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Onso6z

2014 yilinda 1002 Hizli Destek Programi kapsaminda TUBITAK tarafindan desteklenmeye
baslayan 1135464 nolu bu proje kapsaminda literatirde ilk defa grubumuzca sentezlenen
(R)-Klavuzon Z’nin HuH-7 (karaciger kanser) hicreleri ve Huh-7 EpCAM*/CD133*, Huh-7 EpCAM-/CD133
(karaciger kanser) kok hucreleri Gzerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirilmigtir. Literatirde
daha 6nce kanser hiicreleri Gzerindeki sitotoksik etkileri bilinen bu maddenin kanser tedavisindeki en
onemli direng mekanizmalarindan birisi olan kanser kék hlcreleri Gizerinde de antiproliferatif etkisinin
olup olmadig belirlenmeye calsiimistir. Ayrica molekilin hiicre dénglUsu Uzerindeki etkisi ile HDAS
(histon deasetilaz) enzimleri Uzerindeki inhibisyon etkisinin olup olmadiginin belirlenmesine

calisiimistir.
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Ozet

Hepatoselliler karsinoma (HSK); diinya ¢apinda en sik gorilen besinci kanser tipi olup kanser
sebebiyle olan élimlerin Ggilincl siradaki nedenidir. HSK olimcdl bir hastalik olup bu hastalija sahip
insanlarin 5 yillik yasam sureleri orani % 0-14 gibi dusik bir orana sahiptir. HSK’da yasam suresi
teshisten itibaren 6 ay gibi kisa bir sire olabilmektedir. Sorafenib ve diger sinyal inhibitorleri gibi
farmasoétik ajanlar ve trans-arteriyal kemo-embolizasyon, perkitan etanol enjeksiyonu gibi yontemler
de hastaligin prognozunu iyilestirememektedir. Bu nedenle hepatoselliler karsinoma (HSK)
tedavisinde kullanilabilecek yeni ajanlarin kesfi ve isleyis mekanizmalarinin belirlenmesi blylik 6nem

tasimaktadir.

Hicrelerdeki gen regilasyonunda DNA'nin yani sira histon proteinlerinin  epigenetik
modifikasyonununda c¢ok blylk bir énemi vardir. Epigenetik modifikasyonlardan birisi de histon
asetilasyonudur ve hiicre ¢godalmasi, farklilasmasi ve homeostas igin gereklidir. Histon deastilazlar
(HDAS); asetil gruplarini histon proteinlerinden ve histon olmayan baz diger proteinlerden
uzaklastirarak kromatinin yodunlasmasini ve transkripsiyonel represyonu saglarlar. Bu siregteki
bozukluklarin kansere sebep olabildigi ve pek ¢ok kanser tipinde HDAS’larin asiri ekspresyonu
saptanmistir. HDAS’larin asiri aktivite gostermesiyle histonlardan asetil gruplari uzaklastiriip timor
baskilayici genler eksprese edilememektedir. Hepatoselliler karsinoma’da HDAS’larin énemli bir roli

oldugu ¢ok sayida galismayla gosterilmistir.

Bu sebeple yeni HDAS inihibitorlerinin kesfiyle kromatinin tekrar asetillenmesi ve timor
baskilayici genlerin eksprese edilmesi amacglanmaktadir. Bu g¢alismada daha o6nce ilk defa
grubumuzca sentezlenen ve anti-kanser 6zelligi gosterilen (R)-Klavuzon Z ajaninin HSK hicreleri ve
karaciger kanser koék hicreleri (Huh-7 parental, Huh-7 EpCAM*/CD133*,Huh-7 EpCAM/CD133")
Uzerindeki sitotoksik etkisi ve 6nemli yolaklardaki rolu; sitotoksik aktivite analizi, apoptoz analizi, in vitro
ve in vivo HDAS enzim aktivite 6lcimu, p21 ve p27 ekspresyon analizi, HDAS inhibisyonu ile iligkili
protein ekspresyon seviyelerinin western blot ile analizi yapiimistir.

Arastirmalarimiz sonucunda (R)-Klavuzon Z’'nin Huh-7 parental hicrelerini 1,25 uyM , Huh-7
EpCAM*/CD133* hucrelerini 2,5 yM, Huh-7 EpCAM-/CD133- hucrelerini de 1,25 uM gibi dusik bir
konsantrasyonlarda hicre populasyonlarinin sayisini yarisina indirdigi, 1 pyM konsantrasyonda (¢
hicre hattinda da G1 fazinda birikmeye sebep oldugu, 10 uM konsantrasyonda ¢ hicre hatti icin
erken ve ge¢ apoptozu tetikledigi, in vitro kosullarda sinif | ve Sinif Il histon deasetilazlari inhibe
etmedigdi ancak hulcre icindeki histon deasetilazlari 0,1 yM gibi dusuk bir konsantrasyonda dahi inhibe

ettigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Klavuzon Z, hepatosellller karsinoma, karaciger kanseri, kanser kok htcresi,

sitotoksik aktivite, apoptoz, histon deasetilaz inhibisyonu



Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the fifth most seen cancer type and the third leading cause
of carcers. HCC is a fatal disease and HCC patients have such a low ratio of 5-year survival rate of O-
14%. Survival time in HCC can be as short as 6 months since diagnosis. Prognosis of the disease can
not be enhanced with sorafenib, signal inhibitors and trans-arterial chemoembolisation, percutenous
ethanol injection. As a result of these preventions, discovery and identified mechanism of new
therapeutic agents are required for HCC treatment.

Besides DNA, epigenetic modification of histone proteins has important roles in gene regulation
of cells. One of the epigenetic modification is histone acetylation and is responsible for cell
proliferation, deferentiation and homeostasis. Histone deacetylases (HDAC) provide chromatin
compaction and transcriptional repression by removing acetyl groups from histone proteins and non-
histone proteins. Errors in these processes have been shown to cause cancer and high expression of
HDACs was detected in various cancer types. As a result of HDAC overexpression and removal of
acetyl groups from histones, tumor suppressor genes can not be expressed. The importance of
HDACSs in HCC were reported in many studies.

Re-acetylation of chromatin and re-expression of tumor suppressor genes with the discovery of
novel HDAC inhibitors is a therapeutic target in cancer research. In this project, cytotoxic effects and
roles of (R)-Klavuzon Z that was firstly synthesized and shown to have anti-cancer properties in
important pathways was investigated on hepatocellular carcinoma cells (Huh-7 parental) and HCC
stem cells (Huh-7 EpCAM*/CD133*,Huh-7 EpCAM-/CD133") by cytotoxic activity assay, apoptosis
analysis, in vitro and in vivo HDAC enzyme activity measurement, p21 and p27 expression analysis,
expression analysis of proteins related to HDAC inhibition by western blotting.

In this study, we found that ICso value of (R)-Klavuzon Z for Huh-7 parental cells is 1,25 pyM, for
Huh-7 EpCAM*/CD133* cells is 2,5 uM, for Huh-7 EpCAM-/CD133- cells is 1,25 uM. We observed G1
arrest for all three cell lines with 1 uM of (R)-Klavuzon Z and increased early and late apoptosis with 10
MM of (R)-Klavuzon Z.We showed that (R)-Klavuzon Z does not inhibit histone deacetylase enzymes in
vitro whereas it inhibits histone deacetylase enzymes inside the cells with 0,1 uM of (R)-Klavuzon Z.

Keywords: Klavuzon Z, hepatocellular carcinoma, liver cancer, cancer stem cell, cytotoxic activity,
apoptosis, histone deacetylase inhibition
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1. GIRIS

Hepatoselliler Karsinoma (HSK), dinya ¢apinda en sik gorilen besinci kanser tipi olup kanser
sebebiyle olan dlimlerin Gg¢lncl siradaki nedenidir ve bu hastalija sahip insanlarin 5 yillik yasam
sureleri orani % 0-14 gibi dusik seviyededir (Jemal ve ark., 2011). HSK’da yasam siresi teshisten
itibaren 6 ay gibi kisa bir slre olabilmektedir (Sherman ve ark., 2011). Varolan tedaviler arasinda
kismi karaciger reseksiyonu ve karaciger transplantasyonu gibi uygulamalar vardir. Ancak bu
uygulamalara az sayidaki vakalar uygunluk gdsterebilmektedir. Sorafenib ve diger sinyal inhibitérleri
gibi farmasoétik ajanlar ve trans-arteriyal kemo-embolizasyon, perkitan etanol enjeksiyonu gibi
yontemler de hastaligin prognozunu iyilestirememektedir (Llovet ve ark., 2008). Bu nedenle HSK
tedavisinde kullanilabilecek alternatif yeni ilag ve metodlarin geligtiriimesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Somatik kék hucreler, dokularda bulunan ve pek ¢ok hicre bdlinmesi gegirip hem kdk hicre
populasyonunu hem de farklilasma gegirerek bulundugu dokuya 6zgu hicrelere donlsebilen
hicrelerdir. Kok hucrelerin temel iki 6zellikleri vardir; kendini yenileme ve farkhlagsma. Kendini
yenileme; kdk hicrenin kendisi gibi ayni gelisim ve replikasyon potansiyeline sahip bagka bir kdk hicre
Uretebilmesidir. Farklilagsma ise dokuya 6zgu Ozellesmis hicreleri Uretebilme yetenegdidir. Pek ¢ok
organ ve dokuda en uzun yasam suresine sahip olan hicreler kok hicrelerdir. Bu bdlgelerde 6len
hdcrelerin yerini almak igin ya da organin zarar gérmesi durumunda yenilenmesi i¢in gorevlidirler. Bu
uzun sureg icerisinde de diger hiicrelere kiyasla ¢evresel toksik maddelere daha fazla maruz kalmakta
ve bu sebeple genomlarinda transformasyona neden olabilecek mutasyonlar goérilebilmektedir (Lobo
ve ark. 2007). Bu mutasyonlar, normal kok hicrelerin kendini yenilemesinde goérevli Wnt, Notch,
Hedgehog yolaklari ile PTEN, TP53 gibi timdr baskilayici genlerin reglilasyonunu degistirerek kanser
kok hucresine (KKH) donismesine neden olmakta ve bu hiicrelere kontrolsiiz kendini yenileme ve
varolan terapétik ajanlara direngli timor olusturma 6zelligi kazandirmaktadir (Signore ve ark., 2013).
Dolayisiyla dokudaki kanser hiicreleri oldirilse bile o bdlgede bulunan kanser kok hiicreleri (KKH)
kendilerini yenileyerek ve degisim gecirerek tekrar kanser hicreleri Uretmektedir. Kanser kok
hlcrelerini apoptoza yonlendirecek spesifik terapétik ajanlarin gelistiriimesi kanserin tekrar etme
olasiligini gok buyik oranda azaltacakdir.

Kanser kok hucrelerinin, hepatoselliler karsinomaya sebep olabilecedi kdk hiicre benzeri
Ozelliklere sahip Huh-7 ve PLC5 hucreleri ile alt populasyon (side population) hicreleri kullanilarak
gOsterilmistir (Chiba ve ark., 2006). Huh-7 hiicrelerinde yapilan bir galismada MYBL2 transkripsiyon
faktoru ile regule edilen histon deasetilaz 10 (HDAS10)‘'un ekspresyonunun yuksek miktarda arttigi ve
ayrica c-Myc ve E2F1 transgenik farede HDAC10 protein ekspresyonunun normal karacigerden HSK
karacigerine dogru hizli bir sekilde arttigi gérilmustir (Calvisi ve ark. 2011). Ayrica hem CD133* hem
de Aldehid Dehidrogenaz (ALDH1A1) ekspresyonu olan hicreler, CD133/ALDH* ve CD133/ALDH-
hicrelere kiyasla hem in vivo da hem de in vitro da daha fazla timdér olusturma 6zelligine sahiptirler
(Ma ve ark., 2008). Hepatoselliler karsinomadan izole edilen CD133* hiicreler in vivo da ylksek timor
olusturma 6zelligine sahiptirler (Ma ve ark., 2007).

