoN

CHs

'H NMR (400 MHz, DMSO0-d6) § 10.71 (s, 1H), 8.64 (s, 1H), 7.37 (s, 1H), 7.33 (dd, J

= 8.3, 2.0 Hz, 1H), 6.54 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 5.35 (s, 2H), 2.03 (s, 3H); *C NMR (100 MHz,

DMSO) 6 165.8, 150.3, 129.8, 126.5, 120.5, 120.1, 113.3, 18.1; Q-TOF (m/z) [M+H]+ :
CsH10N202 i¢in hesaplanan: 166,0742, bulunan: 166,0754.

3-Amino-5-Metil Benzohidroksamik Asit ()

O

HsC OH

Iz

NH,

'H NMR (400 MHz, DMS0-d6) & 10.63 (s, 1H), 8.91 (s, 1H), 6.84 (d, J = 8.0 Hz,
1H), 6.49 (dd, J = 8.0, 2.3 Hz, 1H), 6.47 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 4.98 (s, 2H), 2.10 (s, 3H); °C
NMR (100 MHz, DMSO-d6) 6 167.5, 146.8, 135.7, 131.5, 122.5, 115.6, 113.7, 18.9. Q-TOF
(m/z) [M+H]+ : CgH10N20: i¢in hesaplanan: 166,0742, bulunan: 166,0755.
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Saghikh Fibroblast, A549 ve Hela Kanser Hiicre Canlihi@inin WST-8 Testi ile Analizi

Amino  benzohidroksamik asit yapisinda sentezlenen  (4-amino-2-metoksi
benzohidroksamik asit (a), 4-amino-3-metil benzohidroksamik asit (b), 3-amino-5-metil
benzohidroksamik asit (c)) molekiiller saglikli fibroblast, A549 ve HelLa kanser hiicreleri
tizerine antikanser potansiyel etkileri arastirildi. WST-8 testinde 48 saatlik 2,5 mM, 1,25 mM,
0,625 mM, 0,3125 mM, 0,156 mM, 0,078 mM konsantrasyon degerleri i¢in hiicre canlilig

etkileri arastirildi ve sonuglar verildi. Uygulama her bir molekiil igin ayr1 ayr1 gergeklestirildi.

2 5m Fibroblast, 48 saat

2.0+
1.5+

1.0+

% Canhhk

O\ o DA o
L

4_00
4—-Amino-2-Metoksi Benzohidroksamik asit (a)

o) o) o) ()
% Q0% Vv N
N G R v

Sekil 20. 4-Amino-2-metoksi benzohidroksamik asit (a) molekiiliiniin konsantrasyonuna
bagli saglikli fibroblast hiicre hattinda 48 saatlik WST-8 sonuglari
(p>0.05=ns (6nemsiz), p<0,05= *(6nemli), p<0,01=**(¢ok dnemli), p<0,001=***(yiiksek derecede 6nemli)
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Ab49, 48 saat
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4—-Amino-2-Metoksi Benzohidroksamik asit (a)

Sekil 21. 4-Amino-2-metoksi benzohidroksamik asit (a) molekiiliiniin konsantrasyonuna

bagli A549 kanser hiicre hattinda 48 saatlik WST-8 sonuglari
(p>0.05=ns (6nemsiz), p<0,05= *(6nemli), p<0,01=**(¢ok dnemli), p<0,001=***(yiiksek derecede 6nemli)

159 HelLa, 48 saat

1.0=

% Canhhk

0.5+

0.0=

Q

& e ©
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+ N QY 5 QS M
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4—Amino-2-Metoksi Benzohidroksamik asit (a)

Sekil 22. 4-Amino-2-metoksi benzohidroksamik asit (a) molekiiliiniin konsantrasyonuna

bagli HeLa kanser hiicre hattinda 48 saatlik WST-8 sonuglari
(p>0.05=ns (6nemsiz), p<0,05= *(6nemli), p<0,01=**(¢ok dnemli), p<0,001=***(yiiksek derecede dnemli)
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Saglikli fibroblast, A549 ve HelLa kanser hiicrelerine uygulanan 4-amino-2-metoksi
benzohidroksamik asit (a) doz konsantrasyonlar1 arttik¢a hiicrelerin canlilik oranlarinin doza
bagimli bir sekilde azaldig1 gézlemlendi. Saglikli fibroblast hiicrelerine uygulanan 4-amino-2-
metoksi benzohidroksamik asit (a) molekiiliiniin canlilik oranlari sirasiyla %100, %93,06,
%89,94, %68,75, %44,52, %27,02, %22,79 olarak tespit edildi. 4-Amino-2-metoksi
benzohidroksamik asit” in ICso degeri 0,55 mM doz olarak belirlendi. Bu nedenle sonraki

calismalar 1Csg degerleri kullanilarak gerceklestirildi.

