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OZET

Can, F., Kolon Kanserinin Tedavisinde Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin
Kullanimlarinin Degerlendirilmesi ve Etki Mekanizmalarimin Arastirilmasi,
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Programi, Yiiksek
Lisans Tezi, Ankara, 2022. Epidemiyolojik ¢alismalar, kanser ve norodejeneratif
hastaliklar1 birbirleri ile iliskilendirmektedir. Alzheimer hastaligi ile yakindan iliskili
olan amiloid prekiirsér protein (APP), kanser ile ilgili arastirmalarda olduk¢a dikkat
cekmektedir. Son arastirmalar, asir1 eksprese edilen APP ve onun homolog aile iyesi
olan APLP2’nin inhibe edilmesinin ya da bu proteinlerin proteolitik kesim
enzimlerine (a- ve p-sekretazlar gibi) karsit gelistirilen inhibitorlerin, kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasimi azalttigin1 gostermektedir. Bu tez caligmasinda, HT-29
kolon kanseri hiicrelerinde fenotiyazin yapili bilesiklerin [toluidin mavisi (TBO) ve
1,9-dimetil-metilen mavisi (DMMB)], hiicre canliligi, APP/APLP2 islenmesi ve
fosfotidil inozitol-3-kinaz (P13K)-AKT sinyalizasyon yolagi iizerindeki etkileri, akim
sitometri, MTT ve Western blot yontemleri kullanilarak degerlendirildi. HT-29
hiicrelerinin, 0-10 uM TBO veya 0-1.25 pM DMMB ile 24 saat muamelesi
sonucunda, hiicre canlilig1 anlamli olarak azaldi. Western blot sonuclart hem TBO
hem de DMMB’nin total APP, sAPPa ve a-sekretaz ADAMI0 ekspresyonlarini
azalttigin1 gosterdi. APLP2 ve sAPLP2 (¢oziiniir APLP2) diizeyleri lizerinde azaltici
etki gosterirken, TBO herhangi bir degisime neden olmadi. PIsK-AKT sinyalizasyon
substratlarindan biri olan GSK-3 ekspresyonu iizerinde her iki bilesik de azaltici
etki gosterirken, p-GSK-3 Ser9 diizeylerinde artisa neden oldu. Dolayistyla, HT-29
hiicre canliliginda goriilen azalma, fenotiyazin yapili bilesiklerin APP ve/veya
APLP2 islenmesi tizerindeki direkt etkilerine ve bu proteinlerin islenmesinde rol olan
a-sekretazi azaltmasina ve ayrica GSK-3f’nin inaktif formundaki artisga neden
olmasina baglanmistir. Sonug¢ olarak, fenotiyazinlerin kanserle iliskili proteinler
tizerindeki ¢oklu etkileri nedeni ile kolon kanserinin tedavisindeki yeni ilag
tasarimlarina katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolon kanseri, amiloid prekiirsér protein, a-sekretaz,

fenotiyazin yapih bilesikler
Destekleyen Kurum:  TUBITAK (Proje No. 119S905)
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ABSTRACT

Can, F., Evaluation of the Use of Phenothiazine Structured Compounds in the
Treatment of Colon Cancer and Investigation of Their Effect Mechanism,
Hacettepe University Graduate School of Health Sciences Biochemistry
Department of Master Thesis, Ankara, 2022. Epidemiological studies associate
cancer and neurodegenerative diseases with each other. Amyloid precursor protein
(APP), which is closely related to Alzheimer's disease, attracts attention in cancer
research. Recent research indicates that inhibiting APP and its homologous family
member APLP2 or inhibitors against proteolytic cleavage enzymes (such as a- and [3-
secretases) of these proteins reduces cancer cell proliferation. In this thesis, the
effects of phenothiazine-structured compounds [toluidine blue (TBO) and 1,9-
dimethyl-methylene blue (DMMB)] on cell viability, APP/APLP2 processing, and
phosphatidyl inositol-3-kinase (PIsK)-AKT signaling pathway were evaluated using
flow cytometry, MTT, and Western blot methods in HT 29 colon cancer cells. Cell
viability was significantly reduced after 24 h of treatment of HT-29 cells with 0-10
puM TBO or 0-1.25 uM DMMB. Western blot results showed that both TBO and
DMMB reduced the expressions of total APP, sAPPa and a-secretase ADAM10.
While DMMB had a reducing effect on APLP2 and sAPLP2 levels, TBO did not
cause any change. While both compounds had a reducing effect on expression levels
of GSK-3p, which is one of the PIsK-AKT signaling substrates, they led to increase
p-GSK-3B-Ser9 levels. Thus, the observed decrease in HT-29 cell viability has been
attributed to direct effects of phenothiazine structured compounds on APP and/or
APLP2 processing and their ability to decrease a-secretase, which is involved in the
processing of these proteins and also their ability to increase of the inactive form of
GSK-3p. As a result, it is thought that phenothiazines may contribute to new drug
designs in the treatment of colon cancer due to their multiple effects on cancer-

related proteins.

Keywords: Colon cancer, amyloid precursor protein, o-Secretase,

phenothiazine compound

Supporting Institution: TUBITAK (Project No. 119S905)
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1. GIRIS

Kansere bagli oliimlerin en sik nedenlerinden biri olan kolon kanseri,
evrensel bir sorun olarak nitelendirilmektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar, kanser ve
norodejeneratif hastaliklar1 birbirleri ile iliskilendirmektedir. Transmembran bir
protein olan amiloid prekiirsor protein (APP), kanser ile ilgili arastirmalarda son
zamanlarda oldukca dikkat ¢ekmektedir. U¢ APP aile iiyesinden (APP, APLP2 ve
APLP1) biri olan APP, en fazla ¢alisilan protein olup, kirtlmasi sonucu B-amiloid
peptid olusumunun neden oldugu Alzheimer hastaliginda (AH) temel rol
oynamaktadir (2). AH’nda, APP’nin proteolitik olarak islenmesi, 2 yol ile
gerceklesmektedir: (i) a-sekretaza bagli amiloidojenik olmayan yol (ii) B-sekretaza
bagli amiloidojenik yol. Bu yolaklarda, sekretazlar adi verilen bir grup enzim
tarafindan proteolitik kirilma sonucu farkli fonksiyonlart olan fragmanlar
tiretilmektedir. APP’nin yan1 sira, diger iiyeler de sekretazlar tarafindan pargalanarak
C-terminal fragmanlari (CTF) salinmasina neden olmaktadir (3). Son arastirmalar,
kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edilen APP ve/veya APLP2’nin inhibe edilmesinin
ya da bu proteinlerin proteolitik kesim enzimlerine (B-sekretazlar gibi) karsi
gelistirilen inhibitérlerin kanser hiicre ¢ogalmasini azalttigini gostermektedir (4, 5).
Ciinkii, APP ve amiloid prekiirsor-benzeri protein-2 (APLP2) ekspresyonlarinin ve
bunlarin kesim {riinleri CTF’lerin bir¢ok kanser tiirlinde, kanser hiicre
proliferasyonuna korelasyon gostererek arttigi bulunmustur (4). Kolon kanseri ile
ilgili in-vitro ve in-vivo calismalarda, APP’nin biiyiime igin gerekli oldugu
bildirilmistir (6). APP’nin, a-sekretazlar (ADAMI10) tarafindan kesilmesi ile olusan
¢Oziiniir, sekrete formu sAPPa’nin sadece ndronal sagligi1 destekleme islevi olmayip,
ayn1 zamanda hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi ve migrasyonu ile de yakindan iligkili
oldugu tespit edilmistir (7). Pankreas kanseri hiicre hatlar1 ile yapilan bir ¢alismada,
a-sekretaz (ADAM10) aracili sAPPa olusumu inhibe edildiginde, hiicre biiylimesinin

ve proliferasyonun etkili bir sekilde azaldigi gosterilmistir (8).

Yakin zamanda laboratuvarimizda gergeklestirilen ¢alismalarda, fenotiyazin
yapisina sahip azur B bilesiginin total APP ve sAPPa iizerinde gostermis oldugu
etkili azalma (9), ayrica TBO ve TH’nin PS70 hiicrelerinde total APP ve sAPPa

diizeylerinde yine, azaltict etki gostermesi (10), fenotiyazin yapisina sahip



bilesiklerin, antikanser etkiye katki saglayabilecegi hipotezini giiglendirmektedir. Ug
farkl1 fenotiyazinle (klorpromazin, flufenazin ve ftrifluofenazin) yapilan bir
calismada, kanserle iligkili WNT, MAPK gibi yolaklarda antitimoér etkilerin
olabilecegi bildirilmistir (11). Baska bir ¢alismada fenotiyazinlerin, 3-fosfoinozitol-
bagimli kinaz 1 (PDK1)/AKT yolaginin downstream hedeflerine oldukga spesifik
olduklar1 ve nude farelerde insan tiimor hiicrelerini etkili bir sekilde baskiladiklar
gosterilmistir (12). Tim bu gelismeler nedeniyle, fenotiyazin yapili bilesikler

kanserin tedavisinde, potansiyel ilag adaylar1 olarak olduk¢a dikkat ¢ekmektedir.

Bu ¢alismanin amaci, fenotiyazin yapili bilesiklerin [toluidin mavisi (TBO)
ve 1,9-dimetil-metilen mavisi (DMMB)] (Sekil 1.1) kolon kanserinin tedavisindeki
roliinii belirlemek ve onlarin etki mekanizmalarini arastirmaktir. Calisma
kapsaminda oncelikle, HT-29 kolon kanseri hiicre modeli kullanilarak so6zii edilen
bilesiklerin total APP ile APLP2 ve bunlarin kesim ftirtinleri (sAPPa ve sAPLP2) ile
yakindan  iligkisi  olan  a-sekretazlar (ADAMI10) {izerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Ayrica, sSAPPo’nin, fosfotidil inozitol-3-kinaz (P13K)-AKT kinaz
sinyalizasyon yolaginda anahtar bir aktivator rol oynamasi nedeni (13) ile bu yolak

agisindan da hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri degerlendirilecektir.

Calisma, kolon kanserinin tedavisindeki yeni ilaglarin tasarimlarina katkilar

saglamasi agisindan 6nem tasimaktadir.
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Sekil 1.1. Calismada kullanilan fenotiyazin yapili bilesikler



2. GENEL BILGILER

2.1. Kolon Kanseri

Kanser iilkemizde ve diinyada Oliim nedenleri arasinda ikinci sirada yer
almaktadir. Kiiresel olarak bakildiginda her 6 6liimden biri, iilkemizde ise her 5
6liimden biri kanser nedeniyle gerceklesmektedir (14). Kolorektal kanser, diinyada
kanser Oliimlerinin iiglincii 6nde gelen nedenidir ve gelismekte olan {ilkelerde
goriilme siklig1 giderek artmaktadir. Kuzey Amerika, Bati Avrupa, Iskandinavya,
Yeni Zelanda ve Avustralya gibi gelismis iilkeler basta olmak iizere tiim diinyada
yaygin olarak rastlanir. Kanser ile iliskili 6liimlerin ~ %10’undan sorumludur (15,

16).

Diinyada erkeklerde {i¢iincii Ve kadinlarda ikinci en sik rastlanan kanser tiirii
olup 2012°de ~ 694.000 oliim ve 1.4 milyon yeni vaka bildirilmistir. 2030 yilina
kadar %60 artarak 2.2 milyon yeni vaka ve 1.1 milyon o&liime ulagmasi
beklenmektedir (17, 18). Amerika Birlesik Devletleri’nde kolon kanserinden
Oliimlere bakildiginda tiim kanser oliimleri igerisinde ikinci sirada yer almaktadir.
2019 yilina kadar olan tiim verilere bakildiginda 1.5 milyondan fazla kisiye
kolorektal kanser tanist konulmustur. 2020 yilinda ise ~ 147.950 kisiye kolorektal
kanser teshisi konulacagi ve 53.200 kisinin bu hastaliktan 6lecegi ongoriilmektedir
(19, 20). Tirkiye’de ise 2016 yili kanser verileri incelendiginde kolorektal kanser
ticiincii sirada yer almaktadir. Kolorektal kanser sporadik olarak ortaya cikan ve
beslenme sekli ile yakindan iligkili olan bir hastaliktir. Vakalar incelendiginde sadece
%5 1nin kalitsal oldugu goriilmektedir. Kolon kanseri genellikle 50 yas ve sonrasinda
goriilmektedir. Hastaligin gelisiminde yasla birlikte artan mutasyonlar disinda;
cevresel faktorler, adenom ve karsinom Oykiisli, Ozellikle enflamatuar barsak
hastaliklar1 sayilmaktadir. Bu nedenle, kolon kanserinin gelisim mekanizmalarini

anlamak ve alternatif tedavi yollar1 gelistirmek olduk¢a dnemlidir (21, 22).

Kanser gelisimi i¢in bir onkogenin aktivasyonu veya bir kanser baskilayan
gende kayip olmasi yeterlidir. Kolorektal kanserde; (i) APC, K-ras ve DCC gibi
hiicre sinyal yolaklarinda bir anormallik, (ii) p5S3 ve yanlis eslesmelerden sorumlu

tamir genleri gibi genomik stabiliteyi korumada gorevli genlerde bir hata olmasi



halinde kanser gelisimi olmaktadir. Bu dogrultuda mevcut sporadik kolorektal kanser
olgular1 incelendiginde %60’indan fazlasinda APC tiimor siipresor geninde ve p53
timor siipresor geninde inaktive edici mutasyonlara rastlanirken K-ras onkogeninde
aktive edici mutasyonlara rastlanmistir. Geri kalaninda ise, hatali eslesmeler ve tamir
mekanizmalari hatalartyla birlikte Bax geninde fonksiyon kayiplari gozlenmistir (23,
24). Kolon kanserinde prognoz, tan1 asamasindaki evreye baglidir. 5 yillik sagkalim
orani lokalize hastalik i¢in %90 iken, tan1 aninda metastatik durumda bu oran %13'e
diismektedir. Bu yiiksek mortalite, kolorektal kanserde tiimor hiicrelerinin geleneksel
kemoterapotik ajanlara ve/veya hedeflenmis tedavi ilaglarina karsi kazanilmig
direncinden kaynaklanmaktadir. Su anda, epidermal biiylime faktorii reseptoriine
(EGFR) yonelik monoklonal antikorlar ile hedeflenmis tedaviler ve esas olarak kolon
kanserine neden olan mutasyon kaynagini (KRAS, NRAS, BRAF ve PIK3CA)
hedefleyen ilaglar tasarlanmaktadir (25).

AH ile iligkili APP’nin c¢esitli kanser tiirlerinde asir1 eksprese oldugunu
bildiren bir¢cok caligma mevcuttur. Ancak bu protein ailesinin dnemi heniiz tam
anlami ile anlagilamamistir (26, 27). APP’nin insan tiimorlerindeki roliine ait ilk
calismalardan bir tanesi kolon kanserinde gerceklestirilmistir. Bu ¢aligmada, insan
kolon karsinom hiicrelerinde = APP  diizenleniminin ERK’ler iizerinden
gerceklestirildigi belirtilmistir (28). Pankreas kanseri hiicrelerinde APP’nin yiiksek
seviyelerde proteolitik isleme tabi tutuldugu ve SAPP’nin in vitro ortamda toplanarak
pankreatik kanser proliferasyonunun ilerledigi tespit edilmistir (29). Ayrica, APP’nin
ve sAPPo’nin tiroid ve paratiroid tiimorlerinde arttigi ve hiicre farklilasmasini
diizenledigi bulunmustur (30). APP’nin ayni zamanda, androjen bagimli prostat

kanserinin biiyiimesinin diizenlenmesinde yer aldig1 da bildirilmistir (31).
2.2. APP Aile Uyelerinin islenmesi

Ug APP aile iiyesinden biri olan APP, en fazla galisilan protein olup, kirilmasi
sonucu [ amiloid peptid olusumunun neden oldugu AH ile {inliidiir (32, 33). Her bir
APP aile iiyesi (APP, APLP1 ve APLP2), sekretazlar tarafindan parcalanarak biiyiik
bir ekstraseliiler domain ve daha kiigiik C-terminal fragmanlarin salinmasina neden

olmaktadir (34, 35). APP ve APLP2’nin kirilmasi, insiilin-benzeri biiylime faktorii 1



(IGF-1) hormonu ile regiile edilmektedir (36-38). IGF-1’in kanser progresyonunda
bilinen bir rolii vardir ve bircok calisma IGF-1 reseptor sinyal inhibisyonunun,
kanser i¢in potansiyel terapdtik bir yaklasim oldugunu gostermistir (39-41). Bazi
calismalar, IGF-1’in APP ve APLP2’nin a-sekretaz yikimini arttirdigini, bunun da 8-
amiloid iiretiminin down regiile olmasi ile sonuglanabilecegini 6nermektedirler (36,
38). Ancak, baz1 calismalar ise IGF-1’in ger¢ekte, B-amiloid olusumunu ilerlettigini
belirtmektedir. Bu nedenle, IGF-1’in APP ve APLP2’nin islenmesi ve kanserdeki
fonksiyonu iizerindeki etkisini tamamen anlamak icin ek ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
Son yillarda yapilan caligmalarda, B-sekretazin inhibisyonunun pankreas
kanser hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkisi arastirllmis ve bircok kimyasal B-
sekretaz inhibitorii gelistirilmistir (4). Bunlardan bazilarinin ise AH’nin klinik
calismalarinda giivenli ve etkin olduklar1 gosterilmistir. Bu calismalarda, pankreas
kanser hiicreleri B-sekretaz enzim inhibitdrleri ile muamele edildiginde, hiicrelerde
APLP2 C-terminal fragmanlarimin azaldigi goriilmistiir. Bu hiicrelerin B-sekretaz
inhibitorleri ile muamele edilmesi, hiicrelerin biiyltime ve canliliginda azalmaya yol
acmistir. Transforme edilmeyen pankreas hiicre hatt1 kontrol olarak kullanildiginda
ise; PB-sekretaz inhibitorlerinin bu hiicre hattinda biiyiime ve canliligi azaltmadig

gbzlenmistir (3).
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Sekil 2.1. APP ve APLP2’nin sekretazlarla islenmesi. Sekretaz enzimleri ile
proteolitik kirtlma sonucunda olusan fragmanlar A. APP’nin fragmanlarn B.
APLP2’nin fragmanlari. APP ve APLP2’nin amino asitleri gosterilmistir. “//”
isaretleri kesilmis dizileri belirtmek i¢in kullanilmistir. N-terminal uglar NH, ve
karboksil u¢lar COOH ile belirtilmistir. A. B sekretazl ve 2 (BACE1 ve BACE2),
bolgesinden keserken, BACEI igin alternatif kesim bolgesi f° ve BACE2 i¢in 0
bolgesidir. Iki o-sekretaz kesim bolgesi, o ve o’ olarak tanimlanmistir. y ve ¢
bolgeleri, y-sekretaz enzimleri tarafindan kesilir. APP’nin C-terminal fragmanlar
(CTF) C99, C89, C83 ve C80’dir; hiicre i¢ci domainleri (ICDs) C59, C57 and
C50’dir. B. BACE1 (), ADAMI10 (o) ve y-sekretaz kesim bdolgeleri (y), APLP2 i¢in
tanimlanmistir. APLP2 CTF’leri, olusumlarindan sorumlu sekretaz tarafindan ayirt
edilir. APLP2’nin hiicre i¢i domainleri ICD olarak belirtilmistir.



