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ONSOZ
Bu tez c¢alismasinda, proteozom inhibitdrii olup g¢esitli kanser tedavilerinde
kullanilmakta olan bortezomib bilesiginin topoizomeraz enzimleri ile biyomolekiiler
etkilesimleri arastirilmistir. Bortezomib bilesigi ile topoizomeraz I ve Il enzimlerinin
etkilesimleri in vitro enzim aktivite testleri ile analiz edilmistir. Ayn1 zamanda
bortezomib bilesigi, topoizomeraz I inhibitérii Kamptotesin ve topoizomeraz II
inhibitérii Etoposid ile kombine sekilde uygulandi. Sonu¢ olarak bu ilaglarin tek

basina gosterdikleri inhibisyon etkileri ile kombine etkileri karsilastirildi.

Deneysel calismalar Aksaray Universitesi, Bilimsel ve Teknolojik Uygulama ve

Arastirma Merkezi (ASUBTAM)- Molekiiler Biyoloji Laboratuarinda yapilmustir.

Yiiksek lisans 6grencisi Ciydem TIRINOGLU nun tezi olan “Bortezomib’in Etoposid
ve Kamptotesin Ile Birlikte Okaryotik DNA Topoizomeraz Enzimleri Uzerine in Vitro

2

Inhibisyon Etkilerinin Arastirilmasi adli tez Aksaray Universitesi, Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2013-98 kod nolu ‘’Bortezomib’in karyotik
DNA topoizomeraz I ve II enzimi {iizerindeki in vitro inhibisyon etkisinin

arastirilmasi’” adli proje ile desteklenmistir.
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OZET

BORTEZOMIB’IN ETOPOSID VE KAMPTOTESIN iLE BIiRLIKTE
OKARYOTIK DNA TOPOIiZOMERAZ ENZIMLERI UZERINE iN VITRO
INHIBiSYON ETKILERININ ARASTIRILMASI

DNA topoizomerazlar, DNA yapisindaki konformasyonel degisiklikleri diizenleyerek
DNA replikasyonu, transkripsiyon ve rekombinasyon gibi onemli hiicresel
faaliyetlerin gerceklesmesini saglayan spesifik enzimlerdir. Bu nedenle ¢ok sayida
antikanser ilacin hiicre i¢i hedefi olarak karakterize edilmislerdir. Kamptotesin en iyi
bilinen topoizomeraz | inhibitorii antikanser ilagtir. Etoposid, insan kanserlerinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan giiglii bir topoizomeraz II inhibitoriidiir.
Bortezomib (PS-341) ise ¢esitli hemotolojik kanserlerin tedavisinde kullanilan giiglii
bir proteozom inhibitoriidiir. Bununla birlikte, bortezomib’in topoizomeraz enzimleri
tizerindeki inhibisyon etkisi yeterince aydinlatilmamistir. Bu tez calismasinda,
bortezomib bilesiginin insan topoizomeraz I ve II enzimleri lizerindeki inhibisyon
etkileri arastirilmigtir. Aynmi1  zamanda, proteozom inhibitérii bortezomib ile
topoizomeraz I inhibitérii kamptotesin ve topoizomeraz I inhibitérii olan etoposid
ilaglar;, hem tek baslarma hem de kombine sekilde uygulanmis ve Sonugta
gosterdikleri inhibisyon etkileri karsilastirilmistir.

Bortezomib ve topoizomeraz inhibitorlerinin insan tip I ve tip II topoizomeraz
enzimleri ile etkilesimleri ve kombine ¢aligmalar hiicre disi sistemlerde relaxation
assay kullanilarak arastirilmis ve sonuglar agaroz jel elektroforezinde analiz edilmistir.
Ilaglarm topoizomeraz I ve II enzimleri iizerindeki I1Cso (% 50 inhibisyon
konsantrasyonlar1) degerleri S probit analiz programi kullanilarak hesaplanmaistir.

Sonug olarak, bortezomib’in insan topoizomeraz I enzimi (ICso= 87.11 mM) iizerinde
cok zayif inhibisyon etkisi gosterdigi, insan topoizomeraz II enzimi (ICs0= 1.41 mM)
iizerinde ise giiclii inhibisyon etkisine sahip oldugu bulunmustur. Bizim sonuglarimiz,
bortezomib’in sadece proteozom inhibitdrii olmayip ayni zamanda topoizomeraz Il
inhibitori olarak da etkili oldugunu gostermistir. Bortezomib, kamptotesin ve etoposid
ile kombine uygulandiginda her iki durumda da sinerjik etki gozlenmis ve bu ilaglarin
tek basia uygulandiklar1 zamandan daha diisiik dozlarda arttirilmis etki gosterdikleri
bulunmustur. Bu ilaglarin kombine uygulamalarina ait elde ettigimiz bulgular, kanser
tedavisi i¢in daha ileride Kklinikte kullanilacak olan kombine ila¢ ¢alismalarina 1sik
tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: DNA Topoizomerazlar, Proteozom Inhibitérii, Bortezomib,
Kamptotesin, Etoposid, Ilac Kombinasyonu, Antikanser flaclar.



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF IN VITRO INHIBITION EFFECTS OF
BORTEZOMIB IN COMBINED WITH ETOPOSIDE AND CAMPTOTHECIN
ON EUKARYOTIC DNA TOPOISOMERASE ENZYMES

DNA topoisomerases are ubiquitous enzymes that regulate conformational changes in
DNA topology during essential cellular processes such as replication, transcription and
recombination and for this reason, have been characterized as the cellular targets of a
number of anti-cancer drugs. Camptothecin is the best known topoisomerase |
inhibitor anticancer drug. Etoposide is a potent topoisomerase Il inhibitor that is used
to treat a wide spectrum of human cancers. Bortezomib is a powerful proteasome
inhibitor which used in the treatment of hematological malignancies. However, the
inhibitory effect of bortezomib on topoisomerase enzymes has remained sufficiently
undetermined. In this thesis study, we investigated the inhibition effects of bortezomib
on human topoisomerase | and 1l enzymes both alone and in combination modes with
topoisomerase | inhibitor camptothecin and topoisomerase Il inhibitor etoposide, after
all, their inhibition effects were compared.

The interactions of bortezomib and topoisomerase inhibitors with human type | and
type 1l topoisomerase enzymes and combined studies were evaluated by using
relaxation assay in cell-free systems, and the results were analyzed on agarose gel
electrophoresis. 1Csp values (50% inhibition concentrations) of the drugs on
topoisomerase | and 11 enzymes were calculated using the S probit analysis program.

In the result, bortezomib showed very weak inhibition effect on human topoisomerase
I enzyme (ICso= 87.11 mM). On the other hand, it possesses the strong inhibitory
effect on human topoisomerase Il enzyme (ICso= 1.41 mM). Our results indicated that
bortezomib is effective not only on proteasome but also on topoisomerase II.
Bortezomib showed an increased effect at lower doses with synergistic effect when
used in combination with camptothecin and etoposide than when used alone. Our
findings belongs to combined application of these drugs will shed light to combined
drug regimens that are to be used in further clinic for cancer treatment.

Keywords: DNA Topoisomerases, Proteasome Inhibitor, Bortezomib, Camptothecin,
Etoposide, Drug Combination, Anticancer Drugs.
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1. GIRIS

Kanser; belirli genlerde olusan mutasyonlar sonucu gen ifadesinin miktarinda veya
zamanlamasinda meydana gelen degisiklerle ortaya ¢ikan hiicresel seviyedeki
genetik bir hastaliktir. Kanser saglikli hiicrelerin anormal bir sekilde biiylimesini ve
kontrolsiiz ¢ogalmalarini saglayip, bulunduklar1 dokuyu isgal etmelerine ve viicutta
bulunan dokudan baska dokulara yayilmalarina neden olur. Oliim oraninim yiiksek ve
sik goriilmesi nedeniyle kanser gliniimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan birisidir.
Kanser arastirmalari, hem kanser tedavisi hem de Onlenmesine dayali olarak
yuriitiilmektedir.

Diinya {iizerinde 2012 yilinda 14,1 milyon yeni kanser vakasi meydana gelirken,
bunlarin yaklagik olarak 8,2 milyonu o&liimle sonuglanmustir. Kanserden dolay1
gerceklesen Oliimlerin toplam o6liim vakalarmin %14,1’ini  olusturdugu tespit
edilmistir.

Gegtigimiz 30 yil i¢inde kanser vakasmin sayisi iki kattan daha fazla artmistir. 12
milyon yeni kanser vakasinin 2008’de teshis edildigi, kanserden kaynaklanan 7
milyon oOliimiin oldugu ve kanserli 25 milyon kisinin halen hayatta oldugu
disiiniilmektedir. 2030’ a gelindiginde 27 milyon kanser vakasi, kanserden
kaynaklanan yillik 17 milyon 6liim ve son bes yil i¢inde kanser tanist konmus 75
milyon kisiye ulasilmasi beklenmektedir (Boyle ve Levin, 2008). Tedavi
olanaklarmin gelismesi ve saglik kuruluslarindan yararlanma olanaklarmin artmasi
ile her yil daha ¢ok kanser vakasi teshis edilmektedir. Ayn1 zamanda gelisen
teknolojiile g¢evresel karsinojenlere maruziyetin artis1 kanser teshisi sikligini arttiran
faktorlerdendir. Arastirmalar bir taraftan kanserin molekiiler biyolojisi {lizerinde
calisilirken, diger taraftan da cerrahi ve radyoterapi gibi uygulamalarin yani sira
kemoterapotik ilaglarla yapilan tedavi etkili olmaya ve bu konudaki arastirmalar
hizlanmistir. Kanserin tedavisi ig¢in gerekli olan ila¢ dizaynlarinin dogru, saglikli bir
sekilde yapilmasi ve etkinliklerinin arastirilmasi giiniimiiziin en onemli arastirma

konularmim baginda gelmektedir.



Hiicre ¢ogalmasi i¢in mutlak gerekli olan DNA topoizomeraz enzimleri ise kanser
terapinin en etkin hedeflerindendir. Bu nedenle son yillarda giderek artan
cesitlilikteki topoizomeraz inhibitdrii olan antitiimor aktiviteye sahip ilag tasarimlari
yapilmakta ve etkinlikleri arastirilip, klinikte kullanima sunulmaktadir (Potmesil vd.,
1991 ; Ralph vd., 1994).