Hepatokarsinogenezin olusumundan sorumlu viral enfeksiyonlar, hepatotoksik ajanlar, genetik
mutasyonlar bazi hiicre sinyal yolaklarini ve gen ekspresyon profillerini degistirmektedir. Genel olarak



HSK’da tanimlanmis mutasyonlarin sebep oldugu degisiklikler; onkogenlerin (B-katenin, Axinl, PI-3-
kinaz, K-ras) aktivasyonu ve timor baskilayici genlerin (p53, Rb1, CDKN2A, IGF2R, PTEN)
inaktivasyonu seklinde 6zetlenebilir (Aravalli ve ark., 2008). Karaciger kanser kok hticrelerindeki sinyal
yolaklari Wnt/B-katenin, TGF-B, NOTCH, Hedgehog ve Bmi1 sinyal yolaklari seklinde siralanabilir.

Whnt/B-katenin sinyal yolagi hepatokarsinogenezde yer alan temel sinyal kaskat yolaklarindan
biridir. Bu yolaktaki en énemli faktor 3-katenin genidir (de La Cost eve ark., 1998). B-katenin protein
seviyesi GSK-3 kompleksi tarafindan fosforilasyon ile regiile edilir. [-katenin fosforillendigi zaman
ubikuitin-proteazom yolag! ile hemen degrade edilir (Laurent-Puig 2001). B-katenin degradasyon
yolaginda olusabilecek bir inhibisyon, B-katenin’nin birikip nikleus’a tasinmasina ve niikleusta hicre
blyimesi ve apoptoz ile ilgili genleri aktive etmesine sebep olur (Liu ve ark., 2010). EpCAM, Wnt/B-
katenin yolaginin dogrudan bir transkripsiyon hedefidir ve EpCAM* HSK hicreleri timér olusumu ve
invazyonu ile ilisikilidir (Yamashita ve ark., 2009). Wnt/B-katenin yolagindaki bozulmalar genetik ya da
epigenetik sebeplerden kaynaklanip basta hepatosellller karsinoma ve kolon kanseri olmak Uzere pek
¢cok kansere neden olur. Mutasyonla ya da mutasyon olmadan ortaya ¢ikan Wnt/B-katenin regiilasyon
bozuklugu HSK'nin lgte birinde goérilmekle beraber bu yolagin hastaligin tedavisi igcin 6nemini
arttirmaktadir (Reya ve ark., 2005, Cerdan 2010). Bu sonuglar Wnt/B-katenin yolaginin kanser kok
hlcrelerinin sirekliliginde édnemli rol oynadigini géstermistir. Wnt sinyal yolaginin bazi mutasyonlar
sebebiyle HSK hiicrelerinde asiri eksprese edildigi gorilmuistir (de La Coste 1998). Ayrica Wnt/[-
katenin yolagindaki bu artigin karaciger kok hiicre belirteci olan ve HSK’'da ko6t prognozla iliskili olan
EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) ekspresyonunu arttirdigi gésterilmistir (Yamashita ve ark.,
2008).

TGF-B1 timdr baskilayici bir gendir (Tang ve ark., 1998) ve c¢-Myc/TGF-a transgenik farede
TGF-B1 sinyal yolaginin yok edilmesinin hepatokarsinogenezi hizlandirdi§1 gérulmustir (Santoni-Rigiu
ve ark., 1999). Bunun yani sira, TGF-f1 HSK hicrelerinde asiri eksprese olmaktadir ve bu
ekspresyon HSK dediferansiyasyonuyla iligkilidir (Idobe 2003). TGF-B yolagi, hicre migrasyonunu ve
invazyonunu arttiran epitel-mezenkimal dénusimunu tetiklemektedir (van Zijl ve ark., 2009). TGF-
yolaginda bulunan TGF-f reseptérlerinin HSK’'nin yaklagik %70’inde ekspresyonunun azaldidi
gOrulmastir (lkegami 2009) bunun yani sira TGF- seviyelerinin serum ve idrarda arttigi géralmastar
(Tsai ve ark., 1997).

NOTCH yolagindaki genler transmembran glikoproteinlerini eksprese ederler. Bu glikoproteinler
komsu hulcre ylzeyindeki Delta/Jagged ailesine ait ligandlarla etkilesime gectiklerinde, intraselltler
motifleri nikleuse giderek HES-1, DELTEX, CD25, CDKN1a (cyclin-dependent kinase inhibitor 1aq;
p21WAFL) genlerinin transkripsiyonunu aktive ederler (Androutsellis-Theotokis 2006, Bray 2006). HSK
hicrelerinde, normal hicrelere kiyasla yiksek oranda NOTCH1, JAGGED, HES-1 mRNA’sI ve ylksek
miktarda NOTCH1-4 protein seviyeleri tespit edilmistir (Gao 2008). Ayrica, NOTCH yoladinda bulunan
genler CD133" hiicrelerde CD133- hicrelere kiyasla daha yiksek miktarda bulunmustur ve son
calismalarda HepG2 kok hicre benzeri hiicrelerde DELTEX ve p300 genlerinin yiuksek miktarda
eksprese edildigi gosterilmistir (Oishi 2011, Cao 2011). Ayrica hepatoselliler karsinomada aktif
Notch3 ile Notch ligandi Jagged’in yiksek oranda eksprese edildigi bilinmektedir (Gao ve ark., 2008).



Hedgehog yolagi; Patched (PTCH) ve Smoothened (SMO) isimli iki transmembran proteininden
olusur. Hh ligandi olmadigi zaman PTCH, SMO ‘yu inhibe eder. Hh ligandi PTCH’ye baglandiginda
inhibisyon ortadan kalkar ve  SMO sinyal yoluyla transkripsiyon faktori GLI (glioma-associated
oncegene homolog 1) ‘nin nlkleus lokalizasyonunu saglar. GLI proteinleri, GLI1, GLI2, GLI3 olmak
Uzere Ug farkh proteinden olusurlar. Bunlardan GLI1 ve GLI2; siklinler, IGF-2, B-katenin gibi hicre
dongisl ve blyidme ile ilgili genlerin aktivasyonunu saglarken GLI3 bu genlerin baskilanmasini saglar
(Kasper ve ark., 2006). Hepatoselliler karsinoma vakalarinin %60'inda hedgehog genlerinin agiri
eksprese edildigi bulunmustur ve Hedgehog yoladinin spesifik inhibisyonu GLI transkripsiyon faktori
tarafindan reglle edilen genlerin ekspresyonlarinin azalmasi ile sonuglanmistir. Hedgehog yolaginin
HSK hiicrelerinde bloke edilmesi ile proliferasyon inhibe olur, apoptoz indiklenir, c-Myc ve CYCLIN D1
ekspresyonu baskilanir. Bu durum Hedgehog yolaginin HSK hiicrelerinin hedeflenmesinde énemli bir
terapotik hedef olabilecegini gdstermektedir (Cheng 2009, Chen 2010). Hedgehog yolaginda Sonic,
Indian, ve Desert olmak Uzere UG¢ farkli Hh ligandi mevcuttur (Ingham ve ark., 2001). Sonic
karacigerdeki predominant izoformdur. Yaklasik %60’a yakin HSK vakalarinda Sonic ekspresyonu
gorilmdistir. Bu yoladin inhibisyonu ile Gli transkripsiyon faktori tarafindan regiile edilen genlerin
ekspresyonunun azaldi§i gosterilmistir. Smo’nun aktivasyonu, hepatokarsinogenezde énemli bir roli

oldugu bilinen c—Myc’in asiri ekspresyonuna sebep olabilir (Sicklick ve ark., 2006).

Kanser kok hicrelerindeki anormal yolaklarin hedef alinmasi ile genel olarak kendilerini
yenilemeleri ya da timor olusturmalari engellenebilir. Bu anlamda Hedgehog yolagi yeni anti-kanser
ajanlarin gelistirimesinde 6nemli bir hedeftir. Bazi terapoétik ajanlarin birkag kanser tiriinde Sonic
hedgehog sinyal yolagini regile ettigi goriimistir (Stanton 2010). Ayrica hepatoblastomada, Hh
sinyalinin siklopamin ile bloke edilmesiyle hiicre ¢godalmasinda ylksek oranda azalmalar gérilmustar
(Eichenmuller ve ark., 2009).

Bmi1 sinyal yolagi HSK’da malign transformasyonla iligkilidir (Sasaki ve ark., 2008). Anormal
Bmi1 ekspresyonlari kanser kék hicrelerinde gosterilmistir ve karaciger kanserindeki alt populasyon
(side population) hucrelerinin sirekliliginde ve c¢ogalmasinda dénemli bir roli oldugu bilinmektedir.
Bmil, CD133" karaciger kanser kdk hucrelerinde de yuksek oranda eksprese edilmektedir (Chiba ve
ark., 2008).

Wnt/B-katenin, TGF-B, NOTCH, Hedgehog ve Bmi1 yolaklarinin yaninda HSK olusumundan
sorumlu diger bir sinyal yoladi ise PI3BK/AKT/mTOR’dur yolagidir. PISK/AKT/mTOR yolaginin aktivitesi,
normal hicrelerde PTEN tarafindan azaltimaktadir (Franke 2008). HSK'da PI3K/AKT/mTOR
yolaginin aktivitesini arttiran faktérler IGF, EGF, IGFR, EGFR genlerinin asiri eksprese edilmesi, PI3K
mutasyonlari, PTEN mutasyonlaridir (Lee ve ark., 2005). Bu yolagin HSK’daki 6nemi, yolagin inhibe
edilmesiyle HSK hicrelerinin in vitro biyimesinin ve ortotopik implantasyonunun azalmasi ile

gOsterilmistir (Villanueva ve ark., 2008).

Kesiflerinden bugine kadar histon deastilazlar (HDAS) enzimleri yeni anti-kanser ajanlarin
gelistirimesinde dnemli bir hedef olarak goériimustir. Bunun nedeni histonlarin hicrelerdeki gen
ekspresyonunda oynadiklari énemli roldir. Histon deasetilaz aktivitesi hlicre gogalmasi, farklilagsmasi
ve homeostas icin gereklidir. HDAS enzim ailesi 18 Uyeden olusur ve bunlardan 11 tanesi ¢inkoya

bagimhdirlar.



HDAS'lar 4 farkli sinifa ayrilmigtir. Sinif I: HDAS1, 2, 3 ve 8 ; sinif lla: HDAS4, 5, 7 ve 9 ; sinif
lIb: HDASG6 ve 10 ; sinif lll: Sirtuin1-7 ; sinif IV: HDAS11 olarak kategorize edilmisitir (Spiegel ve ark.,
2012). Bazi HDAS'larin asir ekspresyonu pek ¢ok kanser tipinde saptanmistir. HDAS1; gastrik,
pankreas, kolorektal, prostat ve hepatosellller kanserde asiri eksprese olmustur ve kotl bir hastalik
seyiri ile iligkilidir. HDAS2; kolon kanserinde mutasyona u@ramistir ve 0&zafagus, prostat,
gastrointestinal ve oral kanserlerde ylksek ekspresyona sahipti. HDASS3 ise KLL, gastrik, prostat,
kolorektal kanserle iligkilendirilmigtir. Sinif 1| HDAS’lar hiicre canliigi ve g¢odalmasi igin gereklidir
(Marks ve ark., 2010). Sinif | HDAS'larin en ¢ok calisiimis hedeflerinden birisi siklin-bagimh kinaz
inhibitdérd 1‘in (cyclin-dependent kinase inhibitor 1) (p21) transkripsiyonel regllasyonudur (Ocker ve
ark., 2007). HDAS1 ekspresyonunun engellenmesinin, artan p21 ekspresyonunun bir sonucu olarak
azalan proliferasyondan 6tiri erken embryonik 6lime sebep oldugu gosterilmistir (Lagger ve ark.,
2002). Buna benzer olarak HDAS2 inaktivasyonu ile p21 ekspresyonunun arttigi, HDAS2 asiri
eksprese edildigi zaman ise p21 seviyesinin distigld saptanmistir (Huang ve ark., 2005). HDAS3
geninin silinmesi ise hiicre donguisiini geciktirerek DNA hasari ve apoptozu arttirir (Bhaskara ve ark.,
2008).

