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OZET

DNA tamir yolagimin aktif olmadig1 kanserlerde, sentetik lethal iligkili spesifik DNA
tamir proteinlerinin inhibisyonu, saglikli hiicrelere zarar vermeden timor
hiicrelerinin segici olarak yok edilmesinde etkili bir hedeftir. Polipsiz kalitsal
kolorektal kansere (Lynch syndrome) yanlis eslesme tamirinde (MMR) gorev alan
MutL homolog 1 (MLH1) genindeki mutasyonlar neden olur. MLH1 ile DNA
polimeraz y (Pol y) arasindaki sentetik lethal etkilesimde, Pol y inhibisyonunu

saglayarak polipsiz kolorektal kanser hiicrelerinin yok edilmesi miimkiindiir.

Bu tez ¢alismasinda, Prestwick kimyasal kiitliphanesinden ve bilgisayar ortaminda
(in siliko) molekiiler docking yaklasimi ile belirlenen kiiciik molekiiller arasindan
Pol y proteinine dogrudan baglandigi belirlenen bazi molekiiller segilerek Pol y
proteini lizerindeki inhibitoér etkisi aragtirllmigtir. Ek olarak, Pol y proteinin
aktivitesini en fazla inhibe eden molekiilin MLH1 proteini bulunmayan (HCT116)
ve MLHZ1 proteini bulunan (HCT116-chr3) kanser hiicreleri lizerine sitotoksik etkisi
arastirllmistir.  Bu  kiiclik molekiillerden Phany28’in Pol y’nin DNA sentez
aktivitesini inhibe ettigi ve HCT116-chr3 hiicresine (ICsp: 653 M) kiyasla HCT116
hiicresine (ICsp: 0.44 M) daha fazla sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir. Bu
sonuclar, MLH1 mutasyonuna sahip kanser hiicrelerinde secici antikanser tedavisi

icin Phany28’in yeni bir ilag olarak gelistirilebilecegini gostermektedir.



SUMMARY

The inhibition of synthetic lethal associated specific DNA repair proteins is an
effective target for selective destruction of tumor cells without damaging healthy
cells in cancer types in which the DNA repair pathway is not active. Hereditary
nonpolyposis colorectal cancer is caused by mutations in the MLH1 gene involved in
mismatch repair (MMR). It is possible to destroy nonpolyposis colorectal cancer
cells by providing Pol y inhibition with synthetic lethal interaction between MLH1
and DNA polymerase y (Pol v).

In this thesis study, the effect of small molecule inhibitor(s) on Pol y protein was
investigated by testing some of the small molecules in the Prestwick Chemical
Library and molecules predicted by molecular docking approach which are directly
bind to the protein. In addition, the cytotoxic effect of the lead molecule that inhibits
the activity of Pol y was investigated in MLH1-deficient (HCT116) and MLH1-
proficient (HCT116-chr3) cancer cell lines. Among the small molecules tested, it was
found that the molecule, Phany28, inhibits the DNA synthesis acitivty of Pol y and
demonstrates selective cytotoxic effect on HCT116 cells (IC50: 0.44 M) compared to
HCT116-chr3 cells (IC50: 653 M). This results showed that Phany28 might be
developed further for selective anticancer therapies in cancer cells including
mutation of MLH1.



1. GIRIS VE AMAC

Ekzojen veya endojen kaynakli ajanlar DNA baz hasarina neden olur (1). Bu tiir
DNA hasarlari, DNA tamir yolaklarindan biri olan baz eksizyon tamir (BER) yolagi
ile tamir edilir. Kanser hiicrelerindeki aktif BER yolagi DNA hasarlarina terapotik
direng gostererek hasarlarin oldiiriicii  etkilerinden hiicreyi koruyup genomik
kararlilig1 sagladigi icin kanser tedavisinin oniinde 6nemli bir engeldir. Bu yolaklarin
inhibisyonu tek basina antikanser tedavi yaklasimi olarak kullanilabilir. Dolayisiyla,
spesifik DNA tamir proteinlerine uygun kiigiik molekiil inhibitdriiniin belirlenmesi
ve bu yolla hedef DNA tamir yolaklarinin inhibe edilmesi yeni kanser tedavileri i¢in

umut vadeden bir yaklasimdir (2-4).

Baz1 kanser tiirlerinde DNA tamir yolaklar1 aktif degildir. Yanlis eslesme tamir
mekanizmasinda (MMR) gorev alan MLH1 genindeki mutasyonlar polipsiz kalitsal
kolon kanserine neden olur. MLH1 promoterinin metilasyonu sporadik kolorektal
kanserlere neden olmaktadir. MLH1 gen hasarinin neden oldugu kolorektal kanser
hiicrelerinde kemoterapotik faktorlerin verdigi DNA hasari mitokondriyel BER
yolag: ile tamir edilerek hiicre canliligi saglanmaktadir. DNA tamir yolaklar1 ve
proteinleri arasindaki sentetik lethal iligki ise kanser tedavisinde saglikli hiicrelere
zarar vermeden tiimor hiicrelerinin segici olarak yok edilmesinde 6nemli bir hedef
olusturur (9,10,11). Bu hiicrelerde DNA polimeraz gama y’y1 (Pol y) dolayisiyla
mitokondriyel BER yolag: inhibe edildiginde ise hiicre 6liimii ger¢eklesmektedir (9).
Literatiirde antikanser etkisi belirlenmis Pol y inhibitorleri ile ilgili ¢ok simirlt
diizeyde calisma bulunmaktadir (10,11) ve heniiz bu proteine 6zgii bir antikanser

0zellige sahip bir inhibitdr belirlenmemistir.

Bu tez ¢alismasinda, Prestwick kimyasal kiitiiphanesinden ve bilgisayar ortaminda
(in siliko) molekiiler docking yaklasimi ile belirlenen kiiciik molekiiller arasindan
Pol y proteinine dogrudan baglandigi belirlenen bazi molekiiller secilerek Pol vy
proteini lizerindeki inhibitdr etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Ek olarak, Pol y
proteinin aktivitesini en fazla inhibe eden molekiilin MLH1 proteini bulunmayan
(HCT116) ve MLH1 proteini bulunan (HCT116-chr3) kanser hiicreleri {izerine

sitotoksik etkisinin arastirilmast da amaglanmigtir. Boylece, saglikli hiicreye zarar



vermeden kanser hiicresine sitotoksik etki gosteren ilag olma potansiyeline sahip

yeni bir molekiiliin bulunmasina katki saglanmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Memeli Cekirdek ve Mitokondrisinde Gerc¢eklesen Baz Eksizyon Tamir

Mekanizmasi

BER mekanizmasi deaminasyon, depiirinasyon, oksidasyon veya metilasyon gibi baz
hasarlarinin diizeltilmesinde gorev yapar (12-15). BER yolagi hem ¢ekirdekte hem
de mitokondride bulunur. BER yolaginin birgok farkli adimi c¢ekirdek ve
mitokondrideki benzerdir, fakat bu mekanizmanin bazi basamaklarinda farkli

proteinler rol oynar (16).

Memeli ¢ekirdek ve mitokondrisinde gerceklesen BER yolaginin kisaca dort
basamagi vardir: (i) hasar géren bazin kesilmesi, (ii) apirinik\apirimidik (AP)
bolgesinin AP endontikleaz 1 (APE1) ile islenmesi, (iii) dogru niikleotidlerin
eklenmesi ve (iv) DNA ligaz ile iplik¢igin ligasyonu (17).

