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KISALTMALAR

8-OH-Gua:  8-hidroksiguanin

a-0OGG1: a-8-hidroksiguanin DNA glikozilaz

AID: Aksesuar etkilesim belirleyici
AP: Apirimidinik ya da Apiirinik
APE 1: AP endoniikleaz 1

B-OGG1: -8-hidroksiguanin DNA glikozilaz

BER: Baz eksizyon tamiri

BSA: S1g1r serum albiimin

DPBS: Dulbecco’nun Fosfat tamponlu ¢ozeltisi
EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit

FBS: Fetal sigir serumu

FEN1: Flap endoniikleaz 1

KD: Sessizlestirme

LDS: Lityum dodesil siilfat

LP-BER: Uzun yama-baz eksizyon tamir yolagi

mtDNA: Mitokondriyel DNA

MMR: Yanlis eslesme tamit mekanizmasi
Pol v: DNA polimeraz gama

ROS: Reaktif oksijen tiirleri

SDS: Sodyum dodesil siilfat

shRNA: Kisa sag tokali RNA

SN-BER: Kisa yama-baz eksizyon tamir yolagi

TBST: Tween 20- tris tamponlu tuz ¢ozeltisi



OZET

Kanser tedavisinin basarili olmasi normal hiicrelere zarar vermeden segici olarak
tiimor hiicresinin 6ldiiriilmesine baglidir. Bu segici sitotoksisite, DNA tamirine bagl
sentetik letal etkilesimler tizerinden gergeklesebilir. MLH1 ve DNA polimeraz y (Pol
v) arasindaki sentetik letal iliski, MLHI mutasyonunun dolayisiyla yanls eslesme
tamir hasarinin neden oldugu polipsiz kolorektal kanser hiicrelerinin, normal
hiicrelere zarar vermeden tedavi edilmesini, Pol y’nin inhibisyonu ile miimkiin kilar.
Bu calismada, MLH1 proteini bulunmayan kanser hiicrelerine segici sitotoksisite
gosteren kiiciik molekiilleri tespit etmek i¢in, Pol y proteinine dogrudan baglandigini
belirledigimiz Prestwick kimyasal kiitiiphanesi® molekiillerinin MLH1 proteini
bulunmayan (HCT116-VA) ve MLHI-proteini bulunan (HCT116-V1) kanser
hiicreleri iizerine etkisi aragtirllmistir. Kiitiiphanede bulunan 1200 molekiilden 7
molekiiliin Pol y’ya dogrudan baglandig1 yiizey plazmon rezonans analizi ile tespit
edilmistir. Bu molekiillerden Prestw-272’nin MLH1 proteini bulunmayan HCT116
hiicresine (ICso: 5,72 uM) MLH1-proteini bulunan HCT116-V1 (ICso: 36x10° uM )
hiicresine kiyasla daha letal oldugu ger¢cek zamanli hiicre analizi ile tespit edilmistir.
Prestw-272 molekiiliiniin Pol y’nin sessizlestirildigi HCT116-VA hiicresinin
canliligini etkilememesi ama Pol y’nin bulundugu kontrol shRNA-HCT116-VA
hiicresinin proliferasyonunu etkilemesi, bu inhibitoriin etkisinin Pol y’nin hiicresel
fonksiyonu {izerinden oldugunu gostermistir. Bu veriler, MLHI mutasyonu
nedeniyle olusan kanserlerin segici tedavisi i¢in Prestw-272’nin, potansiyel yeni bir

molekiil olarak gelistirilebilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: DNA polimeraz y, MLHI, yanlis eslesme tamiri, baz eksizyon

tamiri, sentetik letalite



SUMMARY

Successful cancer therapy depends on selective killing of tumor cells while sparing
normal cells. This selectivity can be achieved through DNA repair-based synthetic
lethal interactions. The synthetic lethal relationship between MLH1 and DNA
polymerase y (Pol y) indicating that the inhibition of Pol y may have a role for the
selective treatment of nonpolyposis colorectal cancer arising from mismatch repair
deficiency with MLHI mutation without impairing normal cells. In this study, to
identify the small molecules to which MLH1-deficient cancer cells are selectively
cytotoxic, we screened MLHI-deficient (HCT116-VA) and MLHI-proficient
(HCT116-V1) cancer cell lines with the Prestwick Chemical Library compounds that
interact with Pol y protein. Of 1200 molecules, seven lead molecules that directly
bind to Pol y were identified by surface plasmon resonance analysis. Among them
one molecule, called Prestw-272, was found to be selectively lethal to HCT116 cells
(ICs0: 5,72 uM) lacking functional MLH1 compared to MLH1-proficient HCT116-
V1 cells (ICso: 36x10° uM ) by real time cellular analysis. Pol y-depleted HCT116-
VA grown in the presence of 20 uM Prestw-272 were resistant to its antiproliferative
effects, whereas control ShRNA-HCT116-VA cells were highly sensitive to Prestw-
272, suggesting that antiproliferative effect of Prestw-272 is Pol y dependent. These
data suggest that Prestw-272 may be used as a new potential molecule for the

selective treatment of MLH1-deficient cancers.