Transformasyona ugramis hiicrelerdeki anormal HDAS ekspresyonunu engellemek icin HDAS
inhibitorleri gelistiriimistir. Kimyasal yapisi ve hedef enzimi temel alinarak farkli siniflara kategorize
edilen bu inhibitérlerin pek cogu klinik dizeyde arastiriimaktadir. Ginidmizde HDAS inhibitori
(HDASI) olarak FDA (Food and Drug Adminisration) tarafindan onay almis varinostat (pan-HDASI) ve
romidepsin (siklik peptid) olmak Uzere iki ilag bulunmaktadir (Grant ve ark., 2007). HDAS
inhibitorleriyle yapilan ¢alismalarda sebebi bilinmemekle beraber bu inhibitérlerin normal hicrelerden
cok transforme olmus hicrelere karsi daha toksik oldugu saptanmistir.  HDAS inhibit6rlerinin
toksisitelerini artan reaktif oksijen tirleriyle ya da DNA hasari onarim proteinleri (RAD50, RAD51,
MRE11)’nin seviyelerinin dismesiyle gdsterdikleri disunulmektedir (Lee 2010). Bunun yani sira HDAS
inhibitérlerinin genel olarak mekanizmalari; gen promotdrlerinin asetilasyonunun modifiye edilmesi,
histon proteinlerinin N-terminal ucundaki asidik yukleri nétralize ederek kromatinin acilmasi ve
transkripsiyonun arttirilmasi, bazi transkripsiyon faktorlerinin (p53, NF-kB, E2F1, STAT1, STAT3, YY1)
deasetilasyonunun engelenmesi, saperon proteinleri (Hsp90)'nin ve DNA onarim proteinleri (Ku70) ve
tubdlin proteinlerinin asetilasyonu, p21’in arttinlip siklinlerin azaltiimasi ile hicre déngusunin G1/S
gecisinin durdurulmasi, pro-anjiojenik faktérlerin (VEGF, HIF1a, TNF-a, IL-1) dusurdimesi ile
anjiojenezin azaltiimasi seklinde siralanabilir (Spiegel ve ark., 2012). Bu mekanizmalarin diginda, pro-
apoptotik proteinleri arttirnp (Noxa, Puma) anti-apoptotik proteinleri (Bcl-2, Bcl-XL, XIAP, Mcl-1)
azaltarak intrinsik mitokondriyal yolag: aktive ederler. intrinsik yolagin disinda ekstrinsik yolakta gérevli

Oluim reseptodrlerinin (DR4, DR5, Fas) ekspresyonunu arttirirlar.

Varolan tim HDAS inhibitérlerinin G1/S gegisinde hiicre déngisini durdugu bilinmektedir. Bu
durum CDKNI1A (p21WAFVCIPLYnin p53'ten bagimsiz bir sekilde indiklenmesi ve retinoblastoma
proteininin (pRb) hipofosforillenmesiyle agiklanmaktadir. HDAS inhibitorlerinin farkli mekanizmalarla
calisabilmesi nedeniyle bunlarin topoizomeraz Il inhibitérleriyle ya da proteazom inhibitérleriyle birlikte
kullanilmasi dusunulmektedir. Bu sekilde HDASI ile NF-kB aktivasyonu, agrezom fonksiyonunun yok

edilmesi ve hilicrede proteotoksik stress olusturulmasi amaclanmaktadir.



Bunun disinda siklin D ve siklin A genlerinin represyonunun CDK2, CDK4 kinaz aktivitelerinin
kaybina ve pRb’nin hipofosforilasyonuna sebebiyet vererek hiicre dongusini durdugu disiimektedir.
G1/S gegisinde hiicre dongisinin durmasi; DNA sentezinden sorumlu olan CTP sentaz ve Timidilat
sentetaz transkripsiyonunun HDAS inhibitorleriyle baskilanmasi ve TGF- sinyalinin akvitesinin artip c-
Myc seviyesinin azalmasiyla da agiklanmaktadir. p53, E2F1, STAT1, STAT3 ve NF-kB gibi
transkripsiyon faktorlerinin (TF) aktiviteleri asetilasyon ve deasetilasyon diizeyleri ile dogrudan iligkilidir
ve tim bu proteinler HDAS inhibitorleriyle muamele sonrasi hiperasetillenirler. Dolayisiyla bu
transkripsiyon faktorlerinin reglle ettigi bazi genler, ayni genlerin promotérlerinin HDASi sonrasi
hiperasetilasyonu sonucu degil, transkripsiyon faktorlerinin asetilasyonu sonucu degismektedir. Giincel
sonuglar DNA hasarina cevap olarak apoptotik genlerin secici indiksiyonunun transkripsiyon
faktorlerinin asetilllenmesi ile yakin iliskide oldugunu gostermektedir. p53; Bax, Puma, Noxa gibi pro-
apoptotik genlerin transkiripsiyonunu arttirarak ve Bax, Bcl-2, Bcl-XL proteinlerine direkt baglanarak
intrinsik apoptotik yolagi tetikleyen bir transkripsiyon faktéridir. HDAS inhibitérleri hem dogal formdaki
p53’G hem de mutant p53’G reglle edip p53 ile saglanan pro-apoptotik cevap olusturabilirler. Dogal
formdaki p53’lUn hiperasetilenmesi proteini stabil hale getirerek sekans spesifik DNA bagdlanma
aktivitesini arttirarak Noxa gibi p53 hedef genlerin ekspresyonunu indulkleyip apoptozu tetikler.
CDKN1A (p21) ve Bax gibi bir takim p53 tarafindan regiile edilen genler dogal formdaki ya da mutant
p53 iceren hiicrelerde esit olarak regiile edilmektedir. Bu bilgiler 1siginda HDAS inhibitdrlerinin mutant

p53 iceren timorlerde kullanilabilecegdi distnilmektedir (Bolden ve ark., 2006).

Hepatoselliler karsinoma’da HDAS'larin énemli bir roli olduju cok sayida calismayla
gosterilmisti. HDAS?1’in hepatositlerde TGFB1 ile tetiklenen epitelyum-mezenkimal dénisimi ve
hiicre migrasyonu igin gerekli oldugu bulunmustur. HDAS?’in invaziv HSK’lardaki ylksek oranlari bu
enzimin epitel-mezenkimal dénlsimuind arttirarak HSK hdcrelerinin invaziv 6zelligini sagladigini
distundlUrmektedir (Lei ve ark., 2010). Diger bir calismada HDAS1,2,3 ve Ki-67'nin normal dokuya
kiyasla HSK dokularinda yiksek seviyede ekprese edildigi gosterilmistir (Quint ve ark., 2011). Ayrica
HDAS1 inhibisyonunun nukleustaki (-katenin seviyesini, T-hucre faktérid badimh transkripsiyonel
aktiviteyi, proliferasyonla goérevli olan CCND1 ve EGFR seviyelerini dusirdigu saptanmistir (Cheng ve
ark., 2011). Son yillarda yapilan bir calismada HDASS3'Un silinerek ekspresyonunun engellenmesiyle
gec S fazinda olan hicrelerde histon 3 lizin 9 ve lizin 14 asetilasyonunun, histon 4 lizin 5 ve lizin 12
asetilasyonunun arttiyi ve hepatoselliler karsinoma ile sonuglandigi bulunmustur (Bhaskara ve ark.,
2010). Histon deasetilaz sinif lll Gyesi olan SIRT1 timaorlt dokularda timdér olmayan dokulara kiyasla
yuksek seviyelerde oldugu ve SIRT1 ekspresyon seviyelerinin ilerlemis timar seviyesiyle iligkili oldugu
tespit edilmigtir. SIRT1 ekspresyonlarinin azaltiimasiyla HSK hdcrelerinin apoptoz ile cogalmalarinin
baskilandigi goésterilmistir (Choi 2011).TSA ve SAHA’niin doza ve zamana bagl olarak hepatoma
hicrelerinde apoptoza sebep oldugu goésterilmistir (Carlisi 2008). Ayrica TSA’nin 4 farklh HSK hicre
hattinda (Huh-7, PLC/PRF/5, Hep3b ve HepG2) histon H3 asetilasyonunu arttirarak apoptozu
indUkledigi saptanmistir (Yang ve ark., 2010).

Kanser hicrelerinde apoptoz yolag! saf digi birakildigindan kanserli hiicrelerde (veya kanser
kok hulcrelerinde) apoptozu tetikleyebilecek molekillerin anti-kanser ajan olma potansiyeli vardir.
Apoptoz; programlanmis hicre 6lumid manasina gelir ve pek ¢ok fizyolojik ve patolojik durumlarda rol

oynamaktadir. Apoptozda gorilen baslica biyokimyasal degisiklikler; kaspaz aktivasyonu, DNA ve
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protein degradasyonu ve membran degisimleriyle fagositik hicreler tarafindan taninma seklinde
siralanabilir. Apoptozun ilk asamalari; fosfotidil serin’in hiicre membraninin dis yilzeylerinde
ekspresyonunun artmasini, DNA’nin 50-300 kilobaz arasinda pargalara ayrilmasini ve sonrasinda
endonikleazlarla bu pargalarin 180-200 baz ¢ifti blylkligiindeki parcalara degrade olmalarini kapsar.
Apoptoz mekanizmasinda yer alan kaspaz aktivasyonu; ekstrinsik, intrinsik ve intrinsik endoplazmik
retikulum yolagi olmak Uzere Ug¢ sekilde gergeklesebilir. Ekstrinsik yolakta, membranda bulunan
reseptorlere ilgili ligandlarin baglanmasiyla pro-kaspaz 8 ‘in aktivasyonu gerceklesir ve aktif kaspaz 8
diger kaspaz enzimlerinin aktivasyonunu tetikler. intrinsik yolakta, genetik hasar, hipoksi, oksidatif stres
tarafindan uyarilir. Bu yolakta Bcl-2 ailesi proteinlerinden olusur. Bunlar pro-apoptotik proteinler (Bax,
Bak, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim, Hrk) ve anti-apoptotik proteinler (Bcl-2, Bcl-X., Bcl-W, Bfl-1, Mcl-1). Anti-
apoptotik proteinler sitokrom c’nin mitokondriden salinimini engellerken pro-apoptotik proteinler bu
salinimi arttirarak apoptozu tetiklemeye calisirlar. Kanser hicrelerinde apoptozda azalma ya da
apoptoza karsi bir direng gorilmektedir. Kanser hicrelerinin apoptoza yénelmemelerinin sebepleri;
pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein dengesinin bozulmasi, kaspaz aktivitelerinin azalmasi ve 6lim
reseptori sinyal yolagindaki bozulmasi seklinde siralanabilir. Bunlarin yani sira timoér baskilayici
protein p53 genindeki mutasyonlar ve apoptoz inhibitdéri proteinlerindeki regilasyon bozukluklari da

kanser hucrelerindeki apoptoz eksikliginin nedenleri arasindadir (Wong ve ark., 2011).

(R)-Klavuzon Z: Sentezi ilk defa 2009 yilinda grubumuzda tamamlanmis olan (R)-Klavuzon
Z’'nin (Sekil 1) PC3 ve MCF-7 kanser hiicreleri tzerindeki sitotoksik etkileri gosterilmistir (Kasaplar ve
ark., 2009). Devam etmekte olan 110T782 projesi kapsaminda hiicre i¢i galisma mekanizmasinin
aydinlatiimasi igin yapilan 6n calismalarda p53 proteinini eksprese edebilen (HTC116 p53 **) ve
edemeyen (HTC116 p53 ) iki kolon kanseri hiicre hatlarinda hiicre dénglisi ve apoptoz galigmalari
yapiimis ve elde edilen bulgular Sekil 2’de 6zetlenmistir. Gorulecedi Uzere p53 gen ekspresyonu
yapabilen hucrelerde G1 fazinda yigilma olustugu ve yine ayni hlcre hattinda konsantrasyona bagli
olarak apoptozu tetikledigi gézlemlenmigtir (110T782 projesi, hentz yayimlanmamigtir). Ayni hicre
hatlarindaki p53 gen ekspresyonu benzer sekilde western blot yontemiyle de calisiimis ve (R)-
Klavuzon Z’'nin 100 nM gibi disiik konsantrasyonlarda p53** hiicrelerde p53 geninin ekspresyonuna
neden oldugu gosterilmigtir (Sekil 3). Ayni calismada hicre icinde c¢ift sarmal DNA kiriklarinin
tamirinde rol oynadigi bilinen pNBS1 (fosforlanmis Nijmegen Breakage Syndrome) geninin p53- hiicre
hatlarinda eksprese edildigi gdzlemlenmigken, p53** hiicrelerinde bdyle bir tamir mekanizmasinin
ortadan kalktigi ve DNA kiriklari olusturularak hicrenin 6lime géturuldugu dusunulmektedir (110T782

projesi henliz yayimlanmamistir).