BER yolaginin ilk basamaginda hasarli bolgenin taninmasi ve kesilmesi gerceklesir.
Bu basamakta, seker ile baz arasindaki N-glikozid bagin1 kesen DNA glikozilaz
enzimleri gorev alir. DNA glikozilaz enzimleri baz hasarma 6zgiidiir (18). Ornegin;
oksoguanin DNA glikozilaz 1 (OGG1) 8-oksoguanin (8-oksoG) baz hasarimin,
endoniikleaz 8-benzeri 1 (NEIL1) ise 4,6-diamino-5 formamidopirimidin (FapyG)
baz hasarina 6zgl temel glikozilazlardir (16). Glikozilaz enzimleri intrinsik liyaz
aktivitesine sahip olmasina bagli olarak monofonksiyonel veya bifonksiyonel olarak
smiflandirilir. Urasil DNA glikozilaz (UNG), mutY DNA glikozilaz (MYH) ve tek
zincir se¢imli monofonksiyonel urasii DNA glikozilaz (SMUG) gibi liyaz
aktivitesine sahip olmayan monofonksiyonel DNA glikozilazlar N-glikozid bagini
keser ve AP liyaz aktivitisine sahip bir baska enzimin varligin1 gerektirir (16,18).
Bifonksiyonel DNA glikozilazlar, 6rmegin OGGIl ve NEIL1 N-glikozidaz
aktivitesinin yani sira DNA omurgasinin kesen liyaz aktivitesine de sahiptir ve AP
bolgesinin 3’ ucuna o,f-doymamis aldehid (PUA) veya bir fosfat grubu ekleyerek 3’
ucunda insizyon olusturur. APE1 ve poliniikleotid kinaz (PNK) enzimleri ise,

sirastyla 3” ucundaki doymamuis aldehit ve fosfat gruplarini uzaklastirir (19).



N-glikozid bagin kesilmesi sonrasindaki basamak AP bélgesinin ¢ikarilmasidir (20).
Fosfat omurgasini hidrolize etmek i¢in APEI islevseldir (16). APEL hem ¢ekirdekte
hem de mitokondride BER siirecinde yer alan memeli hiicrelerindeki ana
endoniikleazdir (21). APE1 abazik bolgenin insizyonu igin 5’-deoksiriboz fosfat
(dRP) birakir. Tamir yolagimi bir sonraki adiminda ¢ekirdekte polimeraz 3 (Pol B) ,
mitokondride Pol y tarafindan 5’-dRP’nin uzaklastirilmasi ve boslugun doldurulmasi
gerceklesir (22). Bu basamakta BER yolagi kisa-yama BER (tek niikleotid sentezi;
SP-BER) veya uzun-yama BER (birden fazla niikleotid sentezi; LP-BER) olmak
tizere iki farkli yol iizerinden devam eder. Bir DNA lezyonunun LP-BER islemi, SP-
BER'den daha karmasiktir. SP-BER sirasinda, tek bir niikleotid polimeraz ile bosluga
dahil edilirken, LP-BER genellikle 2 ila 7 niikleotidin dahil elmesini igerir (17). LP-
BER’de modifiye olan 5’ ucuna ¢ok sayida niikleotidin eklenmesinde Pol B yerine
polimeraz 6 (Pol §) ve polimeraz £’nunda (Pol €) yer aldig1 bilinmektedir. Niikleotid
eklenmesi sirasinda 3’ ucunda bikiilmiis bir flap olusur ve bu kisim flap
endoniikleaz-1 (FEN 1) tarafindan uzaklastirilir. BER’in son basamaginda ise DNA
ligaz ¢entigin baglayarak tamir yolagini bitirir (Sekil 1) (23).

Tanimlanan ve karakterize edilen ilk tamir yolagi memeli mitokondrisinde bulunan
BER yolagidir (24). mtDNA, kismen oksidatif fosforilasyonu katalizleyen solunum
komplekslerini i¢eren i¢ membran ile iligkilidir. Bu iliski sonucu mtDNA, nDNA’ya
gore birkag kat fazla reaktif oksijen tiirleri (ROS) oksidasyonuna maruz kalir (25).
Mitokondriyel BER olusan oksidatif DNA hasarinin onarimi i¢in Onemli bir
kapasiteye sahiptir. Yakin zamana kadar, SP-BER’in hem c¢ekirdekte hem de
mitokondride olustugu ve LP-BER’in sadece ¢ekirdekte gergeklestigi
diistiniilmekteydi. Bununla birlikte, mtDNA’nin radikallere siirekli maruz kalmasi
gdz Oniine alindiginda, mtDNA’da oksitlenmis AP alanlar1 gibi belirli lezyon
tiplerinin dnemli bir oranda tretildigi tespit edilmistir. Yapilan aragtirmalarda, SP-
BER, mtDNA’ya uygulanan lezyonlarin tiimii ile bas etmek i¢in yetersiz kaldig1 ve
bu nedenle mitokondriyel BER'in de ¢ekirdekteki gibi LP-BER ile ilerleyebilecegi
gosterilmistir (17).

BER yolagiin son adiminda ¢ekirdekte iki DNA ligaz (I ve III) islevselken, memeli

mitokondrilerinde hem ¢ogalma hem de onarimda rol oynayan sadece DNA ligaz



[T’ tiir. Etki mekanizmas1 ve ayrica DNA ligaz III'iin mitokondriyel varyantinin diger

proteinleri ile etkilesimi halen belirsizdir (26).

Hasarli Baz

l

y —_— —— 3

l Glikozilaz
l APE1
dRP
e~
Uzun Yama Kisa Yama
BER Yolag BER Yolagi
PolB\y PolB\y
—_—.
—_.
lPoIB\v and/or pold/e
. PolBly |
l FEN-1
_— l DNA ligaz
l DNA ligaz

Sekil 1: Memeli ¢ekirdek ve mitokondrisinde gergeklesen BER yolagi basamaklari.

2.2. DNA Pol y Proteini

Pol y, mtDNA replikasyonu ve mitokondriyel BER mekanizmasinda islev goren tek
enzimdir. Pol y holoenzimi; 140 kDa katalitik altbirim (PolyA) ve 55 kDa aksesuar
altbirimden (PolyB) olusan bir heterodimerdir. Niikleer kromozomal lokus 15g25°de
PolG tarafindan kodlanan katalitik altbirim, 5°-3” DNA polimeraz, 3’-5” ekzoniikleaz
ve 5’-dRP liyaz aktivitelerine sahiptir. Niikleer kromozomal lokus 17q24.1°de PolG2
tarafindan kodlanan aksesuar altbirim, katalitik altbirimin DNA’ya afinitesini

arttirarak ilerleyen DNA sentezi igin islevsel rol oynar (27).

PolyA ve PolyB arasindaki dimerik baglanma asimetrik sekilde gergeklesir. Katalitik
altbirim kismen PolyB’in ¢evresine uzanan aksesuar etkilesimli etken (AID) alt alan1

olarak bilinen bir domain ile iligkilidir. Replikasyon kompleksi olusumunda PolyB,



PolyA’ya dogru doner ancak bu doniis sirasinda iki alt birim arasindaki proksimal
domain degismez. Bu doniis sonrasi PolyB katalik alt birime gére monomere daha
yakin olur. Iki alt birimin birbiriyle olusan etkilesimi, DNA polimerazin ve
ekzoniikleaz fonksiyonlarinin daha fazla diizenlenmesine izin veren dinamik bir katki

saglar (28).

Pol y, mtDNA’y1 replike etmek i¢in mtDNA helikaz, Twinkle, mitokondriyel tek
sarmal baglama proteini (mtSSB), topoizomeraz, mitokondriyel RNA polimeraz
(POLRMT), RNaz H1, mitokonriyal DNA ligaz III (mtLiglIl) ve 5’-3” ekzoniikleaz
olan mitokondriyel genom onarim ekzoniikleaz 1 (MGMEJ1) ile birlikte ¢aligir (29).
Pol vy ve mitokondride birlikte ¢alistigi proteinleri kodlayan genlerde olusan

mutasyonlar mitokondriyel hastaliklarin temel nedenini olusturmaktadir (30).