2.3. SAPP Fragmanlarin Fonksiyonlari

APP’nin proteolizinden sonra, sAPPa ve sAPPJ hiicre dis1 ortama salinarak
hiicre biiylimesi, sinaps olusumu ve noronlarin biliylimesi gibi gorevlerde rol alirlar.
sAPPa (ve sAPPB) fragmanlart p75 norotrofin reseptorii ile etkileserek néron
bliylimesini uyarmaktadir (42). sAPPa’nin, APP knockout farelerden elde edilen
noron kiiltiiriinde, omurga dansitesini azalttigi rapor edilmistir (43). sAPPo’nin ayni
zamanda yetigskin noron Onciil hiicrelerinde bir proliferasyon faktorii olarak etki
gosterdigi bulunmustur (44). sAPPo’nin sinir hiicrelerinde koruyucu etkisi varken,
sAPPB’nin daha az koruyucu ya da bazen ndronlar igin zararli bile olabilecegi
belirtilmektedir (45). Hiicre disina salinimlarma paralel olarak, bir¢ok veri
sAPP’lerin noral biliyiime ve proliferasyonu diizenleyen etkilesimlerde sinyal

molekiilii olarak etki ettigini belirtmektedir.

2.4. APP ve APLP2 Genleri ve Protein Yapilari

Memelilerde APP protein ailesinin ii¢ iiyesi bulunmaktadir. Bunlar APP,
APLP1 ve APLP2’dir. APP benzeri protein olarak tanimlanan APLP1 ve APLP2,
tirler arasinda yiiksek oranda korunan tip | transmembran glikoproteinlerdir. Bu ti¢
proteinin tiimi, yiiksek sekans homolojisine sahiptir. Her birinin hiicre dis1 bir alan,
bir transmembran alani ve ~ 50 amino asit uzunlugunda bir sitoplazmik kuyruklari
vardir (3, 46). APP ailesi iiyeleri, ti¢ farkli kromozomda bulunan genler tarafindan
kodlanmaktadir. Insan APP geni, 21. kromozomda (21g21) bulunurken, insan
APLP2 geni ise, 11. kromozomda (11924) bulunmaktadir. APP ve APLP2 genetik
olarak iligkili olmalarina ragmen, transkripsiyonel olarak farkli olmalar1 nedeniyle,

farkli sekans motiflerine sahiptirler (47, 48).
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Sekil 2.2. APP ve APLP2’nin disiilfit baglar1 ve tahmini-post translasyonel
modifikasyonlarini iceren domain ve alt-domainlerinin grafiksel gosterimi. A. APP
(P05067). 770 amino asitlik izoformu gosterilmistir B. APLP2 (Q06481). 763 amino
asitlik izoformu gosterilmistir. N-glikan tahminleri NetNGlyc 1.0 Server ile
yaptlmistir  (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).  O-glikan  tahminleri
NetOGlyc 3.1 Server ile yapilmistir (http://www.cbs.dtu.dk/ services/NetOGlyc/).
Fosforile birimlerin  tahminleri PhosphoSite ile yapilmistir  (http://www.
phosphosite.org/ homeAction.do). APLP2’nin bazi izoformlarinda, kondroitin siilfat
(35) glikozaminoglikan modifikasyonlari Serin 614 bolgesinde meydana gelir (3).



APP’nin hiicre dis1 domaini 2 disiilfit diigiimii (3 adet st tiste ¢akisan disiilfit
bandi) igerir ve bu diigiimler biiyiime faktorlerinin igerisindeki disiilfit diigiimlerine
benzerler (49). APP’nin disiilfit diigiimlerini olusturmak igin kullanilan sistein
birimleri APLP2’de korunmustur. APP ve APLP2’nin hiicre dis1 boliimiinde, sigir
pankreas tripsin inhibitorii (BPTI)/Kunitz proteaz inhibitérii domaini ve iginde
aspartik ve glutamik asit birimlerince zengin bir domaini igeren pek ¢ok daha kii¢iik
domainler igerirler (50, 51). APP ve APLP2’nin hiicre dis1 bolgesindeki Kunitz
proteaz inhibitor domaini, degisen etkinliklerde pek ¢ok proteazi (6r; tripsin,
kimotripsin, plazmin ve kallikrein enzimleri) inhibe eder (52). Kunitz proteaz
inhibitér domain tarafindan inhibe edilen baska bir proteaz ise koagiilasyon faktorii
XlIa’dir (53). Ozellikle, tiimér hiicreleri tarafindan iiretilen mezotripsin, ¢oziiniir ve
sekrete olan APP ektodomainin Kunitz proteaz inhibitér domainini pargalar ve timor

mikrogevrenin prokoagiilan karakterine katki saglar (54).

Sekil 2.2°de gosterildigi gibi; APLP2 ve APP’nin hiicre dis1 domainleri, bakir
ve ¢inko iyonlar1 da baglamaktadir. Son zamanlarda yapilan calismalarda, bakir
varliginin prostat kanser hiicrelerinde APP ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir.
Ayni calismada, APP 770 splice varyantinin bakir-baglama bdlgesinin, bakir-aracilt

prostat kanser hiicre biiyiimesinin inhibisyonunu azalttigi bulunmustur (3).

2.5. APP Ailesi Uyelerinin Kanserdeki Ekspresyonlar: ve Etkileri

APP velveya APLP2 ekspresyonu pankreas, kolon, meme, prostat, akciger ve
diger kanserler gibi bir¢ok kanser tipinde anormal olarak degismektedir (Tablo 2.1
ve 2.2). Ayrica APP’nin kanser hiicrelerinde hem biiyime hem de invazyon

fonksiyonlarini da igeren ¢ok ¢esitli rollere sahip oldugu gosterilmistir (3).



Tablo 2.1. Farkli kanser hiicre tiplerinde APP’nin ekspresyonu ve rolii (3).

Kanser APP Ekspresyonu ve Etkileri
Meme APP hiicre biiylimesini, motiliteyi, canlilig1 ve AKT
yolag1 proteinlerinin fosforilasyonunu
arttirmaktadir.
Kolon APP, ERK yolagi proteinlerinin fosforilasyonunu

artirir ve proliferasyonu arttirmaktadir.

Gastro-intestinal

APP intestinal karsinoidlerinde eksprese edilir,

noéroendokrin erken endozom ve mikrovezikiil markirlari ile kismi
kolokalize olmaktadir.

Akciger APP, proliferasyonu arttirmakta ve hiicre boyutu
anormalliklerine neden olmaktadir.

Melanoma Periniikleer APP boyamasi ve ¢6ziiniir APP
sekresyonunda artis olmaktadir. APP, proliferasyonu
kolaylagtirmaktadir.

Pankreas APP, proliferasyonu arttirmaktadir.

APP proliferasyonu ve gogii arttirir, metaloproteinaz

Prostat ve EMT ile iligkili proteinlerin seviyelerini modiile
eder ve MAP kinaz fosfataz ve Notch sinyal
yolaklarin1 down regiile etmektedir.

Tiroid Tiimor dokularinda APP boyamasi artig gosterir.

Timor boyutunun artisi, kapsiil dist invazyon ve
lenf diiglimlerine yayilma ile iligkilidir.

Tablo 2. 2. Farkl kanser hiicre tiplerinde APLP2’nin ekspresyonu ve rolii (3).

Kanser Tipi

APLP2 Ekspresyonu ve Etkileri

Meme Kanseri

APLP?2 proliferasyonu artar.

Kolon Kanseri

APLP?2 proliferasyonu artar.

Gastrointestinal
Kanser

APLP2, bagirsak karsinoidlerinde eksprese edilir.

Akciger Kanseri

Sonuglar iyi anlasilmamis olsada, akciger
ndroendokrin tiimdrlerinde APLP2 ekspresyonu
azalmistir.

Melanoma Kanseri

APLP2, MDA-MB435S hiicrelerindeki HLA sinif [
ylizey ekspresyonunu azaltir.

Pankreas Kanseri

APLP2 gocii, proliferasyonu, invazyonu ve
metastazi artirir.

10
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2.5.1. Meme Kanserinde APP Ailesi Uyeleri

APP ekspresyonu, motilite ve proliferasyon gibi metastatik egilimler gosteren meme
kanseri hiicre hatlarinda artmaktadir. Metastatik potansiyele sahip cesitli meme
kanseri hiicre hatlarinda APP, knock down edildiginde, hiicrelerin biiylimesi
durmakta ve hiicre dongiisii inhibitorii p27%P’in indiiksiyonu nedeniyle G1 evresine
girmektedir. Ayrica, APLP2 ekspresyonunun knock down edildigi yiiksek metastatik
potansiyeli olan bu hiicre hatlarinda, cleaved kaspaz 3 ve PARP yikim iiriinleri gibi
apoptoz markirlarinin da indiiksiyona ugradigi belirtilmistir. APP-knock down
edilmis meme kanseri hiicrelerinde hem 3 boyutlu in vitro hiicre kiiltiiriinde hem de
in vivo fare modelinde tiimor biiylimesinin azaldigi gosterilmistir. APP’nin, IGF-1"in
varhiginda meme kanseri hiicrelerinde migrasyonu indiikledigi belirtilmistir (55).
Baska bir ¢alismada ise; ER-pozitif meme kanseri vakalarinin, ER-negatif vakalara
gore niiks etme riskinin, APP ile pozitif korelasyon gosterdigi belirtilmistir. Yani,
artan APP kotii prognoz ile iliskilendirilmektedir (56). APP ve APP’nin islenmesinde
gorev alan enzimler, kanser hiicrelerinin ¢gogalmasinda, biiylimesinde, adezyonda ve
hareketlerinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. APP ve islenmesinde gorev alan
enzimlerin asir1 sentezi, meme kanserinde 6nemli ayirt edici 6zellikler olarak ortaya
cikmaktadir. APP ve isleme enzimlerinin, yani y-sekretaz ve a-sekretazin, AKT
fosforilasyonu ve Notch sinyal yollar1 yoluyla giiglii bir sekilde baglantili oldugu
bulunmustur. Bu nedenle, APP, y-sekretaz veya a-sekretazin hedeflenmesi, meme

kanseri ve hatta metastaz siirecinde etkili bir strateji olarak diistiniilmektedir (57).
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Sekil 2.3. APP isleme enzimlerinin sinyal yoklar1 ile baglantisinin meme
kanserindeki tedavi edici rolii (57).

2.5.2. Prostat Kanserinde APP Ailesi Uyeleri

APP’nin, androjen aracili sinyalizasyon yolaklarmin katildigi prostat
kanserinin biiyiime ve proliferasyonunu indiikledigi tespit edilmistir. Histolojik
caligmalarinda, normal insan prostat hiicreleri APP bakimindan yoksun bulunurken
%50 yasam oranina sahip prostat kanserli hastalarin sitoplazmasinda yogun APP’ye
rastlanmigtir. APP’nin prostat kanserindeki 6nemi, APP’nin knock down edildigi in
vivo hayvan modellerinde, tiimoér biiyiimesinin baskilandigi  ¢alismalarla

gosterilmistir (58).

2.5.3. Akciger Kanserinde APP Ailesi Uyeleri

APP’nin ozellikle sekretuvar formu, akciger kanserlerinde upregiile
olmaktadir. Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicreleri (NSCLC) APP-spesifik
siRNA ile transfekte edildiginde, siklin C’nin destabilize oldugu, dolayis1 ile GO/G1
hiicre siklusunun durdugu, pRb fosforilasyonunun azaldigi, hiicre boyutunda
anormallikler ve membran gecirgenligi nedeni ile nekrozisin gerceklestigi
gosterilmistir (59). NSCLC ile yapilan baska bir c¢alismada APP metastaz ile
iligskilendirilmistir. Bunun yan1 sira hem APP hem de fosforile APP prognostik faktor
olarak kabul edilirken, fosforile APP iizerine ¢aligmalarin arttirilmasinin gerekliligi

vurgulanmustir (60).
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ONCOMINE veri kaynagina gore, noroendokrin akciger tiimorlerinde
APLP1’in upregiilasyonu, APLP2’nin ise downregiilasyonu gozlenmistir (61).

2.5.4 Pankreas Kanserinde APP Ailesi Uyeleri

Yapilan ¢aligmalar, sekrete APP’nin otokrin biiylime faktorlerine etki ederek
pankreas kanser hiicrelerinin yani sira tiroid epitel hiicre ve fibroblastlarin
proliferasyonunu arttirdigin1 - gostermistir (29). Baska bir c¢alismada ise; o-
sekretazlarin kesimi sonucu, APP’nin sekrete bir formunun hiicre canliligina ve
migrasyona yardim ettigi gOsterilmistir (62). Pankreas kanser hiicrelerinin
gemsitabinin ile tek bagina muamele edilmesi yerine, a-sekretaz inhibitorii batimastat
ile birlikte kullanilmasimin, proliferasyonu Onemli diizeyde diistirdigiini
gOstermistir. Batimastat ile inkiibe olan hiicreler, APP’nin rekombinant sekrete
formu ile muamele edildiginde biiylime kapasitesinin arttig1 bulunmustur. Bu ¢alisma
ile, a-sekretaz aracili APP sekresyonunun pankreas kanser hiicre biiyiimesine katki

sagladig1 dogrulanmustir (8).

Son zamanlarda yapilan calismalarda, pankreas kanser hiicre hatlarinda
APP’nin overekspresyonunun yani sira, APLP2’nin de (hem tam-uzunlukta, hem de
parcalanmis  formlarinin)  overeksprese oldugu  belirtilmistir ve  ayrica
immiinohistokimyasal caligmalar ile APLP2’nin insan pankreas tiimor orneklerinde
overekspresyonu gosterilmistir (4). Ortotopik pankreas kanser fare modelinde,
APLP2 ekspresyonunun down-regiile edilmesi, tiimor agirliginin ve metastazin
sinirlanmas1 ile sonuglanmustir. Insan pankreas kanser metastazlarinda yapilan
calismalar, APLP2’nin metastatik lezyonlarda, 6zellikle barsak ve diyaframda arttig1
bulunmustur. Aynit zamanda, ayni hastalarin primer timor ve karaciger metastaz

orneklerinin biiyiik kisminda (% 38) pozitif APLP2 ekspresyonu bulunmustur (27).
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2.5.5. Kolon Kanserinde APP Ailesi Uyeleri

Kolon kanserinde, APP ve APLP2’nin asir1 ekspresyonu soz konusudur (26).
Hem in vivo hem de in vitro ¢alismalar, APP’nin kolon kanseri hiicrelerinde biiyiime
ve ¢ogalmayi tesvik ettigini gostermistir (6). Ayrica APP calismalarindan elde edilen
sonuglarla uyumlu olarak APLP2’nin knock-down edilmesi, Caco2 kolon kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu azaltmistir (26). Kolon kanser hiicrelerinde, APLP2
ekspresyonu, insan 16kosit antijen-B-iliskili transkript 3 (Bat3) ekspresyonu ile
pozitif iligkilidir. Bat3, APLP2 ile etkilesmekte ve onun proteazom tarafindan
yikimimni engellemektedir (63). Bu sonuglar, Bat3’iin APLP2’yi stabilize ederek,
APLP2’nin kolon kanser hiicre biiylimesini arttirma kabiliyetini kolaylastirdigini

gostermektedir.
2.6. Matriks Metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinazlart (MMP), ekstraselliiler matriks ile bazal
membran komponentlerini pargalama yetenegine sahip olup ve aktif bolgesinde
c¢inko iceren homolog bir enzim ailesidir. Notral pH’da aktif olan, multigenik bir

endopeptidaz ailesi liyesidir (64).