Topoizomerazlar, hem prokaryotlarda hem de okaryotlarda DNA replikasyonu,
transkripsiyonu, rekombinasyon, kromozom yogunlasmasi ve ayrilmasi gibi
islemlerde mutlaka bulunmasi gereken ¢ok 6nemli enzimlerdir. Topoizomerazlar
hiicrelerdeki bu hayati 6nemlerinin disinda antimikrobiyal ve antikanser ilaglar i¢in
birinci dereceden sitotoksik olmalar1 bakimindan da 6nem teskil etmektedir. Daha
etkili timor Onleyici ilacglari gelistirilmesi i¢in yeni topo | ve topo Il inhibitorleri
cesitli kanser tiirlerine karsi sitotoksisite yoniinden degerlendirilmistir (Pommier,
2013). Hiicre g¢ogalmasinda gerekli olan topoizomeraz enzimlerinin bu ilaglar
tarafindan kontrolsiiz ve hizli bir sekilde bdliinen kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
durdurup inhibe edecegi diistiniilmektedir (Pindur ve Lemster, 1998).

Giderek artan gesitlilikteki topoizomeraz 1 ve II inhibitorleri, antitimor aktiviteye
sahip ilaglarin tasarimi i¢in yeni bir kaynak meydana getirmistir (Potmesil ve Kohn,
1991; Ralph vd., 1994; Osheroff, 2003). Bu yiizden topoizomeraz inhibitorlerinin
kanser arastirmalar1 icin  Onemi giderek artmaktadir ve yeni uygulamalar igin
kullanabilirligi kabul gormiis enzimler olarak bilinmektedir (Chen vd., 2013).
Kamptotesin (CPT) kalin bagirsak ve yumurtalik kanseri gibi insan tiimérlerinde
Klinik aktiviteleri gosterilmis topoizomeraz 1 hedefli antitimér ila¢ sinifina
girmektedir (Christian, 2003). Etoposide (ETP) ise cesitli tiimorlerin tedavisinde
(6rnegin, kiiclik hiicre akciger kanseri, meme kanseri, l6semi, lenf kanseri, ve germ-
line kanserleri) kullanilan topoizomeraz II inhibitorii bir antikanser ilagtir (Engel vd.,
2004).

Bortezomib (BRT) dipeptid boronik asit analogu olan, antitiimor 6zellige sahip bir
proteozom inhibitoéridiir. Klinikte 6zellikle, hematolojik kanserlerin tedavisinde

yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Boccadoro vd., 2005).



Topoizomerazlarin metabolizmanin siirekliligini saglamadaki gorevleri anlagildikca
saglik alanindaki kullanilabilirliklerinin 6nem ve farkina varilmistir. Kanser
hiicrelerinin gelisiminde topoizomeraz enzimlerinin hiicre i¢indeki ifadelerinin arttig1
g0z Oniine alindiginda, hiicrelerin boliinmesinin durdurulmasi i¢in topoizomerazlar
ilag hedefi olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle topoizomeraz enzimlerinin
caligmasini engelleyecek potansiyel kimyasallarin arastirilmasi ve iiretilmesi, hem
yeni antibiyotiklerin iretimi igin hem de kanser tedavisinde alternatif olarak
kullanimlar1 i¢in kritik bir konu haline gelmistir (Lyu vd., 2007; Rogojina ve Nitiss,
2008; Capranico vd., 2012).

Yapilan bu tez calismasinda; kanser terapide basari ile kullanilan ilaglar olan
bortezomib, etoposid ve kamptotesin’in okaryotik topoizomeraz | ve Il enzimleri
tizerindeki inhibisyon etkileri arastirilmistir. Ayni zamanda, proteozom inhibitorii
bortezomib ile topoizomeraz I inhibitérii kamptotesin ve topoizomeraz Il inhibit6ri
olan etoposid ilaglar1 hem tek baslarma hem de kombine sekilde uygulanmis ve

sonucta gosterdikleri inhibisyon etkileri karsilastirilmistir.



2. LITERATUR OZETIi

2.1. DNA Topolojisi

Yetiskin bir insan viicudu 10 hiicreden olusur ve her hiicrede yaklasik 2 metre
uzunlugunda DNA oldugu diisiiniildiigiinde toplam DNA uzunlugu 2x10*! km olarak
hesaplanabilir.

Prokaryotik genomlar dkaryotik genomlara gore daha az bilgi tasidiklar1 ve kompakt
-intron/ekzon farklilasmast bulunmaz bir yapida olduklar1 i¢in daha kisa olsalar da,
tim prokaryotik ve okaryotik genomlarin hiicre icinde daha az yer kaplamalar1 i¢in
paketlenmeleri gerekmektedir. Ornegin insan genomu diploit yapida yaklasik 6.10°
baza sahiptir. Diger taraftan Escherichia coli (E. coli) bakterisi farkli suslarinda
ortalama 4,6.10° baza sahiptir ve genomu agik halde 1,5 mm uzunluga sahiptir. Bu
genomlar bu kadar biiyiik olmalarina ragmen birka¢ pm genislige sigabilmektedirler.
Bu uzunlukta bir molekiiliin bu kadar dar bir alana sigabilmesi icin DNA’nin diizenli
bir sekilde kendi etrafinda katlanarak bir yap1 olusturmasi gerekir. DNA’nin
olusturdugu bu yapiya DNA siipersarmal yapisi denir (Bates ve Maxwell, 2005;
Pommier vd., 2010).

DNA siipersarmal yapilarinin histon proteinleri tizerinde diizenli olarak sarilmasi ile
niikleozom yapilar1 ve bunlarin da mitoz sirasinda kisalip kalinlagmasi ile kromozom
yapilar1 olusur (Bates ve Maxwell, 2005). Sik1 sekilde paketlenmis hiicresel DNA’da
molekiiliin kendi iizerine sarilmasi ve siiper kivrimli hale gelmesi mantikli
goriinmektedir. Bunun kanit1 hiicrelerden, proteinler ve diger hiicresel bilesenlerden
arindirilarak, izole edilen ¢ogu halkasal DNA molekiiliin yiiksek oranda siiper
kivrimli olmasidir. Bu durum biitiin hiicresel DNA’larda olusur ve her hiicrede
yiiksek oranda diizenlenmektedir. Watson-Crick yapisindaki DNA’da gerilim stresi
yoktur. Bu DNA relaks DNA olarak isimlendirilir. Canli sistemlerde DNA %6

oraninda siipersarmal halindedir (Sekil 2.1).



Sekil 2.1: Relaks ve siiper kivrimli plazmid DNA’lar. Elektron mikrografda en
soldaki molekiil relakstir; soldan saga dogru siiper kivrilma artmaktadir
(Nelson ve Cox, 2004°ten degistirilerek almmaistir).

2.2. DNA Topoizomerazlar

2.2.1. DNA topoizomerazlarin yapilar, fonksiyonlar ve simiflandirilmalan

DNA molekiiliiniin bir topolojik formdan diger topolojik forma doniisiimii biyolojik
olarak bir enzim ailesi tarafindan olur. Bu enzim ailesi, DNA’y1 bir ya da iki
zincirinden kesebilen ve uglar1 tekrar birlestirmeden 6nce DNA’nin sarmal yapisini
acabilen ya da yeniden sarmal yapi olusturabilen ve islevlerine uygun olarak
adlandirilan topoizomerazlardir. Topoizomerazlar, hiicre igerisinde DNA‘nin
topolojik 6zelliklerinden sorumlu enzimlerdir.

Topoizomerazlar, hem prokaryotlarda hemde Okaryotlarda DNA replikasyonu,
transkripsiyonu, rekombinasyon, kromozom yogunlagsmasi ve ayrilmasi gibi
islemlerde gerekli ve dnemli enzimlerdir (Baranello vd,. 2013).

Topoizomerazlar IUPAC adlandirma sisteminde tip I: EC5.99.1.2 (w-protein,
topoizomeraz I) ve tip II: EC5.99.1.3 (topoizomeraz II, giraz) olmak iizere iki alt
gruba ayrilirlar. Topoizomeraz enzimleri DNA’y1, tek iplikten (tip I) veya iki ipligini
de kmrarak (tip II) etki ederler. Tip I DNA topoizomerazlar tek iplik kiriklari
olustururken ATP enerjisine ihtiyag duymadan reaksiyonlarmni saglayabilirler. Tip Il
DNA topoizomerazlar ise ATP ihtiyaci duyan enzimlerdir ve ¢ift iplik kiriklar:

olugturarak islev goriirler.



DNA topoizomerazlar aktif bolgelerinde bulunan tirozin aminoasidi ile DNA
uclarindan birine transesterifikasyon reaksiyonu ile kovalent bag yaparak fosfat
bagin1 koparip etki ederler. Boylece orijinal fosfodiester baginin enerjisi korunur ve
bu enerji zincirin tekrar birlestirilmesi i¢in kullanildigindan ATP harcanmamuis olur.
Ikinci bir DNA esterifikasyonu serbest hidroksil (OH) ucuna sahip DNA ile meydana
gelir ve kovalent degildir. Fosfotirozin bagt DNA’daki kirig1 onarir. Genellikle bu
ikinci reaksiyon orijinal fosfodiester bagmni onarmaktadir fakat bazi kosullarda DNA
topoizomerazlar DNA’nin bir ucunu baska bir DNA ucuna transfer etmek ig¢in
uyarilabilirler (Pommier vd., 2010).

Topoizomeraz enzimlerinin ¢cogunlugunun reaksiyonlarmi gerceklestirebilmeleri i¢in
divalent katyonlara ihtiyag duyarlar. Magnezyum, enzimlerin en ¢ok kullandigi metal
iyon kofaktériidiir. Magnezyum (Mg*?), fosfat igeren enzimlerde kararli kompleksler
olusturur ve ATP metal iyonuyla fizyolojik kosullarda etkilesir. Topoizomeraz
enzimleri Tip | DNA Topoizomeraz ve Tip Il DNA Topoizomeraz olarak ikiye
ayrilr:

Tip | DNA Topoizomeraz; tip 1A, IB ve IC olmak {izere ii¢ smifa ayrilmistir. Smiflar
kendi igerisinde dizi, yap1 ve atomik mekanizma agisindan benzerlikler gosterirler.
Ancak farkli siniflar arasinda herhangi bir dizi veya yap1 benzerligi yoktur. Farkl
ailelerin kesme ve tekrar baglama atomik mekanizmalar1 ise yalnizca ylizeysel
benzerlikler gosterir. Tip | DNA topoizomerazlar; DNA’ nin tek zincirinde gegici
olarak bir kirik olusturup daha sonra, uglardan birini kirilmayan zincir etrafinda
dondiiriirler ve kirillan uglar1 tekrar ligaz aktivitesi ile birlestirerek siiper kivrimh
DNA’y1 relaks hale c¢evirirler. Bu islem i¢in herhangi bir enerjiye (ATP) ihtiyag
duymazlar. DNA‘daki siiper kivrimlarin kaldirilmasi enerji agisindan uygun bir
tepkimedir. Enzim DNA’ya baglanir ve bir zinciri keser. Kesilen DNA zincirine 3'
veya 5' ugtan gegici bir kovalent fosfotirozin bagi ile baglanir (Baker vd., 2009).
Burada meydana gelen reaksiyonun asit-baz tipi oldugu gosterilmistir (Wang, 1996).
Kesilmemis zincirin kesilmis olanin i¢inden gecirilmesinden sonra kirik tekrar
baglanir. Bu islem sonunda (-) siiper kivrim sayisinda bir tane eksilme olur. Bu
islemden sorumlu enzim ailesi tip I DNA topoizomerazlar olarak adlandirilir. E. coli
topoizomeraz | enzimi, (-) stper kivrimli DNA’y1 relaks haldeki DNA’ya
doniistiiriirken, dkaryotik topoizomeraz I enzimleri hem (-) hem de (+) stiperkivrimli

DNA’y1 relaks forma doniistiirebilirler (Pindur ve Lemster, 1998).