Key words: DNA polymerase y, MLH1, mismatch repair, base excision repair,

synthetic lethality



1. GIRIS ve AMAC

Kanser tedavisinin basarili olmasi ve kemoterapinin yan etkilerinin minimuma
indirilmesi saglikli hiicrelere zarar vermeden kanser hiicrelerini segici olarak
hedefleyen ilaglarin belirlenmesi ile miimkiin olur. Bu tedaviler yok edilmek istenen
kanser hiicresinin molekiiler ve hiicresel 06zelliklerinden faydalanilarak
gelistirilebilir. Bircok kemoterapotik ajan ve radyasyon sitotoksik etkilerini DNA
hasarin1 indiikleyerek gosterir. Fakat DNA tamir yolaklar1 DNA hasarini tamir
ederek bu hasarin dldiiriicii etkilerinden hiicreyi korur ve bdylece genomik kararlilig
saglar. Bu nedenle, kanser hiicresindeki DNA tamir yolaklar1 kanser tedavisinin
ontinde cok onemli bir engeldir. Kanser tedavisinin etkinliginin DNA tamir yolaklar
inhibe edilerek artirllmasi DNA tamir mekanizmalarii yeni kanser tedavileri icin
umut vadeden bir hedef haline getirmistir. Spesifik DNA tamir yolaklarinin
inhibitorlerinin DNA’da hasar olusturan kemoterapotik ilaglar ile birlikte kanser
tedavisinde kullanilmasi kemoterapdtik ilaglarin etkinligini artirmistir (1-4). DNA
tamir yolaklarinin inhibisyonu kanser tedavisinde umut vadeden bir hedef olmasinin
diger bir nedeni de bazi DNA tamir yolaklariin bazi kanser tiirlerinde aktif
olmamasidir. Bu o6zellik, DNA tamir yolaklar1 icin sentetik letaliteyi (synthetic
lethality) miimkiin kilarak kanser tedavisinde saglikli hiicrelere zarar vermeden
tiimor hiicrelerinin secici olarak hedeflenmesini saglar (5-7).

Tek basina hiicre 6liimiine neden olmayan mutant bir tiimor baskilayict DNA
tamir geni diger mutant bir DNA tamir geni ile birlikte hiicre 6liimiine neden
oluyorsa bu iki gen arasinda sentetik letal iligki vardir (5-7). Son yillarda yapilan
calismalar, mitokondriyel baz eksizyon tamir (BER) yolaginda gorev alan DNA
polimeraz y (Pol vy) ile yanlis eslesme tamirinde (MMR) gorev alan MLH1 proteini
arasindaki sentetik letal bir iliski oldugunu gostermistir (8). Sentetik letal iliski
nedeniyle, MLH1 genindeki mutasyonun neden oldugu polipsiz kolorektal kanser
hiicrelerinde kemoterap6tik ajanlarin neden oldugu DNA hasar1 mitokondriyel BER
yolag: ile tamir edilerek tiimor hiicresinin canliligi saglanmaktadir. DNA tamir
mekanizmalari, DNA hasarina 6zgii olmakla birlikte baz1t DNA tamir mekanizmalari
ayni DNA hasarinin tamir edilmesinde de rol oynar. Ornegin, MMR proteinleri

replikasyon hasarlarinin yan1 sira oksidatif DNA hasarlarmin ve tek zincir



kiriklarinin  tamirinde de rol oynar. Oksidatif baz hasarimi tamir eden temel
mekanizma BER yolagidir. Polipsiz kolon kanser hiicresinde MLHI geni timor
baskilayict gen oOzelligine sahiptir ki bu durumda tiimor hiicrelerinde MLHI
fonksiyonu kaybolurken normal hiicrelerde MLHI geninin en az bir fonksiyonel
alleli kalir. Bu hiicrelerde, Pol y dolayisiyla mitokondriyel BER yolag1 inhibisyonu
hiicre 6liimiine neden olurken saglikli hiicrelerde hiicre 6liimiine neden olmamaktadir
(8). Bu calismanin amaci, Pol y ile MLHI arasindaki sentetik letal iliskiden yola
cikarak, spesifik olarak Pol y proteinine baglanan kii¢iik molekiilleri tespit etmek; bu
molekiillerden MLH1 genindeki mutasyon sonucunda gelisen polipsiz kalitsal kolon
kanser hiicresine (HCT116) secici olarak daha fazla sitotoksisite gosteren molekiilii
belirlemektir. Boylece, kanser tedavisinde ila¢ gelisimine ve yeni ila¢ hedeflerinin

bulunmasina katki saglamaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser ve DNA tamir mekanizmalari