Timii proenzim olarak fibroblastlar, osteoblastlar, kondrositler, endotel
hiicreleri, makrofajlar, nétrofiller gibi ¢esitli bag dokusu hiicrelerinden salinmaktadir.
MMP’ler yara iyilesmesi, kemigin yeniden yapilanmasi, uterus ve meme dokusu
fizyolojik fonksiyonlari, oviilasyon, embriyogenezis, laktasyon gibi fizyolojik
sireclerde yer aldigi gibi ayni zamanda artrit, timor hiicresinin invazyonu ve
metastaz gibi patolojik siireglerde de rol oynamaktadirlar (65). MMP ailesi, Zn*
iyonu igermektedir. Bu nedenle, selatlayici ajanlarla inhibe olabilmektedirler. Inaktif
formda salgilanirlar, dolayisiyla proteolitik aktivitelerini gostermeleri icin aktive
olmalari gerekmektedir (64). MMP’lerin primer yapisi incelendiginde bu proteinlerin

farkl1 bolgeler igerdigi goriilmektedir (65).

1. Predomain Bolgesi: Ilk tanimlanan bélgedir. Daha sonra uzaklastirilan sinyal
peptid dizisidir. Bu sebeple inaktif olarak sentezlenen MMP’de bulunmaz.

80-90 amino asit iceren N-terminal propeptididir.
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2. Prodomain Bolgesi: Korunmus PRCGVPDV dizesi igerir. Prodomain
bolgesinin  ¢ikarilmasi, inaktif proenzimin aktif forma doniismesini
saglamaktadir.

3. Katalitik Bolge: Histidin amino asidi bakimindan zengin bir bolgedir.

4. Prolinden Zengin Bolge: Katalitik bolge ile son bdlge arasinda yer
almaktadir.

5. Hemopeksin Benzeri Bolge: N- ve C-terminal kisimlar1 baglayan disiilfit bagi
icerir ve katalitik bolgeye 5-10 amino asitlik prolinden zengin bir bolge ile
baglanmaktadir. Bu bolgenin fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Fakat
substrat spesifitesini saglama veya hiicre yiizey reseptor alanini tanima

fonksiyonu gosterdigi diisiiniilmektedir.

2.6.1. Bir Disintegrin ve Metalloproteinaz ADAM

ADAM (A Disintegrin and Metalloproteinase) proteinleri, hiicre adezyonu,
hiicre ylizey reseptorleri ve sinyal molekiillerinin proteolizinden sorumlu
molekiillerdir. Ortalama 750 amino asit uzunlugunda olan ADAM proteinleri, yilan
zehiri  metalloproteinazlart (Snake Venom Metalloproteinase, SVMP) ve
trombospondin motifli ADAM’lar (A Disintegrin and Metalloproteinase with
Thrombospondin Motifs, ADAMTYS) ile Adamalizin alt ailesini olusturmaktadirlar
(66, 67). Disintegrin ve metalloproteazlar, transmembran proteinleridir ve yaklagik
40 tipi bulunmaktadir. insandaki ~ 600 proteazdan 22'si ADAM proteaz ailesine
aittir (68). ADAM’lar prodomain, metalloproteinaz bolgesi, disintegrin benzeri
bolge, sisteinden zengin bolge, EGF benzeri bolge, transmembran bolge ve

sitoplazmik kuyruk olmak {izere farkli islevlere sahip bolgelerden olusmaktadir (69).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protease
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pro: Prodomain bolge
M: Metalloproteinaz
D: Disintegrin

C: Sistein bakimindan
zengin bolge

E: EGF-bagimh bolge
TM: Transmembran
CT: Sitoplazma

Sekil 2.4. ADAM 1 yapisal sekli (69).

ADAM proteinlerini olusturan bdlgelerin islevleri birbirinden farklilik

gostermektedir:

1. Prodomain Bolgesi: Golgide kesilmekte ve ardindan olgun forma doniismesi
saglanmaktadir.

2. Metalloproteinaz Bolgesi: Potansiyel olarak proteinaz fonksiyonuna sahip
bolgedir.

3. Katalitik  Olarak  Aktif Bolge: 3 histidinli,  met-dontslidir
(HEXGHxxGxxHD), ¢inko baglama bolgesine sahiptir.

4. Disintegrin Bolgesi: Hiicre-hiicre adezyon siirecinde rol almaktadir. Aym
zamanda, sisteinden zengin bolgeyle beraber katalitik aktivitenin

diizenlenmesi ve substrat hedeflenmesinde gorev almaktadir.

ADAM’larin epidermal biiylime faktorii (EGF), heparin baglayici-EGF
benzeri biiylime faktorii (HB-EGF), TNF-o0, vaskiiler endotel biiyiime faktorii
(VEGF), E-kadherin, N-kadherin, Fas Ligand, EGFR Ligand, transforme edici
biiyiime faktori-p (TGF-B), TNF-a reseptorii 1-2, CD44, L-selektin, Erb4/HERA4,
sortilin, APP, Notch reseptdrii gibi cok sayida substrat1 bulunmaktadir (70, 71). insan
genomu, gelisimsel olaylarin gergeklesmesi i¢in gerekli olan 22 farkli ADAM geni
kodlamaktadir. Spermatogenez, dollenme, gastrointestinal sistem fonksiyonlari,
merkezi sinir sistemi (MSS), damarlanma ve bagisiklik olaylarinda ADAM’larin

gorev aldigi bilinmektedir. Bunun yani sira, yapilan ¢alismalarda diizensiz ADAM
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fonksiyonlarmin kisirlik, AH, kanser gibi pek ¢ok patofizyolojik olayda rol oynadigi
diisiiniilmektedir (70). ADAM’lar proteolitik aktivite olusturucu veya sinyal iletim
yollarim1 aktive edici olabilirler. ADAM proteaz aktivitesinin diizenlenmesi en iyi
sekilde aile iiyelerinden ADAM10 ve ADAM17 i¢in agiklanmistir. inaktif rhomboids
(iRhoms) ve tetraspaninler (Tspans) sekretuar yol boyunca ADAM'larin
olgunlagsmasinda rol oynamaktadirlar. ADAMI17'nin proteolitik aktivite gostermesi
icin plazma membranina yerlesmesi gerekmektedir. ADAMI17 aktivitesi icin
vazgecilmez bir faktér, rhomboid aile iiyesi (RHBDF)-2 geni tarafindan kodlanan
inaktif rhomboid proteaz (iRhom)-2'dir. iRhom2 ER'de lokalizedir ve ADAM17’yi
ER'dan golgiye tasimaktadir. ADAM10’un tek farki, hiicre zarina taginmasi iRhom2
yoklugundan etkilenmemesidir. ADAM10’un ER igindeki TspanC8 ailesinin
tiyeleriyle etkileserek plazma membraninda olgunlagsmasi tesvik edilmektedir (Sekil
2.5) (72-75).
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Sekil 2.5. (a) ADAM genel yapisi, (b) ADAMI10 ve ADAMI17’nin olgunlastiriima
metabolizmasi, (c) biliylime faktorleri ve sitokinlerin ADAM proteaz lizerine etkisi
(76)
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2.6.2. ADAM10

ADAM10 endopeptidaz, adezyon molekiilleri, sinyal reseptorleri ve biiyiime
faktorlerini hidrolize eden, tip I transmembran metalloproteinazlardir. TNFa ve
APP’yi isleyebildikleri tespit edilmistir (77, 78). Son yillarda, a-sekretazlar onemli
bir arastirma konusu haline gelmistir. ADAM10 ve ADAML17, tarihsel olarak en iyi
Notch sinyalizasyonundaki rolii ve daha yakin zamanlarda AH’ nin patofizyolojisi ile
iliskilendirilmis olup bununla birlikte, ADAMI10 ve ADAM17'ninn apoptoz, hiicre
yapigmasi, hiicre metabolizmasi, kanser proliferasyonu, kanser metastazi ve diger
fonksiyonlara ek olarak otoimmiinite de dahil olmak iizere ¢ok sayida biyolojik

fonksiyonda yer aldig1 ¢aligmalarla bildirilmistir (79, 80).

ADAMI10’un farelerde gelisim i¢in gerekli oldugu ve ADAMIO geni eksik
olan hayvanlarin embriyonik donemin 9/10. giiniinde o6ldiigii bilinmektedir. Bu
embriyonik kusurlar 6zellikle kalp, MSS, bagisiklik sistemi, kardiyovaskiiler sistem,
epidermis, bagirsak ve vaskiiler endotelyumda meydana gelir. Notch
sinyalizasyonunda kusur olan hayvanlarda benzer embriyonik anormallikler
bulunmaktadir. Bu nedenle, ADAM10'un yokluguyla iliskili yukaridaki embriyonik
anomalilerin bir¢cogu, Notch sinyalizasyonun etkinlestirilememesine bagli olabilecegi
diigiiniilmektedir (81). Arastirmacilar, en belirgin sekilde Notch sinyal yolu, EGF
benzeri biiylime faktorleri, bazi adezyon molekiilleri ve bunlarin reseptorleri dahil
olmak tizere artan sayida ADAMI10 substratt belirlemislerdir. ADAMI10 icin
dogrulanmis substratlar arasinda APP ve spesifik EGFR ligandlar1 bulunmaktadir.
APP'nin spesifik bir roliiniin oldugu diisiiniilmektedir. Ek olarak, ADAMI10
tarafindan kesildigi gosterilen diger proteinler arasinda E-kaderin, N-kaderin, L1 ve
CD44 bulunmaktadir (82, 83). ADAM10 ve ADAM17'nin substratlarindan olan HB-
EGF, EGFR'nin G proteinine bagli reseptorler tarafindan transaktivasyonunda
anahtar rol oynamaktadir. Son calismalarda, HB-EGF gen ekspresyonunun cesitli
insan kanserlerinde 6nemli Olgiide yiikseldigini ve ekspresyon seviyesinin diger

EGFR ligandlarindan ¢ok daha yiiksek oldugunu géstermistir (84, 85).

ADAMI10 epitelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri ve enterik noronlar dahil

olmak iizere tiim hiicre tiplerinde eksprese edilmektedir. Bunun disinda ADAM10'un


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/adam10
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l16kositler, ¢esitli doku hiicreleri ve kanser hiicreleri dahil olmak {izere birgok hiicre

tipinin gogiinde dnemli rol oynadigi bildirilmektedir (86).

Gastrointestinal organlar olduk¢a karmasik dokulardan olusmakta ve bu
dokularin ¢ogu, hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasiyla siirekli olarak yenilenmektedir.
Ayrica, hasarli veya enfekte olmus dokulardan yayilan sinyaller, doku kok
hiicrelerinin  mobilizasyonuna, hasarli dokunun yenilenmesine ve yeniden
sekillenmesine katkida bulunmaktadir. Disintegrin ve metalloproteaz ailesinin
tiyeleri, tiim bu slireclerde yer almaktadir. Parakrin sinyal transdiiksiyonunun
anormal aktivasyonu, gastrointestinal tiimorlerin gelisimi i¢in anahtardir ve bu
nedenle, ADAM proteazlarinin gastrointestinal tiimor olusumunda belirleyici bir rol
oynamasi sasirtict degildir (76). 85 adet kolorektal kanser hastasi (48 erkek, 37
kadin) tlizerinde gergeklestirilen bir ¢alismada ise, ADAM10 ve ADAM28’in serum
diizeyi ile klinik evrenin derecesi arasinda bir iliski oldugu gozlenmistir. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda, kolorektal kanserin gelisiminde bu proteinlerin potansiyeli

ve prognostik degeri hakkinda pozitif 6ngériide bulunulmustur (87).

ADAM10'un, APP bolinmesini ve hiicre gogiinii destekleyebilecek bir
mekanizma igerisinde yer aldigi diistiniilmektedir (88). Bu dogrultuda yapilan bir
calismada, meme kanseri hiicre hatlarinda APP’nin hiicre canlilig1 ve gog¢iindeki rolii
arastiritlmistir. Ayni calismada, APP’nin meme kanserindeki fonksiyonel rolleri
siRNA kullanilarak in vitro ve tiimor ksenograft modelde de incelenmistir (89). APP,
meme kanseri hiicre dizilerinde proteolitik boliinmeye ugrayarak sAPPa olusumunu
arttirmistir. Artan sAPPa’nin hiicre gociinli ve ¢cogalmasini destekledigi bildirilmistir
(89). RNA interferans1 kullanilarak APP ekspresyonunun devre disi birakilmasi
sonucunda, ksenograft modellerde meme kanseri biiylimesinin ve hiicre gogiiniin
azaldig1 gozlemlenmistir. sSAPPa olusumu heniiz tanimlanmamis olup ¢esitli sinyal
yollar1 araciligr ile meme kanserinde hiicre gogiinii indiikledigi diistiniilmektedir.
Sinyal yolaklar igerisinden PKA, PI3K, AKT ve FAK dahil olmak iizere birgok

sinyal yolaklari ile iligkisinin arastirilmasi gerekmektedir (88, 89).
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Sekil 2.6. Meme kanserinde hiicre gogiinde APP ve ADAMI0 igin 6nerilen model
(88).
2.7. Fosfoinozitol-3 Kinaz (P13K)/Protein kinaz B (AKT) Sinyal iletim Yolunun

Fonksiyonu ve Karakterizasyonu

Fosfoinozitid-3-kinaz-protein  kinaz B/AKT (PIzK-PKB/AKT) yolunun
tanimlanmasi, aktive edici reseptdr tirozin kinazlarin (RTK'lar) 1980'lerin basinda
ciddi bir sekilde insiilin reseptor sinyalini karakterize etme girisimleriyle baglamistir.
Bu miitevazi baslangiglar, insiilin reseptorii substrat (IRS) proteinleri yoluyla insiilin
reseptOrii sinyalinin bilesenlerinin ve mekanizmasinin tanimlanmasina ve bunun
sonucunda da 3-fosfoinozitid bagimli protein kinaz 1 (PDK1) ile PKB/AKT aracili
aktivasyonun tanimlanmasina yol agt1 (90). Fosfoinozitid-3 kinazlar (PI3K), hiicre
biliylimesi, metabolizma, proliferasyon, glukoz homeostazi ve vezikiil trafiginin
diizenlenmesinde rol alan bir protein ailesidir (91). PIsK’lar, ti¢ farkli siniflandirma
ile yapisina, baglanma sekline, aktivasyonu ve substratina goére PIzKI, PIsKII ve
PIKIII seklinde ayrilmaktadir. IA sinifi enzimlerinin en iyi nitelendirilmis grubu

PIzK’dir. IA grubu PIzK’lar iki alt iiniteden olusmaktadirlar (92).
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a) p110 katalitik alt tinite (p110a, p110B, p110y)
b) p8&5 regiilator alt {inite (p85a, p85P, p55y, pS5a, pSO0a)

PI3K, inositol halkasinin 3 konumlu hidroksil grubunu fosforile edebilen bir
kinazdir. PI3K iki bélgeden olusmaktadir. Birincisi, katalitik bir P110 alam ve
ikincisi bir diizenleyici P85 bolgesidir. PIsK'nin aktivasyonu tipik olarak, aktive
edilmis reseptore bagli diizenleyici alt birim yoluyla dogrudan uyarilabilir veya
insiilin reseptorii substrat (IRS) proteinleri gibi adaptdr molekiiller yoluyla dolaylh
olarak aktive edilebilmektedir. PI3K, ayrica bir GTP baglayict RAS proteini ile
aktive edilebilmektedir (93). Reseptoriin uyarilmasindan sonra PIz3K, hiicre
membraninda inozitol fosfolipidlerin fosforilasyonunu katalizlemektedir. Fosfotidil
inozitol trifosfat (PIP3), bu yolla olusan bir lipid mediatorii olup, PIP3 bagimli
kinazlar (PDK) ve protein kinaz B’nin (AKT) aktivasyonundan sorumludurlar ($ekil

2.7). Protein kinaz B, AKT1 ve AKT2 genleri tarafindan kodlanan bir proteindir. Bu

genler, viral v-akt onkogeninin insanda bulunan homologlaridir (94).
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Sekil 2.7. Protein kinaz B/AKT yolunun islevleri (95).

Sitokinler ve biiytime faktorleri PIsK ve Akt yolunu aktive etmektedirler
boylece hiicreler icin yasama sinyalleri olusmaktadir. PIs3K/AKT yolagi apoptozun

inhibisyonunda ve hiicre proliferasyonunun uyarilmasinda rol oynamaktadir. Timor
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baskilayici bir protein olan PTEN ise, PI3K sinyalizasyon yolaginin diizenlenmesinde

en Onemli gorevi lstlenip, PIP3 olusumunu inhibe eden negatif bir diizenleyicidir

(96).