Bakterilerde bulunan tip IA enzimlerinin 5' kovalent ara iiriinlerini olusturarak
DNA’y1 enzim kopriisii yolu ile relaks hale getirdigi, Okaryotlar ve viriislerde
bulunan tip IB ve IC’nin ise 3' kovalent ara {iriinleri meydana getirerek DNA’nin
kendi etrafinda donmesi (kontrollii rotasyonla) ile relaksiyonun (Sekil 2.3)
gerceklestigi rapor edilmistir (Baker vd., 2009).

Tip IB topoizomerazlar, dkaryotlar, bakteri, poxvirus de tanimlanmigken, arkeada
yoktur. Okaryotik tip IB molekiilleri tek bir polipeptitten (monomer) meydana gelen
biiyiik, genel olarak 90 kDa’un tizerindeki bir proteinken, viriis ve bakterilerde tip 1B
molekiilleri yaklasik olarak kii¢iikk ve 36 kDa molekiiler agirliktadir. Boyutlarindaki
farkliliga ragmen tiim tip IB molekiilleri genel katalitik mekanizmalar1 ve aktif
bolgelerinin etrafinda benzer katlanmalar1 ile benzerlik tasirlar. Bu benzerliklerin
tirozin rekombinaz ailesinde de olmasi, rekombinaz ve tip IB topoizomerazlar ile tek
bir ortak atadan geldigini ispatlamistir.

Tip IB enzimleri DNA’nim kirik ucunda gecici bir 3'-fosfotirozil kovalent baglanmasi
gerceklestirirler. Hem negatif hem de pozitif siiper kivrimli DNA’y1 herhangi bir iki
degerlikli katyon veya ATP gibi enerji kofaktorii gerekmeksizin relaks hale ¢evirirler
(Pindur ve Lemster, 1998; Baker vd., 2009).

Biitiin tip IB topoizomerazlarin yapisal ve fonksiyonel Ozellikleri ortaktir. Hepsi
yiiksek oranda korunmus olan sekil 2.2°de de gosterilen 5 rezidulu bir aktif bolgeden

(Tyr, Arg, Arg, Lys ve His/Asn) olusurlar.



Sekil 2.2: Insan topoizomeraz I yapisinda yer alan aktif 5 amino asit ve yerinin
gosterilmesi. Tyr723: tirozin, Lys 532 Lys 587: lizin, Arg 488,
Arg490:arjinin, His632: histidin (Chillemi vd., 2007).

Tip IC’nin hem yapisal hem de fonksiyonel olarak diger tip I enzimlerinden
tamamen farkli olmasi1 ve sadece arkealarda bulunmasi bu enzimin yeni bir smnif
olarak kabul edilmesine sebep olmustur (Taneja vd., 2006).
Tip Il DNA Topoizomerazlar; Prokaryotlarda tip ITA ve IIB, 6karyotlarda ise tip Ila
ve tip IIB olmak iizere 2’ye ayrilir. DNA'nin her iki zincirini birden kesip yeniden
birlestirerek DNA’nin topolojisini degistirirler. Bu islem icin ATP ‘ye ihtiyag
duyarlar. Tip 1A grubu topoizomerazlar, ilk olarak Gellert ve ark. (1976) tarafindan
izole edilmistir. Tip IIA grubu enzimler, ikili DNA sarmalinin her iki zincirini gegici
olarak kirdiktan sonra ATP harcayarak baska bir ikili heliksi bu araliktan gegirirler.
Tip 1IB grubu topoizomerazlar ise Bergerat ve ark. (1994) tarafindan tanimlanmustir.
Tip IIA grubu enzimlerinden yapisal olarak farklidirlar. Tip 1B topoizomerazlar tim
prokaryotik tip 1l ler gibi heterotetramer olup, prototipi arkeal DNA topoizomeraz
VI’dir. ATP kullanarak negatif ve pozitif siiper sarmallar1 gevsetirler, sliper sarmal

olusturamazlar ve kuvvetli dekatenasyon aktivitesine sahiptirler (Bergerat vd., 1997).

Tip II topoizomerazlar iginde ilk olarak izole edilmis olan E.coli DNA topoizomeraz
Il ya da Giraz olarak da adlandirilan enzimdir. Bu enzim, pozitif siiper kivrimli
DNA’y1 dnce relaks haldeki DNA’ya, sonra da ATP hidrolizi ile tekrar negatif sliper
kivrimli DNA’ya doniisiimiinii saglamaktadir (Gellert vd., 1976; Pindur ve Lemster,
1998).



Ozetle tip 1l topoizomeraz (Topo Il), transkripsiyon, replikasyon, kromozom

segregasyonu islemlerde esas ve ATP-bagimli bir enzimdir, kanser terapisi igin

onemli bir hedeftir (Daumar vd., 2014).

Okaryotik DNA Topoizomerazlar; Bugiine kadar okaryotlarda bulunan 5 gesit

topoizomeraz enzimi rapor edilmistir (Cizelge 2.1). Bunlar sirasiyla, topo I, topo

o, topo IIIB, bu gruptakiler tip | topoizomerazlardir ve diger grup olan topo Ila ve

topo I enzimleri de tip Il topoizomeraz ailesindendir (Nitiss vd ., 1998).

Cizelge 2.1: Okaryotik DNA topoizomerazlarin siniflandiriimasi ve fonksiyonlar
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Okaryotik DNA Topoizomeraz 1 ; Okaryotik topoizomeraz | enzimi niiklear bir
protein olup, yaklasik %95’ lik kismui ¢ekirdekgik igerisinde bulunur. (Muller vd.,
1985). Topoizomeraz | enzimleri DNA replikasyonu, transkripsiyon ve homolog
rekombinasyonda gorev alir. Enzim, RNA transkripsiyonunun aktif oldugu
bolgelerde yaygin olarak bulunur.

Memeli DNA topoizomeraz I enzimi ilk kez rat karacigerinden, hem pozitif hem de
negatif siiper kivrimli DNA’nin relaks forma doniisiimiinii saglayan 67 kDa
agirhiginda monomerik bir protein olarak bilinmektedir (Chen ve Liu, 1994). Miller
ve arkadaglar1 tarafindan da, HelLa hiicrelerinden ayni aktiviteye sahip olan 100
kDa’luk bir monomerik protein bulunmustur. insan DNA topoizomeraz | enzimi tip
IB enzimidir ve 100 kDa agirliginda, monomer olarak katalitik aktivite gosteren bir
yapidadir. ATP’den bagimsiz bir sekilde DNA’y1 tek zincirinden kirar ve kirilmig
DNA zincirinin 3’ ucuna kovalent olarak baglanarak DNA-topoizomeraz | kesim
kompleksini saglar. Topoizomeraz I’ in katalitik dongiisti; DNA’ya baglanma, kesim,

religasyon ve salmim basamaklarindan meydana gelir (Sekil 2.3).
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/ BAGLANMA SALINIM
Noncovalent Noncovalent
complex complex

' F
\ RELIGASYON f

Covalent Covalent
Intermediate Intermediate

KONTROLLU ROTASYON MEKANIZMASI

Sekil 2.3: insan DNA topoizomeraz I’in katalitik dongiisii
(Champoux, 2001; Wang, 1996, 2002).
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Sekil 2.4: Topoizomeraz I enziminin DNA’ya baglanmasi
(Leppard ve Champoux, 2005).

Baglayic1 ve N-terminal domainin bazi kisimlar1 da rotasyonu etkiler. Bu kisimlar
DNA ile etkilesime girdigi ve hatta enzimin aktif bolgesine uygulanan kiskacin agik /
kapali halleriyle iletisim kurabilen bir sensor olarak rol oynadigi i¢in topoizomeraz |
tarafindan meydana getirilen “kontrollii rotasyon mekanizmasi” ile olusmaktadir
(Sekil 2.4) (Stewart vd., 1998).

Topoizomeraz I’in hiicrede  bircok proteinle direkt etkilesim halinde oldugu
bulunmustur (Cizelge 2.2) (Gilmour vd., 1986; Gilmour ve Elgin, 1987).

12



Cizelge 2.2: Okaryotik topoizomeraz I’ in hiicrede etkilesim i¢inde oldugu proteinler
(Leppard ve Champoux, 2005).

ETKILESEN FONKSIYONU |ETKILESIMDEKI POTANSIYEL

PROTEIN ONEMI

WRN Helikaz Replikasyon, onarim ve
transkripsiyon

PARP-1 Timor supresér | Topoizomeraz | kesim kompleksinin
onarimi

Timor supresor | DNA onarimi, transkripsiyon ve
p53 apoptozis sirasinda DNA

fragmentasyonu

Tiimor supresor | Cekirdekgikte Topoizomeraz I in

pl4ARF aktivasyonunun stabilizasyonu

DNA baglama rDNA intergenik spacer bdlgesine
Niikleolin toplanma; niikleolar bozulmadan

sonra DNA sentezinin inhibisyonu

TATA baglanma |transkripsiyon Transkripsiyon
protein (TBP) faktorii

SUMO E2 Sumolizasyon, lokalizasyon, onarim
UBC9

E3 ligaz Topoizomeraz | ubigutinasyonu ve
Topors degredasyon

RNA-splicing RNA splicing
SF2/ASF faktor
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Aragtiricilar, insan DNA topoizomeraz | cDNA’nin dizisini ¢ikartmiglar ve topl geni
olarak adlandirilan bu genin 20. kromozomun q kolunda (20ql12) oldugunu
bulmuslardir. insan DNA topoizomeraz I ¢cDNA’s1, 765 aminoasitlik bir polipeptiti
kodlamaktadir (Engel vd., 2004).

Okaryotik topoizomeraz I enzimlerinin ¢ogu benzer diziler icermekte ve dort ana
domainden olusmaktadir. Bunlar sirasiyla; N-terminal domaini, g¢ekirdek (core)

domaini, baglayici (linker) domain ve C-terminal domainidir (Sekil 2.5).