(R)-Klavuzon 2

Sekil 1. (R)-Klavuzon Z'nin yapisi
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Sekil 2. (R)-Klavuzon Z molekiliiniin konsantrasyona bagl olarak HTC116 p53 - ve HTC116

p53 ** hiicre hatlarinda hiicre donglsi ve apoptotik etkileri (Cont: kontrol, Cpt: Kamptotesin)
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Sekil 3. (R)-Klavuzon Z molekilinin HTC116 p53 ** ve HTC116 p53 * hicre hatlarininda
konsantrasyona bagh p53 (tumor baskilayici) ve pNBS1 (gift sarmal DNA kiriklarinin onarilmasinda

etken) gen ekspresyon seviyeleri



2. GEREG VE YONTEM

2.1. Kimyasal Maddeler ve Hiicreler

Bu calismada (R)-Klavuzon Z ve insan hepatoselliler hiicre hatlari olan Huh-7 parental, Huh-7
EpCAM * /CD133 *, Huh-7 EpCAM - /CD133 - hiicre hatlari Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Biyoloji

Bolumu 6gretim Gyesi Prof . Dr. Esra Erdal’dan temin edilip kullaniimistir.

2.2. Hiicre Kiltiri

insan hepatoselliller hiicre hatlari (Huh-7 parental, Huh-7 EpCAM*/CD133*, Huh-7 EpCAM -
/CD133 7); %10 Fetal Bovine Serum, 100 U/ml penisilin-0.1 mg/ml streptomisin, 2 mM L-Glutamin, %1
kismi amino asit solisyonu (Non-Essential Amino Acid Solution) iceren DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) hiicre blyime ortami iginde ve 37 °C %5 CO:2 kosullarinda inkibe edilmistir.

2.3. Manyetik Hiicre Seperasyonu ile Kanser Kok Hicrelerinin
Izolasyonu (MACS)

Kanser kok hicrelerinin izolasyonu igin Miltenyi firmasina ait bir kit kullaniimistir. HuH-7 hicre
hattinda, kanser kok hiicreleri olarak tanimlanan EpCAM*/CD133* hiicreleri ve bu 6zelligi tasimayan
EpCAM-/CD133 hicreleri ayrimlamak amaciyla, manyetik hiicre seperasyon yontemi kullaniimistir. Bu
amagcla 10x107 hicre igeren pellet 500 pyl manyetik ayrimlama solUsyonu (PBS icerisinde %5 Fetal
Bovine Serum ve 2mM EDTA) icerisinde suspanse edilerek, sirasiyla 100 pm'lik ve 40 pm'lik
filtrelerden geciriimis ve 4°C'de 2500 rpm de santrifijlenmistir. Hlcreler daha sonra 300 pl MACS
solusyonunda seyreltilerek, 6zgul olmayan antikor baglanmalarini engellemek icin 100 pl FcR (Fc
Reseptoru) bloklama solisyonu (Miltenyi, 130-059-901) ile bloklanmis,.toplamda 500 pl olan bu
solusyon igerisine, kitte 6nerildigi gibi 1/10 dilusyonda olmasi icin 50 yl EpCAM-FITC antikoru (anti-
EpCAM-FITC, miltenyi 130-080-301) eklenmistir. Bu antikorla +4 °C karanlikta 10 dakika inklbe
edilen hiicreler 2 kez 10 ml MACS tamponu ile yikanip 2500 rpm de +4°C’de c¢Oktlrllerek
baglanmayan antikorlarin ortamdan uzaklastirimasi saglanmigtir.. Elde edilen EpCAM ile isaretli
hacreleri iceren pellet, 300 yl manyetik ayrimlama soltsyonu icerisinde ¢6zulmus ve totalde 400 pl olan
solusyona 40 pl anti-FITC manyetik boncuk eklenmistir.(anti-FITC microbead, miltenyi 130-048-701).
Bu hicreler +4°C’de karanlikta 12 dakika inkiibe edilerek boncuklarin EpCAM ile isaretli hiicrelerdeki
anti EpCAM antikoru ile konjuge olan FITC'lere yapismasi saglanmistir. Antikor isaretlemesinden
sonra yapilan yilkama basamaklari tekrarlanmistir. Manyetik alandaki 6zel pozitif ayrimlama
kolonlarina (Miltenyi,130-042-401) bu sUspansiyon yuklendikten sonra, manyetik boncuk ile
isaretlenmis hicrelerin kolonda tutulmasi saglanarak isaretsiz olan hicrelerin ayrimlama sollsyonu
icerisinde kolona tutunmadan akmasi ve yeni bir tipe toplanmasi saglanmistir. Negatif olan hicreler
negatif ayrimlama kolonlari aracihigiyla (Miltenyi, 130-042-901) pozitif hicrelerden tamamen
temizlenerek saf EpCAM - populasyonu elde edilmistir. Pozitif seleksiyon kolonunda bulunan hucreler

yapilan yikamalarin ardindan manyetik alanin kaldiriimasi ve basing uygulamasi ile elde edilmistir.



Ayni igslemler birinci basamakta elde edilen fraksiyonlar kullanilarak sirasiyla CD133 igin, CD133'e
kars! Uretilmis konjuge antikor (anti-CD133-APC, miltenyi 130-090-826) ve APC ye karsi Uretilmis
manyetik boncuklar (anti-APC microbead, miltenyi 130-090-855 ) ile tekrar edilmis ve deney sonunda
EpCAM*/CD133* ve EpCAM-/CD133- hicre populasyonlari elde edilmistir. Ayrimlanan hucrelerin bir
miktari flow sitometri ve immunofloresans boyamalarla konfirmasyon icin kullaniimistir. Ayrimlanmis
hlcrelerle deneyler planlandiktan sonra hicreler hiicre dondurma ortami iginde dondurularak, sivi azot

tankinda depolanmistir.

2.4, Sitotoksisite Analizi

2.4.1. Siilforodamin B Metodu

(R)-Klavuzon Z'’nin hepatoselliler karsinoma (HSK) hicreleri Gzerindeki sitotoksisitesi hem
Silforodamin B deneyi ile hem de MTT deneyi ile dlgtiimistir. Sulforodamin B deney protokolu genel
olarak; hucrelerin hazirlanmasi, hicrelerin (R)-Klavuzon Z ile muamele edilmesi, hiicre fiksasyonu ve

boyanmasi, optik dansite 6lgiimu gibi temel bélimlerden olusur.

Hucrelerin hazirlanmasinda 6ncelikle besin ortami hicre tek tabakasindan uzaklastirildi ve
Fosfat Salin Tamponuyla (Phosphate Buffered Saline, PBS) yikandi. PBS uzaklastirildiktan sonra
EDTA igerisinde ¢6zulmus tripsin ile hucreler tutunduklari yuzeyden kaldirildi ve karistirilarak homojen
hicre karisimi haline getirildi. Hicre sayisini belirlemek i¢in hlcre karigimi steril polipropilen tuplere
aktarilip 1:1 oraninda hazirlanan hicre karisimi ve % 0.4’lUk tripan mavisi sollisyonuyla karistirilarak
mikroskop yardimiyla hematositometre ile belirlendi. Hiicre konsantrasyonu belirlendikten sonra 96-
kuyulu mikrotabakanin her bir kuyucuguna yaklasik 10x10° hiicre gelecek sekilde hiicre sayisi besin
ortami kullanilarak ayarlandi. Hucreler 50 — 40 — 30 — 20 — 10 — 1 — 0,1 pM konsantrasyonlarindaki
(R)-Klavuzon Z ile mualemele edildi. Bu asamadan sonra hucreler 37 °C’da %5 CO: altinda 48 saat
boyunca inklibe edildi. Hucre fiksasyonu ve boyamasi igin hiicre kulttrl sipernatanti uzaklastirildiktan
sonra her bir kuyucuga 100 pL soguk %10’luk (wt/v) TCA (trikloroasetik asit) eklendi ve 4°C’da 1 saat
boyunca inkube edilir. Daha sonra hicreler steril distile su ile yikanarak ve 25°C altinda hava ile
tamamen kurumalari saglandi. Fiksasyon ve kurutmadan sonra 100 pL %0.04’lik Silforodamin B
(SRB) soliisyonu her bir kuyucuga eklenip 30 dakika boyunca oda sicakliginda inkibe edildi. Bunun
ardindan 4 defa %1’lik (v/v) asetik asit ile ¢alkalanarak baglanmayan fazla boya uzaklastirilip oda
sicakliginda bekletilerek hava ile kurutuldu. Son asamada optik dansite dlgimu i¢in 200 yL 10 mM Tris
bazi (pH 10.5) her bir kuyucuga eklenip orbital karistiricida 5 dakika boyunca karistirildi. Son asamada
mikrotabaka okuyucu kullanilarak 510 nm’de optik dansite (OD) él¢uldd.

2.4.2. MTT Metodu

Hicrelerin hazirlanmasinda 6ncelikle besin ortami hicre tek tabakasindan uzaklastirildi ve
Fosfat Salin Tamponuyla (Phosphate Buffered Saline, PBS) yikandi. PBS uzaklastirildiktan sonra



EDTA icerisinde ¢dzUlmus tripsin ile hcreler tutunduklar ylzeyden kaldirildi ve karistirilarak homojen
hldcre karisimi haline getirildi. Hlcre sayisini belirlemek igin hiicre karisimi steril polipropilen tiplere
aktarilip 1:1 oraninda hazirlanan hiicre karisimi ve % 0.4’lik tripan mavisi solisyonuyla karistirilarak
mikroskop yardimiyla hematositometre ile belirlendi. Hilicre sayisi belirlendikten sonra 96-kuyulu
mikrotabakanin her bir kuyucuguna 95 yl medium icerisinde yaklasik 2000 hiicre gelecek sekilde besin
ortami kullanilarak ekildi ve 24 saat kadar %5 CO: ve 37 °C’de inkibe edildi. Hiicre ekiminden 24 saat
sonra seri seyreltme ile hazirlanan 50 — 40 — 30 — 20 — 10 — 1 yM konsantrasyonlarindaki (R)-Klavuzon
Z ile muamele edildi. Bu dozlardan alinan hiicre yaniti sonrasi hiicreler daha dar bir konsatrasyon
aralgi olan 20 - 10 - 5 - 2,5 - 1,25 - 0,625 — 0,1 uM konsantrasyonlarindaki (R)-Klavuzon Z ile
muamele edildi. ilag uygulamasindan sonra 24 — 48 — 72 saatleri igin hiicre canlihg élgimi yapildi.
Bunun igin hicrelerin Ustiindeki eski medium uzaklastirilip hicreler bir defa fosfat tamponu (PBS) ile
yikandi. Daha sonra hicreler medium iginde uygun konsantrasyonda MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolium bromir) ajani ile muamele edildi ve 4 saat %5 CO2 ve 37 °C’de inklUbe edildi.
Dort saatin sonunda 96 kuyulu mikrotabaka 1800 rpm’de 4 °C ‘da ve 10 dakika boyunca santriflj edilip
formazan kristallerinin kuyucugun dibine ¢dkmesi saglandi. Santriflij sonrasi Ustte kalan medium
mikrotabaka ters cevrilerek dokildi. Kuyucugun altinda toplanan formazan kristalleri Gzerine 100 pl
Dimetil Siilfoksit (DMSO) eklenerek hiicrelerin iginde bulunan formazan kristalleri ¢6zuldi ve 570 nm
dalga boyunda absorbans dlcimi yapildi. Orneklerden elde edilen absorbanslardan kér (blank)
absorbanlarinin ortalamasi c¢ikarilarak ortamdaki diger faktorlerin girisimi elimine edildi. Sonugclar
istatistiki olarak student-t-test ile analiz edildi.