A549 Kkanser hiicrelerine uygulanan 4-amino-2-metoksi benzohidroksamik asit (a)
molekiiliiniin canlilik oranlar1 sirastyla %100, %100, %99,45, %94,12, %89,53, %75,61,
%18,36 olarak tespit edildi. 4-amino-2-metoksi benzohidroksamik asit (a)’ nin ICso degeri

hiicre 6liimiine yol agan 1,8 mM olarak belirlendi.

HelLa kanser hiicrelerine uygulanan 4-amino-2-metoksi benzohidroksamik asit (a)
molekiiliinlin canlilik oranlart sirasiyla %100, %94,20, %96,33, %81,83, %81,79, %65,61,
%45,27 olarak tespit edildi. 4-amino-2-metoksi benzohidroksamik asit (a)’ in 1Cso degeri

hiicre 6liimiine yol agan 2,2 mM olarak belirlendi.

2 (Qm Fibroblast, 48 saat

1.5+ ns NS

% Canhhk

4-Amino-3-Metil Benzohidroksamik asit (b)

Sekil 23. 4-Amino-3-metil benzohidroksamik asit (b) molekiiliiniin konsantrasyonuna bagl
saglikli fibroblast hiicre hattinda 48 saatlik WST-8 sonuglari
(p>0.05=ns (6nemsiz), p<0,05= *(6nemli), p<0,01=**(cok dnemli), p<0,001=***(yiiksek derecede dnemli)
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Ab49, 48 saat
2.5m=

ns
2.0 ns ns

% Canhhk

4-Amino-3-Metil Benzohidroksamik asit (b)

Sekil 24. 4-Amino-3-metil benzohidroksamik asit (b) molekiiliiniin konsantrasyonuna bagli

A549 kanser hiicre hattinda 48 saatlik WST-8 sonuglari
(p>0.05=ns (6nemsiz), p<0,05= *(6nemli), p<0,01=**(¢ok dnemli), p<0,001=***(yiiksek derecede 6nemli)

1.0m Hel a, 48 saat

ns ns

0.8=

0.6=

% Canhhk

4-Amino-3-Metil Benzohidroksamik asit (b)

Sekil 25. 4-Amino-3-metil benzohidroksamik asit (b) molekiiliiniin konsantrasyonuna bagl

HelLa kanser hiicre hattinda 48 saatlik WST-8 sonuglar1
(p>0.05=ns (6nemsiz), p<0,05= *(6nemli), p<0,01=**(cok dnemli), p<0,001=***(yiiksek derecede 6nemli)
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Saglikli fibroblast hiicrelerine uygulanan 4-amino-3-metil benzohidroksamik asit (b)
molekiiliiniin canlilik oranlart sirasiyla %100, %95,28, %92,84, %72,79, %85,60, %27,85,
%14,27 olarak tespit edildi. 4-Amino-3-metil benzohidroksamik asit’ in I1Csp degeri 1,01 mM

olarak belirlendi. Bu nedenle sonraki ¢alismalar ICsg degerleri kullanilarak gerceklestirildi.

A549 kanser hiicrelerine uygulanan 4-amino-3-metil benzohidroksamik asit (b)
molekiiliiniin canlilik oranlar sirasityla %100, %100, %95,63, %105,35, %83,78, %32,61,
%17,89 olarak tespit edildi. 4-Amino-3-metil benzohidroksamik asit (b)’ in 1Cso degeri 1,03

mM olarak belirlendi.

HelLa kanser hiicrelerine uygulanan 4-amino-3-metil benzohidroksamik asit (b) doz
konsantrasyonlari arttik¢a hiicrelerin canlilik oranlarinin doza bagimli bir sekilde azaldigi
gozlemlendi. HeLa kanser hiicrelerine uygulanan 4-amino-3-metil benzohidroksamik asit (b)
molekiiliinlin canlilik oranlar1 sirasiyla %100,% 101,26, %107,09, %64,72, %44,74, %38,80,
%23,32 olarak tespit edildi. 4-Amino-3-metil benzohidroksamik asit (b)’ in ICso degeri 0,54
mM olarak belirlendi.