Accessory
subunit 4

Exonuclease
Polymerase g | be ™l AN 28 domain
domain Y ¢

PolvA: catalytic subunit

PDBID: 3IKM

Sekil 2: Pol y proteinin 3-boyutlu yapisi ve domain organizasyonu.

2.3. DNA Pol y Enzim inhibitorleri

Pol y, mitokondriyel BER mekanizmanin tek polimerazi ve mtDNA replizomunun en
kapsamli olarak c¢alisilan proteinidir (1,2). DNA Pol vy, 3'-deoksi-3'-azidotimidin iig
fosfat (AZT-TP), dideoksiniikleotidler ve diger antiviral niikleotid analoglari gibi

insan bagisiklik eksikligi viriistine karsi (anti-HIV) niikleotid analoglar1 tarafindan



inhibisyona olduk¢a duyarli oldugundan dolay1r hiicresel replikatif DNA

polimerazlar arasinda benzersizdir (3).

Insan bagisiklik eksikligi viriisii (HIV) ve kronik hepatit B ve C enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilan niikleozid analog ters transkriptaz inhibitorleri (NRTI) yiiksek
etkili bir antiviral tedavi unsurudur (31). Bu tedavi sonucu olusan klinik sonucun en
onemlisi mitokondriyel toksisitedir. NRTI’lar mtDNA replikasyonu sirasinda yeni
sentezlenmis olan mtDNA zincirine Pol y ile eklenerek Pol y aktivasyonunun
inkorporasyon disinda dogrudan inhibisyonu veya yeni olusmaya baslayan DNA
sarmalinin  zincir-terminasyon analoglarinin  mtDNA’da  inkorporasyonuyla

mitokondriyel toksisiteye neden olmaktadir (32).

Anti-HIV niikleotid analoglar1 disinda Pol y inhibisyonunda bir bagka etken vitamin
K’nin sentetik formu olan vitamin K3 (menadione) oldugu gosterilmistir. Literatiirde,
Vitamin K ailesinin anti-anjiyogenez ve ozellikle sadece vitamin K3’tin Pol y’ya
etkilerini gdsterek potensiyel anti-kanser ajan olabilecegini kanitlamistir. Sasaki R.
ve arkadaslari, radyasyona direngli birgok hiicre hattinda menadione’nun
doksoribusin, sisplatin ve taksol’e gore c¢ok giiclii antikanser etkisi gosterdigini
belirlemistir. Bu c¢alismanin devaminda ise menadione’nun farkli dozlarda
kullanilarak secici olarak redoks dongiisiiniin arttirdigini veya mtDNA tamiri ve
replikasyonunu Pol y aktivitesini etkilesime girerek inhibe ettigini ispatlamistir
(10,33). Ancak tamir mekanizmasinda Pol y’nin bosluk doldurma basamaginda bir
substrat oldugu ve bu nedenle Sasaki’nin yapmis oldugu calismanin sadece
replikasyonu inhibe ettigini kanitlanir. Sonu¢ olarak literatiirde vitamin K3’iin

mitokondriyel BER aktivitesi lizerine etkisini gosteren ¢caligma bulunmamaktadir.
2.4. Baz Eksizyon Tamiri ve Kanser

Hiicrelerde DNA hasarlarinin olusturdugu genomik kararsizligin yok edilmesinin en
onemli unsuru BER mekanizmasidir. Kanser hiicrelerindeki aktif BER yolagt DNA
hasarlarina terapdtik direng gostererek hasarlarin oldiiriicii etkilerinden hiicreyi
koruyup genomik kararlilig1 sagladig i¢in kanser tedavisinin oniinde ¢ok énemli bir
engeldir. Bu nedenle kanser tedavileri i¢in aktif olan tamir yolaklarinin inhibe

edilmesi umut vadeden bir hedef olusturur (1-4).



Kanser tedavisinde kullanilan ajanlar DNA tamir yolaklarinin sorumlu oldugu DNA
hasarlarin1 olusturmaktadir. Radyoterapi ve iyonize edici radyasyon DNA’da tek
veya ¢ift zincir kiriklarina neden olur. Baz hasarlar1 ve tek zincir kiriklart BER
yolagi, ¢ift zincir kiriklar1 rekombinasyon tamir yolagi (homolog rekombinasyon ve
nonhomolog ug birlestirme (NHEJ) ile tamir edilir. DNA tamir mekanizmalari, DNA
hasarma 6zgli olmakla birlikte bazt DNA tamir mekanizmalar1 aynt DNA hasarinin
tamir edilmesinde de rol oynar. Ornegin, MMR proteinleri replikasyon hasarlarinin
yant sira oksidatif ajanlarin neden oldugu oksidatif DNA hasarlarinin tamirinde de

rol oynar. Oksidatif baz hasarini tamir eden temel mekanizma BER yolagidir (5).

Hiicrede iki gen veya protein arasindaki sentetik lethal iliski, iliskide yer alanlardan
birinin fonksiyon kayb1 yasandiginda 6liimciil sonuglar dogurabilir. Sentetik lethal
iliski kanser hiicrelerine kemoteropotik yaklagim olusturmak icin kullanilir. MLH1
ve MutS homolog 2 (MSH2) proteinleri MMR mekanizmasinda gorev alir. MLH1 ve
MSH2 genlerindeki mutasyonlar polipsiz kalitsal kolon kanserine neden olur. Tim
kolorektal kanserler arasinda polipsiz kalitsal kolon kanserinin goriilme sikligi
%>5’dir. Ek olarak, MLH1 promoterinin metilasyonu sporadik kolorektal kanserlere
neden olmaktadir. MLH1 ve MSH2, tiimor baskilayici genler olarak islev goriirler.
Timor hiicrelerinde bu genlerin fonksiyonu kaybolurken normal hiicrelerde bu
genlerin en az bir fonksiyonel alleli kalir. Literatirde, MSH2 gen hasarinin
bulundugu hiicrelerde Pol B inhibisyonunun DNA hasarlarinin birikmesine yol agtig1
bildirilmigtir. Ayn1 sekilde MLH1 mutasyonuna sahip hiicrelerde Pol y inhibisyonu
arasinda da bir iliski saptanmistir (9). Yapilan bu ¢alismalar ile hem ¢ekirdek hem
de mitokondriyel tamir mekanizmalarinin kanser ile iliskisi dogrudan

gosterilmektedir.
2.5. Mitokondriyel Apoptoz

Mitokondri, oksidatif fosforilasyon ile iiretilen ATP formundaki metabolik enerjiyi
hiicreye verir ve buna ek olarak 6nemli metabolik reaksiyonlar1 gergeklestirir.
Mitokondriyel DNA hasar1 ve ROS tarafindan apoptotik yol sitlimule edilmektedir.
Apoptotik sinyalin akisinda mitokonrdriden sitozole kaspaz bagimli ve bagimsiz
sinyal olaylarini tetikleyen sitokrom c, apoptoz indiikleyici faktér (AIF), ikincil

mitokondri  tiirevli  kaspaz\direkt apoptoz inhibitorii baglayict1  protein
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(Smac\DIABLO) salinimi gergeklesir. Bu proteinlerin salinmasi, mitokondrial dig
membranin  (OMM) bozulmasinin biitiinligiiniin ~ bir sonucudur; bu siire¢
mitokondriyel dis membran permeabilizasyonu (MOMP) olarak adlandirilir.
Mitokondriyel apoptoz i¢in ilk basamak olan MOMP, proapoptotik B-hiicre lenfoma
2 (Bcl-2) ailesi proteinleri tarafindan kontrol edilmektedir. Bcl-2 ailesi iiyeleri; pro-
apoptotik, anti-apoptotik ve sadece BH3 domain igeren proteinleri olmak {izere yapi
ve fonksiyonlarina goére siniflandirilmaktadir. Pro-apoptotik protein olan Bax
sitozolde monomer halde bulunmaktadir, ancak apoptotik sinyal ile
homodimerizasyon olusturarak mitokondri membranina go¢ etmektedir. Bax
translokasyonu ve sitokrom c¢ salinimi apoptozun iki dnemli molekiiler olay1 olarak
kabul edilmektedir. Bununla birlikte, membran permeabilizasyonunun organizasyonu

ve sitokrom ¢ saliminin nasil indiikledigi hala net degildir (34).

