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Yiksek Lisans Tezi

OZET

ASTAKSANTIN KAROTENOIDININ SIKLIN BAGIMLI KiNAZ 7 (CDK7) UZERINDEKI
INHIBISYON POTANSIYELLERININ ARASTIRILMASI

Ceren Elif YETIM

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Danisman: Dog. Dr. Ugur UZUNER
2024, 61 Sayfa

Hiicre siklusunda kilit role sahip molekiillerde meydana gelen mutasyonlar, kontrolsiiz hiicre
boliinmesine yol agarak normal hiicrelerin tiimor hiicrelerine doniismesine neden olmaktadir. Siklin
Bagiml Kinazlar (CDK’lar), hiicre dongiisiiniin en iyi bilinen ve 6énemli diizenleyicilerindendir ve
CDKZ7, hiicre doéngiisiinii, CDK1, 2, 4 ve 6’nin T-looplarindan fosforilleyerek aktiflsetirmek suretiyle
regiile eder. Son yillarda ¢esitli timdr tiplerinde yapilan analizler, tiimor hiicrelerinde CDK7
ekspresyonunun arttigin1 ve CDK7 inhibisyonunun ¢oklu tiimér gelisimlerini inhibe etmede etkili
oldugunu gdstermistir. Dogada bilinen karotenoidler arasinda simdiye kadar tanimlanmis en giiclii
antioksidan olan astaksantin (ATK), anti-lipid peroksidasyonu, anti-inflamatuar, kardiyovaskiiler
hastaliklar1 6nleme, anti-diyabetik ve antikanser etkilere sahip ¢ok giiclii bir antioksidandir.

Bu ¢alismada, ATK karotenoidinin antitiimor ve hiicre boliinmesini geciktirici etkileri, CDK7
proteini tizerindeki inhibisyon potansiyelinin in silico molekiiler kenetlenme, MCF10A ve MDA-
MB-231 insan metastatik meme kanseri hiicreleri {izerinde hiicre kiiltiirii ¢alismalari, MTT ve akim
sitometrisi deneyleri ile arastirilmistir. Calismalar sonucunda ATK, diisiik baglanma enerjisi
varliginda CDK7 proteinine yiiksek afinite gdstermistir. Ayrica ATK, 72 saatlik inkiibasyondan
sonra MDA-MB-231 tiimér hiicreleri tizerinde 1C50=9.89 uM konsantrasyonunda sitotoksik etki
gostermistir. Hiicre dongiisii analizi de ATK'nin hem kanser hem de normal hiicreleri GO/G1 fazinda
durdurmada etkili oldugunu ortaya koymustur. Mevcut bulgular, ATK'nin bilinen insan sagligi
faydalarina ek olarak hiicre bolinmesini geciktirici aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Sonug
olarak, mevcut bulgular ATK'nin hiicre proliferasyonunu geciktirme ve transkripsiyonu durdurma
potansiyeli i¢in somut kanitlar sunmakta ve bu alanda daha kapsamli c¢aligsmalara ihtiyag

duyulduguna isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Astaksantin, CDK?7, antitiimér, proliferasyon durdurma, molekiiler kenetleme,
MTT, akim sitometrisi
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Mutations in molecules that play a key role in the cell cycle lead to uncontrolled cell division,
resulting in the transformation of normal cells into tumor cells. Cyclin Dependent Kinases (CDKS)
are among the best known and important regulators of the cell cycle. Cyclin Dependent Kinase 7
(CDKY7) regulates the cell cycle by phosphorylating and activating the T-loops of CDK1, 2, 4 and 6.
In recent years, analyses in various tumor types have shown that CDK?7 expression is increased in
tumor cells and CDKY7 inhibition is effective in inhibiting multiple tumor growths. Among the
carotenoids known in nature, astaxanthin is the most potent antioxidant identified so far. Astaxanthin
(ATK) is a very potent antioxidant with anti-lipid peroxidation, anti-inflammatory, cardiovascular
disease prevention, anti-diabetic and anticancer effects.

In this study, the antitumor and cell division retarding effects of ATK carotenoid were
investigated through in silico molecular docking of its inhibition potential on CDK7 protein, cell
culture studies on MCF10A and MDA-MB-231 human metastatic breast cancer cells, MTT and flow
cytometry assays. As a result of the studies, ATK showed high affinity for CDK7 protein in the
presence of low binding energy. In addition, ATK showed a cytotoxic effect on MDA-MB-231 tumor
cells at a concentration of IC50=9.89 uM after 72 hours of incubation. Cell cycle analysis also
revealed that ATK was effective in arresting both cancer and normal cells in GO/G1 phase.

The present findings suggest that ATK has cell division retarding activity in addition to its
known human health benefits. In conclusion, the present findings provide concrete evidence for the

anti-aging potential of ATK and point to the need for more extensive studies in this field.

Key Words: Astaxanthin, CDK7, antitumor, proliferation inhibition, molecular docking, MTT, flow
cytometry
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Kanser

Kanser, diinya genelinden en yaygin olarak goriilen 6liim nedenlerinden biridir ve
hiicrelerin  otokontroliinii  kaybetmesi sonucu gelisen diizensizlikler biitliniidiir.
Viicudumuzdaki normal hiicreler ise, gerektigi zaman ihtiya¢ duydugu kadar boliiniir ve
farklilasir. Kanser hiicreleri ise, zamanla biriken mutasyonlar sonucu hiicre siklusu
mekanizmasinin diizensizligiyle birlikte kontrolsiiz olarak ¢cogalmaya baslar ve boylelikle
kanser olusur. Tiimorler; koken aldigr hiicreden farklilasma yetenegi, biiylime hizi ve
metastaz Ozelliklerin goére benign ve malign tiimdrler olarak iki sinifa ayrilir. Benign
timorler halk arasinda iyi huylu tiimorler olarak adlandirilir. Yavas ve smirli yayilim
gosterirken, bulunduklar1 hiicreden koken alirlar. Malign tiimoérlerin ise farklilasma
yetenekleri fazla, bliylime hizi kararsiz ve yayilimlari olduk¢a hizlidir. Malign tiimorler ilk

koken aldiklar1 bolgeden metastaz yoluyla ¢evre dokulara yayilir.

1.2. Meme Kanseri

Kadinlar arasinda en sik ve yaygin olarak goriilen malignite olan meme kanseri nadiren
erkeklerde de goriilmekle beraber, kanser kaynakli 6liimlerin %15’in1 olusturmaktadir ve
her yil 1 milyondan fazla yeni meme kanseri vakasi teshis edilmektedir. 2020 y1l1 itibariyle
diinya ¢apinda 2.3 milyon meme kanseri vakast ve 685.000 6liim gozlenirken bu saymin
ontimiizdeki 50 yil igerisinde iki katina ¢ikmasi tahmin edilmektedir (Swaminathan vd.,
2023). Tim kanser tiplerinde oldugu gibi yas, etnik koken, 1tk ve yasam tarz1 gibi etkenler
meme kanseri gelisiminde de rol oynar. Meme kanseri gelisimindeki yiiksek insidans orani
onlenemese de meme kanseri kaynakli 6liimler erken teshis ve etkili tedavi yontemleri ile
siirlandirilabilir.

Meme kanserleri, bulundugu meme dokusundaki spesifik hiicre tipine gore sarkoma
ve karsinoma olarak iki alt grupta siiflandirilir. Sarkomalar, epitelyal olmayan kemik, kas,
yag ve sinirleri iceren bag dokusunda meydana gelen nadir tiimor tipidir ve meme kanseri
0zelinde insidans1 %]1’den az goriliir. Karsinomalar ise epitel dokuda olusur ve meme

kanseri vakalarinin %12’sini olusturur (Swaminathan vd., 2023).



In situ duktal meme karsinomu (DCIS), kanserin, kanalin veya siit bezinin disina
tasmayan invaziv olmayan formudur ve tim dokular arasinda en sik goriilen 6ncii kanser
tiirtidiir. DCIS, oncii bir timordiir ve genellikle bu lezyonlarin ¢ogu invaziv asamaya
ilerlemez (Bertoli vd., 2013). Invaziv meme kanseri, tiimériin siit bezi ve kanallarinin disma
tagtigi, bazal membranla sinirli olmayan bulundugu doku ve hiicre tipine gore duktal ve
lobiiler olarak siniflandirilan karsinomadir. Invaziv duktal karsinoma (IDC), tiim vakalarin
%80’inin olusturan en yaygin meme tiirli iken, invaziv lobiiler karsinoma (ILC), meme
kanseri vakalarinin yalnizca %5-15’ini olusturur (Hong & Xu, 2022).

Metastatik meme kanseri (MBC), baslangic yeri meme dokusu olan fakat tiimoriin
ilerlemesiyle birincil bolgeden uzak viicudun diger bolgelerine yayilan timor tipidir.

Metastaz siireci invazyon, intravazasyon ve ekstravazasyon siire¢lerini igerir.

1.2.1. Meme Kanseri Tiirleri

Molekiiler tabanda meme kanseri 4 alt tiirde siniflandirilir; Luminal A; Luminal B;
Uclii Negatif Meme Kanser (TNBC) ve Insan Epidermal Biiyiime Faktérii 2 (Her2) Pozitif
(Swaminathan vd., 2023)

Luminal A: Luminal A meme kanseri, %50-601ik oranla en sik goriilen meme kanseri
alt tiirtidiir. Yiksek ER (0strojen Reseptorii), negatif Her2 ve diisiik Ki67 gen ekspresyon
seviyesiyle tanimlanirken diisiik mitotik aktivite gosterirler. Diger alt tiirlerle
karsilagtirildiginda hastalar daha iyi prognoza sahiptir. Yavas proliferasyon gostermeleri
nedeniyle, bu tiir timorler kemoterapi yerine endokrin tedavi edilir (Swaminathan vd.,
2023).

Luminal B: Luminal B meme kanseri, %40’lik bir insidansla daha agresif bir alt tiirdiir
ve yiiksek histolojik dereceyle, yiiksek proliferasyona sahiptir. Diisiik ER (Ostrojen
Reseptorii), negatif PR (Progesteron Reseptoril) ve Her2 pozitif gen ekspresyonuyla
tanimlanir. Luminal A tiimdrleriyle kiyaslandiginda niiks etme olasiligi daha yiiksektir ve
diisiik sag kalim orani vardir. Bu tip tiimorler endokrin tedaviye duyarsizken kemoterapiye
daha yiiksek oranda yanit verirler (Swaminathan vd., 2023).