Amino  benzohidroksamik  asit  yapisinda  sentezlenen  3-amino-5-metil
benzohidroksamik asit (¢) molekiiliiniin saglikli fibroblast, A549 ve HelLa kanser hiicreleri
tizerine antikanser potansiyel etkileri arastirildi. WST-8 testinde 48 saatlik 2,5 mM, 1,25 mM,
0,625 mM, 0,3125 mM, 0,156 mM, 0,078 mM, 0,039 mM, 0,0195 mM ve 0,00975 mM
konsantrasyon degerleri i¢in hiicre canlilig etkileri arastirildi ve sonuglar verildi. Uygulama

her bir molekiil i¢in ayr1 ayr1 gergeklestirildi.
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Fibroblast, 48 saat
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3-Amino-5-Metil Benzohidroksamik asit (c)

Sekil 26. 3-Amino-5-metil benzohidroksamik asit (c) molekiiliiniin konsantrasyonuna bagl

saglikl1 fibroblast hiicre hattinda 48 saatlik WST-8 sonuglar1
(p>0.05=ns (6nemsiz), p<0,05= *(6nemli), p<0,01=**(¢ok dnemli), p<0,001=***(yiiksek derecede 6nemli)

Ab549, 48 saat
2.5m

ns
2.0=

ns
ns ns ns

1.5= ns

*k*

*kkk
*kk*k

% Canlilik

3-Amino-5-Metil Benzohidroksamik asit (c)

Sekil 27. 3-Amino-5-metil benzohidroksamik asit (c) molekiiliiniin konsantrasyonuna bagl

A549 kanser hiicre hattinda 48 saatlik WST-8 sonuglari
(p>0.05=ns (6nemsiz), p<0,05= *(6nemli), p<0,01=**(cok dnemli), p<0,001=***(yiiksek derecede dnemli)
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1.5m= Hela, 48 saat
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3-Amino-5-Metil Benzohidroksamik asit (c)

Sekil 28. 3-Amino-5-metil benzohidroksamik asit (¢) molekiliiniin konsantrasyonuna bagli

HelLa kanser hiicre hattinda 48 saatlik WST-8 sonuglari
(p>0.05=ns (6nemsiz), p<0,05= *(6nemli), p<0,01=**(¢ok dnemli), p<0,001=***(yiiksek derecede onemli)

Saglikli fibroblast hiicrelerine uygulanan 3-amino-5-metil benzohidroksamik asit (c)’
nin hiicre canlilik oranlari sirasiyla %100, %92,80, %,104,0, %90,58, %95,29, %90,08,
%86,07, %77,40, %56,93, %49,80 olarak tespit edildi. 3-Amino-5-metil benzohidroksamik
asit (¢) molekiili i¢in 1Cso degeri 2,46 mM doz konsantrasyon deger olarak belirlendi. Bu

nedenle sonraki ¢alismalar ICsp degerleri kullanilarak gerceklestirildi.

A549 ve Hela kanser hiicrelerine uygulanan 3-amino-5-metil benzohidroksamik asit
(c) doz konsantrasyonlar1 arttik¢a hiicrelerin canlilik oranlarimin doza bagiml bir sekilde
azaldig1 gozlemlendi. Buna gore kontrol grubu ve artan konsantrasyonlardaki 3-amino-5-metil
benzohidroksamik asit gruplarinda A549 kanser hiicre hattinda hiicre canlilik oranlari sirasiyla
%100, %93,25, %92,66, %73,47, %88,86, %82,85, %80,21, %52,51, %42,96, %39,48 olarak
tespit edildi. 3-Amino-5-metil benzohidroksamik asit (¢)’ nin 1Cso degeri 0,78 mM olarak
belirlendi. HeLa kanser hiicre hatinda ise hiicre canlilik oranlar1 sirasiyla %100, %89,36,
%82,48, %73,31, % 77,32, %59,50, %45,01, %41,41, %41,85, %41,81 olarak tespit edildi. 3-

Amino-5-metil benzohidroksamik asit (¢)’ nin 1Csp degeri 0,25 mM olarak belirlendi.

Kaspaz-3 Enzim Aktivitesindeki Degisimin Saptanmasi

Sentezlenen amino benzohidroksamik asit yapisindaki molekiillerin saglikli fibroblast,
A549 ve Hela kanser hiicreleri tizerindeki apoptotik etkilerini degerlendirmek i¢in, kaspaz-3

enzim aktivisindeki degisiklikler nemli bir belirteg olarak kullanilmaktadir.
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Benzohidroksamik asit tiirevleri saglikli fibroblast, A549 ve HelLa kanser hiicreleri

tizerine uygulandi ve kontrol grubu olarak ise herhangi bir uygulama yapilmamis hiicreler

kullanilarak, 48 saat siireyle 37°C’de inkiibe edildi.