Mitokondriyel apoptoz mekanizmasinin ikinci adiminda apoptozom kompleksi
olusmaktadir. Sitokrom c, mitokondriyel elektron tasima zincirinin vazgegilmez bir
bilesenidir. Sitokrom c sitoplazmaya salindiktan sonra apoptotik proteaz aktive edici
faktor-1 (APAF-1) ve prokaspaz-9 ile apoptozom kompleksini olusturarak kaspaz-3
ve -7’nin aktif hale gelmesi igin proteolitik yikimma neden olur. Buna ek olarak,
sitokrom ¢ salimimi AIF ve Smac/DIABLO gibi faktorlerin sitozole salinmasini
saglamaktadir. AIF proteini nukleusa go¢ eder ve DNA’nin pargalanmasina neden
olurken, Smac\DIABLO ise apoptoz inhibitor etkilerini antagonize eder ve kaspaz
aktivasyonunu arttirmaktadir. Bu mekanizmalar ile mitokondriyel apoptotik siire¢

gerceklestirilmektedir (35).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Polimeraz y DNA Sentez Aktivite Ol¢iimii

Pol y DNA sentez aktivite 6l¢iim yontemi Pol y’nin tek niikleotidlik bosluk igeren
dupleks oligodeoksiniikleotid substratina bir veya birden fazla niikleotid
sentezleyerek boslugu doldurma prensibine dayanmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda, Pol
v sentez aktivite dl¢limii i¢in Pol y’nin sentez aktivitesini gosterebilecegi radyoaktif

isaretli bir niikleotidlik (1-nt) bosluk igeren dupleks 51mer DNA substrati kullanildi.

3.1.1. Radyoaktif isaretli bir niikleotidlik (1-nt) bosluk iceren dupleks S1mer

DNA substratinin hazirlanmasi

3.1.1.1. Oligodeoksiniikleotidin [7-32P]ATP ile isaretlenmesi

Radyoaktif isaretli bir niikleotidlik (1-nt) bosluk iceren dupleks S1mer DNA
substratinin hazirlanmas: i¢in 3 oligodeoksiniikleotid zinciri kullanildi: i) 25mer’lik
birinci oligodeoksiniikleotid zincirinin (5’- GCT TAG CTT GGA ATC GTA TCA
TGT A-3°) 3’-ucunda Poly’nin niikleotid sentezi yapabilmesi i¢in serbest 3’-OH-
grubu bulunur. i) 25mer’lik ikinci primer oligodeoksiniikleotid zinciri (5’- A CTC
GTG TGC CGT GTA GAC CGT GCC-3) iii) 51mer’lik kalip oligodeoksiniikleotid
zinciri (5’-GGC ACG GTC TAC ACG GCA CAC GAG TGT ACATGA TAC GAT
TCC AAG CTA AGC-3’). Oligodeoksiniikleotidler “DNA Technology A/S”

(Danimarka) den temin edildi.

25mer’lik primer zincirini 5’-ucundan [y-P]JATP (Perkin Elmer, ABD) ile
isaretlemek igin kullanilan reaksiyon karigimi tabloda gosterilmektedir. 25mer’lik
primer zincir, T4 poliniikleotid kinaz tamponu ve T4 poliniikleotid kinaz (New
England Biolabs, ABD) reaksiyon karisimi ile 37° C’de 1 saat inkiibe edildikten
sonra kinaz enzimini inaktive etmek icin 60° C’de 20 dakika inkiibe edildi.
25mer’lik primere baglanmamis [y-32P]ATP’yi reaksiyon ortamindan uzaklastirmak
igin reaksiyon karisimi Sefadeks G-25 kolonuna (SigmaAldrich, ABD) uyguland: ve
700xg’de 1,5 dakika santrifiijden sonra 5’-ucu [y-32P]ATP ile isaretlenmis primer

eluati toplandi.

12



Tablo: Oligodeoksiniikleotidin [y-*2P] ATP ile isaretle.nme reaksiyonu.

Kinaz Reaksiyonu Hacim | Son konsantrasyon
Birinci oligodeoksiniikleotid (10 pmol\ul) 1l 1 pmol\ul
5’-GCT TAG CTT GGA ATC GTATCATGT A-3
T4 PNK (20 U) 1ul 2U
10X TBE 1ul 1X
[y-**P]JATP (10uCi) 1ul 1 uCi
dH,0O 6 ul

3.1.1.2. Hibridizasyon (Annealing) Reaksiyonu

Hibridizasyon reaksiyonu i¢in 36 ul dH,O, 2 ul 1 M LiCl ve 20 pmol (2 ul,
10pmol\ul) ikinci ve tamamlayict oligodeoksiniikleotidler (5°- A CTC GTG TGC
CGT GTA GAC CGT GCC-3’ ve 5’-GGC ACG GTC TAC ACG GCA CAC GAG
TGT ACA TGA TAC GAT TCC AAG CTA AGC-3’ ) bolim 3.1.1.1°de hazirlanan
[y-P]ATP isaretli 25mer’lik primer zincir reaksiyon karigimmna eklendi. Karisim
95° C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra 1s1  blogu kapatilarak
oligodeoksiniikleotidler 4-5 saatlik periyot boyunca oda sicakliginda sogutulurken
primer baglanmas1 saglandi. Hibridizasyonu saglanmis DNA substratlart 4° C
saklandi. Bu sekilde, cift zincirli ve tek niikleotidlik bosluk olusturan 2p jle
isaretlenmis dupleks DNA substrati hazirland1 (Sekil 3) (36).

OH
25mer kalip zincir | 25mer kalp zincir

32P
FGCTTAGCTTGGAATCGTATCATGTA  ACTCGIGIGCCGTGTAGACCGTGCC

F-LGAATCGAACCTTAGGTATCAACATGTGAGCACACGGCACATCTGGCACGE

S51mer kalip zincir

Sekil 3: Radyoaktif isaretli bir niikleotidlik (1-nt) bosluk igeren DNA substrati.
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3.2. DNA polimeraz y’min DNA Sentez Aktivite Ol¢iim Yontemi

Pol y DNA sentez aktivitesi 6l¢iim yontemi Pol y’nin tek niikleotidlik bosluk igeren
dupleks S1mer oligodeoksiniikleotid substratina bir veya birden fazla niikleotid
ekleyerek boslugu doldurma prensibine dayanmaktadir. Bu aktivite 6l¢iim deneyi
icin Pol y’nin sentez aktivitesini gosterebilecegi radyoaktif isaretli 1-nt bosluk igeren

dupleks 51mer DNA substrati hazirland1 (Sekil 3).