Baglayicr  C-terminal

H-terminal domain  Gekirdek doman domain  deomain
H— I

1 215 B36 713 785
Zayf olarak Titksek oranda Layif Foranmmg,
]{I:II'IJ.'I:'II'I:'D.1§, ]{|:|11_'|1m'[|_1§, DL olarak Tr_'.r 723 altaf
yitksek oranda haglanmast igin kormmis  hélgesind igerir
vkl diimensiz, gerekly bir cok

hedefleyicy katahtik di= igerr

sinyaller weny

Sekil 2.5: Insan topoizomeraz I enziminin yapisal domainleri (Champoux, 2001).

N-terminal domaini (1-212 amino asit aras1); zayif olarak korunmus, yiiksek oranda
yiklidiir. Cok diisik oranda hidrofobik amino asit igerir ve biyiik oranda
diizensizdir. Bu bolge dort niiklear lokalizasyon dizisi ve hedefleyici sinyaller
bulundurur.

Cekirdek domaini (213-635 amino asit arasi); yiiksek oranda korunmus ve DNA‘ ya
baglanmasi i¢in gereklidir. Bir¢ok katalitik dizi igerir.

Baglayic1 (linker) domain (636-712 amino asit arasi); diisik oranda korunmustur ve
enzimin katalitik aktivitesi i¢in zorunlu degildir.

C-terminal domain (713-765 amino asit arasi); yiikksek oranda korunmustur ve
DNA‘nin relaks forma doniismesi i¢in mutlak gerekli olan aktif 723. amino asit
tirozin (try723) rezidiisiinii igerir. Bu tirozin amino asidi, DNA’nin 3’ ucu ile enzim

arasinda kovalent bir bag kurar.
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Bu da zincir gegisine izin veren tek zincirli DNA kiriklarinin (nick) olusumuna
neden olur ( Larsen ve Gobert, 1999; Champoux, 2001).

Bu domainlerden ikisinin birbirlerine baglanmasi enzimatik aktiviteyi diizenlerken
kor ve C-terminal domainler in vitroda DNA replikasyonu igin gerekli minimal
gereksinimi gostermektedir (Sekil 2.6). Bu iki domain; dkaryotik Tip | B grubu
enzimleri arasinda iyi korunmus bes aktif bolge amino asit rezidiisiinii i¢erir (Stewart
vd., 1997; Redinbo vd., 1998). Hem kovalent hem de non kovalent bir sekilde
DNA’ya baglanan kisim topoizomeraz I’ in 201-765 aminoasitlik bolgesidir (Stewart
vd., 1998).

A A © B

Core Subdomain I { Core Subdomain IT . ‘\
L€ CoreSubdomainI

Core Subdomain 11
() S—

C-terminal
C-terminal“ _Domain_|
Domain

Sekil 2.6: insan topoizomeraz I enziminin molekiiler yapisi ve ii¢ boyutlu sekli.
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Okaryotik DNA Topoizomeraz Il; Memeli hiicrelerinde, topoizomeraz II’nin iki
izoformu vardir. Bunlar, topoizomeraz Ila (180 kDa) ve topoizomeraz IIf (170
kDa)’dir (Engel vd., 2004).

Topoizomeraz 1l enzimleri DNA replikasyonu, transkripsiyon ve homolog
rekombinasyon gibi kendine &zgii essiz gorevlerinin yani swra  DNA
replikasyonundan sonraki kardes kromotitlerin ayrilmasi, kromozom yogunlagsmasi
ve mitoz esnasinda anafazdan sonraki kromozom ayrilmasinda da gorev almasidir
(Hatsuiker vd., 1998). Topoizomeraz II’ler homodimerler olusturur. ATP‘yi
kullanarak DNA’da ¢ift zincir kiriklar1 meydana getirdikten sonra bu kiriklarmi
DNA zincirlerinin 5° fosforil ucuna baglayarak faaliyet gosterirler. Memeli DNA
topoizomeraz 1l enzimi, ATP-bagimli gevseme (relaxation), digiimleme-¢oziilme
(knotting-unknotting) ve baglanma-kopma (catenation-decatenation) reaksiyonlarini
katalizlemektedir. Sekil 2.7°de  DNA topoizomeraz Il enzimlerinin genel

fonksiyonlar1 gosterilmektedir.

{a)
Cift Eirigam on
Zincitrin Iisnnda
arloadan birle stivil —
{+1 kmmilmasi mesi =}
—_—t e B —_—
i—) (—) -}

O OO

Katenasyvon Dekatenasyon

OO

Sekil 2.7: DNA topoizomeraz Il enzimlerinin genel fonksiyonlari
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Okaryotik topoizomeraz II enzimleri ii¢ yapisal domainden olusmaktadir. Bunlar:
ATPaz domaini, DNA baglanma/ kesim domaini ve C-terminal kuyruk domainleridir
(Sekil 2.8).

DM Baglanmal Eesim Domaitd

I C-terminal karyrak
. 2TPaz domaini Trr ?82 domaini
Insan topa I1 4
- ¢
17 kromozom | 410 7 1171 1531
DA Baglatmar Kesim Domaird 2
| | C-terminal ok
. &TPaz domaind Try 782 domaiti
Insan topo II & |
- | L
3. kromozom 1 34 1153 162k

Sekil 2.8: Insan topoizomeraz 11 enziminin yapisal domainleri (Champoux, 2001).

ATPase domaini (topo Ila i¢in 1-678, topo IIf icin 1-694 amino asit arasi) ;
topoizomeraz Il enziminin katalitik aktivitesi i¢in ATP mutlaka gereklidir. Bu
bolgenin ilk 400 amino asitlik kisminda ATP baglanma bdolgesi vardir. Diger
kisminda da DNA baglanma / kesim domaini bulunur.

DNA baglanma/kesim domaini (topo Ila i¢cin 410-1171, topo IIf icin 410-1183
amino asit arast) ; DNA’ya baglanma ve kesim igin gerekli olan yiiksek oranda
korunmus dizileri igerir. Bu bolge, enzimin katalitik aktivitesini gerc¢eklestirebilmesi
icin gerekli olan 782. aminoasit tirozin (try782) rezidisini igerir. Tirozin
aminoasidi, DNA’nin 5 fosfat ucuna baglanarak DNA ile enzim arasinda kovalent
bir bag olusturur. Bu da zincir gegisine izin veren DNA ¢ift zincir kiriklarmin
olusmasina izin verir (Champoux, 2001).

C-terminal kuyruk domaini (topo Ila i¢in 1172-1531 , topo IIP icin 1184- 1626
amino asit arasi) ; Diger proteinlerle etkilesim ve niikleer hedefleme agisindan

Onemlidir.
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2.3. Kanser Terapide Topoizomerazlarin Rolii

Diinya Saglik Orgiitii’ne gore 2020 yilina kadar her y1l 20 milyon yeni kanser hastasi
olacagi tahmin edilmektedir. Diinya genelinde kanser, kalp damar hastaliklarindan
sonra Olim orani en yiiksek hastaliktir. Kanser olduk¢a kompleks bir hastaliktir,
birbirinden farkli 200°den fazla g¢esidi vardir. Akciger, kolon, prostat, meme en
yaygin olanlaridir ve biitiin yeni vakalarin yarisindan fazlasini olustururlar (Meyers,
2004).

DNA topoizomerazlarin evrimsel olarak korunmasi onlarin hayatsal olarak onemli
bir fonksiyona sahip olduklarini belirtir. DNA‘nin hiicre igerisindeki yapisinin
korunmast bu enzimlerin aktivitesine baglidir ve bu enzimler olmadan DNA
replikasyonu ve hiicre bdliinmesinin olmast miimkiin degildir. Bircok c¢alisma
transforme ve hizla ¢ogalan hiicrelerin yiiksek seviyede topoizomeraz enzimlerini
icerdigini goOstermistir. Bu nedenle topoizomerazlar, ¢esitli antitimor ve
antimikrobiyal ilaglarin ana hedefleri haline gelmistir (Kellner vd., 2000 ; Engel vd.,
2004 ; Rogojina ve Nitiss, 2008; March ve Pommier, 2012).

Giderek artan cesitlilikteki topoizomeraz inhibitorleri, antitimor aktiviteye sahip
ilaglarm tasarimi i¢in yeni bir kaynak olusturmustur (Potmesil vd., 1991 ; Ralph vd.,
1994; Osheroff, 2003). Son yillarda yapilan c¢alismalar aynm1 zamanda
topoizomerazlarin; antifungal, antiviral ve antiparazit ilaglar icin de terapotik
hedefler olabilecegini ortaya ¢ikarmislardir.

Topoizomeraz I hiicre dongiisii sirasinda miktar ve kararlilikta herhangi bir farklilik
gostermez iken, topoizomeraz Il hiicre dongiisiiniin protein seviyesine, ¢ogalma
basamagma bagli olarak S fazinda artis gosterir. Topoizomeraz II’'nin bu 6zelligi
cesitli antineoplastik ilaglar icin bu enzimi 6ncelikli hiicresel hedef haline getirmistir
ve bu antineoplastik ilaclar, yiikksek DNA replikasyon oranina ve ayrica yliksek

topoizomeraz Il seviyesine sahip hiicrelere kars1 daha fazla oldiiriicii etki yaparlar.

2.4. Topoizomerazlari Hedefleyen Antikanser Ilaglarin  inhibisyon
Mekanizmalar

Topoizomeraz aktivitesinin inhibisyonu ile ilgili ¢cok farkli mekanizmalar vardir ve
genel olarak topoizomeraz inhibitorleri iki sinifa ayrilir: (Smf 1) topoizomeraz

zehirleri, (Sinif 2) katalitik inhibitorler.
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Topoizomeraz Zehirleri (Sinif 1); Topoizomeraz zehirleri olarak anilmalarinin sebebi
DNA kiriklar1 olusturarak hiicrede zehir etkisi yaratmalaridir. DNA-topoizomeraz
kovalent kompleksini (cleavage complex) kararli hale getiren ve DNA’da meydana
getirilen gegici kirigm tekrar birlestirilmesine engel olur. Normalde, topoizomeraz-
DNA clevage komplekslerinin dmiirleri kisadir ve kolayca geri doniisebilirler. Fakat
ortamda bir topoizomeraz zehiri oldugunda topoizomeraz-DNA kovalent
komplekslerinin fizyolojik konsantrasyonu o6nemli derece artar ve delesyonlar,
translokasyonlar ve kromozomal insersiyonlar gibi mutajenik olaylar olusmasina
neden olur (Sekil 2.9). Hiicrelerde hasarli DNA’nin (tek ya da ¢ift zincir kirikli DNA
pargalarinin) birikimine baglh olarak da programli hiicre dliimii (apoptosis) dedigimiz
olay meydana gelir (Baguley ve Ferguson, 1998; Osheroff, 2003).