Uclii Negatif Meme Kanser (TNBC): Negatif ER (Ostrojen Reseptorii), PR
(Progesteron Reseptorii) ve Her2 (Insan Epidermal Biiyiime Faktorii 2) ekspresyonu ile
tanimlanan tiimorlerdir. Tedavide hedeflenecek molekiillerin eksikligi nedeniyle oldukca

yiiksek mitotik oranlara ve kotii prognoza sahip olsa da kemoterapiye direngli degildir.



Insan Epidermal Biiyiime Faktorii 2 (Her2) Pozitif: Her2 pozitif meme kanseri, invaziv
meme kanseri vakalarinin %15-25ini kapsar ve kotii sag kalim oranlartyla agresif bir alt
tirdiir. Her2 pozitif meme kanseri vakalarimin %40-80’inde TP53 (tlimér protein 53)
mutasyonu goriliir. Siklikla beyne ve diger i¢ organlara metastaz yaparak hastada yasam
kalitesinin diigmesine neden olurlar. Her2, tirozin Kkinaz ailesine dahildir ve
trastuzumab/pertuzumab gibi monoklonal antikorlar ile lapatinib gibi tirozin kinaz

inhibitorleri ile tedavi edilirler.

1.2.2. Meme Kanserinin Genetik Temeli

Meme kanserlerinin yaklasik olarak %10’u kalitsal temele sahiptir ve birinci derece
akrabalarinda meme kanseri goriilen kisiler 35 yas oncesi erken baslangicli meme kanseri
icin yiiksek risk grubu olusturur (Harbeck vd., 2019). Goriilen vakalarin yarist BRCAL1
(17921) ve BRCA2 (13ql3) mutasyonlartyla iligkilendirilir ve  BRCA1/2 germ hatt1
mutasyonlar ti¢lii negatif meme kanserleri (TNBC)’ nin yaklasik %15-20’sini olusturur.
BRCA1/2 genleri, ¢ift sarmalli DNA (dsDNA) kiriklarinin homolog rekombinasyon yoluyla
onariminda 6nemli rol oynayan genlerdir ve BRCA1/2 lokuslarinda fonksiyon kaybina
neden olan mutasyonlar tiimor olusumuna yol agar (Hong & Xu, 2022). PALB2 (Partner and
Localizer of BRCA2), BRCA2 geniyle beraber yiiksek penetrans oranina sahip meme
kanseri belirte¢ genleri olarak kabul edilir. PALB2’nin tek allelinde meydana gelen
fonksiyon kaybi1 mutasyonu sonucu meme kanseri riskinin arttigi goriilliirmistiir (Hong &
Xu, 2022). Meme kanserlerinde en stk mutasyona ugradigi goriilen bir diger gen timor
baskilayic1 TP53 genidir. TNBC tip meme kanserinin %80’inde ve Her2 Pozitif meme
kanserinin %70’inde ¢erceve kaymasi mutasyonlar1 olusturur. Bunun yaninda Luminal A tip
meme kanserinde %12-23 ve Luminal B meme kanserinde %15-29 oranlartyla daha disiik
frekansla mutasyonlar olusturur (Swaminathan vd., 2023). Siklikla mutasyona ugrayan diger
genler PIK3CA, MYC, PTEN, CCND1, FGFR1, ATM ve CHEK?2 (Sekil 1).
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Sekil 1. Meme kanseri gelisiminden sorumlu genler (Peleg Hasson vd., 2020)

1.3. Siklin Bagimh Kinazlar

Hiicreler boliinme siirecine girdiginde bircok Onemli enzim hiicre dongiisii
reaksiyonlarinda rol oynar. Siklin Bagimli Kinazlar (CDK’lar), hiicre dongiisiiniin en iyi
bilinen ve 6nemli diizenleyicilerindendir. Hiicre dongiistiniin G1, S ve G2 fazlar1 boyunca
farkli CDK-siklin kompleksleri fonksiyon goriir ve hiicresel dongiiler arasindaki ge¢isleri
etkileyen sinyallesme, transkripsiyonel ve enzimatik olaylarda etkin roller dstlendikleri
bilinmektedir (Lukasik vd., 2021). Okaryotik hiicrelerde evrimsel siiregte korunmus
CDK’lar islevlerine gore gruplandirilan 21 alt ailede siniflandirilir. Bunlar, (1) hiicre
dongiisii diizenleyicileri (CDK 1-6 , 14-18); (2) transkripsiyon diizenleyicileri (CDK7-13,
19, 20) (Huang vd., 2024). CDK’lar enzimatik aktivite gosterebilmek i¢in regiilator bir alt
tinite olan siklinlere ihtiya¢ duyan protein kinazlardir (Lukasik vd., 2021).

1.4. Siklin Bagimh Kinazlarin Hiicre Dongiisiindeki Rolii

14.1. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii, bir hiicrenin genetik materyalini ve hiicre igerigini sonraki nesillere
aktarmak icin iki katina ¢ikararak boliindiigli oldukca sistemli bir reaksiyondur. Bu
sistematik ve organize siirecte hiicresel ¢ogalma boyunca bir ¢cok siklin ve siklin bagimli

kinaz proteinleri, onkogenler, proto-onkogenler, tiimor baskilayici genler gibi bir ¢ok gen



grubu gorev alir (Huang vd., 2024). Hiicre boliinmesi, bir hiicrenin hiicre dongiisiine
girmesine ve boliinmek iizere mitotik evreye girmesine izin verilmeden 6nce hi¢bir hatanin
meydana gelmemesini saglamak i¢in diizenleyici mekanizmalar ve kontrol noktalariyla
regiile edilir (Matthews vd., 2022). Hiicre boliinmesinin gerekli oldugu zamanda, olmasi
gerektigi gibi islemesi i¢in hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi olduk¢a dnemlidir ¢iinkii hiicre
dongiisii sirasinda meydana gelen mutasyonlar, dnce hiicresel sistemde sonra ise organizma
boyutunda islev kayiplarina neden olabilir. Giiniimiizde diinya ¢apinda en ¢ok 6liime neden
olan kanser gibi hastaliklara hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi esnasinda olusan aksakliklarin
neden oldugu bilinmektedir (Santo vd., 2015). Kanser, diizensizlikler biitlinlidiir ve hiicre
boliinmesi dahil tiim hiicresel siiregler kanserde kontrolsiiz olarak gergeklesir (Otto &
Sicinski, 2017).

Hiicre dongiisti, G1, S ve G2 evrelerinden olusan interfaz ve hiicre boliinmesinin
gerceklestigi mitoz evresi olmak tizere 2 farkli asamadan olugmaktadir. Hiicre siklusunun
diizenlenmesi, siklin ve siklin bagimli kinazlardan olusan kontrol noktalari tarafindan regiile
edilir. Interfaz evresi, hiicrenin béliinmeye hazirlandig evredir ve bu evrede hiicre hacimsel
olarak artig gosterirken DNA icerigi de replikasyon ile iki katina ¢ikarilir. G1 evresi bir
onceki boliinmeden sonra hiicrenin tekrar boliinmeye ya da durgun faz olan GO’a girme
kararimi verdigi evredir. G1 evresi hiicre siklusunda zamansal olarak en uzun fazdir ve hiicre,
boliinme siiresince gerekli olan protein, enzim ve metabolitleri bu siirecte saglamaktadir. S
evresi, DNA replikasyonuyla genetik materyalin iki katina ¢ikarilmasindan sonra her bir
kromozomun kendini esleyerek kardes kromatidler olusturdugu fazi kapsar (Z. Wang vd.,
2024). G2 fazinda, hiicre mitoz evresine hazirlanmak adina lipid sentezini arttirir ve boylece
membran olusumu i¢in gerekli lipid sentezlenir. Mitoz fazi1 (M), hiicre dongiisiinde en kisa
zaman dilimini kapsar ve bu evrede kromozomlarin ig ipliklerinin diizenlenmesiyle ¢ekirdek
boliinmesi baglar. Mitoz evresi kendi iginde; (1) profaz; (2) metafaz; (3) anafaz; (4) telofaz

ve (5) sitokinezden meydana gelmektedir (Matthews vd., 2022).

1.4.2. Hiicre Dongiisii Kontrol Noktalar:

Hiicre siklusunda kilit role sahip molekiillerde meydana gelen mutasyonlar, kontrolsiiz
hiicre boliinmesine yol acarak normal hiicrelerin tiimor hiicrelerine doniismesine neden
olmaktadir. Hiicre dongiisiindeki kontrol noktalari; (1) G1 kontrol noktasi, hiicrenin

hacimsel olgunlugunu, biiyiime faktorleri ve gerekli besinlerin varligini; (2) S kontrol



noktasi, DNA replikasyonunu ve DNA hasarini; (3) G2 kontrol noktasi, hiicre biiytikliigiinii
ve DNA replikasyonunu; (4) M kontrol noktasi ise; kromozomlara ig ipliklerinin
baglanmasinin eksiksiz tamamlanmasini kontrol eder (Sekil 2). Bu kontrol noktalarinda
meydana gelen anormallikler, tim6r olusumunun merkezinde yer alir ve kanser hiicrelerini
transformasyona ugratip sonsuz bolinme yetenegi kazandirarak hiicre dongilistinden

¢ikamamalarina neden olur (Wang vd., 2024).