Kanser hiicresinin proliferasyonu saglikli (normal) hiicrelere gore ¢ok daha
hizlidir. Hiicre proliferasyonu hiicre siklusu tarafindan diizenlenir ve bu nedenle,
kanser ilaglar1 ile hiicre siklusu hedeflenerek hiicrenin ¢ogalmasi engellenir. Bu
ilaclar, genellikle DNA hasar1 olusturarak hiicre siklusu iizerine etkilerini gosterirler.
DNA hasar1 ya dogrudan ya da hiicre siklusunun S-fazinda meydana gelen DNA
replikasyonundan sonra siklusun durmasina ve hiicre 6liimiine neden olur. Hiicrenin
S-fazinda hasarli DNA’y1 replike etmeye ¢aligmasi hiicre 6liimiiniin artmasina neden
olur. Bu nedenle, DNA da hasar olusturarak kanser tedavisini saglayan ilaglar
cogalma oOzelligine sahip hiicrelerde daha toksik bir etki yaratir. Fakat kanser
hiicrelerinin sitotoksik DNA hasarmi etkin bir sekilde tamima ve toksik etki
olusturmadan tamir etme Ozellikleri bu hiicrelerin terapétik direncinde anahtar rol
oynar. Bu nedenle, kanser tedavisinin etkinliginin DNA tamir yolaklar1 inhibe
edilerek artirllmast DNA tamir mekanizmalarin1 yeni kanser tedavileri icin umut
vadeden bir hedef haline getirmistir. Spesifik DNA tamir yolaklarinin inhibitorlerinin
DNA’da hasar olusturan kemoterapdtik ilaclar ile birlikte kanser tedavisinde

kullanilmas1 kemoterapdtik ilaglarin etkinligini artirmaktadir (1-4).

DNA tamir yolaklar1 arasindaki sentetik letal iliski (synthetic lethality) saglikli
hiicrelere zarar vermeden tiimor hiicrelerinin segici olarak hedeflenmesini saglar. Tek
basina hiicre 6liimiine neden olmayan mutant bir gen diger mutant bir gen ile birlikte
hiicre dliimiine neden oluyorsa bu iki gen arasinda sentetik letal iligki vardir (5-7).
Ornegin, baz eksizyon tamir (BER) mekanizmasinda gérev alan PARP1 proteininin
inhibisyonu ile mutasyonu meme kanserine neden olan ve homolog rekombinasyon
tamir yolaginda gorev alan BRCA1 veya BRCA2 genleri arasinda sentetik letal bir
iliski vardir. Bu nedenle, PARP1 inhibitérleri BRCA1/BRCA2 mutant meme kanseri
tedavisinde monoterapi (KU-0059436/AZD2281) olarak kullanilmaktadir (8-11).
Ayrica, PARPI1 i¢in bulunan diger bir inhibitor ilag (INO-1001) ise melanoma ve

glioblastoma'nin tedavisinde temozolomid ile birlikte uygulanmaktadir (7). Tablo



I'de DNA tamir proteinleri arasindaki sentetik letal iliski sonucunda klinikte

denemede olan baz1 kanser ilaglar1 6zetlenmistir (11).

Tablo 1. Klinik denemelerdeki sentetik letalite ilaglar1 (11).

Iniparib (BSI-201) PARP inh. Faz 2-3
Veliparib (ABT-888) PARP inh. Faz 1-2
Olaparib (AZD2281) PARP inh. Faz 1-2

CEP-8933 PARP inh. Faz 1
INO-1001 PARP inh. Faz 1
AG014699 PARP inh. Faz 1
GPI 21 016 PARP inh. Faz 1
MK4827 PARP inh. Faz 1
0% benzylguanine MGMT inh. Faz 2
Lomeguatrib MGMT inh. Faz 2
KU55933 ATM inh. Klinik 6ncesi
CP466722 ATM inh. Klinik 6ncesi
KU7441 DNA-PKc inh. Klinik 6ncesi
TRC102 APE inh. Faz 1
MP470 Rad51 inh. Klinik 6ncesi

DNA tamir yolaklar1 genomun biitiinliigiiniin korunmasi i¢in ¢ok Onemlidir.
Cekirdekte baz eksizyon, niikleotid eksizyon, yanlis eslesme ve rekombinasyon tamir
yolaklar1 bulunur. Mitokondride ise BER ve yanlis eslesme tamir (MMR) yolaklar
mitokondriyel genomu DNA hasarindan korur. Yapilan ¢alismalar, rekombinasyon
tamirinde gorev alan proteinlerin mitokondride bulundugunu gostermis ancak
molekiiler mekanizmasi1 heniiz detayli olarak aydinlatilamamistir (12-15). BER
yolagi normal hiicre metabolizmasi (mitokondriyel solunum) sirasinda olusan reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) ve ekzojen kaynakli DNA’ya hasar veren faktorlerin,
ornegin, kanser tedavisinde sik kullanilan iyonize edici radyasyon ve alkilleyici

ajanlarin, DNA bazlarinda olusturdugu oksidatif veya anormal hasar1 ve tek zincir