Pol v proteini farkli konstrasyonlarda (5 pM, 10 uM, 20 pM ve 40 uM) *%P ile
isaretlenmis 1-nt bosluk iceren 20 nM 51mer DNA substrati, 50 uM dNTP ve uygun
tampon ortami1 (20 mM HEPES-KOH pH 7.4 (Thermo Fisher Scietific, ABD), 100
mM KCI (Sigma Aldrich, ABD), 1 mM p-merkaptoetanol (Bio-Rad, ABD), 5 mM
MgCl;, (Sigma Aldrich, ABD), 0,1 mg/ml BSA (Bio-rad, ABD) ve 5% gliserol
(Thermo Fisher Scientific, ABD) igeren reaksiyon karisimma eklenerek sentez
aktivitesi icin 37°C’de 25 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda bu reaksiyona
20 mM EDTA (Thermo Fisher Scietific, ABD), %95 formamid (Sigma Aldrich,
ABD), %0,01 bromfenol mavisi (Bio-rad, ABD), %0,01 ksilen siyanol (Sigma
Aldrich, ABD) igeren formamid jel yiikleme boyasi eklenerek reaksiyon durduruldu.
Ornekler 95°C’de 10 dakika denatiire edildikten sonra %20’lik denatiire-
poliakrilamid jel (%20 poliakrilamid + 7M fire) elektroforezinde yiiriitiildii. Bu deney
sonucunda, Pol y i¢in 40 nM enzim konsantrasyonu sabit tutularak uygun inkiibasyon
zamanini belirlemek i¢in zamana bagl (10 dk, 15 dk, 20 dk ve 25 dk) aktivitesi
oOlgiildii. Sonuglar Typhoon Phosphorlmager cihazi (GE Healthcare, ABD) ile
goriintiilendi ve ImageQuant yazilimi ile Pol y'nin ekledigi her niikleotidin intensitesi
kantitatif olarak hesaplandi. Sentez aktivitesi su sekilde hesaplandi: Toplamin
yiizdesi = (her dANTP eklenmesiyle gozlenen radyoaktivite miktar1 ({iriiniin

radyoaktivite miktari) /toplam radyoaktivite) X 100) (36, 37).

3.3. Kiiciik Molekiil Inhibitérlerin Pol y’min DNA Sentez Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Inhibitérlii ve inhibitérsiiz ortamda inkiibasyondan sonra Pol y proteini 2P ile
isaretlenmis 1-nt bosluk iceren 20 nM 51mer DNA substrati, 50 uM dNTP ve uygun
tampon ortami (20 mM HEPES-KOH pH 7,4, 100 mM KCIl, 1 mM -
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merkaptoetanol, 5 mM MgCl,, 0,1 mg/ml BSA ve %5 gliserol) igeren reaksiyon
karisimina eklenerek sentez aktivitesi i¢in 37°C’de 20 dakika inkiibe edildi. B6lim

3.2°de bahsedildigi gibi sonuglar goriintiilenip analiz edildi.

3.4. Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (XCELLigence RTCA-DP) ile Hiicre

Proliferasyon Analizleri ve Sitotoksisite Deneyleri

WST-1 hiicre 6liimii yontemi, u¢ nokta sitotoksisite deneyi oldugu i¢in, bu yontemle
ilacin sitotoksik etkisi sadece tek zaman noktasinda olgtilebilmektedir. XCELLigence
gercek zamanli hiicre analiz sistemidir. Bu nedenle, WST1-deneyi yerine daha
gelismis bir yontem olan XCELLigence gergek zamanli hiicre olglim yontemi
kullanilmistir. Bu sistem, hiicre popiilasyonunun elektrot yiizeyinde biiyiidiiklerinde
empedans dalgalanmalarini 6lgmek i¢in olusturulan bir tekniktir (38). XCELLigence
RTCA-DP (Roche, ABD), sisteme 6zgii 16 kuyucuklu tabakalarin (E-plate16) her bir
kuyusunun dibinde bulunan altin mikro elektrotlar sayesinde hiicrelerin eklenmesiyle
elektrik empedansindaki degisiklikleri gercek zamanli olarak gdstermektedir.
Sistemin ¢aligma prensibinde, kuyucuga eklenen hiicreler elektrot yiizeyine tutunur
ve yayilirken elektrik empedansinda bir artisa neden olur. Empedans, hiicre indeksi
olarak adlandirilan boyutsuz bir parametre olarak gosterilir; bu, hiicre tarafindan
kaplanan kuyunun toplam alani ile dogru orantilidir. Dolayisiyla, hiicre indeksi,
hiicre yapismasi, yayilmasi, morfolojisi ve hiicre yogunlugunu izlemek igin

kullanilmaktadir.

404040444

— Mikroelektrodlara
baglanmig hiicreler

b= =4

Sekil 4: Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sisteminin (XCELLigence RTCA-DP) sematik diyagramu.
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Hiicre proliferasyonunun empedansa dayali gercek zamanli analizi xCELLigence
RTCA-DP sisteminin kullanim kilavuzuna goére yapildi (Roche, ABD).
XCELLigence RTCA-DP sistemine 6zgii 16 kuyulu tabakalarin (E-plate16) her bir
kuyusuna 100 ul DMEM\F:12 eklendi; 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten
sonra cihazda arka plan (backgorund) okumasi yapildi. Eksponensiyal biiylime
fazinda (Log fazi1) bulunan hiicreler tripsinize edilerek sayildi. E-plate kuyularina 90
ul hacim igerisinde HCT116 ve HCT116-chr3 hiicreleri i¢in 20000 hiicre/kuyu
olacak sekilde ekildi. Hiicreler log fazina geldiginde (S-fazinda) hiicrelere farkl
konsantrasyonlarda (10 uM, 20 uM, 40 uM ve 80 uM) Phany28 molekiilii eklendi.
Bu molekiiliin hiicre proliferasyonu tizerine etkileri 30 dakika araliklar ile 72 saat
boyunca izlendi. EC50/IC50 degerleri xCELLigence Olgiimleri ile elde edilen doz-

yanit egrileri XCELLigence cihazinin yaziliminda kullanilarak belirlendi.
3.5. Apoptoz Ol¢iimii

Mitokondriyel apoptoz yolaginda mitokondriyel fonksiyon bozuklugu mitokondri dis
membraninin gecirgenligine neden olur ve mitokondriden sitozole sitokrom c
salmimini saglar. Bu salinim apoptozu baslatarak kaspaz 9’u aktive eder (34,35).
Mitokondriyel apoptozun belirleyicileri olan sitokrom c, PARP ve kaspaz 9 diizeyleri
en etkin Pol y inhibitorii ile inkiibe edilen HCT116 hiicrelerinden hiicre ekstrakti
hazirlandi. Hiicre lizatlarinin total protein miktar: Bradford metodu ile belirlendikten
sonra SDS-PAGE jel elektroforezinde hiicre ekstraktlar1 protein miktar1 ayarlanarak
yiritildi. Sitokrom ¢, PARP ve kaspaz 9 antikorlar1 kullanilarak Western blot

yontemi ile bu proteinlerin miktarlar1 belirlendi.
3.5.1. Hiicre Kiiltiirii ve hiicre ekstraktlarinin hazirlanmasi