G2/M kontrol noktasi ~ Cyclin B

CDK1
M kontrol noktasi
.
/]
Hiicre
bliylimesi Cyclin D
CDK4
S DNA : Hiicre G,
sentezi biiyiimesi
Cyclin A
CDK2
Cyclin E
= CDK2

G1/S kontrol noktasi

Sekil 2. Hiicre dongiisii tizerinde farkli CDK’larin kontrol noktalar1 (Wang vd., 2024)



1.4.3. Hiicre Dongiisiiniin Siklin Bagimh Kinazlar Tarafindan Diizenlenmesi

Siklin Bagimhi Kinazlar ve CDK’lar tarafindan regiile edilen transkripsiyon, hiicre
dongiisiinlin ilerlemesini diizenler. CDK aktivitesindeki degisiklikler, hiicrenin, hiicre
siklusuna girisini, ilerleyisini ve tamamlanmasin1 diizenler. CDK4/6 aktivitesi, D tipi
siklinler olan siklin D1, siklin D2 ve siklin D3 ile regiile edilir (Sekil 3). Aktif siklin
D/CDK4-CDK6 kompleksleri, RB1 geni tarafindan kodlanan RB (retinoblastoma)
proteininin fosforilasyonunu baslatir. Bu fosforilasyon, p53 tiimor siipresor geninin
inaktivasyonuna neden olarak, E2F transkripsiyon faktoriiniin salinmasina neden olur ve
bdylece hiicre dongiisiiniin ilerlemesi icin gerekli olan genlerin transkripsiyonu arttirilir.
Ayn1 zamanda bu fosforilasyon, G1 kontrol noktasinin inaktivasyonuna yol acarak hiicre
dongiisiiniin G1°’den S fazina ilerlemesine neden olur (Lukasik vd., 2021). Fosforile edilen
RB, G1/S giriginde ve hiicre dongiisii ilerlemesinde rol oynayan Siklin E/A/B, dihidrofolat
rediiktaz (DHFR), riboniikleotid rediiktaz M1 (RRM1) ve mitotik kontrol noktasi
serin/treonin kinazt BUBI gibi genlerin transkripsiyonunu indiikler (Bertoli vd., 2013). Geg
G1 fazinda, E2F nin hedef genleri olan Siklin E1/E2 aktive edilir bdylece Siklin E/CDK2
kompleksi G1/S fazindaki kontrol noktasini inhibe ederek S fazini baslatir (Bertoli vd.,
2013). CDK4/6 ve CDK2’nin aktivitesi hiicre dongiistiniin “kisitlama faz1” olarak bilinen S
fazina ilerlemesini saglar. S fazinin sonunda Siklin A, Siklin E’yi uzaklastirarak CDC6 ve
E2F1°1 fosforile eden Siklin A/CDK2 kompleksini olusturur bdylece S fazi tamamlanir ve
hiicre dongiisti S fazindan G2 fazma yonlendirilir. CDK1’in aktivasyonu hiicrenin mitoz
evresine girme kararinda ¢ok kritik bir rol oynar (Matthews vd., 2022). Mitoz evresinde
CDK1 aktivitesi Siklin B/CDK1 kompleksi tarafindan diizenlenir ve diizensiz CDKI
ekspresyonu kromozomlarin ayrilmasini saglayarak mitozun tamamlanmasina olanak verir.
Bunlara ek, Siklin C/CDK3, RB’yi fosforile ederek hem hiicrelerin GO fazindan S fazina
yonlenmesini hem de geri dontlistimlii veya kalic1 olarak GO evresine giris yapan hiicrelerin

hiicre siklusundan ¢ikisin1 diizenler (Bertoli vd., 2013).
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Sekil 3. Hiicre dongiisii gelisiminde farkli CDK'larin fosforilasyonu ve hormon reseptorleri,
araci proteinler, transkripsiyon faktorleri ve Pol II'nin fosforilasyonu aracilik
etmektedir (Song vd., 2024).

1.5. Transkripsiyonel Siklin Bagimh Kinazlar

Siklin bagimli kinazlarin hiicre dongiisiiniin regiilasyonunda yer alan fonksiyonlarina
ek olarak gen ifadesinde transkripsiyon diizeyinde de onemli rolii vardir. Siklin bagimli
kinazlar, CAK ( CDK activating kinase) kompleksini olusturmak i¢in siklinlere baglanir ve
fosforilasyon yoluyla transkripsiyonu diizenler (Liu vd., 2022). Siklin bagimli kinazlarin
transkripsiyon {lizerindeki diizenleyici etkisi, siklinler ile olusturdugu heterodimer
kompleksin RNAII Polimeraz (RNAPII)’in karboksi-terminal ucu (CTD)’nu fosforile
etmesi yoluyla gerceklesir. RNAPPI, gen transkripsiyonu i¢in en kritik proteindir. Karboksi-
terminal domain, birden fazla Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser tekrarindan olusan ve
fosforilasyona ugrayan, RNAPII’nin en biiyiik alt birimidir. Ayrica CTD, RNA islenmesinde
de rol oynar.

Transkripsiyon olduk¢a kompleks ve sistemli bir reaksiyondur ve 4 asamada
gerceklesir. Bunlar; (1) baslama, (2) duraklama, (3) uzama ve (4) sonlanma asamalaridir.
Siklin bagimli kinaz 7 (CDK?7) ise bu kompleks transkripsiyon reaksiyonunda en 6nemli role

sahip siklin bagiml kinazdir.



1.6. Siklin Bagimh Kinaz 7

Siklin bagimli kinaz 7 (CDK?7), siklin H ve MAT]I ile bir araya gelerek CDK-
aktiflestirici kinazi (CAK) olusturur. CAK kompleksinin olusumu hiicre dongiisiinde rol
oynayan CDK1, 2, 4, ve 6’nin aktiflestirilmesi asamasinda 6nemli gorev goriir (Sava vd.,
2020). CAK kompleksi T-loop fosforilasyonunu saglayarak CDK1, 2, 4 ve 6’y1 aktiflestirir.
T-loop fosforilasyonu hem hiicre dongiisiinde hem de bir genel transkripsiyon faktorii olan

TFIIH 1n bir bileseni olarak transkripsiyon regiilasyonunda rol alir (Wong vd., 2014).

CDK7, 346 aminoasit uzunlugunda ve 39 kDa molekiiler agirliginda bir kinazdir (Sekil
5A). Hiicre dongiisii gelisiminde farkli CDK'larin fosforilasyonu ve Hormon reseptorleri,
arac1 proteinler, transkripsiyon faktorleri ve Pol II'nin fosforilasyonu aracilik etmektedir. N-
kuyrugunda siklin-H baglanma bdlgesi ve C-kuyrugunda MAT1 baglanma bolgesinden
olusur (Sekil 4). Siklin-H baglanmasi, CDK7 aktivitesinde kilit rol alir. Komplekse MAT1
baglanmas1 ise CAK kompleksinin stabilizasyonunu saglamaktadir. CDK7’ye siklin-H ve
MAT]1 baglanmasinin substrat spesifitesini diizenledigi goriilmiistiir. CDK?7, Siklin-H ve
MAT!1’den olusan CAK kompleksinin RNA Polimeraz II i¢in ¢ok daha yiiksek kinaz
aktivitesi sagladigi ortaya konmustur (Sava vd., 2020). CDK7’nin T-loopunun, Thr170
(treonin 170) ve Serl64 (serinl64) pozisyonlarindan fosforile edilmesiyle hem kinaz

aktivitesi artar hem de Siklin H’a baglanma kapasitesi artar.

CyclinH

CAK Kompleksi

Sekil 4. CDK7’ye ait trimerik CAK kompleksi ve aktif bolgeyi isaret eden gorseller
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1.6.1. CDK?7’nin Hiicre Dongiisiindeki Rolii

CDK7, hiicre dongiistinii, CDK1, 2, 4 ve 6’nin T-looplarindan fosforilleyerek
aktivitelerini tegvik ederek regiile eder (Liu vd., 2022). CDK1, Thr161 ve CDK2, Thrl60
pozisyonlarindan CDK?7 tarafindan fosforillenir. Hiicre siklusunun farkli agamalarinda
CDK7’nin inhibisyonunun hiicre dongiisiinii regiile ettigi goriilmiistiir. Ornegin; hiicre
siklusunun G1 fazindaki inhibisyon CDK2 aktivasyonunu inhibe ederek S fazina gegisi
geciktirir. S/G2 fazindaki inhibisyon ise CDKI1 aktivasyonunu inhibe ederek mitotik faza
girisi engeller (Sava vd., 2020). Hiicre siklusu, aktif siklin D/CDK4-CDK6 komplekslerinin,
RBI1 geni tarafindan kodlanan RB (retinoblastoma) proteinini fosforillemesi yoluyla kontrol
noktalarinda regiile edilir. CDK7 ise, CDK4 ve CDK6’y1 sirasiyla Thr172 ve Thrl77
pozisyonlarindan fosforile ederek aktiflestirir. CDK7 nin inhibisyonu RB kinaz aktivitesini
inhibe ettiginden hiicre siklusunun G1’e yonelmesi de engellenmis olur (Schachter vd.,
2013).

CDK2, bir kez CDK7 tarafindan fosforillendiginde 12 saate kadar fosforillenmis halde
kalarak S/G2 fazinda aktivite gosterirken, CDK4 ve CDK®6 aktivitesi CDK?7 inhibisyonuyla
hizli bir sekilde inhibe olur bu nedenle CDK4/6’nin G1 fazi esnasinda aktivite
gosterebilmesi icin CDK7 aktivitesi zorunludur (Sava vd., 2020). CDK’larin fosforilasyonu
koruma siirelerindeki farklilik komplekslerin yapilarindan kaynaklanir. Siklin D’ye bagh
CDK4/6’nin T loplar fosfatazlara agikken, CDK2 siklin baglanmas1 sonucu fosfatazlardan

korunmus pozisyonda kalir.

1.6.2. CDK7’nin Transkripsiyondaki Rolii

CDK7, genel transkripsiyon faktorii olan TFIIH i bir bilesenidir. 10 alt birimli bir
genel transkripsiyon faktorii olan TFIIH, iki alt birimden olusur; iki DNA helikaz enzimi
(xeroderma pigmentosum tip B (XPB) ve xeroderma pigmentosum tip D (XPD)) ve CAK
kompleksi (Sava vd., 2020). CDK7 gen ekspresyonunu ve transkripsiyonunu TFIIH’in bir
bileseni olarak regiile eder. Ciinkii TFIIH, aktif gen promotdrlerine dahil olarak diger
transkripsiyon faktorleri (TFs) ve Pol’Il'ye 6n baslatma kompleksine (PIC = pre initiation
complex) katilir.