kiriklarini tamir eden temel mekanizmadir (15). Bu DNA hasarlarinin genellikle
mutajenik olmas1 ve sporadik kanserler ile etiyolojik baglantisinin olmasi nedeniyle
BER yolagi hem kanser patogenezinde hem de tedavisinde c¢ok Onemlidir.
Giiniimiizde kanser tedavisinde kullanilan faktorler farkli DNA tamir yolaklar ile
tamir edilen ¢esitli DNA hasarlarma neden olur. Iyonize edici radyasyon ve
bleomisin gibi radyoterapi ve radyomimetikler, DNA'da tek ve ¢ift zincir kiriklar1 ve
baz hasarina neden olurken, temozolomid, nitosoure bilesikleri ve alkilsulfonatlar
gibi monofonksiyonel alkilleyici ajanlar baz hasari, replikasyon lezyonlar1 ve biiyiik
adiiktlere neden olur. S5-florourasil, tiyopurinler ve folat analoglar1 gibi
antimetabolitler ise baz hasar1 ve replikasyon lezyonlarina neden olarak tiimor
hiicrelerini oldiiriir. Baz hasarlar1 ve tek zincir kiriklart BER yolagi, cift zincir
kiriklar1 rekombinasyon tamir yolagi (homolog rekombinasyon ve nonhomolog ug
birlestirme (NHEJ)), biiyiik adiiktler niikleotid eksizyon DNA tamir yolagi ve
replikasyon sirasinda yanlis eslesen bazlar ise MMR tamir yolagi ile tamir edilir.
DNA tamir mekanizmalari, DNA hasarina 6zgii olmakla birlikte bazi DNA tamir
mekanizmalar1 ayn1 DNA hasarinin tamir edilmesinde de rol oynar. Ornegin, MMR
proteinleri replikasyon hasarlarinin yani sira oksidatif ajanlarin neden oldugu
oksidatif DNA hasarlarinin tamirinde de rol oynar. Oksidatif baz hasarin1 tamir eden

temel mekanizma BER yolagidir (1;16).
2.2. Niikleer ve mitokondriyel baz eksizyon tamir yolagi

BER yolagi hem ¢ekirdekte hem de mitokondride bulunur. Cekirdek ve
mitokondrideki BER yolagimmin mekanizmas: benzerdir (Sekil 1), fakat bu
mekanizmanin bazi basamaklarinda farkli proteinler rol oynar. BER yolagmin ilk
basamaginda DNA hasarina 6zgii DNA glikozilaz enzimleri gorev alir. DNA
glikozilazlar modifiye olmus veya uygun olmayan DNA bazlarini1 tanir ve baz ile
seker arasindaki N-glikozidik bagi keserek DNA zincirinde abazik bolge olusturur.
Ornegin, 8-oksoguanin (8-OH-Gua) baz hasarmn tamiri icin gerekli primer enzim,
8-oksoguanin DNA glikozilaz enzimi (OGG1)’dir. OGGI geninin farkli bolgelerinin
transkripsiyonu ve alternatif ugbirlestirme (splicing) ile OGGI1 proteininin
cekirdekteki formu (a-OGG1) ve mitokondriyel formu (B-OGG1) meydana gelir. a-
OGG1 hem niikleer hem de mitokondriyel BER yolaginda gorev alirken B-OGG1



sadece mitokondriyel BER yolaginda gorev alir. OGG1’in her iki izomeri de ¢ift
fonksiyonludur; hem glikozilaz hem de AP-liyaz aktivitesine sahiptir. insanda farkli
oksidatif DNA hasarini substrat olarak kullanan DNA glikozilaz enzimleri bulunur:
OGGI, NEIL1 DNA ¢glikozilaz, NEIL2 DNA glikozilaz ve Nth1 DNA glikozilaz
gibi. DNA glikozilazlar farkli subsratlara spesifik olmalariyla birlikte ayn1 DNA
hasari icin de aktivite gosterirler. Boylece, hiicrede birbirleri i¢in “back up” gorevi

yaparlar (15;17).

Cift fonksiyonlu DNA glikozilazlar ile modifiye baz ve apurinik/apirimidinik
(AP) bolgesinin 3’-ucu kesildikten sonra AP endoniikleaz 1 (Apel) hasara yakin
bolgedeki DNA omurgasindan keser ve tek zincir kirigir olusturur. Mitokondriyel
Apel, cekirdekte bulunan Apel proteininin N-terminalinden ¢ekirdege lokalizasyon
sinyalini de igeren 33 amino asit rezidusunun proteolitik olarak kesilmis seklidir.
Abazik bolgenin Apel ile kesilmesiyle olusan tek niikleotidlik bosluk ¢ekirdek
DNA’sinda DNA polimeraz 8 ile mitokondri DNA (mtDNA)’sinda ise Pol vy ile
doldurulur. DNA polimerazlar ile sentez yapildiktan sonra DNA ligaz enzimi ile

DNA zinciri birlestirilerek BER yolagi tamamlanir (15;17).

Hasarli Baz
SETETITEb868 3
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$999¢0 9 _99290¢
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36848
12989 ¢ ? ? ?
Kisa-Yama Uzun-Yama \V
Yolagyém pollmerN"ag' ,
3.Boslugun I XTWT {o )4 ﬂ‘
doldurulmasi ggiiii 99999 _?_?_L?_Y_Y_Y_?_?_‘Z_Y_
| Ligaz 1FIapendonukIeaz1 (FEN1)
4. Kesigin ' ) ( n_
l Ligaz
EETTRLLL L 8T
2220090999 .

Sekil 1. Mitokondriyel baz eksizyon tamir yolagi.