Fibroblast

120
100
80
60
40
20

Caspase-3 Enzim Aktivitesi

ila¢ Konsantrasyonu (ug/mL, ICs0)

Sekil 29. 3-Amino-5-metil benzohidroksamik asit (c), 4-Amino-3-metil benzohidroksamik
asit (b)’ nin saglikli fibroblast hiicrelerinde Kaspaz-3 enzim aktivitesi iizerine etkisi

A549
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Caspase-3 Enzim Aktivitesi

Ila¢ Konsantrasyonu (ug/mL, 1Cs0)

Sekil 30. 3-Amino-5-metil benzohidroksamik asit (¢)’ nin A549 kanser hiicrelerinde Kaspaz-3
enzim aktivitesi lizerine etkisi
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HelLa
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Sekil 31. 4-Amino-3-metil benzohidroksamik asit (b) ve 3-Amino-5-metil benzohidroksamik
asit (¢)’ nin HeLa kanser hiicrelerinde Kaspaz-3 enzim aktivitesi iizerine etkisi

3-Amino-5-metil benzohidroksamik asit (c) molekiiliiniin saglikli fibroblast, A549 ve
HelLa kanser hiicrelerine uygulandi ve sonuglar kontrol grubu ile kiyaslandiginda kaspaz-3
enzim aktivitesi sirasiyla % 20, %18 ve %5 oraninda azaldig tespit edildi. Tim ornekler ii¢

tekrar calisildi.

4-Amino-3-metil benzohidroksamik asit (b) molekiiliiniin saglikli fibroblast ve HeLa
kanser hiicrelerine uygulandi ve sonuglar kontrol grubu ile kiyaslandiginda kaspaz-3 enzim
aktivitesi sirastyla %27 ve %6 oraninda azaldig: tespit edildi. Tiim 6rnekler {ig tekrar ¢aligildi
ve bu goézlemler neticesinde kaspaz-3 de gozlenen azalma hiicrelerin apoptozdan ziyade

nekroza yonlendirme egilimi sergiledigi tespit edildi.

Annexin-V Testiyle Apoptotik Hiicre Popiilasyonu

Sentezlenen amino benzohidroksamik asit yapisindaki molekiillerin saglikli fibroblast,
A549 ve HelLa kanser hiicrelerini iizerinde hangi yolagi kullanarak oliime gotiirdiigii ise
Annexin-V analizi ile akis sitometri cihaz1 kullanilarak belirlendi. Sentezlenen bu molekiiller
(ICs0) saglikli fibroblast hiicre hattina uygulandi, ardindan apoptotik ve nekrotik hiicre

popiilasyonlar1 belirlendi.

Bu deney i¢in yalnizca %50’lik doz tercih edildi. Cilinkii %100°liikk uygulanan doz
sonucunda yeterli hiicre sayisina ulasilamamistir. Kontrol grubu olarak, dnceki deneylerde
oldugu gibi, herhangi bir uygulama yapilmamais olan hiicreler (hiicre + besiyeri) kullanildi ve

tiim ornekler ti¢ tekrar caligildi.

Amino benzohidroksamik asit yapisindaki molekiillerin saglikli fibroblast, A549 ve
HeLa kanser hiicrelerine uygulanmasi sonucu apoptotik ve nekrotik hiicre popiilasyonlarinda

meydana gelen degisiklikler belirlendi. Analiz sonug¢larindan hiicre hatlarina uygulanan
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orneklerin kanser hiicrelerini apoptozdan ziyade nekroza yonlendirme egilimi sergilemekte

oldugu belirlendi.
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Sekil 32. (A) 4-Amino-3-metil benzohidroksamik asit (b) ve 3-amino-5-metil

benzohidroksamik asit (¢)’ nin % apoptotik ve nekrotik hiicre populasyonu iizerine etkisi (B)-

(C) Akis sitometri goriintiileri
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Sekil 33. (A) 3-Amino-5-metil benzohidroksamik asit (c)’ nin % apoptotik ve nekrotik hiicre

populasyonu iizerine etkisi (B) Akig sitometri gérintiisii
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Sekil 34. (A) 4-Amino-3-metil benzohidroksamik asit (b) ve 3-amino-5-metil
benzohidroksamik asit (c)’ nin % apoptotik ve nekrotik hiicre populasyonu iizerine etkisi (B)-
(C) Akus sitometri goriintiileri
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Saglikli fibroblast hiicreleri {izerine ilk olarak uygulama yapilmadiginda kontrol
%87,16 iken apoptoz ve nekroz hiicre popiilasyonlart sirasiyla %8,9 ve %3,93 olarak
belirlendi. 3-Amino-5-metil benzohidroksamik asit (c) molekiilii uygulandiginda, kontrol %
87,93 iken apoptoz ve nekroz hiicre popiilasyonlari sirasiyla %8,87 ve %3,34 olarak bulundu.
4-Amino-3-metil benzohidroksamik asit (b) uygulandiginda, kontrol %95,96 iken apoptoz ve
nekroz hiicre popiilasyonlari sirastyla; %2,25 ve %1,46 olarak tespit edildi.