Transksipsion Polll’ye bagli olduk¢a kompleks bir reaksiyondur (Sekil 5). Promotor
kacist olarak adlandirilan asamada DNA, transkripsiyon baslama bdlgesinde (TSS =
transcription start site) XBP helikazi tarafindan ¢oziildikten sonra, CDK7, Pol II’nin
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karboksi-terminal ucunu Ser5 ve Ser7 pozisyonlarindan fosforile eder boylece Poll II 6n
baslama kompleksinden salinir. Bu proses promotor kagisi olarak adlandirilir ve CDK7
tarafindan regiile edilir. Promotor kagisinin ardindan promotor-proksimal duraklama
meydana gelir. Duraklatilmis Pol II’nin salinmasi ve transkripsiyonun uzama agsamasina
gecilmesi icin PTETD (positive transcirption elongation factor)’nin bir bileseni olan CDK9
gereklidir. CDK9’un aktivite gdsterebilmesi i¢in, CDK?7 tarafindan fosforilasyona ugramasi
gerekir. Bu fonksiyonlar1 nedeniyle, CDK7 hem promotor-proksimal duraklama hem de
promotor kagisi sathalarinda rol oynar (Sava vd., 2020). Aktif CDK9, Pol II'yi karboksi-

terminal domaininden fosforilleyerek transkripsiyonel uzamayi tesvik eder.

Baglangig : Promotor proksimal E Uzama : Sonlanma
0On baslama kompleksi : durdurma : :

mRNA sentezi

Sekil 5. Transkripsiyonun agamalar1 ve CDK7’nin transkripsiyondaki rolleri

Transkripsiyonun ardindan islenmemis RNA baz1 islemlere tabi tutularak
olgunlagtirtlir. Transkripsiyonda olusan pre-mRNA transkriptine 5’-monometil guanozin
kepi eklenmesi de CTD (karboksi terminal domain)’in CDK?7 tarafindan fosforillenmesiyle
regiile edilir (Sava vd., 2020).

CDKY7, transkripsiyonu PollI’yi fosforilleyerek regiile etmesinin yaninda bir¢ok genel
transkripsiyon faktoriinii (TFs) de fosforile ederek onlarin aktivitelerini veya
degredasyonlarin1 diizenlemektedir. Retinoik asit reseptorii oo (RAR o) ve retinoik asit
reseptorii v (RARy)’ nin aktivitelerinin regiilasyonu da CDK?7 tarafindan fosforilasyonla
kontrol edilir. Retinoik asit reseptdrleri, transkripsiyon faktorii olarak gorev yapan Niikleer

Reseptdr (NRs) ailesinin iiyeleridir (Rastinejad, 2022). Ostrojen reseptdrii a (Era)’y1 ve
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androjen reseptorii (AR)’nii de sirasiyla Serl18 ve Ser515 pozisyonlarindan fosforilleyerek

gorev gorur.

1.7. Kanserde Siklin Bagimh Kinazlar

Kanser hiicrelerinin en biiylik karakteristik 0Ozelliklerinden olan diizensizlik ve
kontrolsiiz cogalma hiicre dongiisii ve transkripsiyonun regiilasyonundaki diizensizliklerden
yani CDK/Siklin aktivitelerinden kaynaklanir. CDK aktivitesinde upregiilasyona neden olan
mutasyonlar hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesine sebep olurken, hiicre dongiisii kontrol
noktalarinin, tiimdr baskilayici genlerin ve CDK'’larin inhibisyonuna neden olan
mutasyonlar, hiicre dongiisiiniin kontroliinde ve baskilanmasinda sorunlar meydana getirir
(Santo vd., 2015).

CDK1, hiicre siklusunun S ve G2 fazlarimi regiile etmekte oldukc¢a énemli rol oynar.
CDK1’e SiklinA/B baglanmasi, hiicre siklusunun G2 fazindan mitoza gegisini yonlendirir
(Thiel vd., 2022). CDK1 ve siklin B’nin diizensiz ekspresyonu sonucu meydana gelen
aktivite degisiklikleri, basta meme olmak iizere, akciger ve kolorektal kanserler olmak iizere
birgok kanser tiiriinde negatif etkiye yol agmaktadir (Lukasik vd., 2021). Bu nedenle CDK1
inhibisyonu anti timor ilag ¢aligmalar1 i¢in oldukea etkili bir hedeftir. CDK1 ve poli-ADP-
riboz polimeraz (PARP)’1n eszamanli inhibisyonunun, fare timorlerinde sag kalimi uzattigi
gosterilmistir. Ayrica CDK1 knock-out edilmis farelerle yapilan calismada, CDKI1’in
mitozu baslatmak igin gerekli oldugu gosterilmistir (Santamaria vd., 2007). Bir kinaz olan
Weel’in CDK1 ve siklin B kompleksini fosforillemesi CDK1’in inhibisyonuna neden olur.
Weel’in inhibe edilmesiyle CDK1 ekspresyonunun arttirilabilecegi, Weel inhibitorii olan
adavosertib ile c¢esitli sarkomalarda yapilan calismayla ortaya konmustur. Yapilan bu
caligmalar sonucunda CDKI1 ekspresyonunun, hiicrelerin proliferasyon yetenegini

diizenledigi gorilmiistiir.

Gl fazindan S fazina gegiste rol oynayan CDK2 ile siklinA/E’nin diizensiz ifadesi
meme, kolon ve prostat kanserleriyle iliskilendirilmistir. Siklin E’nin overekspresyonunun,
hastalarda zayif prognoza yol actig1 goriilmiistir. CDK2 aktivitesinde meydana gelen
diizensizlikler, prostat kanserinin metastaziyla, KRAS mutasyonlu akciger kanseriyle,
hepatoselliiler karsinoma (HCC) ile, akut miyeloid l6semi (AML) gibi kanser tiirlerinin
gelisimiyle iligkilidir (Lukasik vd., 2021). CDK2 ve PI3K inhibitorlerinin sinerjik
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etkilesimleri glioma ve kolorektal kanser hiicrelerinde apaptozla iliskilendirilir. Diger bir
calismada CDK2 ve BCL-2 c¢ift inhibisyonunun sinerjistik apoptozu tesvik etmis ve anti
tiimor etki gelistirmistir. CDK2 ve CDK4/6 inhibisyonunun, RB proteininde ekspresyon
kaybmma ve TNBC hiicrelerinde proliferasyonun baskilanmasi yol agar. Bunun yaninda
TNBC’de CDK2 inhibisyonunun kemoterapi veya radyoterapi ile kombine edilmesi sonucu

direng gosteren tiimdrlerde yiiksek etki goriilmiistiir.

Hem CDK4 hem de CDKG® iig tipi oldugu bilinen siklin D1, D2 ve D3 ile etkilesime
girer. CDK4 ve CDK6, Gl fazimin ilerlemesini ve Gl fazindan S fazina gegisi
yonlendirmektedir. CDK4/6’nin, retinoblastoma (Rbl) tiimor baskilayict proteinini
fosforillemesiyle gen ekspresyonu, kanser hiicrelerinin proliferasyonu, farklilagmasi ve
dontisimii regiile edilir. CDK4/6 ifadesindeki amplifikasyonlar liposarkom ve glioblastoma
ile iliskilendirilmistir. Liposarkomlarin %85’inde hem CDK4 hem de CDK6’nin yiiksek
ekspresyonu goriilmiistiir. Yiiksek CDK4 ekspresyonunun liposarkomlarin ameliyatla tedavi
sonrast niikks etme oranin1 6nemli 6l¢iide arttirdigi, bunun yaninda diisiik ekspresyonunun
daha iyi bir prognoza ve yiiksek sag kalima neden oldugu da ortaya konmustur. Iyi bilinen
bir secici CDK4 inhibitdrii olan ribosiklible yapilan calismada timor hiicrelerinin
ribosiklible 24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda tiimor hiicrelerinin, GO ve G1 fazinda

durakladig1 ve boylece proliferasyonunun sinirlandirildigr goriilmistiir (Zhang vd., 2014).

Mediiller tiroid kanseri (MTC) ve hepatoseliiler karsinoma (HCC) gibi bir¢ok malign
kanser tirii yiiksek CDKS5 ekspresyonu ile iliskilendirilmistir. CDKS, hiicre dongiisii,
apoptoz ve DNA tamiri gibi bir¢ok sinyal yolunun regiilasyonunda rol oynadigi bilinen CK1
(kazein kinaz 1)’i fosforilleyerek dolayli olarak regiile eder. CDK5’in knock-out edilmesinin
fare embriyolarinda letal sonuca yol agtigi goriilmiistiir. Hepatoseliiler karsinomada
CDKS5’in inhibisyonu anjiyogenezi de inhibe eder bu da CDKS5’in inhibisyonunun yiiksek
anjiyogenez kapasitesine sahip kanser tiirlerinin tedavisi i¢in etkili bir hedef oldugunu ortaya
koyar (Herzog vd., 2016). Yapilan ¢ok sayida ¢alismada, CDKS5’in, mide, prostat, akciger,
pankreas, meme ve melanom dahil olmak {izere bazi kanser tiirlerinin metastazin1 da
diizenledigini ortaya koymustur. CDKS, PI3K Akt yolagini uyararak hiicre gogiinii tesvik
eder.
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CDKZ7 inhibisyonu, RNAPII aracili fosforilasyonu inhibe ederek hayati genlerin
mRNA ekspresyonunu sinirlandirir. Normal hiicrelerin apoptotik uyaranlara karsi diisiik
hassasiyete sahip oldugu bilinirken tiimor hiicreleri apoptotik uyaranlara karsi olduk¢a
hassastir. CDK?7 aracilit RNAPII inhibisyonu, apoptotik inhibitorleri baskilar ve apoptoza
yol agar. Yapilan ¢alismalarda, CDK7’nin BS-181 ile inhibisyonu sonucunda, gastrik kanser
hiicrelerinin proliferasyon, gé¢ ve invazyon oranlarinda azalma goriilmistiir (B.-Y. Wang

vd., 2016).

Son yillarda cesitli tiimdr tipleriyle yapilan immiinohistokimyasal analizler, timor
hiicrelerinde CDK7 ekspresyonunun normal hiicrelere kiyasla arttigimmi gostermektedir
(Yuan vd., 2022). CDK7’nin hiicre boliinmesi ve ¢ogalmasi siirecinin sorunsuz bir sekilde
ilerlemesi i¢in hem hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde ve transkripsiyonda oynadig: kilit

rol daha 6nceki boliimlerde detayl bir sekilde agiklanmistir.