PTEN, hiicre 6liimiine bir¢cok apoptotik uyariya cevaben PI3K/AKT yolaginin
negatif yonde diizenleyerek duyarliligi arttirmaktadir. PIsK/AKT hiicre canlilik
yolagindaki diizenleyici roliine ek olarak, ayn1 zamanda biiylime faktorii-indiiklii
SHc fosforilasyonunu inhibe etmekte ve MAP kinaz sinyal yolagini baskilamaktadir.
Bu durum, PTEN’nin PI3K/AKT sinyal yolagindan bagimsiz rolleri oldugunu
gostermektedir. AKT’ nin pankreas kanseri dahil bir¢ok kanserde asir1 eksprese
edildigi ve yiiksek diizey AKT eksprese eden hiicrelerin apoptoz uyarilarina daha
direncli oldugu rapor edilmis olup, pankreatik kanserin %60’mmda AKT2’nin

aktivasyonu veya amplifikasyonunun meydana geldigi gozlenmistir (97).

Karsinogenezde etkili olan PIsK sinyal yolu degisimleri soOyle

siralanmaktadir:

1. PI3K’nin sentezi artabilir.

2. PTEN tiimdr baskilayici proteini mutasyon ile fonksiyon kaybina ugrayabilir.

3. PKB sentezi kanser hiicrelerinde (meme, over, mide, pankreas, prostat)
artabilir.

4. PTEN’in islev kayb1 veya PKB’nin asir1 sentezlenmesi siirekli mTOR
aktivasyonuna yol agmaktadir.

5. 4E proteininin sentezi artabilir (95).

Protein kinaz B aktivasyonunun hiicre dongiisii tizerindeki etkileri de
karsinogenez siirecinde 6nem tagimaktadir. p21 proteini hiicre dongiisiiniin erken G1
fazinda siklin D ve siklin bagimli kinaz 4/6 (cdk4/6) kompleksi ilizerinde pozitif
uyarict etki yapmaktadir. Protein kinaz B, p21’in stabil formunun olusumunu
tetiklemekte ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesine uyarici yonde etki etmektedir. Buna

ek olarak, p21’in degradasyonunu uyaran proteini de inhibe etmektedir (95).
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2.7.1. PIsK/AKT Sinyal Yolu ve APP

AH ile yakindan iligkisi olan APP’nin biyolojisi iizerine yapilan ¢alismalarin
bircogu patojenik mekanizmalar ve terapotik firsatlar {izerine odaklansa da
arastirmalar dikkat ¢ekici bir sekilde APP ailesi iiyelerinin biiylime ve gelismeden,
kanser mekanizmasindaki rollerine dogru kaymaya baslamistir. PIsK/AKT/GSK-3f3
sinyal yolunun AP maruziyetinden dogrudan etkilendigini ve AH beyinlerinde
degistigini  gostermektedir. Ayrica AP oligomerlerinin, PIzK/AKT yolunun
modiilasyonu yoluyla, insiilin reseptorlerinin ekspresyonunu ve yogunlugunu modiile
ettigi ve AH hastalarinda fosforile AKT seviyelerinde degisiklikler oldugu
bildirilmistir (98). Yakin zamanda ise, sAPPa ile PIsK/AKT sagkalim yolunun
aktivasyonunu dogrudan arastirmak icin, serumdan yoksun SH-SY5Y néroblastoma
hiicreleri ile in vitro Akt-kinaz deneyleri gergeklestirilmis, bu kapsamda, trofik
faktorlerin geri ¢ekilmesi ile AKT aktivitesi ve pGSK-3p seviyesinde belirgin bir
azalma meydana geldigi ve total APP ile sAPPa’nin, G-protein aracili PIzK-AKT
sinyalizasyon yolagini aktive ettigi belirtilmistir (99).

2.7.2. AKT Aktivasyonunun Hiicre Proliferasyonundaki Rolii ve
Glikojen Sentaz Kinaz 3

Glikojen sentaz kinaz 3 (GSK-3) serin/treonin protein kinaz ailesinin bir
tiyesidir. ik kez 1980’lerde diizenleyici kinaz olarak kesfedilmistir (100). GSK-3;
glikojen metabolizmasi, hiicre ¢ogalmasi, hiicre dongiisii, gog, bagisiklik, interlokin
tiretimi, protein kinaz ile adaptif degisimler gibi bircok hiicresel olayda gorev
almaktadir. Hiicrelerde yapisal olarak aktif olmasi ve aktivitesinin inhibisyonu ile
diizenlenmektedir. Memelilerde GSK-3 alfa (GSK-3a) ve GSK-3 beta (GSK-3p)
olmak iizere 2 izoformu mevcuttur. Bu izoformlar, kendi igerisinde yiiksek homoloji
gostermektedir. Iki izoform arasindaki kiitlesel fark GSK-3o’nin  N-terminal

ucundaki zengin glisin bolgesinden kaynaklanmaktadir (101).
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' Gly I I Kinaz Bilgesi I
iﬁ_ 51 kDa GSK3-alfa
SA;‘I Y279
. 47 kDa GSK3-beta
S}AQ Y216

Sekil 2.8.. GSK-3’nin izoformlari: GSK-3a ve GSK-3f (Gly: Glisince zengin bolge,
S9 ve S21: N-terminal serin fosforilasyon bolgeleri, Y216 ve Y279: tirozin
fosforilasyon bolgeleri) (101).

GSK-3a ve GSK-3B yapisal olarak birbirlerine benziyor olsa da islevsel
olarak ayni degillerdir (Sekil 2.8). Fare embriyolarinda, GSK-3f’nin homozigot
delesyonu hepotositleri apoptoza gotiiriircken, GSK-3a yoksunu fareler hayatta
kalabilmektedir. Ancak glikoz metabolizmasindaki kusurlar nedeni ile yasam siireleri
kisalmaktadir (101, 102).

GSK-3’iin aktivasyonu veya inaktivasyonu; Wnt, reseptor tirozin kinaz ve G
proteinine bagli hiicresel yanitlar dahil olmak iizere ¢ok sayida sinyal yolunu
diizenlemektedir (101). Hiicrelerin insiilin ile uyarilmasi, PI3K bagimli mekanizma
ile GSK-3’lin inaktivasyonuna neden olmaktadir. Her iki GSK-3 izoformu, PKB
fosforilasyonu ile sonug¢lanmaktadir. Bu fosforilasyon, GSK-3’iin aktivitesini inhibe
etmektedir. GSK-3’iin PIsK-bagimli inhibisyonu, glikojen sentaz ve Okaryotik
protein sentezi baslatma faktorii-2B  (elF-2B) dahil olmak {izere GSK-3
substratlarinin defosforilasyonuna neden olmaktadir. Bu durum, glikojen ve protein
sentezinin artmasma neden olmaktadir (101). Insiilin diginda da pek ¢ok uyaran,
GSK-3’ii serin fosforilasyon yolu ile inaktive etmektedir. Serin fosforilasyon yolu
EGF ve PDGF gibi biiylime faktorleri aracili ERK/MAPK yolagi ile GSK-3
inaktivasyonuna sebep olmaktadir (101). Kanserin gelisim siirecinde tiimor hiicreleri
birgok fenotipik 6zellik kazanmaktadir. Bu degisimler, tiimor hiicrelerinin hizli ve
sinirsiz cogalmalarina ve hatta metastaza neden olmaktadir. Sinyal iletim yollarini ve
sinyal proteinlerini hedef alan onkogenik mutasyonlara sik olarak rastlanmaktadir.
Sinyal iletiminde meydana gelen degisimler, hiicrenin ¢ogalma veya yasama
islevlerinin kontroliinii ortadan kaldirmaktadir. GSK-3 aktivitesindeki artig, kanser
ve birgok hastaligin patofizyolojisinde rol oynadigi icin gliniimiizde GSK-3’{in

inhibe edilerek yeni tedavi yollarinin gelistirilmesine odaklanilmigtir (103, 104).
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Sekil 2.9. GSK-3 inhibitorlerinin gesitli hastaliklarla iligkisi (103).

2.8. Fenotiyazin Yapih Bilesikler

Fenotiyazin yapili bilesikler, antihelmintik o6zellige sahip olup, MSS’ini
etkilemektedirler (105). 1880’lerin sonlarinda, Paul Ehrlich sitma tedavisi igin bir
ilag tasarlamak iizere fenotiyazinleri kullanan ilk kisi olmustur. Ardindan 1891°de
Berlin’de bir hastanede iki sitma hastasi {izerinde metilen mavisi (MB) deneysel
tedavi yontemi olarak kullanilmigtir. Sitma hastalarinda MB’nin tedavi edici rolii
oldugu tespit edilmistir. 20. yiizyilin ortalarina kadar birgok ¢iftlik hayvaninda ve
insanda antihelmintik olarak kullanilmistir. Ayrica, Ehrlich MB metabolizmasini ve
redoks dongiisiiniin kendine 6zgii 6zelligini tanimlayan ilk kisi oldu (105). Fransa’da
Rhone-Poulench Laboratuvarindaki kiigiik bir arastirma grubu antihistaminik etkilere
sahip fenotiyazin tiirevleri gelistirmislerdir. 1950’lerde anestezik etkilere sahip
fenotiyazin tiirevleri tasarlanmistir. Bunun disinda, fenotiyazinlerin herbirinin 6nemli
birer antibakteriyel aktiviteye sahip olduklar1 tespit edildi. Ozellikle, tiiberkiiloz
tedavisinde ve antibiyotiklere direngli bakteri tiirlerindeki etkileri gosterilmistir (105,

106).
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Sekil 2.10. Fenotiyazinlerin kesif siireci (105).

DMMB, Taylor mavisi olarak da bilinmekte olup, MB’nin bir tiirevidir.
DMMB, doku boyama uygulamalarinda siklikla kullanilan metakromatik 6zellikli bir
boyadir. Tiimor hiicreleri, virilis ve parazit tedavilerinde kullanilmaktadir (107). MB,
DMMB ve TBO’nun N. Caninum fizerindeki anti-parazitik etkileri in vitro ve in
vivo modeller kullanarak gosterilmistir (108).

Son 20 yilda, oksidatif stresin sebep oldugu patolojik durumlar {izerinde
fenotiyazin bilesiklerinin etkileri incelenmektedir. Yakin zaman a ise, sizofreni dahil
olmak {tizere bircok norolojik hastaligin tedavisinde fenotiyazin bilesiklerinin
kullanilabilecegi disiiniilmektedir (105). Fenotiyazinler, nispeten ucuz bilesiklerdir.
Bu yiizden yaygin olarak temin edilebilmektedirler. Simdiye kadar, 5000’den fazla
fenotiyazin tiirevi sentezlenmis olup kimyasal ve biyolojik aktiviteleri nedeni ile son
derece Onemli birer arastirma konusu olmuslardir (109). Fenotiyazinler farkli
proteinlerin yani sira, DNA ile de etkilesime girebilmektedirler. Yapilan bir
caligmada, fenotiyazin tiirevlerinden klorpromazin ve perfenazinin, plazmit DNA
pBR322’ye interkale oldugu gosterilmistir. Interkalasyon ile fenotiyazinler DNA
analogunun arasina girmektedirler. Bu nedenle, DNA yapisal degisimler
gostermektedir. Bu durum, DNA onarim siireglerinin - ve replikasyonun

engellenmesine sebep olmaktadir (110). Ayrica fenotiyazinlerin, okaryotik
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hiicrelerde Ca*? tasima proteini olan kalmodiiline baglanarak, inhibe ettigi
bilinmektedir (109, 110). MB, katyonik yapil1 bir fenotiyazin bilesigidir. Suda ve
organik  ¢Oziiclilerde  ¢Oziinebilmektedir. 1876’da  tekstil boyasi  olarak
sentezlenmistir. 1891°de tibbi uygulamalara arastirma konusu olmustur. Klinik
uygulamalarda 1-4 mg/kg araligiin giivenli doz oldugu gosterilmistir (1, 111, 112).
MB sitma, methemoglobinemi, kardiyopulmoner baypas, septik sok tedavisinde
kullanilmaktadir. Diisiik dozlu MB’nin, mitokondriyal elektron tasima zincirinde
serbest radikal liretiminin azalmasina yol agabilecegi gosterilmistir (1). Son yillarda
MB’nin, Parkinson hastaliginda (113), AH’de (114), iskemik inme ve travmatik
beyin hasarlarinda (115) noroprotektif etkileri oldugu bildirilmistir. MB’nin AH’de
amiloid-B olusumunu inhibe ettigi diisiiniilmektedir. Transgenik PSAPP fare
modelinde, hayvanlara oral yolla 3 mg/kg olarak verildiginde, hayvanlardaki
davranig bozuklugunu onemli derecede onledigi ve AP ekpresyonunu da onemli
Olglide azalttigi bulunmustur (114). HT-22 hiicre hatt1 ile yapilan ¢aligmalarda ise
MB’nin, amiloid agregasyonunu azalttigi gosterilmistir (114, 116). Ayrica, MB’nin
ana metaboliti olan Azur B’nin, sAPPa ve AP diizeylerini AH hiicre modeli olan
PS70 hiicrelerinde doza bagli olarak azalttigi bulunmustur (117). Yine ayni hiicre
modelinde, TBO ve TH’nin, APP seviyelerini diisiirerek, AP patolojisini de azalttigi
gosterilmistir (10). Bunun yani sira, deneysel olarak subaraknoid kanama sonrasi
uygulanan MB’nin ndrolojik  disfonksiyonu ve beyin O6demini azalttig
gozlemlenmistir. MB uygulamasinin AKT ve GSK-3p’nin fosforilasyonunu tesvik
ederek cekirdekte MEF2D (miyozite 6zgii giiclendirici faktér 2, kas ve noronal

farklilagsma, gelismede gorev alir) konsantrasyonunu arttirdigi bildirilmistir (118).

Fenotiyazinler, anti-kanser ilag tasariminda yapisal bir iskelet
olusturmaktadir. Son yillarda bu yapisal iskelet {izerinden tasarlanan farkli
fenotiyazin bilesikler, bircok kanser c¢aligmasina konu olmustur. Bu bilesiklerin
bircogu ise, yeni kanser ajani olarak tanimlanmistir. Bu dogrultuda hayvan deneyleri
ile yapilan kanser calismalarinda, fenotiyazin yapili bilesik olan dimetilbenzantrasen
kanser gelisimini azaltmigtir. Bu gibi c¢alismalar fenotiyazin yapili bilesiklerin
mekanizmasinin anlagilmasi i¢in 6nciil olmustur (119, 120). Lésemi ve lenfoma

klinik c¢alismalarinda klorpromazin ve trifluoperazinin doza bagli olarak apoptozu
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tesvik ederken, bu bilesiklerin normal hiicrelere herhangi bir etkisinin olmadigi
bildirilmistir. Bu tir calismalar, fenotiyazin yapili bilesiklerin  timor
proliferasyonunu inhibe edebilecegi fikrini desteklemektedir. Bu fikirden yola
cikarak, meme kanseri ve akciger kanserinde fenotiyazin yapili bilesiklerin anti-
timor aktivitesi incelenmistir. Bu bilesiklerin, hiicre sinyal yolaklar1 ile yakindan
iligkili oldugu tahmin edilmektedir. Wnt, MAPK gibi sinyal mekanizmalarina etki
ederek, hiicre proliferasyonunu azalttigr diistiniilmektedir. Calismalarda MAPKS,
IGF1R, GSK3pB, FGFR2 ve MAPK10’u dolayli yollardan ya da dogrudan etkiledigi

lizerine tartismalar mevcuttur (11, 121).
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3.  GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar

HT-29 (HTB-38) hiicreleri ATCC’den satin alindi. BCA protein assay Kkit,
Pierce’dan (ABD); Mini-Protean TGX Stain Free Gels, Any kDa Gel (Bio-RAD);
toluidin blue O (TBO) ve 1,9-dimethyl-methylene blue (DMMB), Sigma-Aldrich (St.
Louis, ABD)’den satin alindi. Aksi belirtilmedigi takdirde; diger tiim kimyasallar,
Sigma-Aldrich, Merck (Almanya) veya Biological Industries (Israil) kaynakliydi.