A549 kanser hiicreleri tizerine ilk olarak uygulama yapilmadiginda kontrol %96 iken
apoptoz ve nekroz hiicre popiilasyonlar sirasiyla; %2,59 ve %1,4 tespit edildi. Fakat A549
kanser hiicreleri tizerine 3-Amino-5-metil benzohidroksamik asit (¢) uygulandiginda ise
kontrol %81,25 iken apoptoz ve nekroz hiicre popiilasyonlar1 sirasiyla %12,44 ve %6,25
olarak bulundu.

HelLa kanser hiicreleri iizerine ilk olarak uygulama yapilmadiginda kontrol %90,38
iken nekrotik hiicre popilasyonu %9,62 olarak bulundu. 3-Amino-5-metil benzohidroksamik
asit (c¢) molekiiliiniin HelLa kanser hiicreleri iizerine uygulandiginda, kontrol %86,59 iken
nekrotik hiicre popiilasyonlar1 %13,41 olarak bulundu. 4-Amino-3-metil benzohidroksamik
asit (b) molekiiliniin HelLa kanser hiicreleri lizerine uygulandiginda, kontrol %73,18 iken
nekrotik hiicre popiilasyonlar1 %26,82 olarak bulundu. HelLa kanser hiicreleri tizerine yapilan
kaspaz 3 sonuglarindan 4-Amino-3-metil benzohidroksamik asit (b) ve 3-Amino-5-metil
benzohidroksamik asit (c) molekiillerinin agirlikli olarak nekroz 6liim oldugundan apoptoz

testi yapilmadi.

Sentezlenen Amino Benzohidroksamik Asit molekiillerinin Saghkh Fibroblast, A549 ve
HelLa kanser hiicrelerinde TRXR1 Aktivitesi Uzerine Etkisinin Incelendigi Calismanin
Sonuglari

4-Amino-2-metoksi benzohidroksamik asit (a), 4-amino-3-metil benzohidroksamik asit (b) ve
3-amino-5-metil benzohidroksamik asit (c) molekiillerinin TRXR1 aktivitesi {izerine etkilerini
incelemek amaciyla hazirlanan saglikli fibroblast, A549 ve HelLa kanser hiicre lizatlarinda
enzim aktiviteleri Ol¢iildii. GraphPad Prism 7 programi kullanilarak sonuclarin istatistik
hesaplamalar1 t-test analizi ile degerlendirildi, sonuglar kontrol gruplariyla kiyaslandi ve
degisiklikler anlamlandirildi. (p>0.05=ns (6nemsiz), p<0,05= *(6nemli), p<0,01=**(cok
onemli), p<0,001=***(yiiksek derecede 6nemli)
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Sekil 35. Amino benzohidroksamik asit tiirevlerinin TRXR1 aktivitesi iizerine etkileri
(p>0.05=ns (6nemsiz), p<0,05= *(6nemli), p<0,01=**(¢ok dnemli), p<0,001=***(yiiksek derecede 6nemli)
4-Amino-2-metoksi benzohidroksamik asit (a), 4-amino-3-metil benzohidroksamik asit (b), 3-amino-5-metil
benzohidroksamik asit (c)
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Saglikli  fibroblast hiicresinde 4-amino-2-metoksi benzohidroksamik asit (a)
molekiiliiniin TRXR1 aktivitesinde 6nemli bir degisiklige neden olmadig: goriildii. 4-amino-
3-metil benzohidroksamik asit (b)’nin enzim aktivitesini yiiksek derecede Onemli Olgiide
(p<0,01) inhibe ettigi ve 3-amino-5-metil benzohidroksamik asit (¢)’nin ise ¢ok 6nemli 6l¢iide

(p<0,001) inhibisyona neden oldugu tespit edildi.

A549 kanser hiicrelerinde her ii¢ molekiiliinde enzim aktivitesinde azalmaya neden
oldugu tespit edildi. 4-amino-2-metoksi benzohidroksamik asit (a) ve 4-amino-3-metil
benzohidroksamik asit (b) nin enzim aktivitesini ¢ok 6nemli dl¢iide (p<0,01) inhibe ettigi, 3-
amino-5-metil benzohidroksamik asit (¢)’nin ise yiiksek derecede onemli Slgiide (p<0,001)
inhibe ettigi goriildi.