1.8. Karotenoidler

Karotenoidler, bitkiler, algler ve bazi fotosentetik mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenen 850’den fazla cesidi olan dogal biyolojik pigmentlerdir. En iyi bilinen
karotenoidler, B- ve a- karoten, lutein, astaksantin (ATK), likopen gibi pigmentlerdir. Insan
kani serumunda bulunan 6 g¢esit karotenoid vardir ve yapilan ¢ok sayida g¢alismada
karotenoidlerin basta kanser olmak iizere bircok hastaligin gelisimini 6nlemede olumlu
etkileri oldugu gozlenmistir. Cogu karotenoid, 40 karbonlu iskelete bagli 8 izopren
biriminden olusur ve iki grupta siniflandirilirlar; a-karoten, B-karoten ve likopenleri igeren
karotenler ve astaksantin, lutein, zeaksantin ve fukoksantinleri iceren ksantofiller.
Karotenler yalnizca karbon ve hidrojen atomlarindan olusurken, ksantofiller ise en az 1

oksijen atomu icermektedir.

1.8.1. Astaksantin

Astaksantin, somon balig1 ve kabuklu deniz canlilar yetistiriciliginde pigmentasyon
kaynagi olarak kullanilan kirmizi renkli pigmenttir. 1938 yilinda Kuhn ve arkadaglar
tarafindan 1stakozlarda kesfedilmis olup baslangigta deniz {iriinleri yetistiriciliginde tek
pigmentasyon maddesi olarak kullanilmistir (Fakhri vd., 2018). ATK, fitoplanktonlar,

karides, 1stakoz, somon gibi deniz canlilarindan elde edilebilecegi gibi, yesil bir mikroalg
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tiriic olan Haematococcus pluvialis de insan diyetine astaksantin saglamada en yliksek
kaynag1 olusturmaktadir. Uzun bir lipofilik zincire ek hidrofilik uglarinda keton ve hidroksil
gruplarini igerir (Sekil 6).

Sekil 6. Astaksantinin kimyasal yapisi

Organizmalar normal metabolik aktiviteleri sonucunda, oksidatif molekiiller, serbest
radikaller ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretir. Fakat fazla iiretim sonucunda biriken bu
metabolik tiriinlerin diger gesitli hiicresel bilesenlerle reaksiyonlara girebilme potansiyeli
organizma i¢in tehlike olusturur (Higuera-Ciapara vd., 2006). Organizmalarda siirekli olarak
devam eden bu serbest radikal birikimi oksidatif stres olarak bilinir. Oksidatif stres, kanser
ve Alzheimer baslica olmak iizere birgok hastaligin ilerlemesiyle iliskilendirilir. insan
viicudu, oksidatif stresi azaltmak ve kontrol etmek i¢in siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPX) gibi enzimatik antioksidanlar1 liretir. Antioksidanlar,
ya serbest radikallerle etkilesime girerek onlardan zararsiz bilesikler iiretme yoluyla ya da
onlarin oksidasyon reaksiyonlar1 bozarak serbest radikalleri viicuttan uzaklagtirir (Aslankog
vd., 2019).

Astaksantin, yagda ¢dzlinen antioksidanlardan biridir. Karotenoidlerin ve 6zellikle de
astaksantinin kansere karsi aktivitesi son yillarda oldukca ragbet géren bir arastirma
konusudur ve B-karoten, kantaksantin gibi diger antioksidan karotenoidlere kiyasla daha
etkili antitimor aktivite gosterdigi ortaya konmustur. Astaksantinin, meme kanseri,
melanoma, prostat kanseri ve akciger kanseri gibi tiimorlerde kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu engelledigi ve hiicre 6liimiinii indiikledigi siganlarda yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir (Yasui vd., 2011). Astaksantinin ana kaynaklarindan biri olan Haematococcus

pluvialis oziitiiyle yapilan bagka bir ¢alismada, ATK nin hiicre dongiisii ilerlemesini inhibe
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ederek hiicreleri apoptoz yolagina soktugu ve boylece kolon kanseri hiicrelerinin gelisimini

engelledigi gosterilmistir (Palozza vd., 2009).
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Calismanin Amaci

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, Karotenoid tiirevlerinden Astaksantinin hiicre
proliferasyonunu geciktirici etkilerinin test edilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda, 6zellikle
gida takviyesi olarak en yaygin kullanilan karotenoidlerden biri olan astaksantin dogal
bilesiginin, CDK7 iizerindeki potansiyel inhibitor etkilerinin belirlenmesi ve hiicre
boliinmesini durdurma potansiyeline iliskin molekiiler mekanizmasimin aydinlatilmasi

hedeflenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Molekiiler Docking Calismalar:

Tez calismasi kapsaminda potansiyel inhibitor molekiil olan Astaksantinin hedef
protein CDK7’ye molekiiler yerlestirmesi MGLTools (Molecular Graphic Laboratory)
AutoDock 4.0 (https://autodock.scripps.edu/) yazilimi kullanilarak gerceklestirildi.

Ilk etapta FDA onayli ve klinik denemelere konu CDK7 inhibitdrleri literatiir
taramalar1 neticesinde belirlenmistir. Belirlenmis her bir CDK7 inhibitoriine ait sdf,
dosyalart NIH PubChem ara yiiziinden elde edilmistir. Ardindan, ATK dogal bilesiginin ve
diger inhibitorlerin pdb dosyasi pdbqt dosyasina doniistiiriilerek Gasteiger yiikleri ile
yiiklenmis ve hareketli baglar1 belirlenerek pdbqt dosyasi seklinde kaydedilmistir. CDK7 3
boyutlu (3D) yapilar1 (monomerik CDK?7 yapis1 PDB ID: 1UA2 ve CAT kompleksine ait
CDK?7 kompleks yapist PDB ID: 6XD3) RCSB PDB (Protein Data Bank)’den ¢ekilmis, her
biri lizerindeki su molekiilleri ve ligand bilesikleri uzaklastirilmis, polar Hidrojen ilaveleri
gerceklestirilerek Kollman yiikleri ile yiliklendikten sonra enerji minimizasyonlarini takiben
pdbqt dosyalari, molekiiler yerlestirme calismalar1 6ncesinde hazirlanarak kaydedilmistir.

Olas1 yanilgilarin oniine gecebilmek ve in silico verilerin giivenirligini artirmak ve
ATK in gergekten giiclii bir CDK7 inhibitérii olduguna dair bulgular giliclendirmek
amaciyla, ATK ve ilgili bilinen ligandlarin hem monomerik CDK7 proteinine hem de
transkripsiyon regiilasyonunda yer alan ve 3 proteinin bir araya gelmesiyle fonksiyonel hale
dontisen CAT kompleksine olan baglanma afiniteleri, molekiiler yerlestirme caligmalari ile

karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

2.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan hiicreler, MDA-MB-231 insan metastatik meme
kanseri hiicreleri (ATCC, HTB-26) ve MCF10A insan fibroblastik meme hiicreleri (ATCC,
CRL-10317)’dir (Sekil 7 ve Sekil 8). MDA-MB-231 hiicreleri %89 RPMI medyasina ilave
%10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin (PS) igeren medyada kiiltiir
edildi. MCF10A hiicreleri ise %89 DMEM medyasina ilave %10 fetal sigir serumu (FBS)

ve %1 penisilin-streptomisin igeren medyada kiiltiir edildi. Hazirlanan kiiltiir medyalar1 0,22


https://autodock.scripps.edu/
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um por genisligine sahip filtrelerden gegirilerek steril edildi. Kiiltiirler 37 °C’de ve %5 CO»
iceren etiivlerde inkiibe edildi. Kiiltiir edilen hiicreler konfluentlik durumlarina gore yaklasik
3-5 giinde bir pasajlanarak ¢ogaltildi. Hiicreler pasajlanirken dncelikle tripsin ile muamele
edilerek flasktan kaldirildi. Tiim hiicreler 230xg’de 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Hiicre

canlilig1 her pasajda tripan mavisi yontemi ile 6l¢iildii.

ATCC Number: HTB-26 ™
Designation:  MDA-MB-231

Low Density Scale Bar = 100pm High Density = 100

Sekil 7. MDA-MB-231 insan metastatik meme kanseri hiicreleri (ATCC, HTB-26)’nin
diisiik ve ytiksek hiicre yogunlugunda mikroskop goriintiileri

ATCC Number: CRL-10317
Designation: ~ MCF-10A

Low Density

Sekil 8. MCF10A insan fibroblastik meme hiicreleri (ATCC, CRL-10317)’nin diisiik ve
yiiksek hiicre yogunlugunda mikroskop goriintiileri
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2.2.1. Hiicrelerin Dondurulmasi

Tez calismalari sirasinda kullanilacak hiicreler istenilen pasaj numarasina ulastiginda
MDA-MB-231 ve MCF10A hiicreleri igin sirastyla %10 DMSO ve %7.5 DMSO igeren
kiiltiir medyasinda dondurularak dnce -80 °C’de bir gece bekletildi. Ardindan hiicreler -196
°C’deki s1v1 azot tankinda saklandi. Tez ¢aligmalarinda deneyler s1v1 azot tankinda stoklanan
bu hiicreler ¢oziilerek yapildi. Tiim tez boyunca kullanilan hiicrelere ait pasaj numaralari

MDA-MB-231 i¢in 12 ve MCF10A igin 9’dur.

2.2.2. Dondurulan Hiicrelerin Coziilmesi

Dondurulan hiicreler ¢oziiliirken, tanktan alinan tiipler 37 °C’deki su banyosunda 2-3
dakika c¢oziilmesi i¢in inkiibe edildi. Coziinen hiicreler taze kiiltiir medyas1 icerisine

aktarildiktan sonra santrifiij edilerek DMSO’dan uzaklastirildi.

2.3. Astaksantin Molekiilii icin Ana Stok Hazirlanmasi

Tez galismalarinda kullanilan Astaksantin (ATK) molekiilii (SML0982-50MG)
Sigma-Aldrich’ten satin alindi. Kullanilan Astaksantin > 97% HPCL safligina sahiptir ve
Blakeslea trispora’dan elde edilmistir. Astaksantinin DMSO igerisindeki ¢Oziiniirligii 1
mg/ml’dir. Deneylerde kullanmak iizere 1 mM ATK hazirlandi, alikotland1 ve kullanima

kadar oda sicakliginda muhafaza edildi.