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari, Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali’nin alt yapis1 (laminar flow kabin, inverted mikroskop,
CO2 inkiibatorii, santrifiij, su banyosu vb.) kullamlarak gergeklestirildi. Orneklerin
protein konsantrasyonlarin1 belirlemek i¢in Biotek Powerwave mikroplaka
okuyucusu, protein elektroforezi igin BioRad Mini-Protean 3 ve membrana transfer
icin BioRad Mini Trans-Blot elektroforetik transfer hiicresi kullanildi. Bio-Rad
ChemiDoc XRS+ jel goriintileme cihazi kullanilarak jel ve membranlar
goriintiilendi. Hiicre canlilik ¢aligmalarinda ise, BD Accuri C6 Plus akim sitometri

cihazindan yararlanildi.
3.2. Yontemler

3.2.1. HT-29 Hiicre Kiiltiri

Hiicre kiiltiirii calismalarinda, HT-29 kolon kanseri hiicre hatt1 kullanildi.
Hiicreler, 6ncelikle 75 cm?’lik flasklarda %10 fotal sigir serumu (FBS), 100 {inite/ml
penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren McCoy’s SA Medium ortaminda %70-80
yayginlik gosterene kadar ¢ogaltildi. Uygun yogunluga eristiklerinde, %0.25 tripsin-
EDTA kullanilarak tripsinize edildi ve stok yapmak amaciyla, hiicreler antibiyotiksiz
ve %5 DMSO igeren tam besiyeri igerisinde dondurularak saklandi. Ayrica, ileriki
caligmalarda kullanilmasi gereken dozu belirlemek icin, kontrol amagh olarak kanser
olmayan saglikli HEK293 hiicreleri kullanildi. Bu hiicreler ise, %10 FBS ve 100
tinite/ml penisilin-100 pg/ml streptomisin igeren Dulbecco’s modified Eagle’s

(DMEM) besiyerinde ¢ogaltildi.
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3.2.2. Fenotiyazin Yapilh Bilesikler ile Muamele ve Hiicre Lizatlarinin

Hazirlanmasi

HT-29 hiicreleri, fenotiyazin yapili bilesiklerle muamele dncesinde, 6 kuyulu
(3x10° hiicre/kuyucuk) veya 100 mm x 20 mm plaklar igerisine (1x10° hiicre/plak)
ekildi. Hiicreler tutunup %70-80 yogunluk gdsterene kadar ¢cogaltildi.

Uygulama giinii, stok fenotiyazin ¢ozeltileri, metanol veya PBS igerisinde
taze hazirlanarak, 0.2 um filter ile sterilize edildi. Hiicrelerin bulundugu ortam, %1
FBS iceren taze renksiz RPMI ortami ile degistirilerek, HT29 hiicreleri, 0.5-40 uM
fenotiyazin yapili bilesiklerle (TBO ve DMMB) ve PBS/metanol (kontrol) ile
37°C’de ve %5 COq varliginda 24 saat muamele edildi. 24 saatin sonunda, kiiltiir
ortamlar1 toplanarak hiicre artiklarin1 uzaklagtirmak amaciyla 250 g’de 10 dk

santrifiijleme yapildi ve kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

Hiicre lizatlarii elde etmek icin, hiicreler dnce soguk PBS ile yikandi ve
ardindan 1 mM EDTA, 1 mM fenilmetilsulfonil floriir (PMSF) ve proteaz inhibitor
karisimi igeren RIPA tamponu (150 mM NaCl, %1 IGEAL ®CA-630, %0.5 sodyum
deoksikolat, %0.1 SDS ve 50 mM Tris, pH 8.0) icerisinde 30 dk buz iizerinde inkiibe
edildi ve hiicrelerin plaktan ayrilmasi saglandi. Daha sonra herbir 6rnek, 4°C ve
13000 g’de 30 dk santrifiijlenerek siipernantantlar elde edildi ve Ornekler
kullanilincaya kadar -20 °C’de porsiyonlar halinde saklandi.

3.2.3. Protein Tayini

Calismada, HT-29 hiicre lizatlarinin ve besiyerine salinan total protein
miktar1, BCA protein tayin yontemine gore belirlendi (Sekil 3.1). BCA (bikinkoninik
asit) protein tayini, bir numunedeki toplam protein miktarini belirlemede kullanilan
biyokimyasal bir tekniktir. Yontemde, birinci reaksiyon biiiret reaksiyonu olup, Cu*?
iyonlart peptidlerin azotlarma baglanir ve Cu*Me indirgenmektedir. Ikinci
reaksiyonda Cu*!, BCA ile reaksiyona girerek mor renkli bir yap: olusturmaktadir.
Olusan mor rengin siddeti, protein konsantrasyonu ile dogru orantili olup,
absorbanslar 562 nm’de olgtildii (122).
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° Hiicre lizis protokolii uygulanir. e Ornekler seyreltilerek, BCA reagent hazirlanir.
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Sekil 3.1. Kiiltiir ortamlar1 ve hiicre lizatlarinda, BCA protein tayini yonteminin
basamaklari.

3.2.4. Akim Sitometri Yontemi

Akim sitometri, siispansiyon halindeki hiicreleri veya partikiilleri bir sivi
icerisinde tek tek fiziksel veya kimyasal 6zelliklerine gore analiz edebilen teknolojik
bir cihazdir. Akim sitometri sistemi 3 ana kisimdan olusmaktadir. Oncelikle sivi
icerisindeki hiicreler, 6zel boyalarla muamele edildikten sonra tek sira halinde akis
kanali igerisinden ge¢mektedirler. Siispande haldeki hiicreler burada, lazer isikla
karsilasmaktadirlar. Ozellesmis boyalar araciligi ile 151k, uygun dedektdrler ve
filtreler ile cesitli dalga boylarina donistiiriilir. Bu farkli dalga boylan ise,
Ozellesmis bilgisayar programlari araciligi ile algilanmakta ve hiicreler hakkinda

bizlere bilgi saglamaktadir (123-125) (Sekil 3.2).
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Olii Hiicre Canl Hiicre

Propidyum
iyodiir

Sekil 3.2. PI'min, 6lii ve canli hiicreler iizerindeki etkisi (R&D Systems’in
Propidyum iyodiiriin hiicre canliligi akim sitometri protokoliinden Tirkgelestirilerek
alinmistir.)

Calismada, TBO ve DMMB’nin HT-29 ve HEK?293 hiicre canlilig1 {izerine

etkileri asagida yer alan protokol esas alinarak akim sitometrisi yontemi ile analiz

edildi:

1.

HT-29 hiicreleri ve HEK293 hiicreleri, 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklarina
1x10° hiicre olarak sekilde ekildi.

24 saat inkiibe edilerek hiicrelerin plaga tutunmasina izin verildi.

Bu siire sonunda, hiicreler taze besiyeri ile degistirildi.

Stok TBO ve DMMB ¢ozeltileri (0.25-4 mM) sirasiyla; PBS ve metanolde taze
hazirlanip, 0.2 pm filtre ile sterilize edildi.

Son derisimler, TBO i¢in 1.25-40 uM ve DMMB i¢in 0.5-15 uM olacak sekilde
kiiltiir ortamlarina eklenerek, 24 saat muamele edildi.

Ardindan, kuyucuklardaki kiiltiir ortam1 FACS tiiplerine alind1.

Hiicreler 0.5 ml PBS ile yikanarak yine ayni sivi FACS tiipii igerisine aktarildi.
Her kuyucuga, 0.5 ml %0.25 (w/v) tripsin-EDTA eklenerek hiicreler kaldirildi
ve 1.5 ml besiyeri eklendi, ardindan hiicre siispansiyonlar1 FACS tiiplerine
alind.

Kuyular, iki defa 0.5 mL PBS ile yikandi ve ardindan bu sivilar da ayni tiip

igerisine eklendi.

10. FACS tiipleri, 400 x g’de 5 dk santrifiij edildi.
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11. Ustte kalan siipernatant uzaklastirildi ve hiicrelerin {izerine yikama amagcli bir
miktar PBS eklenerek tekrar 400 x g’de 5 dk santrifiij edildi.

12. PBS tekrar uzaklastirildi ve tiiplerdeki ¢oken hiicrelerin tizerine 1 ul 100 pg/mL
PI eklendi.

13. 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyonun ardindan her analiz, BD Accuri C6
Plus akim sitometri cihazinda (Becton Dicksinson, BD, Franklin Lakes, NIJ,
USA) gergeklestirildi.

14. Veriler, BD Accuri CFlow yazilimi ile analiz edildi. Sonuclar, kontrole gore

canlt hiicre ytizdesi olarak ifade edildi.
3.25. MTT Analizi

HT-29 ve HEK293 hiicreleri, 96-kuyulu plaklar kullanilarak her kuyuda 7500
hiicre olacak sekilde ekildi. HT-29 hiicreleri i¢in %10 fotal sigir serumu (FBS), 100
tinite/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren McCoy’s SA Medium ortaminda;
HEK293 hiicreleri ise %10 FBS, 100 {inite/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin
iceren DMEM ortami igerisinde 37°C’de, %5 CO: igeren inkiibatorde 24 saat
boyunca inkiibe edilerek, hiicrelerin plaga tutunmasimna izin verildi. Inkiibasyon
sonunda ortam, fenol red igermeyen taze kiiltiir ortami (100 pl) ile degistirilerek,
HEK293 hiicreleri, kontrol (PBS) ve 0-80 uM TBO ve 0-30 uM DMMB ile HT-29
hiicreleri ise, kontrol (PBS) ve 0-10 uM TBO ve 0-1.25 uM DMMB ile 24 saat
muamele edildi. Sonrasinda 12 mM MTT stok soliisyonundan her kuyucuga 10 pl
eklendi ve plaklar, 37°C’de 4 saat inkiibe edildi. Hiicreler MTT ile isaretlendikten
sonra, kuyucuklarda 25 pl kalacak sekilde ortam azaltildi. Formazan kristallerinin
¢oziinmesi igin 50-100 ul DMSO, her kuyucuga eklendi ve 37°C’de 10 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra Biotek Powerwave mikroplaka okuyucusu (BioTek,
Highland Park, ABD) kullanilarak 540 nm’de absorbanslar o6l¢iildii. Sonuglar

kontrole gore % olarak verildi.

3.2.6. Western Blot

HT-29 hiicrelerinde fenotiyazin yapili bilesiklerin hiicre i¢i total APP,
APLP2, sAPPa, sAPLP2 ve o-sekretaz (ADAMI10) ekspresyonu iizerine olan

etkileri, Western Blot yontemi ile analiz edildi. Aym1 zamanda, AKT Kkinaz
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tizerindeki etkileri ise, endojen fosfo-AKT, total AKT ve fosfo-GSK-3a/B (Ser21/9)

ekspresyonlarina bakilarak Western Blot yontemi ile degerlendirildi.

Yine ayni hiicrelerde fenotiyazin yapili bilesiklerin PIsK yolagi iizerine

etkileri, PIsK’1 fosforilleyen ve bir timor siipresér olan PTEN iizerinden

degerlendirildi.
e SDS-PAGE
1. Hiicre lizatlar1 (15-70 pg protein/kuyucuk), 1:1 oraninda 2x Laemmli

tamponu (0.125 M Tris/HCI pH 6.8, %20 gliserol, %4 SDS, %0.0025
bromfenol mavisi, %10 B-merkaptoetanol) ile karistirildi.

Ornekler, 95 °C’de 5 dk kaynatildi.

Lizatlar, Bio-Rad stain free any kD™ Mini-Protean®TGX™ precast jele
yiiklendi ve 200 V’da 25 dk boyunca SDS-PAGE islemine tabi tutuldu.
Coziiniir proteinler (SAPPa ve SAPLP2) igin ise, kiiltiir ortamlar1 toplanarak

analizler gerceklestirildi.
Proteinlerin Membrana Transferi ve Goriintiileme islemleri

SDS-PAGE isleminin ardindan, jeller, UV 15181 altinda 1 dk aktive edildi ve
tiim proteinler Bio-Rad ChemiDoc XRS+ cihazi ile gortintiilendi.

Jeldeki proteinlerin transferi i¢in 0.45 um’lik PVDF membran kullanilarak
Bio-Rad mini trans-blot elektroforetik transfer hiicresi ile 1 saat boyunca 100
V’da transfer edildi.

Ardindan, 6ncesinde UV 15181 ile aktive edilmis proteinleri igeren membran
goriintiisii alindi.

Primer antikor ile muamele 6ncesinde membran, %5 yagsiz siit tozu iceren
TBS-T (20 mM Tris, 150 mM NaCl ve %0.05 (v/v) Tween 20, pH 7.6)
tamponu igerisinde oda sicakliginda (25 °C) 3 saat calkalandi, spesifik
olmayan bolgeler bloklandi.

Daha sonra, %3 yagsiz siit tozu iceren TBS-T icerisindeki uygun primer
antikor ile 4°C’de gece boyunca inkiibe edildi (Tablo 3).

Primer antikorun fazlasi, membranin 3x10 dk siireyle TBS-T tamponu ile

yikanmasi ile uzaklagtirildi.



7. Sekonder antikor asamasinda HRP ile konjlige sekonder antikor (1:40.000) ile

1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

8. Baglanmayan sekonder antikor fazlasi, membranin 3x10 dk siireyle TBS-T

tamponu ile yikanarak ile uzaklastirildi.

9. Son basamakta, ECL veya Clarity Max ECL substrat ile 5 dk inkiibe edildi ve

Bio-Rad goriintiileme cihazi kullanilarak protein bantlari elde edildi.

10. Bantlarin dansitometrik analizleri

B-aktine veya total proteine gore

normalizasyonlar;, ImageLab™, siirim 5.1 yazilim  kullanilarak
gerceklestirildi.
Tablo 3.1. Western Blot yonteminde kullanilan primer antikorlar
Primer Hedef Koken Seyrelme Ticari
Antikor faktorii Firma
Anti-B- .
Amiloid 1-16 | _insan beta Fare 1:1000 | BioLegend
amiloid 1-16 monoklonal
(6E10)
APLP2 APLP2 Fare
1:10000 Abcam
(ab140624) Monoklonal
ADAM10 ADAM10 Tavsan 1:1000 Abcam
Monoklonal
Fosfo-AKT
Fosfo-AKT Tavsan 1:400 Cell
(Ser473) Poliklonal Signaling
AKT Total AKT Tavsan 1:1000 Cell
Poliklonal Signaling
Fosfo-GSK- Fosfo-GSK- Tavsan 1:400 Cell
30/ 30/ Poliklonal ' Signaling
Tavsan ) Cell
GSK-p GSK-p Monoklonal 1:1000 Signaling
PTEN Total PTEN | ., lavsan 1:1000 Cell
Monoklonal Signaling
. . . Fare . Sigma-
Anti-B-Aktin B-Aktin Monoklonal 1:5000 Aldrich
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Orneklerin Hazirlanmasi Jel Elektroforezi Proteinlerin membrana transferi

ORpmmnmm
:: Kolorometrik tanimlama ooooooo
/ Kemiliiminesans tanimlama /@ -
“— Floresan tanimlama =
—
sekonder antikor —— = = :
y = = -
/A o - é e
primer antikor
hedef protein :
gg&/ B immunblotlama
éWWﬁ ) (antikor inkiibasyonu)

Sekil 3.3 Western Blot yonteminin temeli ve antikor etkilesimleri.

Membranlar, farkli bir primer antikorla muamele edilmek istendiginde, daha
onceki primer ve sekonder antikorlari kaldirmak igin asagidaki protokole gore,

Western blot stripping tamponu kullanildi:

e Membranlar, 30 dk oda sicakliginda Western blot stripping tamponu
igerisinde calkaland.

e Ardindan 4 defa 15 dk araliklarla TBS-T ile yikandi.

e Tekrar bloklanmasi i¢in %5 yagsiz siit tozu ile muamele edildi.

e Son asamada, uygulanmak istenen primer ve sekonder antikorlar ile yukarida

belirtildigi sekilde islemler tekrarlandi.

3.2.7. Istatistiksel Degerlendirmeler

Elde edilen veriler, ortalama + ortalamanin standart hatasi (SH) olarak
gosterilmistir. Hiicre kiiltiirii calismalarindan elde edilen sonuglar, ¢oklu gruplar arasi
farkliliklar, ordinary oneway ANOVA analizi ile; kontrole gore ikili
karsilagtirilmalar, Dunnett’s post hoc testi ile degerlendirildi. Her analiz en az 3
bagimsiz deneyin verileri kullanilarak gergeklestirildi. p < 0.05 degerleri anlamli

olarak alindi. Istatistiksel yazilim olarak GraphPad Prism 35, siiriim 5.03 kullanild.
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4. BULGULAR

4.1. Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin HT-29 Hiicre Canlhihg Uzerindeki
Etkileri

Calismada, HT-29 hiicreleri 0-20 uM TBO veya 0-15 uM DMMB ile 24 saat
muamele edildi. 24 saat sonunda hiicreler, inverted mikroskop ile incelendiginde;

TBO’nun kontrol hiicrelere gore herhangi bir konsantrasyonda hiicre canliligini
etkilemedigi (Sekil 4.1) gozlendi.

0 uM TBO 5 UM TBO 10 uM TBO

20 uM TBO

Sekil 4.1. TBO’nun HT-29 hiicre canlilig1 iizerine etkilerini gosteren temsili
mikroskop goriintiileri. 0-20 uM TBO ile 24 saat muamele edilen HT-29
hiicrelerinde, hiicre canliligindaki degisim (Eclipse TS100 Isik mikroskopu, Nikon;
10X biiylitme)



38

DMMB’nin ise, 5 uM konsantrasyondan sonra hiicre canlilifini etkiledigi

gozlendi (Sekil 4.2).