HelLa kanser hiicrelerinde her ii¢ molekiiliin de yiiksek derecede onemli Olgilide

(p<0,001) enzimi inhibe ettigi goriildii.
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Sentezlenen Amino Benzohidroksamik Asit mplekiillerinin Sagll.kll Fibroblast, A549 ve
HeLa Kanser Hiicrelerinde GST Aktivitesi Uzerine Etkisinin Incelendigi Calismanin
Sonuclari
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Sekil 36. Amino benzohidroksamik asit tiirevlerinin GST aktivitesi tizerine etkileri

(p>0.05=ns (6nemsiz), p<0,05= *(6nemli), p<0,01=**(cok dnemli), p<0,001=***(yiiksek derecede dnemli)
4-Amino-2-metoksi benzohidroksamik asit (a), 4-amino-3-metil benzohidroksamik asit (b), 3-amino-5-metil
benzohidroksamik asit (c)
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Maddelerin detoksifikasyon reaksiyonlarinda gorevli olan GST aktivitesi ilizerine
etkileri incelendiginde saglikli fibroblast hiicrelerinde 4-amino-2-metoksi benzohidroksamik
asit (a) ve 4-amino-3-metil benzohidroksamik asit (b)’nin enzim aktivitesini yiiksek derecede
onemli 6l¢iide (p<0,001) inhibe ettigi goriildii. 3-amino-5-metil benzohidroksamik asit (¢)’nin

ise dnemli dl¢iide (p<0,01) inhibisyona neden oldugu tespit edildi.

A549 kanser hiicrelerinde 4-amino-2-metoksi benzohidroksamik asit (a) ve 4-amino-3-
metil benzohidroksamik asit (b)’ in enzim aktivitesini etkilemedigi 3-amino-5-metil

benzohidroksamik asit (¢)’nin 6nemli 6l¢lide (p<0,01) inhibisyona neden oldugu bulundu.

HelLa kanser hiicresinde de 4-amino-3-metil benzohidroksamik asit (b) ve 3-amino-5-
metil benzohidroksamik asit (c¢)’nin GST aktivitesi lizerine etkisi olmazken 4-amino-2-

metoksi benzohidroksamik asit (a) 6nemli dl¢iide (p<0,01) inhibisyona neden olmustur.
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Sentezlenen Amino Benzohidroksamik Asit molekiillerinin Saghkh Fibroblast, A549 ve
HeLa Kanser Hiicrelerinde GR Aktivitesi Uzerine Etkisinin Incelendigi Cahsmanin

Sonuclarn
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Sekil 37. Amino benzohidroksamik asit tiirevlerinin GR aktivitesi tizerine etkileri
(p>0.05=ns (6nemsiz), p<0,05= *(6nemli), p<0,01=**(¢ok dnemli), p<0,001=***(yiiksek derecede 6nemli)
4-Amino-2-metoksi benzohidroksamik asit (a), 4-amino-3-metil benzohidroksamik asit (b), 3-amino-5-metil

benzohidroksamik asit (c)
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Maddelerin rediikte glutatyonun geri kazanimi reaksiyonunu katalizyelen GR
aktivitesi iizerine etkileri de incelendi. Saglikli fibroblast hiicrelerinde ve A549 kanser
hiicrelerinde her ii¢ molekiiliin de enzim aktivitesini kontorle kiyasla ¢ok onemli Olciide

azalttig1 tespit edildi.

HeLa kanser hiicrelerinde 4-amino-2-metoksi benzohidroksamik asit (a) ve 3-amino-5-
metil benzohidroksamik asit (¢)’nin yiliksek derecede dnemli Olglide (p<<0,001) inhibisyona
sebep olurken, 4-amino-3-metil benzohidroksamik asit (b)’nin ise enzim aktivitesi

etkilemedigi goriildii.
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SONUCLAR

Kanser tedavisi i¢in literatiir arastirmalarinda HDAC inhibit6rii olan hidroksamik asit
tirevlerinin kanserin belirleyici 6zelliklerinden biri olabilecegi gosterilmektedir. Bu yiizden
hidroksamik asit tiirevlerinin kanserle miicadelede ¢ok fazla etkili olmasi nedeniyle bilimsel

calismalar iizerinde en ¢ok arastirilan konulardan biri olmustur.

HDAC inhibitorlerinin hazirlanmasina  yonelik  polimer destekli  reaktiflerin
kullanildigr tam otomatik ¢ok basamakli bir ¢ozelti faz sentezi usulii, bu alanda tibbi ve
birlestirici kimya gruplarimin ¢ikisini daha da hizlandirma potansiyeline sahip olabilir
(Minucci 2006).