HCT116 ve HCT116-chr3 hiicreleri %10 fetal sigir serumu (FBS) (Thermo Fisher
Scietific, ABD) ve %1 penisilin/streptomisin (pen/strep) (Thermo Fisher Scietific,
ABD) ilaveli DMEM/F12 (Thermo Fisher Scietific, ABD) ortaminda 37 °C’de ve %5
CO2’li inkiibatorde biiyiitiildii. HCT116-chr3 hiicrelerinin biiyiime ortamina segici
antibiyotigi genetisin (400 pg/ml) (Thermo Fisher Scietific, ABD) eklendi. Hiicre
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ekstrakti hazirlamak i¢in hiicre kiiltiirii ortaminda biiytitiilen hiicreler 2 kez soguk 1X
PBS ile yikandiktan sonra 500xg’de 5 dakika santrifiij edilerek toplandi. Elde edilen
hiicre peletine uygun hacimde RIPA tamponu (50 mM Tris-HCI (SigmaAldrich,
ABD), 150 mM NaCl (SigmaAldrich, ABD), 1 mM EDTA, 1 mM NaF
(SigmaAldrich, ABD), 1 mM sodyum ortovanadat (SigmaAldrich, ABD), %0,5 NP-
40 (Thermo Fisher Scietific, ABD), %0,5 Triton X-100 (SigmaAldrich, ABD), 0,5
mM PMSF (Roche, ABD), 1 mM DTT (Thermo Fisher Scietific, ABD) ve 1X
proteaz inhibitor tableti (Roche, ABD) eklenerek 30 dakika buz {izerinde bekletildi.
Hiicre lizat1 5 pulse da 6 kez 1 saniye sonike edildikten sonra 14000xg’de 4°C’de 15

dakika santrifiij edildi. Siipernatant toplanarak Bradford protein analizinde kullanildi.
3.5.2. Bradford protein tayini

Bradford soliisyonu (Bio-Rad, ABD) kullanilarak ve iireticinin protokolii takip
edilerek hiicre ekstraktlarinin protein miktarlari tespit edildi. BSA (Bio-rad, ABD)

farkli konsantrasyonlarda kullanilarak standart egri elde edildi.
3.5.3. Western blot analizi

Esit protein miktarlar1 iceren hiicre ekstratlar1 yiikleme tamponu ile karistirilarak
95°C’de 5 dakika denatiire edildikten sonra %4-12 gradiyent SDS-PAGE (Thermo
Fisher Scietific, ABD) jelde vyiiriitiildii. Ornekler PVDF membranina (Bio-Rad,
ABD) transfer edildikten sonra %5’lik siit tozu (Bio-Rad, ABD) ve %0.1’lik Tween-
20 (Bio-Rad, ABD) igeren tris tampon ¢ozeltisi (TBS-T) i¢inde c¢alkalamaya
birakildi. Bu siire sonunda membran tercih edilen birincil antikor ile 4°C’de bir gece
calkalamaya birakildi. Bu ¢alismada kullanilan birincil antikorlar: beta-aktin antikoru
(1:1000, Cell Signaling, ABD), Kaspaz 9 antikoru (1:1000, Cell Signaling, ABD),
sitokrom c¢ antikoru (1:500, Cell Signaling, ABD), PARP antikoru (1:1000, Cell
Signaling, ABD), COXIV antikoru (1:1000, Thermofisher scientific, ABD). Ertesi
giin, membran 3 kez 5’er dakika TBS-T ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra birincil
antikora uygun HRP-konjuge ikincil antikor (1:5000, Cell Signaling, ABD) ile oda
sicakliginda 1 saat calkalamaya birakildi. Membran 3 kez 15°er dakika TBS-T
¢ozeltisinde yikandiktan sonra ECL ile ChemiDoc MP (Bio-Rad, ABD) goriintiileme

sistemi kullanilarak goriintiilendi. Membranlar "Restore PLUS Western Blot
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Stripping Buffer" (Bio-Rad, ABD) iginde 30 °C’de 1,5 saat inkiibe edilerek "strip"

yapilarak farkli birincil antikorlar i¢in kullanildz.
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4. BULGULAR

4.1. Mitokondriyel BER Yolaginda Pol y DNA Sentez Aktivitesinin Olciimii

Hiicre sitotoksisite deneyleri sonucunda MLH1 genindeki mutasyonun neden oldugu
MMR mekanizmast hasarli polipsiz kolon kanseri hiicresini (HCT116) segici olarak
6ldiiren ancak MLH1 proteini bulunan MMR mekanizmas1 fonksiyonel (HCT116-
chr3; MLHL1 geni bulunan ve saglikli hiicre olarak kabul edilen) hiicreye ise daha az
sitotoksisite gosterdigi tespit edilen 6 molekiiliin (phany28, hydecmx, ntfm27, prestw-
272, prestw-304 ve prestw-389) Pol y’nin DNA sentez aktivitesi tizerine etkisi
arastirildi (Sekil 8). HCT116-chr3 hiicre hatti Prof. Thomas Kunkel (NIEHS, NIH,
ABD) den saglandi. Menadion Pol y’nin kontrol inhibitorii olarak kullanildi. Ek
olarak, her iki hiicrede de benzer sitotoksik etki gdsteren prestw-296, prestw-395 ve

prestw-285 molekiillerinin de Pol y’nin sentez aktivitesine etkisi incelendi (Sekil 8).
4.1.1. Radyoaktif isaretli DNA substratlarimin hazirlanmasi

Hazirlanan DNA substratlar1 5'-ucundan [y-gZP] ATP ile isaretlenip hazirlandiktan
sonra %12 native poliakrilamid jel elektroforezinde yiiriitiilerek analiz edildi (Sekil

5). Sekil 5 substratlarin dogru olarak isaretlendigini ve hazirlandigin1 géstermektedir.

Sekil 5: 5'-ucundan [y-*P] ATP ile isaretlenen DNA substratlarimin jel goriintiisii. 1. kuyucuk,
25mer’lik tek zincir oligodeoksiniikleotid; 2. kuyucuk, 1-nt bosluk igeren ¢ift zincir substrat; 3.
kuyucuk, primer/template substrati; 4. Kuyucuk, 51mer ¢ift zincir kontrol substratini géstermektedir.
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4.1.2. Kiiciik molekiillerin Pol y'min zinciri kaydirma (strand displacement)

DNA sentez aktivitesi iizerine etkisi

Kii¢iik molekiillerin Pol y enziminin aktivitesi lizerine etkilerini arastirmadan once,
Pol y’nin sentez aktivite reaksiyon kosullart optimize edildi. Bu galismada kullanilan
rekombinant Pol y proteini Prof. Whitney Yin’in laboratuarinda (Texas University,
Department of Pharmacology and Toxicology, ABD) saflastirilarak grubumuza
gonderildi (39). Farkli konsantrasyonlardaki Pol y enzimi uygun reaksiyon
kosullarinda 37°C’de 25 dakika inkiibe edildikten sonra yiikleme tamponu eklenerek
95°C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra %20’lik denatiire poliakrilamid jel
(PAGE-7M iire) elektroforezinde 1XTBE (Tris-borat-EDTA) tamponu igerisinde 15
watt’da 2 saat 20 dakika yiiriitiildi. Elektroforezden sonra jel, fosfor goriintiileme
kasetinde bir gece oda sicakliginda birakildiktan sonra Typhoon Phosphorimager
cihazinda goriintiilendi. Artan enzim konsantrasyonuna bagli olarak Pol y, DNA
substratindaki bosluktan baslamak {izere niikleotid ekleyerek sentez aktivitesini
gergeklestirdi. Enzim konsantrasyonuna bagli olarak Pol y sentez aktivitesinin arttigi
goriilmektedir (Sekil 6). Bu deney sonucunda, Pol y igin 40 nM enzim
konsantrasyonu se¢ildi ve proteinin bu konsantrasyonu sabit tutularak uygun
inkiibasyon zamanini belirlemek igin zamana bagl aktivitesi olgtildi (Sekil 7). 40
nM enzim konsantrasyonunda zamana bagli olarak Pol y sentez aktivitesinin arttig
gorilmektedir (Sekil 7). Sonug olarak, Pol y sentez aktivite deneyleri i¢in, 40 nM

enzim konsantrasyonu ve 20 dakika inkiibasyon zamani segildi (Sekil 6 ve 7).