DNA glikozilazlar ile hasarli baz kesildikten sonra BER yolagi ya tek niikleotid
sentezi (kisa-yama BER; Short Patch-BER; SP-BER) ya da oligodeoksiniikleotid
zincirinin yerinden kaydirilmasina neden olan birkac niikleotid sentezi (uzun-yama
BER; Long Patch-BER; LP-BER) yapar. SP-BER yolaginin sentez basamaginda
cekirdekte polimeraz B, mitokondride ise Pol y gorev alir. LP-BER yolaginda ise
cekirdekte polimeraz B ile birlikte PCNA-bagli polimerazlar (polimeraz & ve
polimeraz ¢) gorev alir. LP-BER yolaginda DNA zincirinin kaydirilmasindan sonra
flap endonukleaz 1 (Fenl) proteini kaydirilmis zinciri keser ve polimeraz ve
ligazlarla sentez tamamlanir. Son yillarda yapilan arastirmalar mitokondride SP-BER
yolag1 yani sira LP-BER yolaginin da bulundugunu gdstermistir. Her iki yolakta da
polimeraz aktivitesi gosteren enzim Pol y’dir. Hiicrelerin hangi kosullarda LP-BER’a

yoneldigi heniiz tam olarak agiklanamamustir (13;15;17).
2.3. Yanlis eslesme tamir (MMR) mekanizmasi

MMR mekanizmas1 DNA replikasyonu ve rekombinasyon sirasinda meydana
gelen yanlis eslesmis bazlar1 tamir eder. MMR mekanizmasindaki hasar mutasyon
hizinin artmasina ve dolayisiyla farkli kanser tiirlerinin gelisimine neden olur. MLH]1
genindeki mutasyondan dolayi kalitsal MMR hasar1 polipsiz kalitsal kolon kanserine
(Lynch syndrome) ve ayrica MMR genlerinin somatik genetik ve epigenetik
inaktivasyonu gesitili spontan tiimérlerini gelisimine neden olur. Okaryotlarda MMR
mekanizmasmin ilk basamaginda, MSH2-MSH6 veya MSH2-MSH3 protein
kompleksleri yanlis eslesmis bazlar1 tanir. Yanlis eslesme tanima faktorleri yanlis
eslesmis bazlara baglandiktan sonra endoniikleaz aktivitesine sahip MLH1-PMS1
(MLHI1-MLH3) kompleksi baglanarak "daughter" DNA zincirinin tamirini baslatir
(18).

2.4. BER ve MMR tamir yolaklarmmin sentetik letal inhibisyonu ile kanser

hiicrelerinin selektif olarak yok edilmesi

MMR mekanizmasinda gorev alan MLH1 genindeki mutasyonlarin neden
oldugu polipsiz kalitsal kolon kanseri tiim kolorektal kanserler arasinda goriilme
sikligi %5°dir. MLH1 promoter bdlgesinin metilasyonu da sporadik kolorektal

kanserlere neden olmaktadir. Bu kanserlerde MLHI geni tiimor baskilayict gen



ozelligine sahiptir ki bu durumda tiimor hiicrelerinde MLH1 fonksiyonu kaybolurken
normal hiicrelerde MLH1 geninin en az bir fonksiyonel alleli kalir. Sekil 2’de Pol y
ile MLH1 arasindaki sentetik letal iliski nedeniyle kanser hiicresinin segici olarak
hedeflenme prensibi gosterilmektedir (8). MLH1 gen hasarinin neden oldugu
kolorektal kanser hiicrelerinde kemoterapotik faktorlerin verdigi DNA hasari
mitokondriyel BER yolagi ile tamir edilerek hiicre canliligi saglanmaktadir. Bu
hiicrelerde Pol y dolayistyla mitokondriyel BER yolagi inhibe edildiginde ise hiicre
olumii gergeklesmektedir (8).

MLH 1 defekti olan kanser hiicreleri

Normal hiicreler

/ \ Pol 7 kiciik molekiil inhibitérleriile

BER mekanizmasiinhibisyonu

Polv kiicikmolekiil  MLH1yoluylaDNA
inhibitorleriile BER hasan tamir edilir l

mekanizmasi

inhibisyonu l
l Genomik kararlihk BERYyolagi
Hiicre canliign
BERyolag l
mtDNA hasan

akumiilasyonu

!

Hiicre

Blimii
Sekil 2. MLH1 ve Pol y arasindaki sentetik letal iliski. Mitokondriyel BER ve
MMR tamir yolaklarinin inhibisyonu ile kanser hiicrelerinin selektif olarak yok
edilmesi.

2.5. DNA Polimeraz y ve inhibitorleri

Pol y mitokondriyel BER mekanizmas1 ve mtDNA replikasyonuda gorev alan
tek polimerazdir (19,20). Pol y heterotrimerik bir proteindir. Bir katalitik altbirim,
Pol YA (140 kDa), ve iki aksesuar altbirim Pol yB (53 kDa) den meydana gelir. Pol
YA polimeraz ve 3'—5' ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir (19). Pol yB ise, Pol YA’ nin
aktivitesini artirir (21). Baglayici bolgenin aksesuar etkilesim belirleyici alt bolgesi

(AID) polimeraz alt bolgesinden yaklasik olarak 50 A uzak olup, DNA
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baglanmasinin arttirilmasini saglar (Sekil 3). Bu alt bolge proksimal aksesuar alt

tinite ile katalitik alt birimin L-heliksi arasinda hidrofobik etkilesimler olusturur (21).