2.5. Hucre Dongusu Analizi

(R)-Klavuzon Z'nin hicre dénglsu Uzerine etkisini anlamak icin propidyum iyodir boyamasi
yapilimistir. Bunun igin 6 kuyucuklu tabakalara 60 x 103 sayida hicre inokule edildi ve 24 saat inklibe
edildi. (R)-Klavuzon Z; 10 - 1 - 0.1 yM gibi farkh konsantrasyonlarda hiicrelere eklendi. ilag
uygulamasinin sonunda hiicreler 24 — 48 — 72 saat 37 °C’da %5 CO- altinda inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda tripsin ile hicreler kaldinhip 800 rpm’de 10 dakika santrifij edildi. Santrifij sonrasi
supernatant uzaklastiriip hicreler 5 mL fosfat tamponu ile yikanip tekrar santrifijlendi. Bunun
sonrasinda pelet 1 mL fosfat tamponu ile ¢ézulip 4 mL -20 °C’daki etanol (%99.8) ile 24 saat boyunca
-20 °C’de inkube edilerek fikse edildi. Fikse edilmis hicreler 1200 rpm’de 10 dakika 4 °C’de santrifij
edildi. Pellet 5 mL fosfat tamponu ile yikanarak santrifij edildi. Santrifuj sonrasi pelet % 0.1 Triton X-
100 igeren 200 pL fosfat tamponunda ¢6zullip 20 yL RNaseA (200 pg/mL) eklenerek 37 °C’da %5 CO:
altinda 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda 20 L propidyum iyodir (1 mg/mL) eklenerek
oda sicakliginda 15 dakika inkibe edildi. Hiicre dongusu dagilimi Flow Sitometre kullanilarak Flow
Sitometre konusunda gérevli Uzm. Ozgiir Yilmazer Cakmak uzmanliginda belirlendi ve elde edilen

veriler ModFit LT yazilimi ile analiz edildi.
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2.6. Apoptoz Analizi

(R)-Klavuzon Z'nin apoptoz (zerine etkilerini anlamak icin Annexin V-FITC dedeksiyon Kkiti
(Biovision) ile galisiimistir. Bunun igin 60 x 102 hiicre 6 kuyucuklu tabakalara inokdile edilip 37 °C ve %5
CO:z kosullarinda inkibe edildi. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda 20 pl (R)-Klavuzon Z son hacim 2 mL
ve son konsantrasyonlar 10 - 1 - 0.1 uyM olacak sekilde hiicrelere eklendi. ila¢c uygulanan hiicreler
ayni inkibasyon kosullarinda 24 — 48 - 72 saat inkube edilip inklibasyon sonrasinda tripsin ile hiicreler
kaldiriip 800 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlendi. Pelet 5 mL fosfat tamponu ile ¢ozllerek tekrar
santrifiijlendi ve sonra pelet 200 uL baglanma tamponunda (binding buffer) ¢ézlldi. Cézilme isleminin
ardindan 2,5 yL Annexin V-FITC ve 2,5 uL propidyum iyodir eklendi. Boyanan hiicreler oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edilip (R)-Klavuzon Z’nin apoptotik etkileri Flow Sitometre kullanilarak

Flow Sitometre konusunda gérevli Uzm. Ozgiir Yilmazer Cakmak uzmanliginda élgiiliip analiz edildi.

2.7.  In vitro Histon Deasetilaz (HDAS) Enzim Aktivite Olgiimii

Hepatoselliler karsinoma hicrelerinde (R)-Klavuzon Z'nin deasetilaz etkisini incelemek igin
floresans temelli bir kit (BIOMOL, HDAC Fluorometric Activity Assay Kit) kullaniimistir. Deney protokoli
kisaca nikleus izolasyonu, niikleustan protein izolasyonu, pozitif kontroller ile 6rneklerin substratla test
edilmesi asamalarindan olusur. Nikleus izolasyonu igin 1 x 107 hiicre lizis tamponuyla (10 mM Tris-
HCI, pH 7.5, 10 mM NacCl, 15 mM MgClz, 250 mM sikroz, %0.5 NP-40, 0.1 mM EGTA) muamele edilip
10 saniye vortekslendi ve 15 dakika buz igerisinde bekletildi. Daha sonra hiicreler 4 mL soguk sikroz
destegiyle (%30 sikroz, 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 10mM NacCl, 3 mM MgClz) 1300 g’'de 10 dakika 4
°C’da santrifujlendi. Santrifij sonrasi ¢oken nukleus 10 mM Tris-HCI ile ¢6zUlUp ve tekrar santriftjlendi.
Cokturulerek izole edilen nukleustan protein izolasyonu; nikleus ekstraksiyon tamponunda (50 mM
HEPES, pH 7.5, 420 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, %10 gliserol) ¢ézilip 30 saniye
sonikasyon sonrasinda 10.000 g'de santrifijjlenerek yapildi. izole edilen proteinlerin konsantrasyonu
Bradford ydntemi kullanilarak saptandi. Deney sirasinda 96 kuyucuklu mikrotabakanin her bir
kuyusuna 5 pg protein eklendi. Nukleus proteinlerinin izolasyonundan sonra mikrotabakaya pozitif
kontrol (HDAS1)+Trichostatin A (TSA) ve 81 — 27 -9 -3 -1 - 0,5 - 0,1 yM konsantrasyonlarindaki
(R)-Klavuzon Z uygun bir dizaynda hazirlandi. Bunun sonrasinda substrat molekulindn ve gerekli diger
reaktiflerin eklenmesiyle floresans dlgcimu gerceklestirildi. Sonuglar standartlardan elde edilen degerler

ile gizilen standart grafigi kullanilarak analiz edildi.

2.8. in vivo Histon Deasetilaz (HDAS) Enzim Aktivitesi Olgiimii

Hepatoselliler karsinoma hicrelerinde (R)-Klavuzon Z'nin deasetilaz etkisini hicrelerin
icerisinde in vivo olarak incelemek igin floresans temelli bir kit (BIOMOL, HDAC Cell-Based Activity
Assay Kit) kullanilmigtir. Bu sistem tek bir reaktifin hicrelere eklenmesiyle ve HDAS Sinif | ve Il

enzimlerinin aktivitelerinin dlgllmesiyle gerceklestirilir. S6z konusu reaktif asetillenmis, yasayan

11



hicrelerin igerisine girebilen, fluoresans Uretebilen substratidir ve HDAS'lar tarafindan hiicre igerisinde
deasetillenebilir. Deasetilasyon ve kit ile saglanan diger sollisyonlarin yardimiyla floresans mikrotabaka
ile yapilan tarama calismalarina izin vermektedir. Bu deney sisteminde ilk dnce hiicrelerin (yaklasik
10.000 hicre/kuyucuk) 96 kuyucuklu mikrotabakaya inokilasyonu ve ylizeye yapismalari saglandi.
Bunun sonrasinda hiicreler 5 -3 -1 - 0,5 - 0,25 — 0,1 uyM konsantrasyonlarindaki (R)-Klavuzon Z ile
24 saat boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin Ustiindeki biyiime ortami
uzaklastiriip kit ile saglanan tampon solusyonu ile yikanip temiz bliylime ortami eklenerek ortamdan
ilagc molekulleri uzaklastirildi. Her bir kuyucuga asetillenmis substrat moleklll eklenip 3 saat inkibe
edildi. Kit ile saglanan reaktifler kullanilarak floresans olcimi 360 nm eksitasyon dalga boyunda ve
460 nm emisyon dalga boyunda saptandi. Histon deasetilaz aktiviteleri standard grafigi kullanilarak
belirlendi.

2.9. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile p21 ve p27
Ekspresyonunun Belirlenmesi

(R)-Klavuzon Z'nin hepatosellller hiicrelere uygulanmasinin ardindan hicrelerde gergeklesen
ve hicre dongusi inhibisyonunda goérevli bazi 6nemli genlerin (p21 ve p27) ekspresyonu
incelenmektedir. Bunun igin ilag uygulanmasinin ardindan hicrelerden mRNA izolasyonu (PureLink®
RNA Mini Kit, Life Technologies) kullanilarak izole edildi. Bunun ardindan izole edilen RNA’lar (Thermo
Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit, Thermo Scientific) kullanilarak komplementer
DNA’ya (cDNA) cevrildi. Kantitatif PCR sirasinda kullaniimakta olan primer listesi asagida
siralanmigtir;

p21-F: 5’- CCATGTGGACCTGTCACTGT -3

p21-R: 5- GAGAAGATCAGCCGGCGTTT -3

p27-F: 5’- AAGAAGCCTGGCCTCAGAAG -3

p27-R: 5'- TCCATTCCATGAAGTCAGCGAT -3’
GAPDH-F: 5-CCA GCA AGA GCA CAA GAG GAA-3
GAPDH-R: 5-GGT CTA CAT GGC AAC TGT GAGG-3

Sentezlenen cDNA'lar ve LightCycler® DNA Master SYBR Green | (Roche) kullanilarak p21 ve
p27'nin (R)-Klavuzon Z ile degisen ekspresyon profilleri belirlenmektedir (Huang ve ark., 2012).

2.10. Western Blot ile Histon Proteinlerinin Asetilasyon Analizi

(R)-Klavuzon Z ile muamele edilmis hucrelerde histon 3 proteininin lizin 27 asetilasyonunu
incelemek amaciyla hicrelerden histon proteinleri izolasyonu ve sonrasinda ilgili proteine yonelik
antibadi ile western blot yapildi.
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Bu amagla, hicreler Soguk PBS ile yikanip buz lzerinde kazindi. 3000 g’de 10 dk 4° C'de

santrifiijlenip 2 kez 5mM sodium buitirat iceren soguk PBS ile yikandi.

Daha sonra hicre pelleti 0.5% Triton X-100, 2mM PMSF, 0.02% NaN3 iceren Triton Extraksiyon
Tamponu’nda (TEB), 1x107 hiicre /ml olacak sekilde ¢6ziinlip 10 dk buz lizerinde lize edildi. Lizat 2000
rpm’de, 10 dk, +4°C’ de santrifilj edildikten sonra supernatant atildi ve pellet tekrar TBE ile ¢dziindi ve
santrifij edildi. Son olarak pellet, 4 x 107 hiicre/ml olacak sekilde 0.2 N HCI iginde ¢6ziindl ve bu asit
ekstraksiyonu +4°C’de, karistirmali olarak 16 saat inkibe edildi. Asit ekstraksiyonu tamamlanan
histonlar 2000 rpm’de 10 dk, +4°C’de santriflj edildi, slpernatant yeni bir ependorfa alindi.
Slipernatant son konsantrasyonu %33 olacak sekilde TCA ile buz Gzerinde 30 dk boyunca tipler ters-
diz edilerek inkiibe edildi. 16000 g’de 10dk +4°C’de santifiijlendi. Pellet soguk aseton ile yikandi,
16000 g'de 5dk +49C’de santifiijlendi. Aseton ile yilkama adimi tekrarlandi ve sonunda elde edilen
pellet 20 dk kurumaya birakildi. 100 pl distile su ile ¢dziildii. izole edilen proteinlerin konsantrasyonu

BCA yontemi kullanilarak belirlendi.

Histon poteinleri 13-17 kD arasinda degisen molekuler agirlida sahip olduklari igin 18%’ lik Tmm

kalinhginda, yiritme jeli kullanildi. istifleme jeli olarak da 5 %’ lik jel hazirlandi.

Konsantrasyonlar belirlenerek alikatlanan histon proteinlerinden 3.0 pg/kuyu olacak sekilde jele
ylklendi. % 10 B-ME igeren 2 X yukleme tamponu (Novex Sample Buffer) ile son konsantrasyon 1 X
olacak sekilde karistirilip, 95° C’ de 5 dk kaynatildi. 1 dk buz lizerine alindi ve érnekler oda sicakligina
gelince, tanka yerlestiriimis tris-glisin elektroforez ylrime tamponu (25 mM Tris, 250 mM Gilisin, % 0.1
SDS) igerisindeki jellerin kuyularina yuklendi. Bir kuyuya da proteinlerin buyuklUklerini tahmin etmek
amaciyla iginde bilinen bulyukliklerde cesitli proteinler bulunan énceden boyali blylklik belirteci
(prestained size marker) yiklendi. Ornekler istifleyici jelin sonuna kadar 70 V'da, ayirici jelde ise 110 V
sabit gerilimde yaklasik 4 saat yurutilda.

Jelde yuratulen proteinler 300 mAmp’de 3 saat boyunca PVDF membrana transfer edildi.
Transfer sonrasinda membran, blotlama sirasinda 6zgul olmayan baglanmalarin engellenmesi icin; %
6 yagsiz sut tozu ve % 0.5 Tween-20 iceren TBS tamponu ile muamele edilerek 1 saat oda
sicakliginda, rotatorda calkalanarak bloklama igslemi gerceklestirildi. Bloklama asamasindan alinan
membranlar 1:1000 oraninda seyreltiimis primer antikorlar olan anti-H3K27ac ve anti-H3K27me3 ile
muamele edildi. Membran primer antikor soliisyonunda 4°C’de 16 saat, calkalanarak inkibe edildi.
Primer antikor inkUbasyonlari bittikten sonra membranlar 5’er dakika 4 kez TBS-T ile yikanip
baglanmayan antikorlar uzaklastirildi. Daha sonra sekonder antikor dilisyonlari 1:2500 olacak sekilde
3 % yagsiz sut tozu TBS-T (0.025%) icinde hazirlandi. 1 saat oda Isisinda yavasca calkalanarak
inkibe edildi. Primer antikor sonrasinda yapilan yikama islemi tekrarlandi. Tum yikamalar sonrasinda
deteksiyon kiti (Pierce Supersignal West Pico Chemiluminescent) kullanilarak histon proteinlerinin
deteksiyonu yapildi.