2.4. Astaksantin Muamelesi Sonras1 MTT ile Sitotoksisite Tayini

Astaksantinin 0, 5, 10, 25, 50 ve 100 uM dozlarinda sitotoksisite deneyleri MTT (3-
[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2-5-diphenyltetrazolium  bromiir, 5 mg/ml) metoduyla
yapilmustir. Deney 24, 48 ve 72 olmak tlizere 3 farkl saat i¢in diizenlendi. Her bir doz i¢in

en az li¢ deney i¢i tekrar hazirlandi. Her bir deney bagimsiz olarak ii¢ kere tekrar edildi.

e Hiicreler, 96 gozlii plakalara, her kuyu basina 10.000 hiicre olacak sekilde ekildi
ve 37 °C etlivde %75 konfluent oluncaya dek inkiibe edildi.

e Hiicreler istenilen konfluentlige ulastiginda 0, 5, 10, 25, 50 ve 100 uM dozlarinda
ATK ile muamele edildi ve 37 °C’de %5 COz igeren etiivde inkiibe edildi.
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e Inkiibasyonlardan sonra, kuyucuklardaki ATK iceren medya uzaklastirildi ve her
bir kuyucuga 10 uL MTT igeren taze medya ilave edildi.

e Hiicreler 4 saat boyunca 37 °C’de %5 CO2’de inkiibe edildi.

e Inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuga 200 uL DMSO eklendi ve gece boyunca
oda sicakliginda sallayici tizerinde inkiibe edildi.

e Iinkiibasyonun ardindan renk degisimi 6nce mikroskop altinda gézlendi, ardindan

mikroplaka okuyucu kullanilarak 570 nm’de absorbans 6l¢iildii.

2.5. SPSS Analizi

ATK muamelesinden sonra belirlenen doz ve zaman sonuglarina ait absorbans
degerleri tek bir Excel dosyasi altinda birlestirildi. Hiicre canliliklar1 kontrole gore bagil
olarak hesaplandi ve cizilen canlilik grafigi tizerinden ICsp degerleri hesaplandi. Hiicre
canliligina ait veriler SPSS programina aktarildi ve istatiksel olarak hangi doz ve zamanin

anlamli oldugunu belirleyebilmek i¢in UNIANOVA testi uygulandi.

2.6. Astaksantinin Hiicre Siklusu Uzerindeki Etkisinin Akim
Sitometrisi ile Belirlenmesi

Hiicre dongiisii analizi MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinin ATK belirlenen
konsantrasyonlariyla muamele edildikten sonra propidyum iyodiir (PI) (Sigma Cat #P4170)
ile boyanmasiyla analiz edildi. Hiicre dongiisii analizindeki metot, hiicrelerin G2/M fazinda
icerdigi DNA miktarinin, G1 fazindakinden 2 kat1 fazi olmasina dayanir. PI ile boyanan
hiicreler, G2/M fazinda, G1 fazinda verdiginin iki kat1 fazla 1s1ma verirler. Deneyde
Astaksantinin 0, 5 ve 10 uM dozlar1 kullanildi ve deney 48 saat igin diizenlendi. Analiz BD

Biosciences, Accuri C6 akim sitometri cihazi kullanilarak gergeklestirildi.

e Hiicreler 5x10° olacak sekilde T-25 flasklara ekildi ve 24 saat boyunca 37°C ve
%5 COz2 sahip kiiltiir ortaminda inkiibe edildi.

e 24 saat sonra hiicreler lizerindeki kirli medya icerigi atildi1 ve hiicreler 4’er mL
PBS ile yikandi.

e Hiicrelere astaksantinin son konsantrasyonu 5 ve 10 uM olacak sekilde muamele
yapild1 ve hiicreler 48 saat boyunca 37°C ve %5 COq sahip kiiltlir ortaminda
inkiibe edildi.
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Inkiibasyon sonrasinda hiicreler iizerindeki ilag igeren kirli medya uzaklastirildi
ve flasklar 4’er mL PBS ile yikandiktan sonra hiicreler ile muamele edildi.
Tripsinizasyon islemi 37°C ve %5 COq igeren etiivde 5 dakika uygulandi. 5
dakika muamele sonrasinda tripsin aktivitesini inhibe etmek icin flasklara taze
medya eklendi.

Tiim hiicre ve medya igerigi 15 mL’lik falkonlara aktarildi ve 230xg’de 5 dakika
santrifiij edildi.

Santrifiijiin ardindan siipernatant uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile 3 kez yikanda.
Her bir yikamada hiicreler 230xg’de 5 dakika santrifiij edildi.

Son yikama sonrasinda hiicreler 1:1 oraninda tripan mavisi ile boyanarak
otomatik sayicida hiicre sayimi gergeklestirildi.

Hiicre sayimi sonrasinda her bir doza ve saate ait 1.0x10° hiicre, hiicre dongiisii
analizi i¢in fikse edilmek iizere 1.5 mL’lik ependorflara aktarildi. Ayrica 1.0x10°
hiicre de qPCR c¢aligsmalarinda kullanilmak {izere RNA izolasyonu i¢in ayni1 bir
ependorfta toplandi.

Pellet 300 uL soguk PBS ile iyice ¢oziildiikten sonra, her bir ependorfun iizerine
onceden -20°C’de sogutulmus %100 EtOH eklendi ve hiicreler +4°C’de gece
boyu fikse edildi.

Gece boyu fikse edilen hiicreler 850xg’de 5 dakika santrifiij edilerek lizerindeki
ethanol ve PBS igeriginden temizlendi.

Hiicre pelleti 50 nL RNaz (100 pg/mL) ile 15 dakika boyunca 37°C’de muamele
edildi. RNaz muamelesinden sonra 230xg’de 5 dakika santrifiij edildi.

Her bir hiicre pelletinin iizerine 200 pL Pl (50 pg/mL) eklendi ve hiicrelerin
boyanmasi i¢in 30 dakika +4°C’de bekletildi.

PI ile boyanan hiicreler 230xg’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra akim
sitometrisinde analiz edilmek iizere 500 pL PBS icerisine alindi.

Akim sitometrisinde her okumada 40.000 hiicre sayildi.



3. BULGULAR

3.1. Molekiiler Docking Calismalari

Tablo 1. FDA onayli CDK7 inhibitérlerinin ve Astaksantinin CDK7’yi inhibe etme

potansiyellerinin baglanma enerjilerinin AutoDock4.0 programi ile

molekiiler yerlestirme sonucunda karsilagtirmali listesi

1UA2 Hidrojen Bag1i 6XD3 Hidrojen Bag
Inhibitor Baglanma Sayisi Baglanma Sayisi
Molekiiller Enerjisi Enerjisi

(Kcal/Mol) (kcal/mol)
LY 34051505 -9,2 2 -7,5 1
LDC4297 -9,6 3 -8,4 5
BS181-HCL -7,8 3 -8,4 3
Samuraciclib -9 3 -8,3 1
THZ1 -10,2 4 -10 1
THZ1-HCL -10,2 4 -9,6 1
THZ2 -9,8 2 -9,2 1
YKL-5-124 -9,4 2 -9,1 2
Astaksantin 9,1 2 -9,6 2

Yapilan karsilastirmali degerlendirmeler neticesinde; ATK bilesiginin 1UA2 ve 6XD3

3D yapilar lizerinde ATP baglanma bolgesine diisiik baglanma enerjileri varliginda sirasiyla
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-9,1 ve -9,6 kcal/mol yiiksek baglanma afinitesi gosterdigi ve ATK’nin giiclii bir CDK7
inhibitdrii olma potansiyelinde oldugu tespit edilmistir. Docking ile yapilan molekiiler
yerlestirme sonucu astaksantinin CDK7 {izerindeki inhibisyon potansiyeli BIOVIA
Discovery Studio programi kullanilarak gorsellestirilmistir. CDK7’nin 1UA2 monomerik
yapisina ATK nin molekiiler yerlestirme ile hedeflenmesi sonucunda elde edilmis sonuglara

dair ilgili gorseller Sekil 9°da verilmistir.
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- Conventional Hydrogen Bond [:] Pi-Alkyl

Sekil 9. AutoDock4.0 tabanli molekiiler docking ¢alismalar1 sonunda belirlenmis 1UA2
(CDKT7)-ATK kompleksine ait molekiiler yerlestirme

Bu etkilesim esnasinda olusmast muhtemel biyokimyasal enzim-ligand
etkilesimlerinin sematize edilmis 2 boyutlu goérseli Sekil 11°de verilmistir. Astaksantin
bilesiginin CDK?7 apoprotein yapisinda etkilesime girdigi amino asit rezidiileri, Sekil 10
tizerinde etiketlenmistir. 2 boyutlu gorseli lizerinden yapilan incelemelerde, Astaksantin
eksternal oksijeni ile Hidroksil grubunun Met94 rezidiisii ile 2 hidrojen bagi olusturma

yeteneginde oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 10. 1UA2-ATK Enzim-ligand kompleksine ait biyokimyasal etkilesimlerin sematize
edilmis 2 boyutlu gorseli

Yapilan molekiiler yerlestirme sonucu bu etkilesim esnasinda olugmasi muhtemel
biyokimyasal enzim (6XD3)-ligand etkilesimlerinin sematize edilmis 2 boyutlu gorseli Sekil
11’de verilmistir. Astaksantin bilesiginin CDK7 apoprotein yapisinda etkilesime girdigi
amino asit rezidiileri, sekil tizerinde etiketlenmistir. Astaksantin ligandinin CAT
kompleksinin aktif bolgesindeki yerlesimi ve eksternal oksijeni ile Hidroksil grubunun aktif
bolgede konumlu Met94 rezidiisii ile 2 hidrojen bagi olusturma yeteneginde oldugu tespit

edilmistir (Sekil 11).
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Sekil 11. AutoDock4.0 tabanli molekiiler docking ¢alismalar1 sonunda belirlenmis 6XD3
g
(CDKTY)-Astaksantin kompleksine ait molekiiler yerlestirme gorseli

Acceptor B

Sekil 12. 6XD3-ATK Enzim-ligand kompleksine ait biyokimyasal etkilesimlerin sematize
edilmis 2 boyutlu gorseli

3.2. MTT ile Sitotoksisite Tayini Deneyi ve SPSS Analizi

Astaksantinin MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerindeki sitotoksik etkisi daha 6nce
Bolim 2.4 (Astaksantin Muamelesi Sonrast MTT ile Sitotoksisite Tayini)’de detaylica
aciklanan MTT analizi ile degerlendirildi. MDA-MB-231 (Sekil 13A) ve MCF10A (Sekil
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13B) hiicrelerinin canliliginda astaksantin muamelesinden sonra gozlenen diisiis ICso degeri

ile ifade edildi.