L25nt 25nt ‘
Slnt - W | 51mer] zincir kaydima
(Strand displacement)
DNA sentez aktivitesi
* - v © | 26mer
25 nt S -

—

PolgA(exo-)B (nM) -

Sekil 6: Farkli Pol y konsantrasyonlarinda (5nm, 10 nm, 20 nm ve 40 nm) zincir kaydirma (Strand
displacement) DNA sentez aktivitesi. 1. kuyucuk, 51mer’lik tek zincir oligodeoksiniikleotid; 2.
kuyucuk, 25mer’lik tek zincir substrati;3. kuyucuk, 5 nm Pol y’nin bulundugu sentez reaksiyonu, 4.
kuyucuk, 10 nm Pol y’nin bulundugu sentez reaksiyonu, 5. kuyucuk, 20 nm Pol y’nin bulundugu
sentez reaksiyonu ve 6. kuyucuk, 40 nm Pol y’nin bulundugu sentez reaksiyonunu gostermektedir.
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L25nt 25 nt .

Sint Stmer Zincir kaydirma
(Strand displacement)
DNA sentez aktivitesi

- - = W | 25mer
25nt S AR 25mer
PolgA{exo-)B (40 nM) - - + + + &
Zaman (dakika) 4

Sekil 7: Konsantrasyonu 40 nm olan Pol y enziminin zamana bagli (10, 15, 20, 25 dakika) zincir
kaydirma (Strand displacement) DNA sentez aktivitesi. 1. kuyucuk, 5Imer’lik tek zincir
oligodeoksiniikleotid; 2. kuyucuk, 25mer’lik tek zincir substrati; 3. kuyucuk, DNA sentez
reaksiyonunun 10 dakika, 4. kuyucuk, DNA sentez reaksiyonunun 15 dakika, 5. kuyucuk, DNA sentez

reaksiyonunun 20 dakika ve 6. kuyucuk, DNA sentez reaksiyonununun 25 dakikada gergeklestigi
reaksiyonlar1 gostermektedir.

Bolim 4.1’de bahsedilen kiigiik molekiiller, tek bir konsantrasyonda (20 uM)
secilerek Pol y DNA sentez aktivitesi iizerine etkisi arastirildi (Sekil 8). Sekil 8’de
rekombinant Pol y ayn1 miktarda kiiglik molekiiller ile inkiibe edildi. Kullanilan
kiiciik molekiillerin her birinin (Ntfm27 hari¢) Pol y enziminin zincir kaydirma DNA
sentez aktivitesini inhibe ettigi tespit edildi. Incelenen kiigiik molekiillerin Pol y
DNA sentez aktivitesi Tlzerine inhibisyon etkisinin sonuglart Typhoon

Phosphorimager’in ImageQuant yazilimi kullanilarak dansitometrik olarak analiz
edildi ve hesaplandi (Sekil 9).

[<u} o™~ w0 [Te} = (23] @
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konsantrasyonu; 20pM = 2 E 3 s o s 8 3 5

e i a o O - O T~

25nt 25nt
At —— ———————
.
-
- =
25nt e - —— ——

Sekil 8: Pol y’ya baglanan molekiillerin etkisiyle Pol y enziminin zincir kaydirma (Strand
displacement) DNA sentez aktivitesi.

Sekil 8’de yapilan analiz sonucunda her bir kiigiik molekiiliin Pol y enzimi {izerine

inhibisyonu, inhibitorsiiz enzimin aktivitesine oranlanarak yiizdesel olarak
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hesaplandi (Sekil 9). Grafikte gosterildigi gibi Ntfm27 harig tiim kii¢iik molekiillerin
kontrol olarak kullanilan menadione gibi yaklasik olarak yar1 yariya enzim

inhibisyonunu gergeklestirdigi tespit edildi.

120

100

80

Pol -y zinciri kaydirma sentez aktivitesi (kontroliin yiizdesi)

60
40
20
o B
Hydcmx Phany23 Ntfm27 | Prestw-296 | Prestw-272 | Prestw-395 | Prestw-285 | Prestw-304 | Prestw-389 | Menadione
|ﬂMD|EkLI| 100.00 5168 856 101.00 50.44 6454 59.94 48.33 50.52 5457 4516

Sekil 9: Pol y’ya baglanan molekillerin etkisiyle Pol y enziminin zincir kaydirma (Strand
displacement) DNA sentez aktivitesine etkisinin dansitometrik analizi.

4.2. XCELLigence Ger¢cek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi ile Hiicre Sitotoksisite

Deneyleri

Hiicre sitotoksisite deneylerindeki amag in siliko ve SPR analizi ile Pol y proteinine
baglandig1 belirlenen molekiillerden, MLH1 genindeki mutasyonun neden oldugu
polipsiz kolon kanseri hiicresi HCT116 (MMR mekanizmasi hasarli) segici olarak
oldiiren ancak MLHI proteini bulunan HCT116-chr3 (MMR mekanizmasi
fonksiyonel) hiicresinde ise daha az sitotoksisite gosteren bir molekiil tespit etmektir.
Bu amagla, bilgisayar ortaminda (in siliko) Pol y proteinine baglanma kinetigi
belirlenen her bir molekiiliin SPR baglanma kinetigi sonucuna gore Kp si en kiigiik
yani Pol y proteinine baglanma egilimi en yiiksek kiigiik molekiiller segildi.
Prestwick kimyasal kiitiiphanesinin SPR analizi sonucunda Pol y proteinine
baglandigi belirlenen molekiillerden ise 6 molekiil DNA sentez aktivitesi
gosterildikten sonra hiicre sitotoksisite deneylerinde kullanilmak iizere aralarindan

secildi. Segilen kiigiik molekiiliin (Phany28) hiicre proliferasyonuna etkisi ger¢ek
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zamanl hiicre analiz cihaz ile belirlendi. ilk etapta kiigiik molekiil 20 uM'lik tek bir
konsantrasyonunun HCT116 ve HCT116-chr3 hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi
degerlendirildi (Sekil 10). Segilen 20 uM molekiil konsantrasyonunda Phany28
molekiiliiniin HCT116 hiicrelerine HCT116-chr3 hiicrelerinden daha fazla sitotoksik
etki gosterdigi Sekil 10°da gosterildi. HCT116-chr3 hiicrelerine  HCTI116
hiicrelerinden daha fazla sitotoksik etki gosterdigi tespit edilen molekiiliin bu
hiicrelerin proliferasyonuna etkisi farkli inhibitor konsantrasyonlari kullanilarak
izlendi ve doza bagli EC50/IC50 degerleri belirlendi (Sekil 11). EC50/IC50 degerleri

xCELLigence cihazinin yazilimi kullanilarak hesaplandi.

I
b= HeT8
H
| ™ HET146, Bl Phany2d -r"’f e
E e
>
’

E = HCT116-chrl r
= HCTV—chirs, 20 M Phamy 38 #

Sekil 10: Pol y'ya baglanan in siliko belirlenen, Prestwick kimyasal kiitiiphanesi® molekiilii Phany28
20 uM konsantrasyonunda HCT116 ve HCT116-chr3 hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi. Siyah ok:
molekiil ekleme zamanini gosterir.

HCT116, Phany28 HCT116chi3, Phany28

)
10pm
20pM
40
80 M

W

§THCTIM6. 1050 : 044 M [ N
O T HG e 3 G0 653 - . h

Sekil 11: Phany28 nin HCT116 ve HCT116-chr3 hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi ve EC50/IC50
degeri.