Hidroksamik asit yan zincirinin uzunlugu HDAC inhibisyonu i¢in dnemlidir. Optimal

karbon zinciri uzunlugu (n = 5 veya 6) yapisindadir (Cai et al. 2010).

Bu amagla calisma kapsaminda HDAC inhibitorii yapisinda 3 farkli yeni amino
hidroksamik asit molekiiliiniin sentezi yapildi ve Kkarakterizasyon sonuglarindan sentezin
dogrulugunun basarili bir sekilde gergeklestirildigi belirlendi. Daha sonra sentezlenen bu yeni
amino benzohidroksamik asit tiirevlerinin epitel kaynakli insan saglikli fibroblast A549 ve
HeLa kanser hiicreleri iizerine en etkili olduklar1 sitotoksik doz konsantrasyon (ICso) degerleri
WST-8 sitotoksisite testi kullanilarak belirlendi. 4-Amino-2-metoksi benzohidroksamik asit
(@) molekiiliiniin saglikli fibroblast, A549 ve HelLa kanser hiicreleri ig¢in 1Cso degerleri
sirasiyla; 0,55 mM, 1,8 mM ve 2,2 mM olarak belirlendi. 4-Amino-3-metil benzohidroksamik
asit (b) molekiiliiniin saglikli fibroblast, A549 ve HelLa kanser hiicreleri igin ICso degerleri
sirastyla; 1,01 mM, 1,03 mM ve 054 mM olarak belirlendi. 3-Amino-5-metil
benzohidroksamik asit (c) molekiiliiniin saglikli fibroblast, A549 ve HelLa kanser hiicre hatlari

igin ICso degerleri sirasiyla; 2,46 mM, 0,78 mM ve 0,25 mM olarak belirlendi.

Sitotoksik doz konsantrasyonu belirlendikten sonra kaspaz-3 calismalart yapildi.
Kaspaz 3 deki enzim aktivitesdeki azalma molekiillerin kanser hiicrelerini apoptozdan ziyade
nekroza yonlendirme egilimi sergiledigi tespit edildi. Yapilan ¢alismada 4-Amino-2-metoksi
benzohidroksamik asit (a), 4-Amino-3-metil benzohidroksamik asit (b) ve 3-Amino-5-metil
benzohidroksamik asit (¢) molekiiliiniin hepsinde kaspaz-3 enzim aktivitesi kontrole kiyasla
azaldi. Bunu komfirme etmek icin Annexin V testi ile 6lgiim yapildi. Bu testin sonucunda

hem apoptozdan ziyade nekroz Olim yolagina gittigi gozlemlendi. Yapilan c¢aligmada

79



kullanilan bu bilesiklerin kontrole gore saglikli hiicrelerde zarar vermek yerine saglikli

hiicrelerin yasanabilirligini arttirmistir. Yani sadece kanserli hiicrelere etki ettigi gozlemlendi.

Benzer bir ¢alismada bir HDAC inhibitorii olarak bilinen SAHA molekiiliiniin HelLa
kanser hiicreleri lizerindeki biiylimeyi inhibe edici etkileri degerlendirilmistir. SAHA' ya 24,
48 ve 72 saat siireyle maruz kaldiktan sonra HelLa kanser hiicrelerinin biiyiimesi, sirasiyla 24,
48 ve 72 saatte ~ 10, 3 ve 1 uM'lik bir I1Csp ile doza ve zamana bagl olarak azaldig: ve kaspaz

bagimli apoptoz yoluyla HelLa kanser hiicresinin biiyiimesini inhibe ettigi bildirilmistir (You
and Park 2014).

Yeni bir ikinci nesil HDAC inhibitorii olan Kuisinostatin (JNJ-26481585), NSCLC
hiicresi lizerinde etkili terapotik aktivitesiyle ilgili altta yatan molekiiller mekanizmalari
arastirilmig olup A549 kanser hiicrelerinin canliliginin, 24 saatlik zaman noktasinda 100
nM'nin altindaki doz konsantrasyonunun 6nemli 6l¢lide degismedigini, Kuisinostatin, A549
kanser hiicre proliferasyonunu doza ve zamana baglh sekillerde 6nemli dl¢iide inhibe ettigini

ve mitokondri aracili hiicre apoptozunu indiikledigi belirlenmistir (Zhang et al. 2015).

HDAC enzimleri olarak klasik HDAC'lerin transkripsiyonu ve kromatin durumunu
kontrol etmesinin yan1 sira, bu proteinlerin, farkli islevlere sahip yiizlerce proteini deasetile
etme kabiliyetleri sayesinde, pek ¢ok hiicresel islemin diizenlenmesinde de rol oynadigi
giderek daha acik hale geliyor. Proteomik ve biyoinformatik yaklasimlarla yapilan son yiiksek
verimli ¢alismalar, HDAC aktivitesi i¢in dnemli hedefler olarak ¢ok sayida metabolik enzimi

tamimlamustir (Wang et al. 2010; Zhao et al. 2010).