Pol }'B: Katalitik

Alt Unite (Distal)
AID
\ ,l’ '.’,“

Pol “[B: Aksesuar >
Alt Unite
(Proksimal)

Polimeraz Ekzoniikleaz

Domaini Domaini

Pol ‘;.{: Katalitik
Alt Unite

Sekil 3. Pol y proteinin ii¢ boyutlu yapisi. Pol y’nin yapis1 “Discovery
Studio” ile goriintiilenmistir (PDB code: 3IKM).

Literatiirde antikanser etkisi belirlenmis Pol y inhibitorleri ile ilgili ¢ok sinirlt
diizeyde c¢alisma bulunmaktadir (22-24). Secici olarak sadece Pol y’nin
inhibisyonunu hedefleyen bir inhibitdr heniliz tanimlanmamistir. Bugiine kadar
belirlenen Pol y inhibitdrleri (6rnegin, vitamin K3 ve HIV’e karst kullanilan
niikleozid analogu ters transkriptaz inhibitorleri) Pol y’nin aktivitesini inhibe etmenin
yanisira hiicrede farkli mekanizmalar iizerinde de etkilerini gdstermistir (22-24).
Vitamin K3 (menadion; 2-metil-1,4-naftakinon) vitamin K’nin sentetik formudur ve
viicutta vitamin K bilesiklerinin prekiirsorii olarak gorev yapar. Kanser hiicrelerinde
vitamin K3’in Pol y’nmin mtDNA replikasyon aktivitesini inhibe ederek
mitokondriyel sitotoksisiteye neden oldugu gosterilmistir (22). Sasaki ve arkadaslari,

vitamin K3’iin Pol y’nin sentez aktivitesi iizerine etkisini 6l¢gmek i¢in HCT116 kolon
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kanser hiicre hattindan mitokondriyel ekstrakt hazirlamis ve primer/template
oligodeoksiniikleotid substrati (poli(dA)/oligo(dT)12-18) kullanarak Pol y’nin sentez
aktivitesini 6l¢miis ve vitamin K3’iin mitokondriyel replikasyon ve mtDNA tamirini
inhibe ettigini One siirmistir (22). Ancak, primer/template substratlart DNA
polimerazlarin DNA replikasyonundaki sentez aktivitesini dlgmek ic¢in kullanilir.
Primer/template substrat1 Pol y’nin BER yolagindaki sentez aktivitesinin biyolojik
substratt degildir. Mitokondriyel BER yolagindaki Pol y’nin sentez aktivitesini
O0lemek icin tek niikleotidlik bosluk igeren olgodeoksiniikleotid substrati (gap
substrate) kullanilir ve bu substrat kisa yol BER yolaginda bosluk doldurma
basamaginda Pol y’nin kullandigi biyolojik substrattir. Bu nedenle, Sasaki ve
arkadaslarinin  yaptig1 aragtirma vitamin K3’tin Pol y’nin sadece mtDNA
replikasyonundaki aktivitesini inhibe ettigini gostermektedir. Vitamin K3’iin Pol
y’nin mitokondriyel BER aktivitesini inhibe ettigini gosteren bir calismaya

literatiirde rastlanmamustir.

Vitamin K3’lin antikanser etkisi cesitli kanser tiplerinde, 6rnegin, hepatik, oral
kavite, meme, mesane, pankreas ve kan kanseri gibi in vitro olarak gosterilmistir
(25). Bu kanser tiirlerinde vitamin K3’{in sitotoksik etki mekanizmasini aydinlatmak
icin yapilan ¢alismalar, bu vitaminin hiicre i¢i tiyol (GSH) diizeyini diisiirdiigilinii,
oksidatif stresi artirdifin1 dolayisiyla superoksit radikali ve hidrojen peroksit
diizeylerini artirdigini, hiicrei¢i kalsiyum homeostazini bozdugunu, DNA kiriklarina,
DNA’da oksidatif hasara ve hiicre 6liimiine neden oldugunu gostermistir (22,25).
Son yillarda yapilan bir baska calisma ise vitamin K3’iin tubulin’in kolkilin
baglanma bolgesine de baglandigini ve mikrotiibiil polimerizasyonunu inhibe ettigini
gostermistir (25). Pankreas kanserinde vitamin K3’iin molekiiler etki mekanizmasini
aydinlatmak i¢in yapilan aragtirmada vitamin K3’{lin ekstraseliiler sinyal regiile edici
kinaz (ERK)’1n fosforilasyonunu artirarak kanser hiicresinin proliferasyonunu inhibe
ettigini gostermistir (26). Tiim bu aragtirmalar vitamin K3’iin sitotoksik etkisini
sadece Pol y’nin aktivitesini inhibe ederek degil farkli molekiilleri ya da yolaklar
etkileyerek de gosterdigini belirtmektedir. Bir¢ok hiicresel veya mitokondriyel
fonksiyonlar kanser hiicresinin yanisira normal hiicrenin canlilig1 i¢in de gerekli
oldugundan selektif olarak hedeflenmeyen inhibitorlerin kullanilmast saglikhi