13



3.BULGULAR

3.1. Sitotoksisite Analizi

(R)-Klavuzon Z'nin Huh-7 hiicre hatlari tzerine olan sitotoksik etkisini anlamak igin her bir hiicre
hattindan 2000 hiicre 96 kuyucuklu mikrotabakaya ekilip 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
hicreler 20 - 10 -5-2,5- 1,25 - 0,625 — 0,1 yM konsantrasyonlarindaki (R)-Klavuzon Z ile 48 saat
boyunca muamele edildi. Bu doz aralidi ile hem Silforodamin B deneyi hem de MTT deneyi yapildi.
Karsilastirmali deney sonuglari asadida bulunan Sekil 4'de gosterilmistir.

(R)-Klavuzon Z'nin HuH7 Parental Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin SRB ve MTT deneyleri ile
Karsilagtirmali Analizi
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Sekil 4. (R)-Klavuzon Z'nin Huh-7 Parental Hicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin SRB ve
MTT deneyleri ile Kargilastirmali Analizi

Silforodamin B ile elde edilen sonuglarin hata paylarinin ¢ok yiiksek olmasi sebebiyle bu
calismada MTT deneyi ile sitotoksisite analizinin yapilmasi kararlastirildi.

MTT deneyi icin hlicre ekimi ve inkibasyon sonrasi hucrelere 20 -10-5-2,5-1,25 - 0,625 —
0,1 uM konsantrasyonlarinda (R)-Klavuzon Z, 24 — 48 — 72 saatlik inklbasyonlarla uygulandi. Hicre
canliliklarinin doz ve zamana bagli degisim grafikleri her bir hiicre hatti icin asadidaki Sekil 5, Sekil 6,
Sekil 7 ve Sekil 8'te gdsterilmistir. Istatistik analizi t-testi ile yapilip p<0,05 degeri elde edildi.
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(R)-Klavuzon Z'nin HuH7 Parental Hiicre Hatti Uzerindeki
Sitotoksik Etkisi
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Sekil 5. (R)-Klavuzon Z'nin Huh-7 Parental Hiicre Hatti Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

(R)-Klavuzon Z'nin HuH7 EpCAM*/CD133 * Hiicre Hatti
Uzerindeki Sitotoksik Etkisi
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Sekil 6. (R)-Klavuzon Z'nin Huh-7 EpCAM+/CD133 " Hiicre Hatti Uzerindeki Sitotoksik Etkisi
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(R)-Klavuzon Z'nin HuH7 EpCAM-/CD133" Hiicre Hatti
Uzerindeki Sitotoksik Etkisi
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Sekil 7. (R)-Klavuzon Z'nin Huh-7 EpCAM/CD133 Hiicre Hatti Uzerindeki Sitotoksik Etkisi
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Hiicre Canlihg: (Absorbans)
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(R)-Klavuzon Z'nin HuH7 Hiicre Hatlari Uzerindeki Sitotoksik Etkisi
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Sekil 8. (R)-Klavuzon Z'nin Huh-7 Hiicre Hatlari Uzerindeki Karsilastirmali Sitotoksik Etkisi
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3.2. Hiicre Dongusu Analizi

(R)-Klavuzon Z'nin hiicre dongisl Uzerindeki etkisi anlamak i¢in 60.000 hiicre 6 kuyucuklu
mikratabakaya ekilip 24 saat inkiibe edildi. inkiilbasyon sonrasinda hiicreler 10 — 1 — 0,1 uM
konsantrasyonlarindaki ilag adayl molekdl ile muamele edildi. Hiicre déngiilerinin doz ve zamana bagli
degisim grafikleri her bir hiicre hatti icin asagidaki Sekil 9, Sekil 10, Sekil 11'de gdsterilmistir.

(R)-Klavuzon Z'nin HuH7 Parental Hiicrelerinin Hiicre Dongiisii Uzerine Etkisi
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Sekil 9. (R)-Klavuzon Z'nin Huh-7 Parental Hiicrelerinin Hiicre Dénglist Uzerine Etkisi

(R)-Klavuzon Z'nin HuH7 EpCAM * /CD133 * Hiicrelerinin Hiicre Déngiisii Uzerine Etkisi
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Sekil 10. (R)-Klavuzon Z'nin Huh-7 EpCAM*/CD133* Hucrelerinin Hicre Déngusi Uzerine
Etkisi
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(R)-Klavuzon Z'nin HuH7 EpCAM - /CD133 - Hiicrelerinin Hiicre Déngiisii Uzerine Etkisi
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Sekil 11. (R)-Klavuzon Z'nin Huh-7 EpCAM/CD133- Hiicrelerinin Hiicre Dénglisii Uzerine Etkisi
3.3. Apoptoz Analizi

(R)-Klavuzon Z’nin apoptoz uzerindeki etkisi anlamak i¢in 60.000 hicre 6 kuyucuklu
mikratabakaya ekilip 24 saat inkiibe edildi. inkilbasyon sonrasinda hiicreler 10 — 1 — 0,1 uM
konsantrasyonlarindaki ilag adayr molekul ile muamele edildi. Apoptoz ¢esitlerinin ve oranlarinin doz ve

zamana bagli degisim grafikleri her bir hicre hatti icin asagidaki Sekil 12, Sekil 13, Sekil 14'de
gosterilmigtir.
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Sekil 12. (R)-Klavuzon Z'nin Huh-7 Parental Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisi
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Sekil 13. (R)-Klavuzon Z'nin Huh-7 EpCAM*/CD133* Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisi
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Sekil 14. (R)-Klavuzon Z'nin Huh-7 EpCAM-/CD133- Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisi
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3.4.  In vitro Histon Deasetilaz (HDAS) Enzim Aktivite Olgiimii

(R)-Klavuzon Z'nin hiicre nukleusunda bulunan sinif | ve sinif Il Histon Deasetilaz enzimleri
Uzerindeki etkisini incelemek icin dncelikle G¢ hicre hattindan nukleus proteini izolasyonu enzim
aktivitesi 6lgcmek icin kullanilan HDAC Fluorometric Activity Assay Kitinde (Cayman) tavsiye edilen
manuel yéntem ile yapildi. izole edilen proteinlerin konsantrasyonlari Bradford ydntemi kullanilarak
belirlendi. Her bir hiicre hattindan izole edilen proteinlerden 96 kuyucuklu siyah mikrotabakanin her bir
kuyucugundaki reaksiyonlarda kullanilmak tzere 5 pg nukleus proteini (R)-Klavuzon Z ile muamele
edildi. Histon Deasetilaz enzim kaynagi olarak kullanilan 5 pyg nukleus proteinleri 81 —27-9-3-1-—
0,5 — 0,1 uM ilag konsantrasyonlari ile kitte 6nerilen prosedire gére muamele edildi. Reaksiyon
sonucunda (R)-Klavuzon Z'nin in vitro kosullardaki Histon Deasetilaz enzimleri Uzerindeki etkisi Sekil
15’de gosterilmisgtir.

(R)-Klavuzon Z'nin HuH7 Hiicre Hatlarindan izole Edilen Histon Deasetilaz Enzimleri Uzerindeki in vitro Etkisi
1,6

1,4

1,2

0,8

0,6

HDAS Enzim Aktivitesi (nmol/min/ml})

0,4

0,2

Parental EpCAM+/CD133+ EpCAM-/CD133-
HuH7 Hiicre Hatlan

E0,1yM HO5pM E1pM E3pM EOUM E27pM  H81pM

Sekil 15. (R)-Klavuzon Z'nin Huh-7 Hiicre Hatlarindan izole Edilen Histon Deasetilaz Enzimleri

Uzerindeki in vitro Etkisi
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3.5.  In vivo (hiicre temelli) Histon Deasetilaz (HDAS) Enzim Aktivitesi
Olgiimu

(R)-Klavuzon Z'nin hicreler canliyken hicrelerin nukleus ve stoplazmalarina ulasip normal
hlcresel islevler devam ediyorken histon deasetilaz enzimlerini inhibe edip etmedigini anlamak igin
canl hdcrelerden dogrudan enzim aktivite 6lgimu yapildi. Bunun igin 10.000 hcre kit ile saglanan
siyah 96 kuyucuklu mikrotabakaya inokiile edilip 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonucunda hiicreler
5-3-1-05-025- 0,1 uyM konsantrasyonlarindaki (R)-Klavuzon Z ile muamele edildi. ilag
uygulamasi sonrasinda hiicrelerden elde edilen histon deasetilaz enzim inhibisyonlari asagidaki Sekil
16’de gosterilmigtir.

(R)-Klavuzon Z'nin HuH7 Hiicre Hatlarinda Eksprese Edilen Histon Deasetilaz Enzimleri Uzerindeki inhibitor Etkisi
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Parental EpCAM+ /CD133+ EpCAM -/ CD133 -
HuH7 Hiicre Hatlani

mKontrol m5pM ®m3pM m1pM ®05puM m0,25pM mO0,1pM

Sekil 16. (R)-Klavuzon Z'nin Huh-7 Hicre Hatlarinda Eksprese Edilen Histon Deasetilaz

Enzimleri Uzerindeki inhibitér Etkisi
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3.6. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile p21 ve p27
Ekspresyonunun Belirlenmesi

(R)-Klavuzon Z'nin hiicre doéngulerinde olusturdugu G1 fazindaki birikmenin p21 ve p27 ile iligkili
olabilecedi dustnilmustir. Bu nedenle (R)-Klavuzon Z ile muamele edilen Huh-7 hiicre hatlarindaki
p21 ve p27 ekspresyonlarini incelemek igin gergek zamanli PZR (real-time PCR) optimizasyonlari
yapiimistir. Bu amagla dizayn edilen primerler Sekil 17°de gortldigi gibi konvensiyonel PZR ile

optimize edilmiglerdir. Optimize edilmis PCR karisimi ve kosullari asagidaki Tablo 1 ve Tablo 2'de
verilmigtir.

Tablo 1. p21 ve p27 PZR Karisimi

p21 ve p27 PZR Karigimi Hacim (ul)
dH20 14,65
Tampon Solusyonu (KCl iceren) 2
25 mM MgClz 1,2
10 mM dNTP karisimi 0,4
10 uM Forward Primer 0,5
10 UM Reverse Primer 0,5
Taq DNA Polimeraz 0,25

Tablo 2. p21 ve p27 PZR Kosullari

p21 ve p27 PZR Kosullar
Baslangic .
Denatirasyonu 95°C 3 dakika X
Denatiirasyon 95 °C 30 saniye
Hibridizasyon .
(Annealing) 58 °C 30 saniye 40 X
Uzama 72 °C 45 saniye
Son Uzama 72 °C 5 dakika 1X
p21 PZR Uriinii p27 PZR Uriinii
200bp —> 2000p —>
153 bp <— 148bp
100bp —> 100bp —>

Sekil 17. p21 ve p27 PZR Urlinlerinin Agaroz Jel Gériintileri

iki gen icin yapilacak ekspresyon analizinin optimizasyonlari kullanilacak olan SYBR Green PCR
Master Mix ile devam etmektedir.
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3.7. Western Blot ile Histon Proteinlerinin Asetilasyon Analizi

In vitro ve in vivo deneyler sonucunda (R)-Klavuzon Z'nin hiicrelerdeki histon deasetilaz enzim
aktivitesini inhibe ettigi gézlendi. Bu global etkinin spesifik bir histon asetilasyon bolgesi olan H3K27’ye
spesifik antikor ile histon modifikasyon diizeyinin belirlenmesi igin 0.25 uyM ve 1 uyM (R)-Klavuzon Z
uygulanan Huh-7 hicrelerinden histon izolasyonu yapilarak, western blot deneyi yapildi. Bunun igin
500.000 hicre; 1 ve 0,25 yM konsantrasyonlarinda (R)-Klavuzon Z ile 24 ve 48 saat boyunca inkilibe
edildi. (R)-Klavuzon Z'nin Huh-7 parental hiicreleri lizerinde doza ve zamana bagli olarak H3K27
bdlgesindeki asetilasyon profiline etkisinin olmadigi gézlendi (Sekil 18).