23



4.3. Apoptoz

HCT116 ve HCT116-chr3 hiicreleri 20 uM Phany28 molekiilii ile inkiibe edildikten

sonra mitokondriyel apoptozun belirleyicileri olan PARP, kaspaz 9 ve sitokrom ¢

protein diizeyleri Western blot yontemi ile belirlendi (Sekil 12). HCT116 hiicre

hattinda kontrol hiicre hattina gére Phany28 uygulamasi ile PARP ve kaspaz 9

proteinlerinin kesilerek aktif halde geldigi ve mitokondriden sitoplazmaya sitokrom c

salmimmin gergekleserek apoptozun indiiklendigi gosterildi. Beta-aktin ve Kompleks

IV sirastyla sitoplazmik ve mitokondriyel yiikleme kontrolii olarak her iki hiicre hatti

icin kullanildi. HCT116 hiicrelerinde molekiiliin mitokondriyel apoptoza neden

oldugu gosterildi (Sekil 12 B).

HCT116-chr3 HCT116

0 20pM 0

20 M

s s | | "= s <+ PARP (116 kDa)

| . Kesilmis PARP 89 (kDa)

o o —— w— — Faspaz 9 (47 kDa)

4— Kesilmig Kaspaz 9 (37 KDa)
4— Kesilmig Kaspaz 9 (35 KDa)

- — - e [-Alktin

HCT116-chr3

HCT116-chr3
HCT116
HCT116

Mitokondri Sitozol

Sitokorom ©

Kompleks IV

Sekil 12: HCT116-chr3 ve HCT116 hiicre hatlarinda 20 pM Phany28 uygulamasiyla mitokondriyel
apoptoz mekanizmasinda yer alan proteinlerin miktarlarina etkisi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser hiicrelerinde olusan DNA hasarinin onariminda aktif rol oynayan BER
mekanizmasi, terapotik dirence neden olarak genomik kararliligi sagladigi igin
kanser tedavisinin engellenmesinde 6nemli bir unsurdur. MMR genleri MLH1 veya
MSH2'deki germline mutasyonlari, kalitsal polipsiz kolorektal kansere (HNPCC) /
Lynch sendromuna neden olur (40). MLH1 homozigot mutasyonuna sahip olan
kolorektal kanser hiicrelerinde DNA hasart mitokondriyel BER yolag: ile tamir
edilerek hiicre canliligi korunmaktadir. MLH1 ve Pol y arasindaki bu sentetik lethal
iligkiye istinaden mitokondriyel BER yolaginin inhibe edilmesi kanser tedavisi i¢in

umut vadeden bir yaklasim olarak kullanilabilir (9).

Bu tez calismasinda, Prestwick kimyasal kiitiiphanesinden ve bilgisayar ortaminda
(in siliko) molekiiler docking yaklasimi ile belirlenen kiicliik molekiiller arasindan
Pol y proteinine dogrudan baglandigi belirlenen bazi molekiiller segilerek Pol y
proteini lizerindeki inhibitdr etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Ek olarak, Pol y
proteinin aktivitesini en fazla inhibe eden molekiiliin MLH1 proteini bulunmayan
(HCT116) ve MLH1 proteini bulunan (HCT116-chr3) kanser hiicreleri {izerine
sitotoksik etkisinin arastirilmast da amaglandi. Boylece, saglikli hiicreye zarar
vermeden kanser hiicresine sitotoksik etki gdsteren ilag olma potansiyeline sahip

yeni bir molekiiliin bulunmasina katki saglanmas1 hedeflenmistir.

Bugiine kadar Pol vy inhibitorleri ile sinirh sayida yapilan ¢aligmalarda bu proteine
Ozgii inhibitorlerin mtDNA replikasyonlar {izerine etkisi belirlenmistir (10,33). Pol
v, mtDNA replikasyonu ve onariminda goérev alan polimerazdir. Literatiirde, VK3’lin
mitokondriyel matrikste lokalize olan Pol y inhibitdrii oldugu tespit edilmistir. VK3
kanser hiicrelerinde normal hiicrelere gore siiperoksit miktarmi arttirdigi ve ikinci
etki Pol y inhibisyonuna neden oldugu gosterilmistir (10). Kayahima’nin 2009
yilinda yapmis oldugu ¢aligmaya goére HCT116 hiicreleri iizerinde vitamin K3’{in
tiirevi oldugu naftokuaninin giiglii bir sekilde anti-poliferasyon etkisini belirlemistir.
Zidovidin (3'-azido-2 ', 3'-deoksitimidin) ve niikleosid analoglar1 VK3 ile benzer
sekilde mitokondriyel disfonksiyonlara ve malgniteye etki gosterdigi Onerilmistir

(41). Ayrica Martin ve ark.’nin yapmis oldugu ¢alismada niikleozid revers
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transkripsiyon inhibitorii (NRTI) tedavisi goren hastalarda mtDNA mutasyonlari
gosterdigi bildirilmistir. Ancak giiniimiize kadar yapilan calismalarda sadece Pol

v’ya 6zgii ve kanser hiicresini segici olarak oldiiren bir inhibitor belirlenememistir.

Bu tez calismasinda ise kii¢ilk molekiillerin Pol y’nin zinciri kaydirma (strand
displacement) DNA sentez aktivitesini inhibe ettigi dolayisiyla mitokondriyel BER
yolagini inhibe ettigi gosterilmistir (Sekil 8, 9). Pol y’nin DNA sentez aktivitesini
inhibe ettigi tespit edilen kii¢iik molekiiller arasindan segilen Phany28 hiicreye segici
sitotoksik etkisi de gosterdigi ve mitokondriyel apoptoza neden oldugu tespit edildi
(Sekil 10, 11,12). Elde edilen bulgular, yeni Pol y inhibitoriiniin Pol y ve MLH1
arasindaki sentetik letal iligski nedeniyle saglikli hiicreye zarar vermeden segici olarak
kolon kanseri hiicresinin 6liimiine neden olabilecegini gostermektedir. Bu bulgular,
kanser tedavisinde ilag gelisimine ve yeni ilag hedeflerinin bulunmasina katki

saglayacaktir.
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Yiiksek Lisans Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi 2017
Lisans Istanbul Kiiltiir Universitesi 2015
Lise Kandilli Kiz Lisesi 2011
is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)
Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y1I)
1. Arastirma asistani Acibadem Universitesi 2015-2017
Yabanci Dilleri Okudugunu Anlama* Konusma* Yazma*
Ingilizce lyi lyi Iyi
* Cok iyi, iyi, orta, zay1f olarak degerlendirin
Yabanci Dil Smav Notu *
KPDS | YDS IELTS |TOEFLIBT |TOEFLPBT |TOEFLCBT |FCE CAE CPE
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# Basarilmus birden fazla sinav varsa, tiim sonuglar yazilmalidir

# KPDS: Kamu Personeli Yabanct Dil Sinavi; YDS: Yabanci Dil Smavi; IELTS: International English Language
Testing System; TOEFL IBT: Test of English as a Foreign Language-Internet-Based Test TOEFL PBT: Test of
English as a Foreign Language-Paper-Based Test; TOEFL CBT: Test of English as a Foreign Language-
Computer-Based Test; FCE: First Certificate in English; CAE: Certificate in Advanced English; CPE: Certificate

of Proficiency in English

Sayisal Esit Agirhk Sozel

ALES Puam 73,19247 73,07790 66,21268

(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi

Microsoft Office Cok iyi

*Cok iyi, 1yi, orta, zay1f olarak degerlendirin
Uluslararasi ve Ulusal Yaymlari/Bildirileri/Sertifikalari/Odiilleri/Diger
* Cok iy, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
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