Tiyoredoksin (Trx) sisteminin deregiilasyonu kanser (Zhu et al. 2019), inme (Oraby
and Rabie 2020) ve kardiyovaskiiler hastaliklar (Mahmood et al. 2013) gibi gesitli
hastaliklarda gozlenmistir. TRXR1 proteininin asir1 ekspresyonu birgok kat1 tiimorde
bildirilmistir ve bu da biiyiimeyi tesvik etme kapasiteleri aracilifiyla timor gelisimine katkida
bulunabilecek TRXR1 aktivitesinde artisa yol agmaktadir (Ghareeb and Metanis 2020).
TRXR1 aktivitesinin inhibisyonunun, kanser hiicrelerinin hiicre ¢ogalmasini azalttig

gosterilmistir (Zhang et al. 2019).

SAHA ile tedavi edilen HelLa kanser hiicrelerinde apoptotik hiicre oliimiini
yogunlastirdigi, Trx1 seviyelerini diislirdiigii ve sonug olarak, SAHA, TRXR1 seviyelerinden
etkilendigi belirtilmistir (You and Park 2014).

Literatiir arastirmalarinda, GSH metabolizmasinin kanser hiicrelerinde HDAC
inhibitor aktivitesi i¢in énemli bir yol oldugu gosterilmektedir. Ek olarak, HDAC inhibitor

tedavisine veya GSH sentezine miidahale eden kimyasal bilesiklere bagli olarak GSH
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tilkkenmesi {iizerine yiikselen ROS seviyelerinin, kanser terapisinde hiicre olimiinii
artirabilecegi ileri siiriilmiistiir (Chiaradonna et al. 2015). Onceki raporlarla uyumlu olarak,
sonuglarimiz kanser hiicrelerinde GST tilkkenmesi HDAC inhibitorlerinin kansere ozgii
sitotoksisitesinin bir mekanizmasi olabilecegini diisiindiirmektedir (Ruefli et al. 2001; Zhu et
al. 2014 )

Saglikli fibroblast hiicrelerinde TRXRL1 aktivitesini en ¢ok azaltan inhibitor 4-amino-
3-metil benzohidroksamik asit (b) olarak bulunmustur. Ayni inhibitor Hela kanser
hiicrelerinde de ayni sekilde onemli 6l¢iide inhibitor etkisi gostermistir. A549 ve Hela kanser

hiicrelerinde ise en etkili inhibisyon 3-amino-5-metil benzohidroksamik asit (¢) gostermistir.

Saglikli fibroblast hiicrelerinde GST aktivitesini en ¢ok azaltan inhibitorler 4-amino-2-
metoksi benzohidroksamik asit (a) ve 4-amino-3-metil benzohidroksamik asit (b) olmustur. 4-
Amino-3-metil benzohidroksamik asit (b) molekiili HelLa ve A549 kanser hiicrelerinde
istatiksel olarak anlamli bir degisiklik gostermemistir. A549 ve HelLa kanser hiicrelerinde ise
en etkili inhibisyon 3-amino-5-metil benzohidroksamik asit (¢) molekiiliinde gostermistir.
A549 kanser hiicreleri tizerine GST aktivitesini 6nemli Ol¢lide azaltan inhibitér 3-amino-5-
metil benzohidroksamik asit (c) iken, HelLa kanser hiicrelerinde ise 4-amino-2-metoksi

benzohidroksamik asit (a) olarak bulunmustur.

Saglikli fibroblast hiicrelerinde GR aktivitesini en ¢ok azaltan inhibitér 4-amino-3-
metil benzohidroksamik asit (b) gostermistir. A549 ve HelLa kanser hiicreleri tizerinde GR

aktivitesini en ¢ok azaltan inhibit6r 3-amino-5-metil benzohidroksamik asit (c) olmustur.

Sonug olarak, terminalde ayn1 hidroksamik asit iskeletine sahip bir molekiiliin ¢esitli
pozisyonundaki grup degisiklikler nedeniyle meydana gelen cesitlendirilmis bir aktivite
profili oldugu sonucuna varabiliriz. Bu nedenle, 3-amino-5-metil benzohidroksamik asit
molekiilli, gostermis oldugu spesifik aktiviteden dolayr gesitli, diger uyumlu gruplarla ve
sadece kanser tedavisi alaninda degil, ayn1 zamanda diger iliskili hastaliklarda da giderek

daha fazla calisabilir.
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