: » et
Kesim olusturmayan kompleks "l
— S
+ topoisomerase I
inhibitérd

3 5 The
Geri doniisiimlii kesim .
.

kompleksi

Replikasyon ¢catalimin geri déniisiimsiiz tutuklanmasa

ve catalin kKkarilmass

Hiicre déngiisiiniin G2 fazind=a
durmas: ve hiicre Sliimii (apoptosis)

Sekil 2.9: Topoizomeraz | zehirlerinin etki mekanizmasi (Chen ve Liu, 1994).
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Topoizomeraz zehirleri olan bilesikler akridinler (acryidines), antrasiklinler
(anthracyclines), aktinomisinler (actinomycins), eliptisinler (ellipticines), alkoloidler
(kamptotesin), epipodofilotoksinler (epipodophyllotoxins), izoflavodinler
(isoflavodins), kinolonlar igerirler. Bu ilaglar enzim-DNA kovalent komplekslerini
stabilize ederler.

Katalitik Inhibitorler (Smif 2); DNA’ya baglanarak ya da topoizomerazlara
baglanarak DNA’nin enzime baglanmasini bloke edebildikleri gibi topoizomeraz
katalitik dongiisiindeki basamaklarin herhangi birini durdurarak DNA’da meydana
gelen sitiper kivrilmalarin, diigiimlerin ya da karisiklarin ¢6ziilmesini onleyerek
mitotik ve mayotik basarisizliklara neden olurlar. Ayrica, topoizomeraz II’nin
katalitik dongiisii sirasinda ATP’nin baglanmasi veya serbest  birakilmasini
engelleyen maddeler de Kkatalitik inhibitorler arasina girmektedir (Fortune ve
Osheroff, 1998 ; Syrovest vd., 2000; Larsen vd., 2003; Kaina, 2003).

2.5. Topoizomeraz Inhibitorii flaglar
2.5.1. Topoizomeraz I inhibitorii ilaclar

Tipl hedefli topoizomeraz zehiri olan ilaglardan en yaygin kullanilan1 Camptotheca
accumita’dan izole edilmis sitotoksik bir alkoloid olan kamptotesindir (Zhang vd,.
2013). 1970’ten beri Okaryotik topo I inhibitorii olarak kanserlerin tedavisinde
kullanilmaktadir.

Kamptotesin, kalin bagirsak ve yumurtalik kanseri gibi insan tiimérlerinde klinik
aktiviteleri gdosterilmis topoizomeraz I hedefli antitimér ilag smifina aittir.
Kamptotesin tiirevleri, kanser terapisinde kullanilan seg¢ici inhibitér olarak bilinir
(Coletta vd; 2013). Ornegin topotekan ve irinotekan gibi kanser tedavisi igin
uygulanan topoizomeraz | (topl) inhibitorleri, dogal alkaloid kamptotesin (CPT)
tiirevleridir. Giiniimiizde, irinotecan (CTP-11) ve topotecan klinik uygulamalar1 ve
aktiviteleri giderek daha iyi karakterize edilen ve en yaygin olarak kullanilan
kamptotesin analoglaridir (Sekil 2.10). Diger klinikte kullanilan kamptotesin
tiirevleri ise 9- amino kamptotesin, 9-nitro kamptotesin, G1147211 ve DX-8951f dir.
Kamptotesin tiirevlerinin ¢ogu gii¢lii topoizomeraz I inhibitorleridir (Takimoto vd.,
1998 ; Christian, 2003 ).

20



OH O
Camptothecin

N—

Topotecan

Sekil 2.10: Topoizomeraz I inhibitorleri.

Kamptotesin, DNA’daki topoizomeraz I kesim bdlgesinin -1 ve +1 baz ciftleri
arasma baglanabilir. Enzim tek zincirde kesim yaptiktan sonra kesilmemis zincirdeki
baglanma bolgesindeki +1 ve -1 niikleotidler arasindaki fosfodiester bagi donerek
kamptotesin’in baglanabilecegi bir yap1 olusturur. Bu nedenle kamptotesin yalnizca
DNA- enzim kompleksine baglanabilir (Sekil 2.11 ) (Rashed ve Rubin, 2003).
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Sekil 2.11: Kamptotesin’in DNA ve topoizomeraz I’e baglanmasi.
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Kamptotesin ve tiirevleri DNA’da tek zincir kiriklar1 ve ¢apraz baglanmalara neden
olurlar. Bu ajanlar DNA- topo | enzim komplekslerine baglanirlar ve enzimin
yeniden baglama aktivitesini inhibe ederek komplekslerin kararliligni artirirlar.

Bu nedenle DNA’da tek zincir kiriklar1 olusturmalar1 yaninda replikasyon ve
transkripsiyon komplekslerinin bu yapilarla karsilasmasi bu kiriklarin ¢ift zincir
kirigina doniismesini saglamaktadir (Sekil 2.12) (Pommier vd., 1998; Stewart ve
Champoux, 2001; Rashed ve Rubin, 2003).
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Topoizomeraz |

Replikasyon
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DNA Topoizomeraz I'in
DNA Kirigi Olusturmasi

3!
I
5 ¢@
Replikasyon
Yot DNA Enzim Camptothecin
Kovalent Kompleksi
3!
5’
Replikasyon DNA Cift Zincir Kinginin
Yon Olusumu
3)

Sekil 2.12: Kamptotesin etki mekanizmasi. Replikasyon sirasinda Kamptotesin
bilesigi DN A-enzim kovalent kompleks olusumuna neden olur.
Replikasyon devaminda olusan DNA ¢ift iplik kiriklar1 olusur.
Topcu, (2001)’den degistirilerek alinmagtur.
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2.5.2. Topoizomeraz Il inhibitorii ilaglar

Tip II topoizomerazlar1 hedefleyen bilesikler, onkolojide ve hematolojide kullanilan
en eski antikanser ajanlaridir. Topoizomeraz I hedefleyen ilaglar, klinik kullanimda
cok etkili olup antikanser tedavisinde, hastaligin stabilitesi ve ilerlemesinin
durdurulmasinda kullanilmaktadir (March ve Pommier, 2012).

Topoizomeraz zehirleri ve bunlarla ilgili bilesikler, kanser terapide en ¢ok Kullanilan
ilaglar arasindadir. Bu bilesiklerden podofilotoksinlerin (etoposid) kanser tedavisinde
uygulanmasi ile ilgili ilk kayitlar 8. yiizyila dayanir.

Topoizomeraz II hedefleyen interkalatif ilaglar arasindan akridin tiirevleri 16seminin
farkli formlarimi tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Bilesiklerden podofilotoksinlerin
(etoposide, teniposide), anthracyclines (doksorubisin, daunorubicin, mitoxantrone)
ve aminoacridine (amsakrin) bazilaridir (Sekil 2.13). Antrasiklin bir antibiyotik olan
amsakrin, sadece kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Doksorubisin bilesigi bir
hidroksil grubu ile dogal bir {iriin olan dounorubisinden ayrilir. Klinik aragtirmalarda
kullanilmakta olup akut myeloid 16semiye kars1 aktiftir fakat toksiktir (Nitiss, 2009).
Antrasiklinler ve epidofil toksinler 1960’dan beri medikal onkolojinin baslica
dayanagi olmus ve sonunda bu ilaglarin hedefi olarak DNA topoizomeraz Il
gosterilmistir. 1950°‘ler de kimyasal modifikasyonla dogal kimyasallarin etkisinin
artirtlmas1 yoniinde yapilan ¢alismalar, (epi-)podofilotoksinlerin 2 tane yar1 sentetik
tiirevinin gelistirilmesi ile sonu¢lanmistir. Bunlar etoposide ve teniposide‘dir. Bu iki
tiirev, podofillotoksinlerden farkli olarak mikrotiibiil topluluklarini inhibe etmez
fakat topoizomeraz II’yi inhibe eder. 1971 ‘de etoposide ve teniposide’in klinik
denemeleri baslamis ve akut myeloid l6semi (AML) , hodgkins hastali§i, non-
hodgkins lenfoma, akciger, mide, meme ve yumurtalik kanserlerinde aktiviteleri
gosterilmistir. Gliniimiizde, etoposide kiigiik-hiicre akciger kanseri ve testis
kanserleri gibi ¢esitli kanserlerin tedavisinde ¢ok yaygin olarak kullanilan
kemoterapotik bir ilagtir. Etoposid, topoizomeraz II’ye baglanarak DNA’nin yeniden
birlesmesini engeller ve ¢ift zincir DNA kiriklar1 olusturarak hiicre dongiisiinii
durdurur (Dogan 1., 2013). Antrasiklinler genis bir kullanim alanma sahiptir.
Bunlardan doxorubicin, lenfoma, akciger kanseri, sarkoma, Kaposi’s sarkoma ve

l6semi tedavisinde kullanilmaktadir.
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Doxorubicinden daha az kardiyotoksik olan epirubicin en son Avrupa’da akciger
kanserinin tedavisi i¢in kullanilmis ve Birlesmis Milletler Gida ve ilag (FDA) drgiitii
tarafindan akciger kanserinin terapisi i¢in onaylanmustir.

Bu ilaglar, topoizomeraz II’ nin, gecici ¢ift zincir DNA kiriklarmin yeniden
birlestirmesi aktivitesini inhibe ederek DNA replikasyonunun devam etmesini geri

doniistimsiiz olarak dnlemektedirler.
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Sekil 2.13: Topoizomeraz II inhibitorleri.

Bir¢ok ¢alismada apoptotik hiicre 6liimiinde topoizomeraz II hedefleyen ilaglarin
iligkisi bildirilmistir. Genel olarak ¢ogalan kanser hiicrelerinde topoizomeraz Il
reaksiyonlar: ile etkileserek etki eden ilaglar S fazinda hiicre dongiisiinii ya da
mitozda kromozom ayrilmasini engellerler (Topcu, 2001).

Tip II topoizomerazlar ayrica katalitik inhibitorler tarafindan da hedeflenir. Bu
kategorideki ilaglar kovalent enzim-DNA kompleksini stabilize etmeden, kesilebilir
kompleksi baskilayarak enzimin katalitik fonksiyonu ile etkilesirler. Buna temel
ornekler kumarinler (coumarins), fostriesin (fostriecin) analoglari, merbaron,

suramin ve topostin’i icermektedir.
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Tip II topoizomerazlarin katalitik inhibitorlerininin etkileri ¢esitli faktorlere baghdir.
Tip I enziminden farkli olarak topoizomeraz II hiicre dongiisii bagimlidir. Bu sebeple
artan topoizomeraz II aktiviteleri ile cogalan hiicreler ilaglara, diger duragan haldeki

hiicrelerden daha hassastir (Topcu, 2001; Rogojina ve Nitiss, 2008).