Epigenetik susturma mekanizmasi, PRC2 (polycomb repressive complex 2) kompleksinin hedef
genleri H3K27 metilasyonu ile susturulmasiyla baslar. E§er K27 6nceden asetile ise bu bdlgenin
metilasyonu igin ilk 6nce PRC2 ile etkilestigi bilinen histon deasetilaz (HDAC) tarafindan deasetilasyon
gerekmektedir. Bu histon 3 lizin 27 trimetilasyon modifikasyon bolgesine spesifik antikor (anti-
H3K27me3) kullanilarak yapilan western blot analizi sonucunda da (R)-Klavuzon Z’nin Huh-7 parental
hicreleri lzerinde doza ve zamana bagll olarak H3K27 bolgesindeki trimetilasyon profiline etkisinin
olmadigi gozlenmistir (Sekil 18). Proje kapsamindaki diger hlcre hatlariyla western blot galismalari
devam etmektedir.

24 saat 48 saat
Klavuzon (uM) - 0.25 1 - 025 1

H3K27me3 nmn S D 1 K J

‘ e e | oz,
H3K27ac ﬁ! S —

H1 internal

Sekil 18. (R)-Klavuzon Z’'nin Huh-7 Parental Hicrelerindeki H3K27 Bdlgesinin Asetilasyon ve

- — -y

Metilasyon Profiline Etkisi
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4. TARTISMA

4.1. Sitotoksisite Analizi

Sitotoksisite analizi sonucunda ¢ hicre hatti icin de negatif kontrollerden alinan degerler
birbirine ¢cok yakin olmasi ekim sirasinda hicre sayilari arasinda fark olmadiginin géstergesidir.

(R)-Klavuzon Z'nin; Huh-7 parental hiicreleri Gzerindeki ICso dederi 24 saatte 1,25 ve 0,625 uyM
konsantrasyonlarinda , 48 saatte 1,25 yM ve 72 saatte de 1,25 yM konsantrasyon degerleri olarak
bulunmustur. Huh-7 EpCAM*/CD133* hiicreleri tizerindeki ICso degeri 24 saatte 10 uM , 48 saatte 2,5
MM ve 72 saatte de 1,25 pM konsantrasyon degerleri olarak bulunmustur. Huh-7 EpCAM-/CD133-
hicreleri Uzerindeki ICso degeri 24 saatte 10 uM , 48 saatte 1,25 pM ve 72 saatte de 0,625 pM

konsantrasyon degerleri olarak bulunmustur.

inkiibasyon siireleri temel alindiginda (R)-Klavuzon Z'nin ti¢ farkli hiicre hatti (izerindeki etkileri
farklihk géstermektedir. (R)-Klavuzon Z ; 24 saatlik inkiibasyonda, parental hiicreler tizerinde yaklasik
1,25 ve 0,625 pM konsantrasyonlarinda ICso degerine ulasabiliyorken Huh-7 EpCAM*/CD133* ve Huh-
7 EpCAM/CD133" hicreleri lzerinde ICso degerine ulasamamistir. Her iki hicre hatti
(EpCAM*/CD133* ve Huh-7 EpCAM/CD133") da 24 saatlik inkiibasyonda Huh-7 parental hiicrelere
gOre daha direngli davranmistir. (R)-Klavuzon Z ; 48 saatlik inkiibasyonda, parental hiicreleri ve Huh-7
EpCAM-/CD133 hiicreleri tizerinde yaklasik 1,25 uM konsantrasyonunda ICso degerine ulasabiliyorken
Huh-7 EpCAM*/CD133* hiicreleri Gizerinde 2,5 uM konsantrasyonunda ICso degerine ulasabilmistir. 48
saatlik inklibasyonda tim hticre hatlari ICso degerine ulasabilmektedir ancak EpCAM*/CD133* hiicreler
diger iki hiicre hattindan daha direngli davranmaktadir. (R)-Klavuzon Z ; 72 saatlik inkiibasyonda,
parental ve EpCAM*/CD133* hicreleri Uzerinde yaklasik 1,25 konsantrasyonunda, Huh-7 EpCAM-
/CD133" huicreleri lizerinde yaklasik 0,625 uyM konsantrasyonunda ICso dederine ulagsmistir.

Yapilan sitotoksisite analizi sonucunda (R)-Klavuzon Z’nin hem Huh-7 parental hiicrelerini hem
de kanser kok hucresi olarak dusunulen Huh-7 EpCAM*/CD133* ve Huh-7 EpCAM/CD133
hicrelerini doza ve zamana bagli olarak oldurebildigi gérilmustr. (R)-Klavuzon Z, 24 saatte Huh-7
parental ve Huh-7 EpCAM-/CD133 hiicrelerini farkl dozlarda da olsa ICso degerinde 6ldirebilmektedir.
Huh-7 EpCAM*/CD133* hiicrelerini 24 saatte ICso degeri ile oldiremese de, 48 saatte 2,5 yM ve 72
saatte 1,25 uM gibi disuk dozlarda oldirebildigi goralmuagtir.
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4.2. Hucre Dongusu Analizi

Hicre déngusi analizinde, (R)-Klavuzon Z parental hiicrelerde 24 saatlik inkiibasyonda 10 uM
konsantrasyonunda G2 fazinda ciddi bir birikime neden olurken G1 fazindaki birikmeyi ciddi bir oranda
azaltmistir. Bunun yani sira; 1 ve 0,1 uyM konsantrasyonlarinda G1 fazinda artisa ve G2 fazinda
azalisa sebep olmustur. Parental hiicreler lzerinde 48 saatte; 10 uM konsantrasyonunda G2 fazinda
artis varken G1 fazinda ciddi bir azalma vardir. 1 yM konsantrasyonu G1 fazinda énemli bir artisa
sebep olurken G2 ve S fazlarinda hafif bir azalmaya neden olmustur. 0,1 yM konsantrasyonu hiicre
dongilerinde 48 saatte ciddi degisikliklere sebep olmamistir. (R)-Klavuzon Z, 72 saatlik inkiibasyonda
10 uM konsantrasyonunda G2 fazinda ciddi bir artisa sebep olurken , G1 fazinda hafif bir artis
yapmaktadir bununla beraber S fazinda ciddi bir azalisa neden olmaktadir. 1 ve 0,1 uM

konsantrasyonlarinin 72 saatte hiicre dénguleri Gzerine etkisinin olmadigi goéralmustar.

Huh-7 EpCAM*/CD133* hicreleri Uzerinde yapilan hicre doénglsiu analizlerinde, 24 saatlik
inkilbasyonda 10 yM konsantrasyonun G2 fazini ciddi bir oranda arttirdigini ve G1 fazinda da
azalmaya sebep oldugu gorilmdistir. 1 ve 0,1 uM konsantrasyonda G1 fazinda bir artis ve S fazinda
bir azalma oldugu goérilmustir. 48 saatlik inkiibasyonda, 10 yuM konsantrasyonda G2 fazinda bir artis
olurken S fazinda hafif bir azalma oldugu gortlmustir. 1 yM konsantrasyonda, G1 fazinda énemli bir
artis varken G2 fazinda ciddi bir azalma vardir. Bunun yani sira S fazinda da hafif bir azalma
gorilmektedir. 0,1 uM konsantrasyonda G1 fazinda hafif bir artis oldugu goériimustir. 72 saatlik
inkiibasyonda, 10 ve 1 uyM konsantrasyonlari G1 fazinda hafif bir artisa neden olurken S fazinda hafif

bir azalmaya neden olmaktadir. 0,1 yM konsantrasyonun hticre déngulerini etkilemedigi gériimustar.

Huh-7 EpCAM-/CD133- hicreleri Uzerinde yapilan hicre déngusu analizlerinde, 24 saatlik
inkiibasyonda 10 uyM konsantrasyonun G1 fazini 6nemli él¢clde azalttid1 ve G2 fazini da dnemli oranda
arttirdidi  goérulmastar. S fazinda da hafif oranda azalma gérulmastar. 1 ve 0,1 uM
konsantrasyonlarinda G1 fazinda ciddi bir artis yasanirken S fazinda da énemli bir artis gérulmustar.
48 saatlik inkibasyonda, 10 pyM konsantrasyonu G1 fazinda énemli bir azalmaya sebep olurken, G2
fazinda ciddi bir artis yaratmaktadir. 1 yM konsantrasyonda G1 fazinin ciddi bir sekilde arttigi ve S
fazininda 6nemli bir élcide azaldidi gérulmustir. 0,1 pyM konsantrasyonda &énemli bir degisim
gOrulmemigtir. 72 saatlik inkiibasyonda, 10 uM konsantrasyonda G2 fazinda ciddi bir artis oldugu ve S
fazinda énemli bir azalma yasandigi gérulmustir. 1 yM konsantrasyonda G1 fazinda hafif bir artis

g6zlemlenirken 0,1 uM konsantrasyonun herhangi bir degisime sebep olmadidi bulunmustur.
4.3. Apoptoz Analizi

Apoptoz analizlerinde, (R)-Klavuzon Z parental hiicrelerde 24 saatlik inkiibasyonda 10 pM
konsantrasyonunda ge¢ apoptozda kiglik bir azalmaya sebep oldugu gorilmustur. 1ve 0,1 uM
konsantrasyonda erken apoptoz oraninda ciddi bir azalma oldugu bulunmustur. 48 saatlik
inkiibasyonda, 10 uM konsantrasyonda ge¢ apoptozun ciddi bir oranda arttiyi ve erken apoptozda da
hafif bir artis oldugu goriimustir. 1 uM konsantrasyonda erken apoptozda hafif bir artis olmustur. 0,1
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MM konsantrasyonda ciddi bir degisiklik yasanmamistir. 72 saatlik inklbasyonda, 10 uM
konsantrasyonda hlcre canlihdginin ciddi bir oranda azaldigi, erken ve ge¢ apoptozun ciddi bir oranda
arttigi gortlmuistir. 1 ve 0,1 yM konsantrasyonda erken ve ge¢ apoptoz oranlarinda degisiklik

yasanmamisgtir.

Huh-7 EpCAM*/CD133* hiicreleri Uzerinde vyapilan apoptoz analizlerinde, 24 saatlik
inkiibasyonda 10 yM konsantrasyonda hiicre canlihdinin hafif bir miktarda azaldigi, erken ve geg
apoptozun az miktarda arttigi bulunmustur. 1 ve 0,1 yM konsantrasyonlarda ise énemli bir degisiklik
gorilmemistir. 48 saatlik inkiilbasyonda 10 uyM konsantrasyonda, canli hiicre sayisinin azaldigi ve
onemli bir oranda erken ve ge¢ apoptozun artti§i gézlemlenmistir. 1 ve 0,1 yM konsantrasyonlarda
onemli bir degisiklik gérilmemistir. 72 saatlik inkiibasyonda 10 yM konsantrasyonda hlicre canlihdinin
azaldigi , erken ve ge¢ apoptoz oranlarinin ciddi oranda arttigi goézlemlenmistir. 1 ve 0,1 uM

konsantrasyonlarda énemli bir degisiklik gériimemistir.

Huh-7 EpCAM-/CD133- hlcreleri Uzerinde yapilan apoptoz analizlerinde, 24 saatlik inkiibasyonda
10 uM konsantrasyonda erken apoptozda énemli bir artisin, ge¢ apoptozda da hafif bir artisin oldugu
gérilmustir. 1 ve 0,1 pM konsantrasyonlarda o6nemli bir degisiklik goriimemistir. 48 saatlik
inklbasyonda, 10 uM konsantrasyonda ge¢ apoptoz oranlarinda ciddi bir artis olurken erken apoptoz
degerlerinde de 6nemli bir artis yasanmistir. 1 yM konsantrasyonda ge¢ apoptoz oranlarinda hafif bir
artis gézlemlenmigtir. 0,1 yM konsantrasyon degerinde dnemli bir degisiklik yasanmamistir. 72 saatlik
inklbasyonlarda, 10 uM konsantrasyonda erken ve ge¢ apoptoz oranlarinda ciddi artis yasanmistir. 1

ve 0,1 uM konsantrasyonlarda énemli bir degisiklik gériimemistir.
4.4. in vitro Histon Deasetilaz (HDAS) Enzim Aktivite Olgiimii

Enzim aktivite 6lgimU sonuglarina goére hi¢ ilag uygulanmamis protein érneklerinden Huh-7
EpCAM-/CD133- hicrelerinin diger hucre hatlarindan yaklasik 2,5 kat daha fazla histon deasetilaz
enzim aktivitesi gosterdigi bulunmustur. Ayni hiicre hattinin daha hizh prolifere oldugu bilindigi Gizere bu

enzim aktivitesinin hicre hattinin proliferasyonu tzerinde etkisinin olabilecegi dusinulmustir.