hiicrelerin 6liimiine de yol agacaktir. Bu nedenle, vitamin K3’iin kanser tedavisinde
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terapotik secici bir ila¢ olarak kullanilmas: efektif bir sonu¢ vermemistir. Ornegin,
vitamin K3 ilerlemis malignansisi bulunan hastalarda klinik denemelerde kullanilmis
ve ilerlemis farkli tip kanser vakalarinda denendiginde tam bir yanit alinamamustir.
Ilerlemis karaciger kanseri olan hastalara giinliik dozlar halinde uygulandiginda
%]17.4 hastanin yasam siiresini uzatmig ancak hastalarin genel yasam siireleri {izerine

bir etki goriilmemistir (25).

Pol y’nin aktivitesini inhibe ederek mitokondriyel fonksiyonel bozukluguna ve
sitotoksisiteye neden olan diger inhibitdr grubu ise niikleozid analogu ters (reverse)
transkriptaz inhibitorleridir, 6rnegin timidin analoglar1 stavudin (d4T) ve fialuridin
(23,24). Niikleozid analogu ters transkriptaz inhibitorleri antiretroviral ilaglardir ve
HIV-enfeksiyonuna kars1 kullanilmaktadirlar. Ancak bu ilaglarin AIDS tedavisinde
uzun stireli kullanilmas1 (6 aydan fazla) ciddi yan etkilere neden olmustur, d6rnegin,
laktik asidosis sendromu, hepatik steatosis, hepatit ve diger kronik karaciger
hastaliklari.  Inhibitdrlerin  yan etkilerinin mtDNA replikasyonunu inhibe
etmelerinden dolay1 oldugu gosterilmistir (23). Niikleozid analogu ters transkriptaz
inhibitorleri mtDNA replikasyonu sirasinda ya yeni sentezlenmis olan mtDNA
zincirine Pol y ile eklenerek mtDNA replikasyonunu inhibe ederler 6rn, stavudin
(d4T) ya da mtDNA replikasyonunda Pol y ile DNA’ya eklenerek mtDNA
replikasyonunu inhibe ederler, ornegin fialuridin (replikasyon sirasinda timidin
trifosfatin alternatifi olarak kullanilarak mtDNA’nin yapisina katilirlar). Stavudin
(d4T) HIV1’in replikasyonunu ve Pol y’nin replikasyonunu ayni giicte inhibe eder.
Son yillarda yapilan bir ¢aligmada, bu inhibitorlerden stavudin (d4T)’tiin mtDNA’nin
yapisina inkorpore olarak Pol y’nin replikasyon aktivitesini inhibe ettigi ve ayni
zamanda hepatik HuH-7 hiicrelerinde Pol y aktivitesini inhibe ederek mitokondriyel
BER aktivitesini azalttig1 gosterilmistir (23). Sonug olarak niikleozid analogu ters
transkriptaz inhibitorleri ile yapilan ¢alismalar bu inhibitorlerin mitokondriyel BER

yolaginin inhibisyonuna 6zgii olmadiklarin1 gdstermektedir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Prestwick kimyasal kiitiiphanesinde® yer alan 1200 kiiciik molekiiliin DNA
polimeraz y proteini ile etkilesiminin yiizey plazmon rezonans (SPR) analiz

yontemi

SPR yontemi kullanilarak Prestwick kimyasal kiitiiphanesinde® bulunan 1200
kiiciik molekiiliin Pol y proteinine baglanma analizi yapilmistir. SPR yonteminde Pol
v proteini ve negatif kontrol proteini olarak kullanilan RNA helikaz A “Biacore T100
sensor chip” leri iizerine immobilize edildikten sonra Prestwick kiitiiphanesinde®
bulunan 1200 kii¢iik molekiil 50 uM konsantrasyonunda uygulanmistir. Prestwick
kiitiiphanesindeki® 1200 kiiglik molekiil 96-kuyulu tabaka icerisindedir. Her 96-
kuyulu tabaka 80 molekiil icerir (15 tane 96 kuyulu tabaka x 80 molekiil= 1200
molekiil). 96-kuyulu tabakada bulunan molekiiller %0.05 Tween-20 ve %5 DMSO
IXPBS ile 50 puM konsantrasyonunda dilue edilerek 384-kuyulu tabakalara
aktarilmis ve Biacore 4000 kullanilarak SPR analizi yapilmistir. Her 6rnek 60 sn, 30
unL/dak akis hizinda enjekte edilmis ve 34 saat 19 dakika siirecince takip edilmistir.
Elde edilen veriler “Biacore4000 Evaluation software (v. 1.0)” ile analiz edilmistir

27).
3.2. Hiicre kiiltiirii ve hiicre ekstraktlarinin hazirlanmasi
3.2.1. Hiicre kiiltiiri