2.6. Proteozom Inhibitérii Bortezomib

Sentetik bir bilesik olan bortezomib, pirazonik asit, fenilalanin, 16sin ve boronik
asitten olugmaktadir ve molekiiler agirligi 384,24g’dir (Sekil 2.14). Dipeptid boronik
asit analogu olan bortezomib, antitiimor 6zellige sahip bir proteozom inhibitoriidiir.
Daha 6nce PS-341 olarak adlandirilan bortezomib, 2003’te bir proteozom inhibitorii
olarak Velcade ismiyle FDA ( Amerika Gida ve ilag Dairesi) ilk kez Multiple
Myeloma tedavisinde kullanilmaya baglanmistir (Hayashi vd., 2003 ; Paramore ve
Frantz, 2003 ; Adams ve Kauffman, 2004). 2009 yilinda ise lenfoma hastalarinda
tedaviye yanit verdigi rapor edilmistir.

Proteozom; hiicre dongiisii, transkripsiyon, spermatogenez, anjiyogenez, protein
sentezi ve apoptozis gibi birgok cesitli hiicresel olayda gorevli olan proteinleri
yikimini ya da islenmesini saglayarak bu hiicresel mekanizmalara dogrudan veya
dolayli olarak katkida bulunmaktadir. Bundan dolay1 kanser terapisi i¢cin dnemlidir.
Bortezomibin proteozomlar1 inhibe etmesi, hiicre dongiisiiniin durmasina yol acan,
apoptoza neden olan ve anjiyogenezi inhibe eden ¢esitli hiicre sinyal iletim yollarini
bozar. Yapilan c¢alismalar, bortezomibin transkripsiyonel faktor NF-kB’nin
aktivasyonunu inhibe ettigini gostermistir. Bu etkiyi, NF-kB’nin hiicre i¢i inhibitorii
I-kB’nin proteozomal yikimini engelleyerek gergeklestirir. Bortezomib’in apoptozu
indiiklemesi ve proliferasyonu baskilamasi hiicrelerin  kemoterapiye kars1
duyarliliklarinin artmasma neden olur (Blade vd., 2005; Boccadoro vd ., 2005).
Proteozom inhibitrii olan bortezomibin klinikte 6zellikle hematolojik kanserlerin
tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmasi, sonrasinda diger solid tiimorlerin
tedavisinde de kullanilabilecegini gosteren in vitro ¢aligmalarin yapilmasina yol

acmistir.
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Sekil 2.14: Bortezomib bilesiginin kimyasal yapisi. Bilesik dipeptid yapida olup N’
ucunda pirazonik aside bagli sirasiyla fenilalanin ve 16sin bulunur.
Ayrica 16sin C’ ucuna bagh boronik asit bulunur.

Proteozom inhibitorleri ile apoptoz uyarimi normalde ubikiitin/proteozom yolag: ile
yikilmas1 gereken diizenleyici proteinlerin hiicrede birikimi ile olusmaktadir.
Ubikiitin/proteozom yolag1 substratlari; siklinler, myc onkogen proteini, p53 gibi
diizenleyici molekiiller olup bu molekiillerin yikimi, hiicre proliferasyonunun ve
hiicre dongiisiiniin kontrolii ile iliskilendirilmistir.

Apoptoz diizenleyicilerinden biri olan p53, proteozom tarafindan ubikiitinize edilir
ve yikilir. Bir¢ok hiicre tipinde p53 ekspresyonunun artisi da apoptoz uyarici bir
etkendir (Lopes vd., 1997; Zhang vd., 2007). Son yillarda p53’ii ve NF-xB yolagini
aktifleyen kemoterapotik ajanlar hakkinda yapilan ¢ok sayida arastirmaya gore
birbirlerinin fonksiyonlarin1 apoptoza yol acarak veya NF-kB’yi uyararak
etkileyebilecekleri gozlenmistir. Bazi kemoterapdtik ajanlar, p53°ii aktive ederken
ayni zamanda NF-kB’yi baskilamaktadir.

Proteozom inhibitorlerinin NF-kB inhibit6rii olan I-xB proteininin degredasyonunu
engelleyerek NF-kB aktivasyonunu engelledigi yoniinde ¢alismalar yapilmis olup
hiicre dongiisiinde regiilator mekanizmalarla etkileserek bir¢ok siklinin ve siklin
bagimli kinaz inhibitorlerinin degredasyonunu engelledigi One siirtilmiistiir
(Wagenknecht vd., 1999; Von Metzler vd., 2009).

Bortezomib anti-tiimor 6zellige sahip bir proteozom inhibitoriidiir. Bortezomib’in
apoptozu indiiklemesi ve proliferasyonu baskilamas1 hiicrelerin kemoterapi,

radyoterapi ve immiinoterapiye kars1 duyarliliklarinm artmasina da sebep olmaktadir.
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Bortezomib sadece multiple myelomanin tedavisinde degil diger solid ve hematolojik
malignitelerin tedavilerinde ya tek basina ya da kombine terapinin bir pargasi olarak
calisilabilmektedir. Fakat bortezomib tedavisi ile ilgili bazi1 toksik etkileride
gozlenmistir. Buna ek olarak, bortezomib’in solid ve hematolojik tiimorlerin
tedavisinde en az etki gosterdigi bu yiizden kombine tedavilerin gelistirilmesi

gerekmektedir.
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1. Kullanilan Kimyasallar:

Deneylerde, okaryotik enzim kaynagi olarak insan (human) topoizomeraz | ve 1l
enzimi (Inspiralis UK.), substrat olarak %90 siiper kivrimli formda olan pBR322
plazmid DNA’s1 (Inspiralis UK.), ilag olarak Kamptotesin (Sigma), Etoposid
(Sigma) ve Bortezomib (Velcade) kullanilmistir.

Ticari olarak elde edilen pBR 322 plazmid DNA’s1 4361 baz ¢ifti uzunlugunda,
%90’dan daha fazla oranda siiper kivrimli formda ve safligi A260/A280= 1.8 ( DNA
saflik araligi, 1.8 -2.0’ dir) olarak belirtilmistir.

3.2. Insan Topoizomeraz | ve 11 Enzim Aktivite Kontroliiniin Belirlenmesi:
Calismada oncelikle, pBR322 plazmid DNA’ sinin insan topoizomeraz | ve Il
enzimleri araciligiyla relaks forma donistiirilmesi test edilerek enzimlerin hangi
konsantrasyonlarda daha iyi sonug verdigi aktivite kontrolleri yapildi.

Insan topoizomeraz I ve Il enzim aktivitelerinin kontrolii i¢in ;

- enzim miktari,

-substrat konsantrasyonu,

-enzim inkiibasyon siiresi,

-jel konsantrasyonu,

- kullanilacak tampon,

-uygulanan voltaj

-elektroforez siiresi

gibi parametreler bakimindan deney kosullari standart hale getirildi. Cok sayidaki
denemeler sonunda en iyi sonu¢ veren parametreler elde edildi ve biitiin deneylerde

standardize edilmis bu parametreler kullanildi.



3.3. llaclarin Topoizomeraz Enzimleri Uzerindeki Inhibisyon Etkilerinin
Saptanmasi:

Farkli konsantrasyonlardaki ilaglar ile pBR322 plazmid DNA’ si, topoizomeraz | ve
IT enzimleri inkiibe edilip, bilesiklerin topoizomeraz enzimleri lizerindeki inhibisyon

etkileri agaroz jel elektroforezinde analiz edildi.

3.3.1. Topoizomeraz | relaxation assay;

10x assay tamponunun [20 mM Tris.HCI pH:7.5 , 200 mM NaCl, 0.25 mM EDTA,
% 5 glycerol] 1 ul’si;

0.3ug pBR322 plazmid DNA, 3 init topoizomeraz | enzimi ve farkh

konsantrasyonlardaki ilaglar ile toplam hacim 10 pl’ ye tamamlandi.

3.3.2 Topoizomeraz Il relaxation assay;

10x assay tamponunun [50 mM Tris.HCI pH:7.5, 125 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 5
mM DTT, 100 pg/ml albumin, 1 mM ATP]1 ul’si;

0.3ug pBR322 plazmid DNA, 3 {nit topoizomeraz Il enzimi ve farkh
konsantrasyonlardaki test bilesikleri ile toplam hacim 10 pl’ye tamamlanda.

Substrat konsantrasyonu olarak 0.5 pg ve 0.3 pg DNA, enzim miktar1 olarak da 1, 2,
3 ve 4 iinit enzim (topoizomeraz I ve II igin) konsantrasyonlar1 denendi. Substrat
konsantrasyonu olarak 0.3 pg DNA, her iki enzim i¢in de 3 iinit enzim miktarinin
yeterli oldugu belirlendi ve biitiin deneylerde bu miktarlar kullanild.

Substrat ve enzim konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra yukarida belirtilen ayni
deney ortamma test edilecek ilaglarm farkli konsantrasyonu ilave edilerek bu
molekiillerin topoizomeraz | ve II enzimleri tizerindeki inhibisyon etkileri incelendi.
Calismamizda,  etkisi arastirilacak ilaglardan biri olan proteozom inhibitorii
bortezomib, yukarida belirtilen topoizomeraz | ve Il reaksiyon ortamlarina 0.25, 0.5,
1 ve 2 mMkonsantrasyonlarda ilave edildi ve 1Csp inhibisyon degerleri belirlendi.
Topoizomeraz I inhibit6rii olarak kamptotesin kullanildi. Topoizomeraz | reaksiyon
ortamina 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 ve 1 mM konsantrasyonlarda kamptotesin ilave edilerek
etkili olan 1Csp inhibisyon konsantrasyonu belirlendi.

Topoizomeraz II inhibitorii olarak da etoposid kullanildi. Belirtilen topoizomeraz 11
reaksiyon ortamina 0.75, 1.5, 3 ve 6 mM konsantrasyonlarda etoposid ilave edilerek
etkili olan ICsy inhibisyon konsantrasyonu belirlendi. Test edilen ilaglarm hepsi
%50’lik DMSO’da (dimetil siilfoksit) ¢ozildii.
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Reaksiyon tiipleri, hem topoizomeraz I hem de topoizomeraz II igin 37°C
sicakliktaki su banyosunda 1 saat inkiibe edildi. Enzim aktivasyonlar1
tamamlandiktan sonra her bir tiipe 2ul yiikkleme boyasi+durdurma soliisyonu eklendi
ve oOrnekler (asagida belirtilen en iyi sonuglarin elde edildigi parametreler
kullanilarak) ;

-1XTAE (Tris-Asetat- EDTA) tamponu igersinde,

- 45 voltta,

-3 saat siiresince,

-%1’ lik agaroz (Sigma) jelde yiirtitiildii.

Elektroforezler tamamlandiktan sonra, jeller ethidyum bromiir (1pg/ml) ile boyandi

ve UV lambasi altinda DNA bantlar1 gozlenerek jellerin fotografi ¢ekildi.