0 uM DMMB 0.5uM DMMB 125 yM DMMB

2.5 uM DMMB 5 uM DMMB 15 uM DMMB

Sekil 4.2. DMMB’nin HT-29 hiicre canliligi iizerine etkilerini gosteren temsili
mikroskop gorintileri. 0-15 pM DMMB ile 24 saat muamele edilen HT-29
hiicrelerinde, hiicre canliligindaki degisim (Eclipse TS100 Isik mikroskopu, Nikon;
10X biiytitme)
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Ancak daha kesin bir sonug¢ i¢in; TBO veya DMMB’nin HT-29 hiicre

canlilif1 tizerine etkileri, propidyum iyodiir (PI) kullanilarak, akim sitometrisi ile

analiz edildi. Bu sonuglara gore; TBO’nun kontrole gore hiicre canliligin1 sadece

%47.5 azalma ile 40 uM konsantrasyonda etkiledigi bulundu (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. TBO’nun HT-29 hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi. 0-40 uM TBO ile 24
saat muamele edilen HT-29 hiicrelerinde, hiicre canliligindaki degisim, akim
sitometrisi ile degerlendirildi. (A) TBO ile muamele edilmis HT-29 hiicrelerinde 6lii
ve canli hiicre dagilimmi gosteren temsili akim sitometrisi grafikleri. (B) TBO ile
muamele sonrasinda akim sitometrisi ile Olgiilen hiicre canliligindaki degisimin
kontrole gore ylizdesel olarak ifadesi, ort = SH olarak gosterilmistir. (n=3-6; ordinary
oneway ANOVA,; **** n<0.0001).
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DMMB ise, kontrol ile kiyaslandiginda 1.25 uM, 2.5 uM, 5 uM ve 15 uM

konsantrasyonda sirastyla %4.3, %5.4, %7 ve %?23.8 oranlarinda hiicre canliligini

anlamli olarak azalttig1 tespit edildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. DMMB’nin HT-29 hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi. 0-15 uM DMMB ile
24 saat muamele edilen HT-29 hiicrelerinde, hiicre canliligindaki degisim, akim
sitometrisi ile degerlendirildi. (A) DMMB ile muamele edilmis HT-29 hiicrelerinde
olii ve canli hiicre dagilimini gosteren temsili akim sitometrisi grafikleri. (B) DMMB
ile muamele sonrasinda akim sitometrisi ile dlgiilen hiicre canliligindaki degisimin
kontrole gore ylizdesel olarak ifadesi, ort = SH olarak gosterilmistir. (n=3-6; ordinary
oneway ANOVA; ** p<0.01); ***, p<0.001; ****, p<0.0001).
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4.2. Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin Kontrol Hiicrelerin (HEK293, Human
Embryonic Kidney Cells) Canlihgi Uzerindeki Etkileri

S6z konusu bilesiklerin, kanserin olasi tedavisinde giivenli bir sekilde
kullanilabilmeleri i¢in kullandigimiz konsantrasyonlar, kanser hiicresi olmayan HEK
293 kontrol hiicreleri {izerinde test edildi. Calismada, HEK293 hiicreleri 0-40 uM
TBO veya 0-15 uM DMMB ile 24 saat muamele edildi. 24 saat sonunda hiicreler,
TBO veya DMMB’nin HEK?293 hiicre canlilig iizerine etkileri, PI kullanilarak, akim
sitometrisi ile degerlendirildi.

Buna gore; TBO’nun kontrole gore 15 puM, 20 uM ve 40 uM
konsantrasyonlarinda sirasiyla %39, %55 ve %77 oranlarinda hiicre canliligin
anlamli olarak azalttig1 tespit edildi.

DMMB’nin ise kontrol ile kiyaslandiginda 2.5 uM, 5 uM ve 15 puM
konsantrasyonda sirastyla %92, %99 ve %97 oranlarinda hiicre canliligini anlaml
olarak azalttig1 tespit edildi.

Sonu¢ olarak; HEK293 hiicrelerinin TBO ile 24 saat muamele edilmesi, 10
UM iizerindeki dozlarda normal hiicreleride etkiledigi i¢in, HT-29 kolon kanseri
hiicrelerinde ileriki asamalarda 10 pM’dan fazla kullanilamamasina karar verildi.

HEK?293 hiicrelerinin DMMB ile 24 saat muamele edilmesinde ise; 2.5 pM
konsantrasyonunda ve tiizerindeki dozlarda normal hiicreleri etkiledigi ig¢in, HT-29
kolon kanseri hiicrelerine ileriki asamalarda 1.25 pM’a kadar eklenmesine karar

verildi.
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Sekil 4.5. TBO’nun HEK?293 hiicre canlilig1 tizerine etkisi. 0-40 uM TBO ile 24 saat
muamele edilen HEK293 hiicrelerinde, hiicre canliligindaki degisim, akim
sitometrisi ile degerlendirildi. (A) TBO ile muamele edilmis HEK293 hiicrelerinde
olii ve canli hiicre dagilimimi gosteren temsili akim sitometrisi grafikleri. (B) TBO ile
muamele sonrasinda akim sitometrisi ile Olgiilen hiicre canliligindaki degisimin
kontrole gore yiizdesel olarak ifadesi, ort £ SH olarak gosterilmistir. (n=3-6; ordinary
oneway ANOVA; **** 1n<0.0001).



£,000,000

o

o

888 0815,000,0001
FSC-A

Kontral

7.400.666
I

oa———

1.25uM

T T T
§88,0815,000,000 10,000,000 16,777,215
FSC-A

7,400,666
L

2,000,000
!

T T
000,000 16,777,215

SSC-A

SSC-A

43

£ 025uM § 05uM § 0.75uM
£-] o E=]
£-] o E=]
. < <
M~ M ~
. 1 X

o k=]
g 48 g
g g1
N e o 5 ) o ; -
° T T 1 Qo T T T o T T T
888,0815,000,000 10,000,000 16,777,215 §88,0815,000,000 10,000,000 16777.2]  g88,0815,000,000 10,000,000 16,777,215

C-A FC-A FSC-A

&
i 25uM : SuM § 15uM
=] o =]
o -+ =3
* ~ -
N ~

T )

a (=]
] 3 33
g £ -
3 2 3 i
L] ™ L 2
o hd T T T ° T

1204

100

Hicre Canhihign
(% Kontrol)

o 8 8 8 3

1 1 1
886,0815,000,000 10,000,000 16,777,215
FSC-A

§88,0815,000,000 10,000,000

FSC-AT

-

0 0250507512525 5 15

[DMMB], uM

16,777,215

T T
B88,0815,000,000 10,000,000 16,777,215
FSC-A

Sekil 4.6. DMMB’nin HEK293 hiicre canlilig1 iizerine etkisi. 0-15 pM DMMB ile 24
saat muamele edilen HEK293 hiicrelerinde, hiicre canliligindaki degisim, akim
sitometrisi
hiicrelerinde o6lii ve canli hiicre dagilimini gosteren temsili akim sitometrisi
grafikleri. (B) DMMB ile muamele sonrasinda akim sitometrisi ile Olglilen hiicre
canliligindaki degisimin kontrole goére yiizdesel olarak ifadesi, ort + SH olarak

gosterilmistir. (n=3-6; ordinary oneway ANOVA,; **** p<0.0001).
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4.3. Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin HEK293 ve HT-29 Hiicre Canhh@
Uzerindeki Etkilerinin MTT ile Degerlendirilmesi

Fenotiyazin yapili bilesikler ile 24 saat muamele sonrasinda, kanser olmayan
HEK?293 hiicre canliliina etkisi, MTT yontemi ile degerlendirildi. Buna gore, TBO
ile 24 saat muamele sonrasinda kontrole goére 20 puM, 40 puM ve 80 uM
konsantrasyonlarinda sirastyla %35, %61 ve %53 oranlarinda hiicre canliligini
anlamli olarak azalttig1 tespit edildi. DMMB ise, kontrol ile kiyaslandiginda 2.5 puM,
5 uM, 10 uM, 15 pM ve 30 uM konsantrasyonda sirasiyla %60, %87.6, %93.5,
%97.8 ve %96.7 oranlarinda hiicre canliligin1 anlaml olarak azalttig1 tespit edildi
(Sekil 4.7).

Kanser olmayan HEK293 hiicrelerinin TBO veya DMMB ile 24 saat
muamelesi sonrasinda elde edilen MTT bulgular1 ve akim sitometrisi sonuglari
paralellik gostermesi nedeniyle, TBO igin 10 uM {izerindeki dozlarda kanser
olmayan bu hiicreleri etkiledigi i¢in, HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde ileriki
asamalarda 10 pM’dan fazla kullanilmadi. DMMB i¢in ise; 2.5 puM
konsantrasyonunda ve tizerindeki dozlarda kanser olmayan bu hiicreleri etkiledigi
icin, HT-29 kolon kanseri hiicrelerine ileriki asamalarda 1.25 uM’a kadar muamele
yapildu.

Fenotiyazin yapili bilesikler ile 24 saat muamele sonrasinda, HT-29 hiicre
canliligia etkisi, MTT yontemi ile degerlendirildi. Buna gére, hem TBO hem de
DMMB, artan dozla birlikte kontrole gore hiicre canliligini, kontrole gore anlamli
olarak azaltmaktadir.

TBO ile muamele edilen hiicrelerde, hiicre canliligt 5 uM ve 10 puM’da
anlamli bir azalma gostererek kontrole gore sirasiyla %30 ve %63 oraninda
azalirken, DMMB’nin ile muamele edilen hiicrelerde, hiicre canlilig1 0.5 uM ve 1.25
uM’da anlaml bir azalma gostererek kontrole gore sirasiyla %61 ve %73 oraninda

azalmaktadir (Sekil 4.7).
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Ozetle, HT-29 hiicrelerinin 24 saat muamele sonrasinda calisilan
konsantrasyonlart TBO igin 0-10 puM ve DMMB i¢in 0-1.25 pM olarak belirlendi.
Her bir hiicre hatt1 igcin MTT analizlerinden elde edilen sitotoksisite egrileri, Sekil
4.7°de gosterilmektedir. Egrilerin fit edilmesi i¢in, dort parametreli lojistik (4PL)
regresyon teknigi kullanilarak her bir bilesik igin IC50 degerleri (TBO igin 5.7 £ 1
uM; DMMB i¢in 0.32 + 1.2 uM) hesaplandi.
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Sekil 4.7. Fenotiyazin yapili bilesiklerin HEK293 ve HT-29 hiicre canlilig
tizerindeki etkileri. (A) 0-80 uM TBO (n= 7-8) ile 24 saat muamele sonrasinda,
HEK293 hiicrelerinde MTT ile Slgiilen hiicre proliferasyonundaki degisim (B) 0-30
uM DMMB (n= 5-6) ile 24 saat muamele sonrasinda, HEK293 hiicrelerinde MTT ile
Olgiilen hiicre canliligindaki degisim. (C) 0-10 uM TBO (n= 6-10) ile 24 saat
muamele sonrasinda, HT-29 hiicrelerinde MTT ile Olgiilen hiicre canliligindaki
degisim (D) 0-1.25 uM DMMB (n= 6-10) ile 24 saat muamele sonrasinda, HT-29
hiicrelerinde MTT ile Slgiilen hiicre canliligindaki degisim. Deney verileri, ort + SH
olarak gosterilmistir (ordinary oneway ANOVA; *, p < 0.05; ***, p < 0.001; **** p
< 0.0001).
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4.4. HT-29 Hiicrelerinde Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin Total APP, sAPPa,
APLP2 ve sAPLP2 Uzerindeki Etkileri

4.4.1. HT-29 Hiicrelerinde Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin Hiicre I¢i Total
APP Diizeyi Uzerindeki Etkileri

Bir¢ok kanserde, kolon kanseri dahil olmak iizere APP’nin asir1 ekspresyonu
s6z konusudur (3). Bu nedenle, HT-29 hiicre lizatlarinda fenotiyazin yapil
bilesiklerin total APP diizeylerine etkisi, insan AP peptidinin 1-16 amino asit
sekansina spesifik 6E10 antikoru kullanilarak, Western Blot yontemi ile

degerlendirildi.

Western blot sonuglari, hiicre icindeki APP’nin mRNA islemesinden ve
posttranslasyonel modifikasyonlardan dolayr ~ 110 (olgunlasmamig APP) ve 130
kDa (olgunlagsmis APP) arasinda bantlar vermektedir. Dansitometrik analizler igin,
APP’ye ait gozlenen tiim bantlarin yogunluklari birlestirilerek, p-aktine gore

normalize edildi ve veriler kontroliin yilizdesi olarak gosterildi.

Sonuglar, TBO bilesiginin hiicre i¢i total APP diizeylerini dogrudan
etkileyerek, azalttigini isaret etti. Sekil 4.8’de goriildiigii gibi, 10 uM TBO ile
muamele edilmis hiicrelerde hiicre ici APP diizeyleri kontrole gére %14 oraninda

anlamli olarak azaldu.
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Sekil 4.8. HT-29 hiicrelerinde TBO’nun intraselliiler total APP diizeyleri iizerindeki
etkileri. (A) 0-10 uM TBO uygulamasi sonrast HT-29 hiicre lizatlarinda intraselliiler
APP’nin Western blot goriintiisii (B) APP’nin B-aktine gdre normalizasyonlari
sonras1 dansitometrik analizleri. 30 pg protein yiiklendi. Deney verileri, ort + SH
olarak gosterilmistir (n=3; ordinary oneway ANOVA; *, p < 0.05).
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DMMB bilesigi ise; ayni sekilde hiicre ici total APP diizeylerini direk olarak
etkileyerek, ekspresyon diizeylerini azaltmaktadir. Dansitometrik analizde tiim
bantlarin yogunluklar birlestirilerek (olgunlasmis ve olgunlasmamis) B-aktine gore
normalize edilmistir. Sekil 4.9°da goruldigi gibi, 1.25 uM DMMB ile muamele
edilmis hiicrelerde intraselliller APP diizeyleri kontrole gore %34 oraninda anlamli

olarak azald.
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Sekil 4.9. HT-29 hiicrelerinde DMMB’nin intraselliiler total APP diizeyleri
tizerindeki etkileri. (A) 0-1.25 uM DMMB uygulamasi sonrast HT-29 hiicre
lizatlarinda intraselliiler APP’nin Western blot goriintiisii (B) APP’nin -aktine gére
normalizasyonlar1 sonrasi dansitometrik analizleri. 30-60 pg protein yiiklendi. Deney
verileri, ort + SH olarak gosterilmistir. (n=4-5; ordinary oneway ANOVA,; **, p <
0.01).
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4.4.2. HT-29 Hiicrelerinde Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin Coziiniir sAPPa

Diizeyi Uzerine Etkileri

Coziiniir sAPPa diizeyleri, Western blot yontemi kullanilarak incelendi (Sekil
4.10). Her 6rnek i¢in sSAPPa diizeyleri, her 6rnegin toplam protein miktarlarina gore
Imagelab yazilimi yardimiyla normalize edildi. Sonuglara goére, 10 uM TBO’nun
sAPPa diizeylerini kontrol grubuna gore %17 oraninda anlamli olarak azalttig

bulundu (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. HT-29 hiicrelerinde TBO’nun sAPPa diizeyleri {izerindeki etkileri. (A) O-
10 uM TBO uygulamasi sonrast HT-29 hiicrelerinin kiiltiir ortaminda sAPPo’nin
Western blot goriintiisii (B) SAPPa’nin total proteine gore normalizasyonu sonrasi
dansitometrik analizi. 11-20 pg protein yiiklendi. Deney verileri, ort = SH olarak
gosterilmistir. (n= 4-8; ordinary oneway ANOVA; *, p < 0.05).
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DMMB bilesiginin ise; ayni sekilde sAPPa diizeyini kontrol ile
karsilastirildiginda; 0.5 uM konsantrasyonda %14 azaltirken, 1.25 pyM DMMB ile

muamele edilmis hiicrelerde kontrole gére %30 oraninda anlamli olarak azaldi.
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Sekil 4.11. HT-29 hiicrelerinde DMMB’nin sAPPa diizeyleri iizerindeki etkileri. (A)
0-1.25 uyM DMMB uygulamasi sonrast HT-29 hiicrelerinin kiiltiir ortaminda
sAPPa’nin  Western blot goriintlisi  (B) sAPPoa’nin total proteine gore
normalizasyonu sonrasi dansitometrik analizi. 6 pg protein yiiklendi. Deney verileri,
ort + SH olarak gosterilmistir. (n=3; ordinary oneway ANOVA; *, p < 0.05; ***, p <
0.001).
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4.4.3. HT-29 Hiicrelerinde Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin Hiicre I¢i Total
APLP2 Diizeyi Uzerindeki Etkileri

APP’ye benzer sekilde, birgok doku APLP2 ekspresyonuna sahiptir ve
APLP2 ekspresyonundaki asir1 artis pankreas, kolon, meme, prostat ve akciger gibi
cesitli kanser tiirleri ile iligkilendirilmistir (3). Bu nedenle, HT-29 hiicre lizatlarinda
fenotiyazin yapili bilesiklerin APLP2 diizeylerine etkisi, rekombinant insan APLP2

insan antikoru kullanilarak, Western blot yontemi ile degerlendirildi.

Western blot sonugclari, hiicre i¢cindeki APLP2’nin mRNA islemesinden ve
posttranslasyonel modifikasyonlardan dolayr ~250 (glukozaminoglikan formu) ve
130-100 kDa (olgunlasmis APLP2) arasinda olmak tiizere 2 adet bant verdigini
gostermektedir (Sekil 4.12). Dansitometrik analizler igin, APLP2’ye ait gbzlenen
bantin (130-100 kDa) yogunlugu, B-aktine gore normalize edildi ve veriler kontroliin

yiizdesi olarak gosterildi.
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Sonuglar, fenotiyazin yapili TBO bilesiginin hiicre i¢i APLP2 diizeylerinde
herhangi anlamli bir degisiklige yol agmadigini gosterdi (Sekil 4.12).