Sekil 13. Astaksantinin meme kanseri hiicreleri (A) ve normal hiicreler (B) tizerindeki
sitotoksik etkisini gosteren % hiicre canlilig1 grafigi

MDA-MB-231 hiicresinde 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri i¢in ICso degeri
strasiyla 18.21 uM, 12.50 uM ve 9.89 uM olarak hesaplandi. MCF10A hiicrelerine ise ICso
degeri 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri i¢in 25.56 uM, 15.22 uM ve 12.92 uM olarak
hesaplandi. Bu sonugclar neticesinde astaksantinin meme kanseri hiicrelerini, saglikli meme
hiicrelerine kiyasla daha diisiik bir konsantrasyonda oldiirdiigii selektif indeks (SI)
parametresi ile yapilan analizler ile ortaya konmustur. Selektif indeks ICsp, normal hiicre /
ICs0 kanser hiicresi formiilii ile hesaplanmaktadir. Bu formiile gére MDA-MB-231 meme
kanseri hiicreleri i¢in SI degeri 24 saat inkiibasyon siiresi i¢in 1.40 (MCF10A ICs50=25.56 /
MDA-MB-231 1C5=18.21), 48 saat inkiibasyon siiresi i¢in 1.21 (MCF10A 1Cs50=15.22 /
MDA-MB-231 IC50=12.50) ve 72 saat inkiibasyon siiresi i¢in 1.30 (MCF10A 1Cs50=12.92 /
MDA-MB-231 1C50=9.89) olarak hesaplanmuistir.

Her iki hiicre icin astaksantinle yapilan 2 tekrarlik MTT sonuglarina ait absorbans
Olctimleri tek bir Excel dosyasinda birlestirildikten sonra hiicre canlili§i belirlendi.
Belirlenen hiicre canliliklar1 SPSS programu ile analiz edildi. Sekil 14’de meme kanseri
hiicre hattt MDA-MB-231"e artan konsantrasyonlarda astaksantin muamelesinin 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon siirelerindeki hiicre canliliginin SPSS analizlerine ait grafik verilmistir.

Bu analizlere gore astaksantinin tiim inkiibasyon siireleri i¢in 25 uM konsantrasyonun
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MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde sitotoksik etki yarattigi belirlenirken, 10 uM

konsantrasyonunda hiicrelerin canliligini korudugu ancak artan dozlarda hiicrelerin giderek

Olmeye bagladig1 goriilmiistiir.

inkiibasyon
Suresi
(saat)
100,00 W40
W480
O720
80,00
B
& 60,00
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®
40,00
20,00
0,00
0 5 10 25 100
Doz (M)
Error Bars: +/- 1 SE

Sekil 14. Astaksantinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde hiicre canliligi tizerindeki
sitotoksik etkisinin inkiibasyon siiresine bagli olarak degisimini gosteren grafik

Saglikli meme hiicre hatti MCF10A’ya artan konsantrasyonlarda astaksantin
muamelesinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerindeki hiicre canliliginin SPSS
analizlerine ait grafik Sekil 15’de verilmistir. Bu analizlere gore astaksantinin tiim
inkiibasyon siireleri i¢in 50 uM konsantrasyonun MCF10A saglikli meme hiicrelerinde
sitotoksik etki yarattigi belirlenirken, 25 puM konsantrasyonda hiicrelerin canliligini

korudugu 50 uM’dan sonraki dozlarda hiicrelerin 6lmeye basladig1 goriilmiistiir. Neticede
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astaksantinin saglikli hiicrelere kiyasla kanser hiicreleri {izerinde segici sitotoksisiteye sahip

oldugu belirlenmistir.
inkubasyon
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Sekil 15. Astaksantinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde hiicre canliligi {izerindeki
sitotoksik etkisinin inkiibasyon siiresine bagli olarak degisimini gosteren grafik

MDA-MB-231 hiicre hattinin astaksantin ile muamelesi sonucu SPSS istatiksel analiz

veri sonuglart Sekil 16°da verilmistir. Yapilan analiz sonucu segilen ATK doz

konsantrasyonu ve saati dogrulamstir.
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Multiple Comparisons
Dependent Variable: canhlik
LSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference (-
() doz  {J) doz Jj Std. Error Sig Lower Bound | Upper Bound
0 ] 10,2150 4 56810 038 G178 19,8122
10 13,335?' 4 566810 001 89,2394 28,4339
25 60,8100 | 456810 000 51,2128 70,4072
50 80,1617 | 456810 000 70,5644 89,7589
100 35,221?‘ 4 56810 000 756244 94 8189
5 0 -10,2154}' 4 566810 038 -19,8122 - 6178
10 86217 456810 075 - 8756 18,2188
25 50,5950° | 456810 000 40,9978 60,1922
50 69,945?1 4 56810 ,ooo 60,3494 79,5439
100 ?5.005?' 456810 000 654094 B84 6039
10 0 -13.336?' 4 56810 00 -28,4338 -8.2394
5 86217 | 456810 075 -18,2189 9756
25 41,9?33' 4 56810 ,ooo 323761 51,5706
3 50 51.3251}‘ 4 56810 000 51,7278 709222
100 66.3350' 4 566810 000 56,7878 75,9822
25 0 -EU.BWEI" 4 566810 ,000 -70,4072 -51,2128
5 -50,5950° 4 56810 ,ooo -60,1922 -40,94878
10 -41,9?33‘ 4 56810 000 -51,5T06 -32,37T81
50 19.351?' 4 56810 000 9,7544 28,9489
100 244117 | 456810 000 14,8144 34,0089
50 0 vBﬂ,'IIE'I?' 4 56810 i} -89,7588 -70,5644
5 -69,9467 456810 oo -79.5434 -60,3454
10 -61.3250' 4 56810 000 -70,89222 -51,7278
25 -19.351?' 4 56810 ,000 -28,9488 -97544
100 50600 | 456810 283 -4,5372 14,6572
100 0 -55,221?‘ 4 56810 ,ooo -94 81848 -75,6244
5 -?5.005?‘ 456810 000 -84,6039 -65,4094
10 -66.3350' 4 56810 000 -75,9822 -56,7878
25 244117 | 458810 000 -34,0089 14,8144
50 -5 0600 4 566810 283 -14,6572 4 5372
*p<0.05

Sekil 16. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina astaksantin muamelesi sonucu SPSS
istatiksel analizi veri sonuglari

MCF10A hiicre hattinin astaksantin ile muamelesi sonucu SPSS istatiksel analiz veri
sonuclar1 Sekil 17°de verilmistir. Yapilan analiz sonucu segilen ATK doz konsantrasyonu

ve saati dogrulamistir.
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Multiple Comparisons
DependentVariable: canlilik
LSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference (-

M doz (J)doz J Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound

0 5 11,6550 701304 J14 -3,0789 26,3889
10 18,6567 701304 016 3,8228 33,3905
25 357817 701304 Jooo 21,0478 50,5155
50 68,7750 701304 Jooo 54,0411 83,5089
100 72,6300 | 7,01304 000 57,8961 87,3639

5 1] -11,6550 701304 14 -26,3888 30789
10 7,0017 7,01304 a3 -7,7322 21,7355
25 241267 7.01304 003 59,3028 38,8605
50 57,1200 7,01304 Jooo 42 3861 71,6539
100 60,9750 7,01304 Jooo 46,2411 75,7089

10 o -18,6567 7.01304 016 -33,3905 -3,8228
5 -7, 0017 7.01304 33 -21,7355 7, 7322
25 17,1250 7,01304 025 2,391 31,8589
50 50,1183 7.01304 Jooo 35,3845 64,8522
100 539733 7,01304 Jooo 35,2385 68,7072

25 o -35,7817 7,01304 Jooo -50,6155 -21,0478
5 24,1267 7.01304 003 -38,8605 -8,3828
10 17,1250 7,.01304 025 -31 8589 -2,3511
50 32,8933 7.01304 ,Jooa 18,2595 47 7272
100 36,8483 7.01304 Jooo 221145 51,5822

50 o -68,7750 7.01304 Jooo -83,50849 -54 0411
5 571200 701304 ,ooo -71,8539 -42, 3861
10 -501183 7,01304 Jooo -64,8522 -35,3845
25 -32,9933 7,01304 Jooo -47,7272 -18,2585
100 38550 701304 589 -10,8789 18,5889

100 ] -72,6300 7.01304 Jooo -87,3639 -57 8961
5 -60,9750° 7,01304 ,Jooo -75,70849 -46,2411
10 -53,9733 7.01304 Jooo -68,7072 -39,2395
25 -36,8483 7,01304 Jooo -51,5822 -221145
50 -3,8550 7,01304 589 -18,58849 10,8789

*p<0.05

Sekil 17.MCF10A meme kanseri hiicre hattina astaksantin muamelesi sonucu SPSS

istatiksel analizi veri sonuglari




32

3.3. Astaksantinin Hiicre Siklusu Uzerindeki Etkisinin Akim
Sitometrisi ile Belirlenmesi

Astaksantinin MDA-MB-231 ve MCF10A hiicre hatlarinda, hiicre dongiisii izerindeki
etkisi yapilan akim sitometrisi analizi ile belirlendi. Deneyde kontrol grubuna ek
astaksantinin 5 uM ve 10 uM dozlar1 kullanildi ve inkiibasyon siiresi 48 saat olarak
belirlendi. Inkiibasyon sonrast MDA-MB-231 hiicrelerine ait mikroskop goriintiileri Sekil
18’de, MCF10A hiicrelerine ait mikroskop goriintiileri ise Sekil 19°da verilmistir.