3.4. Tlaclarin 1Cs, inhibisyon Degerlerinin Hesaplanmasi:

Elektroforezlerden sonra jel analyzer system ile DNA bant yogunluklar1 6l¢iildii ve
her bir ilag i¢cin %50 inhibisyon degeri = ilag ile muamele edilen DNA® nin
yogunlugu / kontrol DNA’ nin yogunlugu x100 formiilii ile hesaplandi. Bilesiklerin
topoizomeraz 1 ve II izerinde %350 inhibisyon etkisi (ICsp) gosterdikleri
konsantrasyonlar, probit programi kullanilarak her ila¢ i¢in elde edilen grafigin
egiminden mM cinsinden hesaplandi. Ayrica bu ilaglar; yukarida belirtilen ayni
reaksiyon ortam ve parametreleri kullanilarak Bortezomib+ Kamptotesin ve
Bortezomib+Etoposid olarak kombine sekilde uygulandi. Sonug¢ olarak bu ilaglarin

tek basina gosterdikleri inhibisyon etkileri ile kombine etkileri karsilastirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Topoizomeraz | Enziminin Aktivite Sonuclar::

Topoizomeraz I enziminin aktivitesi, farkli miktarlarda enzim (1, 2 ve 3 iinit) ve
degisik konsantrasyonlarda substrat (0.2 ve 0.3 pg plazmid DNA) kullanilarak
standart hale getirildi. Sekil 4.1°de 5. ve 6. Kuyucuklardaki jel goriintiisiine gore, (2
ve 3 iinit) enzimin 0.3 pug DNA’y1 tam olarak relaks forma doniistiirebildigi
belirlendi. Bu sonuglara gore, biitiin deneylerde enzim miktar1 olarak 3 {inite enzim

ve substrat konsantrasyonu olarak da 0.3 pg DNA kullanilda.

Nick atilmis
DNA

Relaks DNA

Siiper kiviimh
DNA

Sekil 4.1: Topoizomeraz I enzim aktivitesinin kontrolii.

1. Kuyucuk : 0,2 pg pBR322 plazmid DNA kontrol (enzimsiz
2. Kuyucuk : 0,2 ug DNA + 1 iinite Topo |

3. Kuyucuk : 0,2 ug DNA + 2 {inite Topo I

4. Kuyucuk : 0,3 ug pBR322 plazmid DNA kontrol (enzimsiz)
5. Kuyucuk : 0,3 pg DNA + 2 iinite Topo I

6. Kuyucuk : 0,3 pg DNA + 3 iinite Topo I



4.2. Mlaclarin Topoizomeraz | Enzimi Uzerindeki Inhibisyon Etkileri

2. kuyucukta, 3 iinit topoizomeraz I enzimi 0.3 pg stiper kivrimli formdaki DNA’y1
tamamen relaks hale getirmekte, 5., 6. ve 7. kuyucuklarda, ortama artan (0.25, 0.5
ve 1 mM) konsantrasyonlarda kamptotesin ilave edildigi zaman enzimin katalitik
aktivitesi inhibe olarak DNA relaks hale doniisememekte ve biliylik kismi siiper
kivrimli formda kalmaktadir. Sekil 4.2°de; Kamptotesin’in giiglii bir topoizomeraz I
inhibit6ri oldugu goriilmektedir. Kamptotesin’in topoizomeraz I enzimi tizerindeki

ICs0 (%50 inhibisyon konsantrasyonu) degeri 0.29 mM olarak bulunmustur.

Sekil 4.2: Kamptotesin’in topoizomeraz I inhibisyon etkisi.

1.kuyucuk; 0.3 ng pBR322 plazmid DNA kontrol (enzimsiz
2.kuyucuk; 0.3 ug DNA + 3 iinit topo |

3. kuyucuk; 0.3 ug DNA+ 3 iinit topo I +0.05 mM kamptotesin
4 kuyucuk; 0.3 ug DNA + 3 iinit topo I + 0.1 mM kamptotesin
5.kuyucuk; 0.3 ug DNA + 3 iinit topo I + 0.25 mM kamptotesin
6.kuyucuk; 0.3 ug DNA + 3 iinit topo I + 0.5 mM kamptotesin
7.kuyucuk; 0.3 ug DNA + 3 iinit topo I + 1 mM kamptotesin
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Bortezomib’in  topoizomeraz I enzimi iizerinde ¢ok zayif bir inhibisyon etkisi
gosterdigi gozlenmektedir. 2. ve 3. kuyucukta, 3 iinit topoizomeraz I enzimi 0.3 ug
stiper kivrimli formdaki DNA‘y1 tamamen relaks hale getirmekte, 5. , 6. ve 7.
kuyucuklarda, ortama artan (0.5, 1 ve 2 mM) konsantrasyonlarda bortezomib ilave
edildigi zaman enzimin aktivitesindeki inhibisyonun ¢ok zayif oldugu Sekil 4.3’de
gozlenmektedir. Cilinkii enzim DNA’nin  biiyiik bir kismimi relaks hale
doniistiirebilmis, ¢ok az bir kismi siiper kivrimli formda kalmistir. Bortezomib’in
topoizomeraz 1 enzimi iizerindeki ICsq (%50 inhibisyon konsantrasyonu) degeri
87.11 mM olarak bulunmustur.

Sekil 4.3: Bortezomib’in Topoizomeraz I inhibisyon etkisi

1.kuyucuk; 0.3 pg pBR322 plazmid DNA kontrol (enzimsiz)
2.kuyucuk; 0.3 pg DNA +3 iinit topo I

3.kuyucuk; 0.3 pg DNA +3 iinit topo I

4.kuyucuk; 0.3 pg DNA+ 3 iinit topo I + 0.25 mM bortezomib
5.kuyucuk; 0.3 pg DNA + 3 {init topo I + 0.5 mM bortezomib
6.kuyucuk; 0.3 pg DNA +3 tinit topo I + 1 mM bortezomib
7.kuyucuk; 0.3 pg DNA + 3 iinit topo | + 2 mM bortezomib
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4.3. Topoizomeraz Il Enziminin Aktivite Sonuglari:

Topoizomeraz II enziminin aktivitesi, farkli miktarlarda enzim (1, 2 ve 3 iinit) ve 0.3
pg plazmid DNA kullanilarak standart hale getirildi. Sekil 4.4” deki jel goriintiisiine
gore, (1, 2 ve 3 {nit )enzimin 0.3 pg DNA’yr tam olarak relaks forma
doniistiirebildigi belirlendi. Bu sonuglara gore biitiin deneylerde enzim miktar1 olarak

3 linite enzim ve substrat konsantrasyonu olarak da 0.3 pg DNA kullanild1.

Sekil 4.4: Topoizomeraz Il enzim aktivitesinin kontrolii

1. Kuyucuk : 0,3 ug pBR322 plazmid DNA kontrol (enzimsiz)
2. Kuyucuk : 0,3 ng DNA + 1 iinite Topo II
3. Kuyucuk : 0,3 pg DNA + 2 iinite Topo II
4. Kuyucuk : 0,3 pg DNA +3 {inite Topo II
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4.4. Tlaglarin Topoizomeraz |1 Enzimi Uzerindeki Inhibisyon Etkileri:

Etoposid’in gii¢lii bir topoizomeraz II inhibitorii oldugu goriilmektedir. Sekil 4.5.’de
2.kuyucukta, 3 {init topoizomeraz II enzimi 0.3 pg siiperkivrimli formdaki DNA’y1
tamamen relaks hale getirmekte, diger kuyucuklarda ortama artan (0.75 — 6 mM)
konsantrasyonlarda etoposid ilave edilmis ve 6. kuyucukta goriildiigii gibi 6 mM
etoposid konsantrasyonunda enzimin katalitik aktivitesi tamamen inhibe olarak DNA
relaks hale donlisememekte ve biiyiik kismi siiper kivrimli formda kalmaktadir.
Etoposid’in  topoizomeraz Il enzimi f{izerindeki ICso (%50 inhibisyon

konsantrasyonu) degeri 3.77 mM olarak bulunmustur.

Sekil 4.5: Etoposid’in topoizomeraz II inhibisyon etkisi.

1.kuyucuk; 0.3 pg pBR322 plazmid DNA kontrol (enzimsiz)
2.kuyucuk; 0.3 ug DNA + 3 iinit topo 1T

3.kuyucuk; 0.3 pg DNA+ 3 {init topo II + 0.75 mM etoposid
4.kuyucuk; 0.3 pg DNA + 3 {init topo II + 1.5 mM etoposid
5.kuyucuk; 0.3 pg DNA + 3 iinit topo I + 3 mM etoposid
6.kuyucuk; 0.3 pg DNA + 3 iinit topo II + 6 mM etoposid
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Bortezomib’in topoizomeraz II enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi
gozlenmektedir. Sekil 4.6.’da 2. kuyucukta, 3 iinit topoizomeraz II enzimi 0.3 ug
stiper kivrimli formdaki DNA’yr tamamen relaks hale getirmekte, diger
kuyucuklarda ortama artan (0.25-2 mM) konsantrasyonlarda bortezomib ilave
edilmis ve 6. kuyucukta gorildigi gibi 2 mM bortezomib konsantrasyonunda
enzimin aktivitesi tamamen inhibe olarak DNA relaks hale doniisememekte ve biiyiik
kismi siiper kivrimli formda kalmaktadir. Bortezomib’in topoizomeraz Il enzimi
tizerindeki ICsp (%50 inhibisyon konsantrasyonu) degeri 1.41 mM olarak

bulunmustur.

Sekil 4.6: Bortezomib’in Topoizomeraz II inhibisyon etkisi.

1.kuyucuk; 0.3 pg pBR322 plazmid DNA kontrol (enzimsiz)
2.kuyucuk; 0.3 pg DNA + 3 iinit topo 11

3.kuyucuk; 0.3 pg DNA+ 3 {init topo II + 0.25 mM bortezomib
4 kuyucuk; 0.3 ug DNA + 3 iinit topo I + 0.5 mM bortezomib
5.kuyucuk; 0.3 pg DNA + 3 iinit topo I + 1 mM bortezomib
6.kuyucuk; 0.3 pg DNA + 3 iinit topo I + 2 mM bortezomib
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4.5. Tlaglarin Kombine Uygulamalar:

Bortezomib + Kamptotesin birlikte uygulandiklarinda tek baslarma uygulandiklari
zamana gore inhibisyon etkilerinin daha fazla arttig1 gozlenmektedir. Sekil 4.7°de 2.
kuyucukta, 3 {init topoizomeraz I enzimi 0.3 pg stiper kivrimli formdaki DNA’y1
tamamen relaks hale getirmekte, diger kuyucuklarda, ortama bortezomib ve
kamptotesin birlikte ilave edildigi zaman enzimin aktivitesinin daha giiglii sekilde
inhibe oldugu gozlenmektedir. Daha 6nce, 0.5 mM bortezomib ve 0.1 mM
kamptotesin tek baslarina uygulandiklar1 zaman bu bilesiklerin topoizomeraz I
enzimi iizerinde ¢ok zayif inhibisyon etkisi gdsterdikleri belirtilmis idi (Sekil 4.3 ve
Sekil 4.2°de goriildigl gibi). Fakat, 5. kuyucukta goriildiigi gibi 0.5 mM bort. + 0.1
mM kamptotesin birlikte kullanildiklar1 zaman topoizomeraz I enzimi iizerinde daha

giiclii inhibisyon etkisi gosterdikleri gozlenmektedir.