Kontrol 5 uM 10 puM kD3
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Sekil 4.12. HT-29 hiicrelerinde TBO’nun APLP2 diizeyleri iizerindeki etkileri. (A)
0-10 uM TBO uygulamas1 sonrast HT-29 hiicre lizatlarinda APLP2’nin Western blot
goriintiisii (B) APLP2’nin B-aktine gdre normalizasyonlar1 sonrasi dansitometrik
analizleri. 40-50 pg protein yiiklendi. Deney verileri, ort £ SH olarak gosterilmistir
(n=3-5; ordinary oneway ANOVA).
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DMMB ise, kullanilan tiim konsantrasyonlarda APLP2 (130-100 kDa)
diizeylerini anlamli olarak azaltti. Sekil 4.13’de goriildigii gibi, 0.5 UM DMMB ile
muamele edilmis hiicrelerde intraselliiler APLP2 diizeyi %28 oraninda azalirken;
1.25 uM DMMB ile muamele edilmis hiicrelerde intraselliiler APLP2 diizeyi

kontrole %50 oraninda anlamli olarak azaldi.
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Kontrol 0.5 uM 125 yM | o
[ -
-130
APLP2 - “ —
-100

B-AKLIN | we— n—— — - 12

APLP2/B-Aktin
(Kontrole gore %)

05 1.25
[DMMB], uM

Sekil 4.13 HT-29 hiicrelerinde DMMB’nin APLP2 diizeyleri iizerindeki etkileri. (A)
0-1.25 uM DMMB uygulamasi sonrast HT-29 hiicre lizatlarinda APLP2’nin Western
blot goriintiisii (B) APLP2’nin B-aktine gbre normalizasyonlar1 sonrasi dansitometrik
analizleri. 40-60 pg protein yiiklendi. Deney verileri, ort £ SH olarak gosterilmistir
(n=5; ordinary oneway ANOVA; *, p <0.05; *** p <0.001).
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4.4.4. HT-29 Hiicrelerinde Fenotiyazin Yapil Bilesiklerin Coziiniir APLP2
(SAPLP2) Diizeyi Uzerine Etkileri

Coziinlir SALPP2 diizeyleri, Western blot yontemi kullanilarak incelendi. Her
ornek i¢cin sAPLP2 diizeyleri, her 6rnegin toplam protein miktarlarina gére ImageLab
yazilimi yardimiyla normalize edildi. Sonuglara gore, fenotiyazin yapili TBO
bilesiginin hiicre digina salgilanan sAPLP2 diizeylerinde anlamli bir degisiklige yol
agcmadig1 bulundu (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. HT-29 hiicrelerinde TBO’nun sAPLP2 diizeyleri tizerindeki etkileri. (A)
0-10 uM TBO uygulamasi sonrast HT-29 hiicrelerinin kiiltiir ortaminda sAPLP2’nin
Western blot goriintiisii (B) sAPLP2’nin total proteine gore normalizasyonlari
sonrasi dansitometrik analizleri. 20 pg protein yiiklendi. Deney verileri, ort = SH
olarak gosterilmistir (n = 9; ordinary oneway ANOVA).
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DMMB ise, sAPLP2 diizeylerini sadece 1.25 pM’da anlamli olarak azaltt1.
Sekil 4.15’de goriildigi gibi, 1.25 uM DMMB ile muamele edilmis hiicrelerde

kiiltiir ortamina salgilanan sAPLP2 diizeyleri kontrole %40 oraninda anlamli olarak

azaldi.
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Sekil 4.15. HT-29 hiicrelerinde DMMB’nin sAPLP2 diizeyleri iizerindeki etkileri.
(A) 0-1.25 M DMMB uygulamasi sonrast HT-29 kiiltiir ortaminda sAPLP2’nin
Western blot goriintiisii (B) sAPLP2’nin total proteine godre normalizasyonlari
sonrasi dansitometrik analizleri. 20-24 g protein yiiklendi. Deney verileri, ort + SH
olarak gosterilmistir (n= 4-5; ordinary oneway ANOVA; ** p <0.01).
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4.4.5. HT-29 Hiicrelerinde Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin ADAM10 Diizeyi

Uzerine Etkileri

a-sekretaz enzimi ile APP ve APLP2’nin kirilmasi sonucunda meydana gelen
fragmanlardan bir tanesi de sirasiyla biiylik, ¢6ziiniir N-terminal fragman sAPPa ve
sAPLP2’dir. Dolayistyla ¢alismada, HT-29 hiicrelerinde gozlenen sAPPa ve sAPLP2
tizerindeki fenotiyazinlerin inhibe edici etkisinin, APP ve APLP2’nin islenmesinde
rol oynayan a-sekretaz (ADAM 10) enzimi araciliiyla olup olmadigi, rekombinant
Anti-ADAM10 [EPR5622] antikoru kullanilarak Western Blot yontemi ile test
edildi.

Sonuglar, hiicre ic¢indeki ADAMI10’'un mRNA islemesinden ve
posttranslasyonel modifikasyonlardan dolayr ~100 (olgunlasmamis ADAMIO,
immature form) ve 70 kDa (olgunlasmis ADAMI10, mature form) olmak iizere iki
bant verdigini gdstermektedir. Dansitometrik analizler icin, ADAM10’a ait gézlenen
iki bant icin elde edilen bant yogunluklari, B-aktine gére normalize edildi ve veriler

kontroliin yiizdesi olarak gosterildi.
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Kantitatif analizler sonucunda, TBO’nun higbir konsantrasyonunda
olgunlasmamis ADAMI10 ekspresyon (proenzim, inaktif enzim, immature form)
diizeyleri agisindan kontrole gore; istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
Olgunlasmis ADAMI10 (enzimin aktif formu, mature form) ise, 5 uM ve 10 uM TBO
ile kontrole gore sirastyla %23 ve %20 oraninda anlamli olarak azalma gosterdi
(Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. HT-29 hiicrelerinde TBO’nun ADAMI10 diizeyleri lizerindeki etkileri.
(A) 0-10 uM TBO uygulamas:1 sonrast HT-29 hiicre lizatlarinda ADAMI10’un
Western blot goriintiisiit (B) olgunlasmamis ADAMI0 ve (C) olgunlasmis
ADAMI10’nin B-aktine gore normalizasyonlart sonras1 dansitometrik analizleri. 40-
70 ng protein yiiklendi. Deney verileri, ort = SH olarak gosterilmistir. (n=3; ordinary
oneway ANOVA; *, p <0.05).
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DMMB bilesigi ile muamele sonrasinda ise; olgunlasmamis ADAMI10
(proenzim, inaktif enzim, immature form) diizeylerinde kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik goézlenmedi. Olgunlasmis ADAMI0 ise 1.25 uM
DMMB ile %36 oraninda anlamli olarak azalma gosterdi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. HT-29 hiicrelerinde DMMB’nin ADAM10diizeyleri lizerindeki etkileri.
(A) 0-1.25 uM DMMB uygulamas1 sonrast HT-29 hiicre lizatlarinda ADAM10’un
Western blot goriintiisii (B) Olgunlasmamis ADAMI0 ve (C) olgunlagsmis
ADAMI10’nin B-aktine gére normalizasyonlar1 sonras1 dansitometrik analizleri. 30-
70 ng protein yiiklendi. Deney verileri, ort £ SH olarak gosterilmistir. (n= 5-8;
ordinary oneway ANOVA; **** p <(.0001).
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4.5. Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin HT-29 Hiicrelerinde PI;3K/AKT Yolag:
Uzerindeki Etkilerinin Degerlendirilmesi
4.5.1. Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin HT-29 Hiicrelerinde AKT ve GSK-3a/p

Fosforilasyonu Uzerine Etkilerinin Degerlendirilmesi

Bilindigi {iizere, PIZK/AKT yolagi apoptozun inhibisyonunda ve hiicre
proliferasyonunun uyarilmasinda rol oynamaktadir. GSK-3p ise, AKT’nin asagi

yolak substratlarindan bir tanesi olup, ana regiilatorii, AKT dir.

GSK-3fB’nin  aktivitesi, Ser9 ve Tyr216 birimlerinin fosforilasyonu ile
diizenlenmektedir. PI3K yolunun aktivasyonu ile AKT aktive olmakta ve AKT de
GSK-3B’y1 Ser9’dan fosforilleyerek onu inhibe etmektedir.

Calismada, fenotiyazin yapili bilesikler ile 24 saat muamelenin ardindan
gbzlenen hiicre canliligindaki azalmanin, APP ve/veya APLP2 islenmesinin yani
sira, PI3GK/AKT yolag: iizerindeki etkileri nedeniyle de meydana gelip gelmedigi

hiicre lizatlarinda Western Blot yontemi kullanilarak arastirildi.
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Western blot sonuglari, ~ 60 kDa’da AKT ve fosforile AKT Serd473’e ait

bandin varligini gosterdi. Kontrol ile karsilastirildiginda; TBO varliginda AKT ve p-

AKT Serd73 ekspresyon diizeyi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlenmedi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. HT-29 hiicrelerinde TBO’nun p-AKT Ser473 ve AKT diizeyleri
tizerindeki etkileri. 0-10 uM TBO uygulamasi sonrast HT-29 hiicre lizatlarinda (A)
p-AKT’ nin ve (B) AKT nin Western blot goriintiisii (C) p-AKT’nin ve (D) AKT’nin
B-aktine gére normalizasyonlar1 sonras1 dansitometrik analizleri. 30-70 pg protein
yiiklendi. Deney verileri, ort + SH olarak gosterilmistir. (n=3-5; ordinary oneway

ANOVA).
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Diger taraftan DMMB ile 24 saat muamele sonrasinda; DMMB’nin hem p-
AKT hem de AKT diizeylerini 1.25 uM konsantrasyonunda kontrole gore azalttig1 ve
bu azalmanin istatistiksel acidan anlamli olduklar1 gozlendi (Sekil 4.19). 1.25 uM
DMMB ile muamele edilen hiicrelerde p-AKT, %42 oraninda azalirken, AKT

diizeyleri %35 oraninda azaldi.
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Sekil 4.19. HT-29 hiicrelerinde DMMB’nin p-AKT Ser473 ve AKT diizeyleri
tizerindeki PI;GK/AKT yolag lizerine etkileri. 0-1.25 uM DMMB uygulamasi sonrasi
HT-29 hiicre lizatlarinda (A) p-AKT’nin ve (B) AKT nin Western blot goriintiisii (C)
p-AKT nin ve (D) AKT nin B-aktine gore normalizasyonlar1 sonras1 dansitometrik
analizleri. 60-70 pg protein yiiklendi. Deney verileri, ort + SH olarak gosterilmistir.
(n=3-5; ordinary oneway ANOVA; *, p <0.05; **, p <0.01)
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TBO’nun pGSK-3B Ser9 ve GSK-3p ekspresyon diizeyleri {izerine etkisi
Western blot yontemi ile incelendiginde; kontrole gére 10 uM TBO ile pGSK-3f (~
46 kDa)'nin %51 oraninda anlamli olarak arttigi (Sekil 4.20); GSK-3f’nin (~ 46
kDa) diizeylerinde ise sadece 10 uM TBO i¢in %10 oraninda anlamli bir azalma

gozlendi.
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Sekil 4.20. HT-29 hiicrelerinde TBO’nun pGSK-3p Ser9 ve GSK-3B diizeyleri
tizerine etkileri. 0-10 uM TBO uygulamasi sonrast HT-29 hiicre lizatlarinda (A)
pGSK-3p ve (B) GSK-3B’nin Western blot goriintiisii (C) pGSK-3p ve (D) GSK-
3p’nin B-aktine gore normalizasyonlar1 sonrast dansitometrik analizleri. 60-70 pg
protein yiiklendi. Deney verileri, ort + SH olarak gosterilmistir. (n= 6; ordinary
oneway ANOVA; *, p <0.05).
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DMMB’nin pGSK-3p Ser9 ve GSK-3f ekspresyon diizeyleri iizerine etkisi
Western blot yontemi ile incelendiginde ise; kontrole goére 1.25 pM DMMB ile
pGSK-3p (=~ 46 kDa)’nin %52 oraninda anlamli olarak arttig1 (Sekil 4.21); GSK-
3p’nin (~ 46 kDa) diizeylerinde ise sadece 1.25 uM DMMB i¢in %24 oraninda

anlaml bir azalma gdzlendi.
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Sekil 4.21. HT-29 hiicrelerinde DMMB’nin pGSK-38 Ser9 ve GSK-3f diizeyleri
tizerine etkileri. 0-1.25 pM TBO uygulamasi sonrast HT-29 hiicre lizatlarinda (A)
pGSK-3p ve (B) GSK-3B’nin Western blot goriintiisii (C) pGSK-3p ve (D) GSK-
3p’nin B-aktine gore normalizasyonlar1 sonrasi dansitometrik analizleri. 60-70 ng
protein yiiklendi. Deney verileri, ort + SH olarak gosterilmistir. (n= 6; ordinary
oneway ANOVA; *, p <0.05).
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4.5.2. Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin HT-29 Hiicrelerinde PTEN Uzerindeki

Etkilerinin Degerlendirilmesi

Tiimor baskilayict bir protein olan PTEN, PI3K sinyalizasyon yolaginin
diizenlenmesinde en 6nemli oyuncu olup, PIP3 olusumunu inhibe eden negatif bir
diizenleyicidir. TBO i¢in AKT ve p-AKT diizeylerinde herhangi bir degisim
gozlenmezken, DMMB’nin AKT ve p-AKT diizeylerinde azalmaya yol agmasi
nedeniyle, bu yolagin negatif diizenleyici olan PTEN iizerinde herhangi bir etkiye
neden olup olmadigi Western Blot yontemi ile degerlendirildi. Western blot
sonuglari, PTEN’in ~ 55 kDa’da bant verdigini gostermektedir (Sekil 4.22).
Dansitometrik analizler i¢cin, PTEN’e ait gozlenen bant icin elde edilen bant
yogunluklari, B-aktine gore normalize edildi ve veriler kontroliin yiizdesi olarak
gosterildi. Kantitatif analiz sonrasinda, TBO’nun hi¢bir konsantrasyonunda PTEN
diizeylerinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir degisime neden olmadigi

bulundu (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. HT-29 hiicrelerinde TBO’nun PTEN f{izerine etkileri. (A) 0-10 uM TBO
uygulamasi sonrast HT-29 hiicre lizatlarinda PTEN’in Western blot goriintiisii (B)
PTEN’nin B-aktine gbre normalizasyonlar1 sonrasi dansitometrik analizleri. 40-70 pg

protein ylklendi. Deney verileri, ort + SH olarak gosterilmistir. (n=5; ordinary
oneway ANOVA)
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Benzer sekilde, DMMB’nin de hi¢bir konsantrasyonunda PTEN diizeylerinde
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir degisime neden olmadig1 bulundu (Sekil

4.23).
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Sekil 4.23. HT-29 hiicrelerinde DMMB’nin PTEN f{izerine etkileri. (A) 0-1.25 uM
DMMB uygulamasi sonrast HT-29 hiicre lizatlarinda PTEN’in Western blot
goriintiisi (B) PTEN’nif-aktine gdére normalizasyonlar1 sonrasi dansitometrik
analizleri. 30-70 pg protein yiiklendi. Deney verileri, ort £ SH olarak gosterilmistir.
(n= 4-5; ordinary oneway ANOVA).
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5. TARTISMA

Norodejenerasyon ve kanser iki ayri patolojik hastalik olmasma ragmen,
artmakta olan kanitlar, bu iki hastaligin genetik ve molekiiler anomaliler agisindan
ortak mekanizmalar paylastigini gostermektedir. AH nin gelisimi ile iligkili olan
APP proteini, transmembran bir protein olup, beyin dokusunda yiiksek oranda
eksprese edilmektedir. APP ve yine ayni aileden olan APLP2, bir¢ok kanser tiiriinde
asir1 eksprese edilmekte ve her ikisi de kanserin karakteristik 6zellikleri olan anormal

biiylime, go¢ ve invazyon ile iligkilendirilmektedir (3, 126).

Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin HT-29 Hiicre Canlihg: Uzerindeki Etkileri

Birgok arastirma, cesitli kanser tirlerinde artan APP ve APLP2
ekspresyonlarinin  kanser hiicre proliferasyonu ile o6nemli Olglide korelasyon
gosterdigini belirtmektedir (6, 30, 31). PS70 hiicreleri kullanarak yaptigimiz daha
onceki calismalarimizda, fenotiyazin yapisina sahip azur B, TBO ve TH’nin total
APP ve sAPPa diizeylerini azaltmasi (9, 10) nedeni ile bu tez ¢alismasinda, TBO ve
DMMB’nin, APP velveya APLP2’nin proteolitik islenmesini etkileyebilecegi ve
boylece insan kolon kanseri hiicrelerinin (HT-29) canliligini1 azaltabilecegi hipotez
edildi.