5uM 10 uM

6.84x109 hiicre 6.015x106 hiicre 5.29x108 hiicre

Sekil 18. MDA-MB-231 hiicrelerinin ATK’nin 0, 5 ve 10 pM artan dozlari ile 48 saat
inkiibasyonu sonras1 mikroskop goriintiileri

5uM 10 uM

3.55x108 hiicre 3.11x108 hiicre 2.47x106 hiicre

Sekil 19. MCF10A hiicrelerinin ATK’nin 0, 5 ve 10 uM artan dozlari ile 48 saat
inkiibasyonu sonrasi mikroskop goriintiileri
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Hiicrelere ait sonuglar ModFit 3.0 Verity yazilimi kullanilarak analiz edildi ve analiz
sonuclart Sekil 20 ve Sekil 21°de verildi. Hiicre dongiisiiniin akim sitometresi ile analizi

sonucuna ait veriler Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. MDA-MB-231 ve MCF10A hiicrelerinin astaksantinin ile 48 saat muamelesi
sonrast hiicre dongiisii analizi sonuglari

Kontrol 5uM 10 uM
GO0/1 Evresi 54.84 % 71.62 % 73.36 %
MDA-MB-231 S Evresi 30.39 % 16.56 % 20.78 %
G2/M Evresi 17.77 % 11.81 % 5.83%
GO0/1 Evresi 41.89 % 52.64 % 58.77 %
MCF10A S Evresi 36.21 % 33.59 % 24.61 %
G2/M Evresi 21.90 % 13.77 % 16.62 %

Akim sitometrisinden elde edilen yukaridaki sonuglar gosterdi ki; MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hatti lizerinde (5 ve 10 puM konsantrasyonlarda) test edilmis ATK
muamelesi, GO0/G1 fazindaki hiicrelerde artisa, S ve G2/M fazlarindaki hiicre
popiilasyonunda azalmanin eslik ettigini géstermistir (Tablo 2). Bu sonuglar ATK'in G0/G1
fazinda hiicre dongiisiiniin durmasina neden oldugunu ve hiicre dongiisiliniin ilerlemesini
geciktirdigini gostermistir. Bu durum, ATK’nin kanser hiicrelerinin bdliinmesini CDK7
inhibisyonu iizerinden yavaglattigini bu sayede antitiimdr etkisini bu yolak iizerinden de
gerceklestirdigine isaret etmektedir (Sekil 20).

Benzer sekilde; MCF10A saglikli hiicre hatti tizerinde iki farkli konsantrasyonda
gerceklestirilmis ATX muamelesinin, hiicrelerin biiyilk ¢ogunlugunun GO/G1 fazinda
duraksamalarini saglamis ve bir sonraki hiicre siklusuna gecislerini geciktirdigi anlagilmistir

(Sekil 21).
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Sekil 20. MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinin ATK bilesigi ile 48 saat muamelesi
sonrast hiicre dongiisii analizi A) Kontrol grubu B) 5 uM ve C)10 uM ATK
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Sekil 21. MCF10A hiicre hattinin ATK bilesigi ile 48 saat muamelesi sonrasi hiicre
dongiisii analizi A) Kontrol grubu B) 5 uM ve C)10 uM ATK

Hiicre dongiisiisii deney verileri degerlendirildiginde, Astaksantinin hem kanser
hiicrelerinde hem de saglikli hiicrelerde G1 fazindaki hiicre popiilasyonunu arttirdigi

belirlenmistir.



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarla; bilinen en yiiksek antioksidan potansiyeline
sahip karotenoidlerin bir tiirevi olan Astaksantinin, meme kanseri tizerindeki potansiyel anti-
proliferatif etkisi ortaya koyulmustur. Yapilan in silico analizlerle, ATK nin test edilmis 2
farkli CDK7 kristal yapisina diisiik baglanma serbest enerjisi varliginda yiiksek afinite
gosterdigi belirlenmistir. Bu baglamda Astaksantin ile muamele edilen meme kanseri
hiicrelerinin hiicre dongiisiiniin G1 fazinda 6nemli 6l¢iide duraklatildigi da dogrulanmistir.
Deneysel analiz bulgulari, ATK'nin CDK?7 tizerindeki anti-proliferatif etkisine dair oncii
teorik c¢aligmalarla belirlenmis umut verici sonuglari destekleyici deneysel veriler
saglamistir.

Tez ¢aligmas1 kapsaminda hem saglikli meme hattt MCF10A hem de meme kanseri
hiicre hatti MDA-MB-231, Astaksantinin artan dozlariyla muamele edilerek analizler

gerceklestirilmistir. Calisma ile elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir;

1. Yapilan hiicre canlilik deneyleri (MTT testleri) sonucunda, astaksantinin meme
kanseri hiicresi MDA-MB-231 iizerinde MCF10A saglikli meme hiicrelerine kiyasla
secici sitotoksik etki gosterdigi ortaya konmustur. Daha 6nce bir CDK7 inhibit6rii
olan THZ1’in 100’den fazla kanser tiiriinde yapilan inhibisyon caligmalarinda ICso
degerlerinin 200 nM altinda oldugu ortaya konmusken ATK nin hem MDA-MB-231
hem de MCF10A hiicre hatlarindaki ICso degerinin 9.89 pM ve 12.92 uM’a kadar
diistiigii belirlenmistir (Kwiatkowski vd., 2014).

2. MTT hiicre canlilik deneyleri sonrasi elde edilen verilen SPSS programi kullanilarak
istatiksel analizlere tabi tutulmustur ve bu analizler sonrasinda hem meme kanseri
hiicre hattt MDA-MB-231 hem de saglikli hiicre hattt MCF10A i¢in astaksantinin
proliferasyonu durduran fakat hiicreler i¢in sitotoksik olmayan dozu ve inkiibasyon
saati belirlenmistir. Sonugta, 25 uM’dan yiiksek dozlardaki ATK muamelesinin

meme kanseri hiicreleri iizerinde sitotoksik etki yarattigi goriilmiistiir.

3. Istatiksel olarak analiz edilen ve proliferasyonu durdurdugu diisiiniilen inkiibasyon

siresi ve dozlarda bir deney tasarimi yapilarak hiicre dongilisii analizi
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gerceklestirilmistir. Analizler sonucunda kontrole kiyasla, 5 ve 10 uM dozlart hiicre

dongiisii analizi i¢in etkili dozlar olarak secilmistir.

4. Hiicre dongiisii analizi sonucunda Astaksantinin artan dozlarda hem meme kanseri
hiicre hattt MDA-MB-231 iizerinde hem de saglikli hiicre hattt MCF10A iizerinde

proliferasyonu durduran etkisi 151k mikroskobu altinda gézlemlenmistir.

5. ATK’nin hem meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231 {izerinde hem de saglikli
hiicre hattt MCF10A {izerinde Gl evresindeki hiicre popiilasyonunu artirdigi
gozlemlenmistir akim sitometrisi deneyi ile belirlenmistir. ATK’nin bu sekilde
hiicreleri duraksatip bir sonraki hiicre dongiisii fazina girisini aksattig1 belirlenmistir.
Daha once pan-CDK inhibitorleri olan Alvocidib ve Seliciclib ile yapilan
caligmalardakine benzer olarak hiicre dongiisiinde duraklama meydana geldigi
sonucuna ulasilmistir (Whittaker vd., 2017). CDK?7, diger CDK proteinlerinin
aktivasyonu yoluyla hiicre dongiisiiniin ilerlemesini yonettigi ig¢in, CDK7
inhibitorlerinin  hiicre dongiisiindeki CDK'lerin fosforilasyonunu azalttigi ve
dolayistyla hiicre dongiisii duraklamasina neden oldugu sasirtici bir sonug¢ degildir.
YKL-5-124 inhibitoriiyle yapilan c¢alismada, hiicre dongiisiiniin Gl fazinda
duraklamasina neden oldugu ve CDK2 fosforilasyonunda azalma gozlemlenmistir
(Olson vd., 2019). THZ1 ile yapilan bir baska ¢alismada ise hiicre dongiisiiniin G2/M

fazinda duraklatildigi sonucuna varilmigtir (Chipumuro vd., 2014).

6. Elde edilen tiim sonuglara bakildiginda Astaksantinin yiliksek potansiyelli bir
inhibitdr olabilecegi hem hiicre canlilik deneyleri hem de hiicre dongiisii deneyleri

ile belirlenmistir.

Sonug¢ olarak, ATK karotenoidinin bilinen insan saghgmi destekleyici anti-lipid
peroksidasyonu, anti-inflamatuar, kardiyovaskiiler hastaliklar1 6nleme, anti-diyabetik ve
antikanser etkilerine ilave olarak yeni bir fonksiyonu daha bu galisma kapsaminda
tamimlanmis oldu. Bu baglamda, mevcut c¢alisma ATK'nin hiicre dongiisiini
yavasglatma/geciktirme ve hiicre boliinmesini duraklatma potansiyelini kismen ortaya koyan

ilk ¢alisma olma 6zelligi tagimaktadir.



5. ONERILER

CDK7’nin ATK tabanli inhibisyonu ve yaslanma geciktirici potansiyellerine iliskin
mevcut bulgular, CDK7 bagimli asagi yolak genlerinin ATK muamelesi sonrasi
ekspresyon seviyelerinin analizi i¢inden yapilacak kantitatif PZR (qRT-PCR)
analizlerinden elde edilecek bulgularla desteklenebilir.

. ATK’nin CDK7 CAT kompleksi iizerindeki inhibe edici potansiyellerinin daha
kantitatif olarak ifade edilebilmesi i¢in, bir CDK7 inhibisyon tarama kiti tedarik
edilebilir ve CDK7-ATK etkilesimi sonrasi inhibisyon verileri daha net olarak elde
edilebilir.

. ATK-CDK7 kompleksinin X-ray kristalografi analizi gergeklestirilerek, deneysel
inhibisyon verilerine iliskin yap1 dinamikleri bilgisi ve ATK nin CDK7 baglanma

modu ve biyokimyasal etkilesimleri daha saglikli olarak ortaya konabilir.

. ATK’nin embriyonik gelisim evreleri iizerine etkisi test edilerek, ATK nin hiicresel
siklusu yavaglatma potansiyellerine iligskin hayvan deneyleri gerceklestirilebilir ve bu
baglamda ilk canli deneyleri ile ATK nin yaslanma geciktirici potansiyeli net bir

sekilde ortaya konabilir.
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