(R)-Klavuzon Z'nin 0,1 — 0,5 — 1 — 3 pM konsantrasyonlarda in vitro kosullarda Huh-7 hicre
hatlarinin nukleuslarindan izole edilmis histon deasetilaz enzim aktivitesinin Uzerinde etkisinin
olmadiginin aksine 9 — 27 — 81 pyM konsantrasyonlar enzim aktivitesini hafif bir oranda arttirdig

gozlemlenmistir.

Bunun sebebinin enzim reaksiyonunun gerceklestirildigi pH 8.0 degerinden kaynaklanabilecegi
ve daha duslk pH degerinde inhibisyon olma sansinin yiiksek olabilecedi dusinudlmugtir.
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4.5. in vivo (hiicre temelli) Histon Deasetilaz (HDAS) Enzim Aktivitesi

Olgiimii

(R)-Klavuzon Z'nin hiicrelerin igindeyken histon deasetilazlari inhibe edip edemedigini anlamak
icin yapilan bu deneyde ilacin Ug¢ farkh hiicre hattindaki histon deasetilazlarin enzim aktivitesini yari
yarlya inhibe ettigi bulunmustur. En yiksek inhibisyon 5 uM degerinde yasanirken 3 ve 1 uM
degerinde inhibisyon biraz azalmakta ve 0,5 — 0,25 — 0,1 uM konsantrasyonlarinda inhibisyon oranlari

cok farkhlik gdéstermemekle beraberinde sabit bir degerde seyretmektedir.

in vitro HDAS aktivite deneyinde elde edemedigimiz inhibisyonun hiicre temelli HDAS aktivite
deneyinde elde edilmesi molekllin pH ya bagimh calistigi dislncesini olusturmustur. (R)-Klavuzon
Z’nin yapisindaki o,-doymamis lakton yapilarinin hicre icerisinde proteinlerin nikleofilik bolgeleri ile
Michael tird katilma tepkimeleri vererek biyolojik aktivite gosterdigi distnulmektedir. Bunun yaninda in
vitro ¢alismalarda bu baglanmanin pH 8 degerinde geridénisimli pH 7 civarinda ise geriddonlsimsuz
oldugu gosterilmistir. Gergeklestirdigimiz in vitro HDAS inhibisyonu denemelerinde kullanilan kit igin
Onerilen tamonun pH degeri 8'dir ve bu pH degerinde molekllimuzin geridénlisumll bir sekilde
proteinlere baglanmasindan dolayr kuvvetli bir inhibisyon gértilmemis olma ihtimali vardir. Diger
taraftan hicre icerisindeki kompartmanlarda pH degeri 8'den kiiclik oldugu icin daha kuvvetli bir
baglanma ve ihbisyonun gorilmis olmasi mimkinddr. Bunun yani sira in vitro deneyde sadece
nukleusdan izole edilen enzimler bulunmaktadir ancak bu deneyde stoplazmada ve mitokondride de
bulunan enzimler vardir. Bu sebeple (R)-Klavuzon Z 6zellikle stoplazmada gérevli histon deasetilaz
enzimlerini inhibe ediyor olabilir.

4.6. Western Blot ile Histon Proteinlerinin Asetilasyon Analizi

(R)-Klavuzon Z'nin hcrelerin iginde bulunan histon deasetilaz enzimlerini inhibibe ettigi
anlasildiktan sonra bu inhibisyonun sonucunda kromatinde bulunan histon proteinlerinin asetilasyon
seviyelerinin artip artmadigini kontrol etmek igin western blot yontemi ile Histon 3 lizin 27 boélgesindeki
asetilasyon seviyesi anti-H3K27ac antibadisi kullanilarak incelenmistir. HuH parental hiicrelere ilag
uygulamasi sonucunda Histon 3 lizin 27 bdlgesindeki asetilasyon seviyesinde artis beklenirken
gOrulmistir. Bunun yani sira bltge dahilinde ayni bdlgedeki metilasyon profili anti-H3K27me3
antibadisi kullanilarak incelenmig ve metilasyon seviyesinde de bir degdigiklik olmadigi bulunmustur.

Parentallerde beklenen etkiyi gormememizin sebebi ila¢ dozlarinin ya da inkiibasyon surelerinin
yeterli gelmemesi olabilir. Bununla birlikte, ilacin etki ettigi histon deasetilaz enzimlerinin bu boélgede
islev gérmemesi diger bir sebep olabilir. Bu amagcla, (R)-Klavuzon Z'nin etki ettigi spesifik histon
deasetilaz enzimleri saptanmali ve belirlenen histon deasetilaz enzimlerinin hedef histon bdlgeleri
¢alisiimalidir. Huh-7 EpCAM*/CD133* ve Huh-7 EpCAM:/CD133  hicrelerinde western blot ile
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asetilasyon seviyelerindeki degisimler hala calisiimaktadir. Huh-7 parental hicrelerinde bir fark
gérmememize ragmen Huh-7 EpCAM/CD133" hiicre hatlarinin histon asetilasyonlarinda bir fark
gérme sansimiz vardir. Bunun en blylk sebebi, in vitro histon deasetilaz enzim aktivitesi
calismamizda Huh-7 EpCAM-/CD133- hiicrelerinin dider iki hiicre hattindan yaklasik 2,5 kat daha fazla
enzim aktivitesi gdstermis olmasidir. Dolayisiyla, Huh-7 EpCAM/CD133- hiicrelerinde histon

asetilasyonunda artis gédrme sansimiz daha yuksektir.
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5. SONUC

Kanser, nlikleozom ve kromatin yapisini olusturan histonlarin (H2A, H2B, H3, H4)
deasetilasyonu gibi pek ¢ok epigenetik bozukluktan dolayl da ortaya gikabilen bir hastaliktir. Pek ¢ok
kanser tlriinde histonlarin deasetilasyonundan sorumlu enzim ailesi olan histon deasetilazlarin (HDAS)
asiri eksprese edildigi ve buna bagll olarak nikleozomlardan asetil gruplarinin uzaklastiriip tGmor
baskilayici genlerin ekspresyonlarinin distigu bilinmektedir. Kanser hicrelerindeki asiri HDAS
aktivitesini inhibe ederek kromatinin tekrar asetillenmesi ve timoér baskilayici genlerin
ekspresyonlarinin arttiriimasi kanser hucrelerini apoptoza yodnlendirmekteki en blylk hedeflerden
birisidir. Glnimizde kemoterapide kullanilan ajanlar ile farkl kanser hicrelerinin belirli oranda
oldurulebilmesine ve hasta Omrinin uzatilabilmesine karsin, hastalik belli zaman araliklarinda
tekrarlayabilmektedir. Bunun en blylk sebebinin kanser kdk hicreleri oldugu disunutlmektedir. Son
yillarda sadece kanser hucrelerini degil ayni zamanda kanser koék hicrelerini de apoptoza
yonlendirebilen ilaglarin gelistiriimesi amaglanmaktadir. Hepatosellller karsinoma tedavisi olmayan
olimcdl bir hastaliktir. Simdiye kadar gelistiriimis protein kinaz inhibitdrii olan sorafenib hastaligi

tedavi edememektedir ve sorafenib disinda bagka bir ilag FDA tarafindan onay alamamistir.

Bu proje ile (R)-Klavuzon Z ilk kez hepatoselliler karsinom hicresi olan Huh-7 parental ve bu
hlcre grubundan ayrimlanan Huh-7 EpCAM*/CD133* ve Huh-7 EpCAM-/CD133- kanser kdk hticreleri
Uzerinde arastinlmistir. Yapilan sitotoksisite analizi sonucunda (R)-Klavuzon Z'nin Huh-7 parental
hlcrelerinin sayisini 24 saatte yariya indirebilirken, Huh-7 EpCAM*/CD133* ve Huh-7 EpCAM-/CD133-
kanser kdk hlcrelerinin sayisini 48 saatte Huh-7 parental hiicrelere gereken dozun iki kati oranindaki
bir dozda yariya indirebildigi gérilmustir. Huh-7 EpCAM*/CD133* ve Huh-7 EpCAM/CD133- kanser
kok hicreleri parental hicrelere kiyasla (R)-Klavuzon Z'ye karsi iki kat direncgli ¢ikmistir. Bunun
muhtemel sebebi hiicre membranlarinda bulunan ABC-tranport proteinlerinin parental hicrelere gore

kanser kok hucrelerinde daha fazla ifade edilmesidir.

Yapilan in vitro HDAS enzim aktivitesi analizinde molUkilimuzin Huh-7 hicre hatlarindan izole
edilen HDAS’lari in vitro kosulda inhibe etmedigi goéraimusttr. Ancak in vivo (hicre temelli) yapilan
HDAS enzim aktivite deneyinde (R)-Klavuzon Z'nin 0,1 uM gibi disuk bir konsantrasyonda dahi
hiicrelerdeki HDAS aktivitesini yaklasik %50 oraninda inhibe ettigi bulunmustur. in vitro da inhibisyon
gOremeyip hicre temelli enzim aktivite deneyinde inhibisyon gérmemizin muhtemel sebepleri su
sekilde siralanabilir; in vitro deneyde kullanilan kit tamponu pH 8.00' de g¢alismaktadir. Bu pH degeri
bizim molekilimizin enzim ile etkilesmesini engellemis olabilir. Ancak hicre temelli deneyde (R)-
Klavuzon Z, hiicre kompartmanlari arasindaki pH degisimi nedeniyle pH 8.00 disindaki bdlgelerde aktif
hale gelmis olabilir. Hiicre temelli deneyde goérilen inhibisyonun diger bir sebebi, stoplazmada bulunan
HDAS enzimleri ile iligkili olabilir ¢inkl in vitro deneyde sadece nukleustan izole edilen HDAS'lar ile
deney yapilmisti. Ancak hicre temelli deneyde hem nukleustaki hem de stoplazmadaki enzimlerle

cahsiimistir.
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Bu projede ortaya cikardigimiz HDAS enzim aktivitelerinin (R)-Klavuzon Z tarafindan inhibe
edilmesi, molekilimizin HDAS inhibitdri olabilecedini ve bu sayede histonlarin tekrar asetillenerek
Ozellikle karacigerde ekspresyonu az olan timor baskilayici genlerin (p53, Rb1, CDKN2A, IGF2R,

PTEN) ekspresyonlarinin arttirilabileceginin gostergesi olmustur.

Bu projenin yarattigi en blylk 6zgin degerlerden birisi hepatoselliler karsinoma kok
hicrelerinin oldurilebilmesi icin (R)-Klavuzon Z'nin arastiriip kanser kok hiicreleriyle yapilan kisith
calismalara yeni bir ilag molekulu ile literatir bilgisi sunulmus olmasidir. Elde edilen sonuglar ile hem
hepatoselliler karsinoma hicrelerine hem de kanser kok hicrelerine karsi (R)-Klavuzon Z ile

apoptozun saglanmasi hedeflenmektedir.

Hucre kultirinde elde ettigimiz bilgiler farkh mekanizmalar Gzerinden hem in vitro kosullarda
hem de in vivo kosullarda arastirma yapmak igin zemin hazirlamistir. Bu sayede apoptozun
saglanmasinin yaninda molekulin dokuda var olan ve kanser kék hiicresine déntisme olasiligi yliksek
olan hicrelerin sadece yenilenme 6zelliklerini tetikleyebilme ya da bu hicreleri kanser hicresine
donustirmeyip karaciger hicrelerine donustirme 6zelligi gelecekte arastirilabilecektir.  Yapilacak
denemelerle hepatoselliler karsinoma kok hicrelerinin - molekile kemoresistans 6zelligi
incelenebilecektir. Gelecekte farelerde yapilabilecek in vivo deneylerde hastaligin seyrini
iyilestirebilmesi, hastalii durdurabilmesi ve timor kitlesinin boyutunu kugiltebilemesi gibi 6zelliklerinin

test edilebilmesi icin zemin olusturmustur.
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