Bu kapsamda, fenotiyazin yapili bilesiklerin kanserin olasi tedavisinde
giivenli bir sekilde kullanilabilmeleri ya da tedaviye pozitif katki saglayabilmeleri
icin, kullanilmas1 ongoriilen konsantrasyonlar, oncelikle kanser hiicresi olmayan
saglikli HEK293 hiicrelerinde MTT ve Pl temelli akim sitometri analizleri
sonucunda, TBO igin 10 uM’in; DMMB i¢in ise 1.25 uM’in {izerinde olmamasi
gerektigi tespit edildi. HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde ise, sdz konusu
konsantrasyonlarda, Pl temelli akim sitometri sonuglart ne TBO ne de DMMB’nin

hiicre canliliginda etkili bir azalmaya neden olmadigini gdsterdi.

PI, membran biitiinliigii bozulmus 6lii hiicrelerin igerisine giren ve DNA ¢ift
zincirine baglanarak hiicreleri boyama 6zelligine sahip bir boyadir ve sadece
nekrotik hiicreleri boyamaktadir. Ornegin, erken apoptoz asamasinda veya hali
hazirda apoptoza ugrayan hiicreleri tespit edememektedir (127). Dolayisiyla bu

sonuglar, kesin olarak fenotiyazin yapili bilesikler hiicre canliligini etkileyemez
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anlamima gelmemektedir. Bu nedenle, s6z konusu bilesiklerin HT-29 hiicre canlilig
tizerindeki etkileri, canli hiicrelerin metabolik aktivitesinin bir gostergesi olan MTT
yontemi ile degerlendirildi ve her iki bilesiginde etkili bir sekilde hiicre canliligini
azalttigi bulundu. Ayrica, TBO ve DMMB’nin ICso degerleri karsilagtirildiginda,
DMMB’nin (ICso= 0.32+1.2 pM), TBO’ya (ICso= 5.7+1 pM) gore daha etkili bir

sekilde hiicre canliligini etkiledigi gézlendi.

Fenotiyazin Yapil Bilesiklerin HT-29 Hiicrelerinde APP ve APLP2 Islenmesi
Uzerindeki Etkileri

Calismanin bu asamasinda, HT-29 hiicreleri 24 saat boyunca TBO ve DMMB
ile muamele edildi. Ardindan, hiicre lizatlarinda total APP, APLP2, ADAM10 ve
kiiltiir ortamlarinda ADAMI10 kesim firiinleri sonucu olusan sAPPo ve SAPLP2
ekspresyon diizeyleri Western Blot ile degerlendirildi. Sonuglara gore, her iki bilegik
de hiicre i¢i total APP, sekrete olan sAPPa ve ADAM10 ekspresyonunu etkileyerek
kontrole gore azaltmistir. Bu sonug, daha once laboratuvarimizda fenotiyazinlerle
yapilan diger c¢alismalar ile gordiigiimiiz APP ekpresyonundaki azalma sonucu
kurulan hipotezimizi dogrulamaktadir (9, 10). Yine ¢ok yakin bir zamanda
laboratuvarimizda gergeklesen bir ¢alismada, TBO ve MB bilesiginin pankreas
kanseri hiicrelerinde asir1 eksprese olan APLP2 ekspresyonunu ve proteolitik
islenmesinde rol alan B-sekretazi azaltarak, pankreas kanseri hiicrelerinin biiyiime ve

¢ogalmasini azalttig1 bulundu (128).

sAPPa ekspresyonunda goriilen azalma, bu bilesiklerin APP iizerindeki direk
etkisinden yani APP ekspresyonunu azaltmas: kaynakli olabilecegi gibi, ADAM10
diizeylerini azaltmalari nedeniyle de meydana gelebilecegi seklinde yorumlandi.
APLP2 ve sAPLP2 eckspresyonlart lizerinde TBO etki gostermezken, DMMB,
TBO’dan farkli olarak hem APLP2’yi hem de Kkiiltiir ortamima salinan formu
sAPLP2’yi azaltmaktadir. Yine ayni sekilde, bu durum DMMB’nin APLP2
ekspresyonu tlizerindeki direkt etkisi veya ADAMI10 ekspresyonu iizerindeki azaltic
etkisi nedeniyle olabilecegi seklinde diisiiniildii. Ayrica bu bilesiklerin APP ve/veya

APLP2’nin proteolitik islenmesi iizerindeki etkileri, endoplazmik retikulum ve Golgi
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arasinda gerceklesen APP trafigini degistirmeleri nedeniyle ya da bu proteinlerin,
vezikiil igerisindeki yikimlarini tetiklemeleri neticesinde de gergeklesmis olabilir.

Diger taraftan, bu bilesikler, heniiz olgunlasmamis APP ve/veya APLP2’nin
katlanmasin1 bozarak ER’de kalmalarin1 ve s6z konusu proteinlerin hiicre yiizey
trafigini engellemis olabilir. a-sekretaz kesimi sonucu meydana gelen sAPPa; tirozin
kinaz, protein kinaz A veya protein kinaz C gibi degisik kinaz aktivitesine sahip
enzimleri de igeren sinyal yolagi tarafindan diizenlenmektedir (129). Bu bilgiler
1s181nda, fenotiyazinlerin séz konusu sinyal yolag: tizerinde de inhibe edici etkileri
nedeniyle sAPPa salimimini azaltiyor olabilecegi diisiiniildii. Daha 6nce yapilan bir
calismada, pankreatik kanser hiicrelerindeki APP ve proteolitik islenmesi sonucu
olusan sAPPa ekspresyonunun, in vitro ve in vivo kosullarda ¢ok arttigi ve bu

hiicrelerin biiyiimesine katki sagladigi tespit edilmistir (126, 130).

APP ve/veya APLP2’nin ve a-sekretazlarin, AKT fosforilasyonu ve Notch
sinyal yollar1 ile de baglantili olabilecegi ileri siiriilmektedir (99, 131). Bu nedenle,
kanser ve kanserin yayilim siireclerinde APP ve a-sekretazin hedeflenmesinin iyi bir
terapdtik strateji olabilecegi diisiincesi literatiirde giderek yayginlagmaktadir (57).
TBO ve DMMB’nin sinyal yollar1 tizerindeki etkilerini ve sekretazlar tizerindeki

hedeflemelerini anlamak igin daha detayli ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin HT-29 Hiicrelerinde PIsK/AKT Yolag

Uzerindeki Etkilerinin Degerlendirilmesi

AKT aktivasyonunu tetikleyen ana olay; IGF-1, PDGF, sitokinler, hormonlar
ve mitojenler gibi ligandlarin hiicre zar1 reseptorlerine baglanmasidir. Ligandlarin
reseptore baglanmasi ile PIsK ve alt basamaklar1 aktive olmaktadir. PIsK’in p110
katalitik biriminin aktivasyonu ile AKT, PDK1 tarafindan Thr308’den ve mTOR ile
Ser473’den fosforilasyon ile konformasyonel degisiklige ugrayarak hiicre igindeki
konumunu degistirmektedir (132). Bu sayede, birgok substrati fosforilleyerek hiicre
ici olaylarda gorev almaktadir. Literatiirdeki ¢alismalarda, bu yolaklarin ve
proteinlerin kanserin baslangici ve ilerlemesinde goérev aldigir bilinmektedir. Bu
calismalardan yola cikarak son zamanlarda ATP-rekabet¢i ve allosterik inhibitorler

olmak tizere iki farkli grup AKT inhibitorleri tasarlanmaktadir (132). ATP-rekabetci
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inhibitorler, AKT nin aktif bolgesine baglarak ATP baglanarak engel olmaktadir.
Allosterik inhibitorler ise, aktivasyon bolgesine baglanarak fosforilasyonu ve

aktivasyonu engellemektedirler (132).

LY278031, oldukga segici ve giiglii bir rekabetgi AKT inhibitori olup, A2780
(yumurtalik) ve HCT116 (kolon) ksenograft modellerinde tiimor bilylimesini azalttig
gosterilmistir. Bu kanser tiirlerinde Faz I denemeleri yapilarak giinde 500 mg alan
hastalar arasinda tedavinin 8. giiniinde alinan biyopsi o6rneklerinin %50’sinden

fazlasinda AKT ekspresyonunda azalma izlenmistir (132, 133).
MSC2363318A; p70S6K, AKT1 ve AKT3"Yin segici ve gii¢lii bir ATP-

rekabetgi inhibitoridiir. Meme kanserli hastalardan iiretilen ksenograft modellerinde
MSC2363318A'nin etkisi degerlendirildiginde, AKT aktivasyonunu bloke ederek
iyilestirici rol oynadigi diistiniilmiistiir (132, 134).

AKT fosforilasyonundaki artisin, apoptozu inhibe ederek hiicre
proliferasyonunda rol oynadigi, bu yolla hiicrenin hayatta kalmasini ve timor
olusumunu destekledigi bilinmektedir. Yiiksek pAKT ekspresyonu literatiirde koti
prognoz ile iliskilendirilmistir (135). 64 adet glioblastomlu hastadan alinan doku
ornekleri immiinokimyasal tekniklerle incelendiginde, %50°den fazlasinda pAKT
ekspresyonunun yiiksek oldugu goézlemlenmistir. Bu sayede, yiiksek pAKT
ekspresyonlarinin klinikte birer biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir
(135).

Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada, total APP ve sAPPa’nin, G-protein
aracili PIsK-Akt kinaz sinyalizasyon yolagini aktive ettigi gosterilmistir (99). Daha
onceki caligmalarda insiilin ve IGF-1 uyariminin, PIsK-bagimli olarak APP
sekresyonunda artisina neden oldugu tespit edilmistir (36, 136, 137). Ayrica, PIsK
aktivitesinin inhibe edilmesinin, hatta uyarim olmasa dahi, APP trafigini ve
salgilanmasini azalttigi bulunmustur (137, 138). Serin/treonin kinaz aktivitesine
sahip olan AKT, Ser473 ve Thr308 tizerinden fosforilasyon ile kontrol edilmektedir
(139). Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde; c¢esitli kanser tiirlerinde AKT
ekspresyonunda artiglar mevcuttur (139). Pankreas kanseri dahil olmak iizere bir¢ok
kanser tiirtinde goriilen bu artis, ayn1 zaman apoptozdaki direngle baglantilidir (97).

Kolon kanseri hiicre hattt olan HCT-116 ile yapilan bir c¢alismada, AKT
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ekspresyonunun oldukga yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda yeni
tasarlanmis bir AKT inhibitorii olan SC66, HCT-116 hiicreleri {izerinde
uygulandiginda, toplam AKT ve p-AKT ckspresyon diizeylerinde azalma
goriilmiistiir. Bu veriler, AKT blokajimin p-GSK-3f seviyesinin azalmasina yol agtig1
anlamina da gelmektedir. Bu durum, SC66'nin AKT inhibisyonu yoluyla GSK-3p
aktivasyonunu hizlandirdigimi  diistindiirirmistiir  (139). GSK-3, PIK/AKT
sinyalizasyonunun anahtar efektoriidiir. Normal kosullar altinda, GSK-3p hiicrelerde
yapisal olarak aktiftir ve aktivitesi, Ser9 ve Tyr216 birimlerinden fosforilasyon
seviyeleri arasindaki denge ile diizenlenmektedir. PIsK yolunun aktivasyonu ile AKT
aktive olmakta, GSK-3pB ise, AKT tarafindan Ser9 ve Tyr216 fosforilasyonu ile
diizenlenmektedir (140). Ser9 fosforilasyonu, GSK-3B’nin aktivitesini inhibe
ederken, Tyr216 fosforilasyonu ise aktivitesini arttirmaktadir. Yapilan bir ¢alismada
artan GSK-3( ekspresyonu ve aktivitesi ile, Ser9 ve Tyr216 birimlerindeki
diferansiyel fosforilasyondaki bozulmanin, tiimor hiicrelerinde B-katenin aktivasyonu
ile ilgisi olmayan hem kolon kanseri hiicre hatlarnin hem de klinik kolorektal

kanserlerin karakteristigi oldugu gosterilmistir.

Tiim bu bilgiler 15181nda, TBO ile DMMB’nin s6z konusu yolaklar tizerindeki
etkileri degerlendirildi. Bu kapsamda, her iki bilesigin HT-29 hiicre lizatlarinda
AKT, p-AKT, p-GSK-30/3B ve PTEN ekspresyon diizeyleri iizerinde etkili olup
olmadig1 arastirildi. TBO varliginda, AKT ve aktif p-AKT Ser473 ekspresyon
diizeyleri anlaml bir degisim gostermezken, AKT’nin asagi yolak substratlarindan
bir tanesi olan GSK-3p’nin fosforilasyonun (Ser9) anlamli olarak artt1 ve total GSK-
3B ekspresyon diizeyi azaldi. Bu sonu¢ TBO’nun, AKT sinyali yolagindan bagimsiz
olarak GSK-3B’y1 Ser9 fosforilasyonunu arttirarak inaktive ettigine isaret etmektedir.
Lityum iyi bilinen bir GSK-3B inhibitorii olup (141), ovaryum kanseri hiicre hatti
SKOV3 ile yapilan bir ¢alismada, p-GSK-3B Ser9 (GSK-3f’nin inaktif formu)
ekspresyonunu arttirarak ovaryum kanseri hiicre biiyiimesini baskilamistir (142). Bu
caligmadan farkli olarak, pankreas kanseri hiicre hatlar1 lizerinde uygulanan, yeni
tasarlanmig bir GSK-3 inhibitorii olan AR-A014418 ile muamele sonrasinda ise,
GSK-3 fosforilasyonunun ve Notch sinyali yolaginda yer alan proteinlerin



71

ekspresyonlarinin azalmasi sonucu, hiicre proliferasyonunda bir gerilemenin oldugu
bildirilmistir (143).

DMMB varliginda ise, AKT ve aktif p-AKT Ser473 ekspresyon diizeyleri
azalirken, total GSK-3B azalmakta ancak ilging bir sekilde p-GSK-3B Ser9
ekspresyonu artmaktadir. Bu sonu¢ DMMB’nin TBO’ya benzer sekilde, AKT sinyali
yolagindan bagimsiz olarak GSK-3p’y1 Ser9 fosforilasyonunu arttirmasi suretiyle,
onu inaktive ettigine isaret etmektedir. Yine baska bir ¢alismada, lityumun, kolon
kanseri hiicre canliligin1 ve proliferasyonunu ROS/GSK-33/NF-kB yolag: lizerinden
azaltmasi ile ilgili yeni bir mekanizma olabilecegi diisiiniilmektedir. Dolayistyla, s6z
konusu yolak acisindan da bu bilesiklerin etkilerinin degerlendirilmesi faydali
olacaktir. DMMB’nin TBO’dan farkli olarak, AKT ve pAKT (Ser473) diizeylerini
diistirmesinin, DMMB’nin AKT iizerine olan direkt etkisi nedeniyle olabilecegi ve
bu durumun kanser hiicre proliferasyonunun azalmast i¢in pozitif katki
saglayabilecegi diisiiniildii.

Kolon kanseri hastalarinda %20-40 oraninda PTEN ekspresyonunda kayiplar
izlenmektedir. PTEN konsantrasyonlari, kanser gelisimini ve siddetini giigli bir
sekilde etkilediginden, hiicresel PTEN seviyelerinin korunmasi onkogenezi
onlemede kritik 6nem tagmaktadir (144, 145). Calismanin son asamasinda, TBO ve
DMMB’nin  tiimoér baskilayict PTEN  ekspresyonu  {izerindeki  etkileri
degerlendirildiginde; her iki bilesigin PTEN ekspresyonu iizerinde herhangi bir

degisime neden olmadig1 bulunmustur.
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6. SONUC ve ONERILER

Kanser hiicrelerinde maligniteyi arttiran APP ve APLP2’nin spesifik
yolaklarinin desifre edilmesi ve bu proteinlerin kanser siirecindeki rollerinin
tamamen anlagilmasi, bu proteinleri hedef alan yeni terapotik yontemlerin
gelistirilebilmesi agisindan ¢ok Onemlidir. Bu tez c¢alismasinda, fenotiyazin
yapisindaki TBO ve DMMB’nin, APP vel/veya APLP2 ile bu proteinlerin
islenmesinde rol olan a-sekretaz diizeyini azalttigi gosterildi. Ayni zamanda, bu
bilesiklerin GSK-3f ekspresyonunu azaltmasinin ve inaktif formu olan p-GSK-3f3
(Ser9)’y1 arttirmasinin, kanserin tedavisinde umut vaat eden yeni GSK-3
inhibitorleri arasina katilabilecegine isaret etmektedir. TBO ve DMMB’nin farkli
proteinler iizerinden etki ederek kolon kanseri hiicre hattt HT-29’un canliligini
azaltmasi, umut vaad edici olup, kolon kanserinin tedavisinde potansiyel ila¢ adaylart

olabilecegini diisiindiirmektedir.
Oneriler:

e Fenotiyazinlerin, HT-29  hiicrelerinde  apoptotik  etkilerinin

degerlendirilmesi yararli olacaktir.

e GSK-3 aktivasyonu, kanser i¢in 6nemli olup, ¢esitli kanser tiirlerinde
GSK-3 aktivasyonu farklilik gostermektedir. GSK-3’iin sinyal
yolaklarma etkisinin ileriki c¢aligmalarda ayrintili  bir = sekilde

incelenmesi gerekmektedir.

e Fenotiyazinlerin, farkli kanser tiirlerindeki ve kanserle iliskili farkli
sinyal yolaklar1 tizerindeki etkilerinin ayrintili arastirilmasi 6nem

tagimaktadir.
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