Sekil 4.7: Bortezomib + Kamptotesin’in topoizomeraz I tizerindeki kombine etkisi.

1.kuyucuk; 0.3 pg pBR322 plazmid DNA kontrol (enzimsiz)

2.kuyucuk; 0.3 ug DNA + 3 iinit topo |

3. kuyucuk; 0.3 ug DNA+ 3 iinit topo | +2mM bort. + 1 mM Kamptotesin
4 kuyucuk; 0.3 ug DNA + 3 tinit topo | + 1 mM bort. + 0.5 mM Kamptotesin
5.kuyucuk; 0.3 ug DNA + 3 iinit topo | + 0.5 mM bort. + 0.1 mM Kamptotesin
6.kuyucuk; 0.3ug DNA +3 {init topo | +0.25 mM bort.+ 0.05 mM Kamptotesin

37



Bortezomib + Etoposid birlikte uygulandiklarinda tek baslarina uygulandiklari
zamana gore inhibisyon etkilerinin daha fazla arttig1 gézlenmektedir. Sekil 4.8” de
2. kuyucukta, 3 iinit topoizomeraz II enzimi 0.3 pg siiper kivrimli formdaki DNA’y1
tamamen relaks hale getirmekte, diger kuyucuklarda, ortama bortezomib ve etoposid
birlikte ilave edildigi zaman enzimin aktivitesinin daha gii¢lii sekilde inhibe oldugu
gbzlenmektedir. Daha 6nce, 1 mM bortezomib ve 3 mM etoposid tek baslarina
uygulandiklart zaman bu bilesiklerin topoizomeraz Il enzimi {izerinde inhibisyon
etkisi gdstermedikleri belirtilmis idi (Sekil 4.6 ve Sekil 4.5°de goriildiigi gibi). Fakat,
5. kuyucukta goriildiigii gibi 1 mM bort. + 3 mM etoposid birlikte kullanildiklar1
zaman topoizomeraz II enzimi iizerinde giicli inhibisyon etkisi gosterdikleri

gozlenmektedir.

Sekil 4.8: Bortezomib + Etoposid’in topoizomeraz II {izerindeki kombine etkisi.

1.kuyucuk; 0.3 pg pBR322 plazmid DNA kontrol (enzimsiz)

2.kuyucuk; 0.3 pg DNA +3 iinit topo 11

3. kuyucuk; 0.3 ug DNA+ 3 tinit topo II + 0.25 mM bort.+ 0.75 mM etoposid
4 kuyucuk; 0.3 ug DNA + 3 iinit topo I + 0.5 mM bort. + 1.5 mM etoposid
5.kuyucuk; 0.3 pg DNA + 3 iinit topo II +1 mM bort. + 3mM etoposid
6.kuyucuk; 0.3 pg DNA + 3 iinit topo I + 2 mM bort. + 6 mM etoposid
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Kanser, giiniimiizde en 6nemli saglik problemlerinden biri olup halen diinyadaki
Oliimciil hastaliklarin basinda gelmektedir. Kanser hastaliginin ortaya ¢ikisindan bu
yana ¢esitliilaglar kullanilmaktadir. Bunlarin bir kisminin yan etkilerinin ¢ok fazla
olusu, bazilarinin ise ilaca karsi diren¢ olusturmalar1 nedeniyle kullanilamamakta;
bunlarin yerine daha etkili, yan etkisi daha az yeni ilaglar gelistirilmeye ¢alisilmakta
ve kombine ilag uygulamalar1 denenmektedir (Da Yong L., 2015., Chou TC,,
2010).

Hiicre ¢ogalmasi i¢in mutlak gerekli olan DNA topoizomeraz enzimleri kanser
terapinin en etkin hedeflerindendir. Topoizomerazlar, hem prokaryotlarda hem de
Okaryotlarda, DNA replikasyonu, transkripsiyonu ve rekombinasyon islemlerinde
olmasi gereken enzimlerdir. Hiicre c¢ogalmasinda  gerekli olan topoizomeraz
enzimlerinin inhibisyonu, kontrolsiiz ve hizli olarak bdliinen kanser hiicrelerinin
cogalmasini durdurabilecektir bu nedenle topoizomeraz enzimlerinin farmakolojik
olarak inhibisyonu 6zel bir ilgi kazanmistir (Pindur ve Lemster, 1998 ; Kellner vd.,
2000 ; Syrovets vd., 2000 ; Engel vd., 2004). Bu nedenle son yillarda giderek artan
cesitlilikteki topoizomeraz inhibitorii olan antitiimdr aktiviteye sahip ilag tasarimlari
yapilmakta ve etkinlikleri arastirilmaktadir (Potmesil vd., 1991 ; Ralph vd., 1994).
Topoizomeraz hedefli ilaglar topoizomerazlarin daha yiliksek seviyede bulundugu
kanser hiicrelerinde daha oldiriici hale gelirler. Hizli biiyiiyen hiicrelerde
topoizomerazlar, genellikle, daha yiiksek seviyede bulunur. Bu nedenle kanser
hiicrelerinde, ilag muamelesi daha fazla DNA kirigi ortaya ¢ikarir ve daha yiiksek
toksisiteye neden olur. Giiniimiizde, topoizomeraz I ve II inhibitorleri klinikte
kullanilan en 6nemli kemoterapoétik ilaglarin basinda gelmektedir.

Bir¢ok ¢alismada proteozom inhibitorii olan bortezomib bilesiginin antikanser etkisi
gosterilmis olup apoptotik yolaklar {lizerindeki etki mekanizmalar1 ¢esitli kanser
tirlerinde arastirilmistir (Wagenknecht vd. 1999; Von Metzler vd., 2009). Fakat
proteozom inhibitérii bortezomib’in topoizomeraz enzimleri tizerindeki inhibisyon

etkileri yeterince galisilmamustir.



Bu tez calismasinda, proteozom inhibitorii olarak cesitli kanserlerin tedavisinde
kullanilan bortezomib bilesiginin topoizomeraz enzimleri ile biyomolekiiler
etkilesimleri arastirilmistir. Bortezomib bilesigi ile topoizomeraz | ve Il enzimlerinin
etkilesimleri in vitro enzim aktivite testleri ile analiz edilmistir. Ayni1 zamanda
bortezomib bilesigi, topoizomeraz I inhibitorii kamptotesin ve topoizomeraz |l
inhibitori etoposid ile kombine sekilde uygulanmis ve sonug olarak bu ilaglarin tek
basina gosterdikleri inhibisyon etkileri ile kombine etkileri karsilastiriimistir.
Topoizomeraz enzimlerinin aktivitesi iizerinde %350 inhibisyon (ICsp) etkisi
gosterebilen bilesikler topoizomeraz inhibitorleri olarak kabul edilmektedir. Bir
bilesigin %50 inhibisyon gosterdigi konsantrasyon degeri ne kadar diisiikse bu
bilesik o kadar giiglii topoizomeraz inhibitoriidir. Cok diisik dozlarda bile
topoizomeraz inhibisyon aktivitesi gosterebilen bilesikler, kanser kemoterapisi igin
daha etkili ilaglar olarak kullanilabilirler. Ciinkii, kemoterapatik ilaglar ancak
organizmanin tolere edebilecegi belli dozlarda uygulanabilmektedir (Larsen vd.,
2003).

Calismamizda, bortezomib’in topoizomeraz I enzimi iizerinde ¢ok zayif bir
inhibisyon etkisi gosterdigi saptanmustir. Bortezomib’in topoizomeraz | enzimi
tizerindeki 1Csp (%50 inhibisyon konsantrasyonu) degeri ise 87.11 mM gibi ¢ok
yiiksek bir deger bulunmustur. Kanser terapi i¢in ilaglarin bu kadar yiiksek dozda
kullanilabilirligi miimkiin degildir. Bortezomib’in topoizomeraz Il enzimi iizerinde
ise glclii inhibitér etkisi gosterdigi bulunmustur. Bortezomib’in topoizomeraz II
enzimi igin ICso (%50 inhibisyon konsantrasyonu) degeri de 1.41 mM olarak
hesaplanmistir. Bu bulgulara gére bir proteozom inhibitorii olan bortezomib’in ayni
zamanda topoizomeraz II inhibitorii olarak da etki gosterdigi belirlenmistir.
Bortezomib ve kamptotesin’in topoizomeraz 1 iizerindeki kombine etkisine
baktigimizda, 0.5 mM bortezomib ve 0.1 mM kamptotesin tek baslarina
uygulandiklar1 zaman bu bilesiklerin topoizomeraz I enzimi {izerinde ¢ok zayif
inhibisyon etkisi gosterdiklerini bulduk.

Fakat, 0.5 mM bortezomib + 0.1 mM kamptotesin birlikte kullanildiklar1 zaman
topoizomeraz I enzimi ilizerinde daha gii¢lii inhibisyon etkisi gosterdiklerini saptadik.
Bortezomib ile kamptotesin’in kombine kullanildiklarinda sinerjik etki gosterdikleri

belirlenmistir.
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Ayn1 sekilde, bortezomib ve etoposid’in topoizomeraz II iizerindeki kombine
etkisine baktigimizda, 1 mM bortezomib ve 3 mM etoposid tek baglarina
uygulandiklart zaman bu bilesiklerin topoizomeraz Il enzimi {izerinde inhibisyon
etkisi gostermediklerini gozlemledik. Fakat 1 mM bortezomib+ 3 mM etoposid
birlikte kullanildiklar1 zaman topoizomeraz Il enzimi iizerinde gii¢lii inhibisyon
etkisi gosterdiklerini saptadik. Burada bortezomib ile etoposid’in topoizomeraz II
inhibisyonu lizerinde sinerjik etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir.

Sonug olarak, bu tez c¢alismasiyla bortezomib’in sadece proteozom inhibitorii
olmayip ayni zamanda topoizomeraz II inhibitérii oldugu bulunmustur. Bunun
yaninda; bortezomib, kamptotesin ve etoposid’in kombine uygulamalarinin tek
basina kullanildiklar1 zamana gore daha etkili olduklar1 saptanmistir. Bu bulgular,
antikanser ilag arastirma ve gelistirme ¢alismalarina yardimei olacaktir. Bu ilaglarin
kombine uygulamalarina ait elde ettigimiz bulgular, daha ileride kanser terapi i¢in

klinikte kullanilacak olan kombine ila¢ denemelerine 151k tutacaktir.
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