Kolon adenokarsinoma hiicre hatlari, HCT116 ve HCT116-chr3 hiicreleri
"National Institutes of Health, National Institute of Environmental Health Sciences
(NIEHS)" den Dr.Thomas Kunkel’den; HCT116-VA ve HCT116-V1 hiicreleri ise
Brown Universitesi'nden Dr. Anatoly Zhitkovich' ten temin edilmistir. HCT116
hiicreleri i¢in kiiltir medyumu Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient
Mixture F-12 (DMEM/F12) (Life Tech, USA), %10 Fetal Sigir Serumu (FBS) (Life
Tech, USA) ve %1 penisilin/streptomisin (Life Tech, , USA) dir. HCT116-chr3,
HCT116-VA ve HCT116-V1 hiicreleri i¢in ayni kiiltiir ortamina 400 pg/ml Genetisin
(Life Tech, USA) eklendi. HelLa hiicresi DMEM, %10 FBS ve %l
penisilin/streptomisin igeren kiiltlir ortaminda biiyiitiildii. Tiim hiicreler 37°C'de %5

CO:s igeren etiivde (Thermo Scietific, USA) biiyiitiildii.
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3.2.2. Hiicre ekstraktlarmin hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiri ortaminda biiyiitiilen hiicreler 2 kez 1XPBS ile yikandiktan sonra
500xg'de 5 dakika santrifuj edilerek toplandi. Elde edilen hiicre peletine uygun
hacimde RIPA tamponu (50 mM Tris-HCI (Bio-Rad, USA), 150 mM NacCl (Sigma
Aldrich, USA), 1 mM EDTA (Life Tech, USA), 1 mM NaF (VWR, USA), | mM
sodyum ortovanadat (VWR, USA), %0,5 NP-40 (Thermo Scientific, USA), %0,5
Triton X-100 (Thermo Scientific, USA), 0,5 mM PMSF (Roche, Isvi¢re), ] mM DTT
(Life Tech, USA) ve 1xproteaz inhibitor tableti (Roche, Isvigre) eklenerek 30 dakika
buz iizerinde bekletildi. Hiicre lizat1 5 pulse da 6 kez 1 saniye sonike (Omni Ruptor
4000, USA) edildikten sonra 14,000xg'de 4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi.

Supernatant toplanarak protein analizinde kullanildi. Hiicre lizat1 -80 °C’de saklandi.
3.2.3.Bradford protein tayini

Bradford soliisyonu (BioRad, USA), iireticinin protokolii takip edilerek total
hiicre ekstraktlarinda protein miktarlarinin tespiti i¢in kullanildi. Sigir serum
albumini (BSA) protein standardi (Bio-Rad, USA) olarak kullanildi.
Spektrofotometrede (PowerWave HT, BioTek, USA) 595 nanometre dalga boyunda

absorbansi ol¢iildii.
3.2.4. Western blot analizi

Esit protein miktarlar1 igeren hiicre ekstratlar1 yiikleme tamponu (Bolt® lithium
dodecyl sulfate (LDS) Sample Buffer, Novex, USA) ve 10X ornek indirgeyici faktor
(Bolt® Sample Reducing Agent, Novex, USA) ile karigtirilarak 95 °C’de 5 dakika
denatiire edildikten sonra 4-12% gradiyent SDS-PAGE jelde (Bolt™ 4-12% Bis-Tris
Plus Gel, 10 Well, Novex, USA) yiiriitiildii. Ornekler Trans-Blot® Turbo Transfer
System (Bio-Rad) kullanilarak PVDF membrana (Trans-Blot Turbo Midi PVDF
Transfer Packs, Bio-Rad, USA) transfer edildikten sonra %35’lik siit tozu (dry milk)
(Bio-Rad, USA) ve 5 M NaCl, 1M Tris pH 7.4 ve % 0.1'lik Tween 20 (Bio-Rad,
USA) iceren c¢ozelti (TBST) icinde ¢alkalamaya birakildi. Bu siire sonunda membran
tercih edilen birincil antikor ile 4 °C’de bir gece calkalamaya birakildi. Aragtirmada

kullanilan birincil antikorlar ve miktarlari: Beta-Actin (8H10D10) Mouse mAb
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(1:1000, Cell Signalling, USA), DNA Polymerase gama (D1Y6R) Rabbit mAb
(1:1000, Cell Signalling, USA), MLH1 (4C9C7) Mouse mAb (1:1000, Cell
Signalling, USA). Ertesi giin, membran 3 kez 5 er dakika TBST cozeltisi ile
yikandiktan sonra birincil antikora uygun HRP-konjuge ikincil antikor ile 1 saat
calkalamaya birakildi. Arastirmada kullanilan ikincil antikorlar 1:2500 oraninda
kullanild1: Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody (Cell Signalling, USA) ve Anti-
mouse IgG, HRP-linked Antibody (Cell Signalling, USA). Membran 3 kez 15’er
dakika TBST c¢ozeltisinde yikandiktan sonra ECL (SuperSignal™ West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo, USA) ile goriintiilendi. Membranlar "Restore
PLUS Western Blot Stripping Buffer" (Bio-Rad) i¢inde 30 °C’ de 1,5 saat inkiibe

edilerek “strip” yapilarak farkli birincil antikorlar i¢in kullanildi.

3.3. xCELLigence RTCA-DP sistemi kullanilarak hiicre biiyiimesi ve

proliferasyonunun gercek zamanh (real-time) analizi

Hiicre proliferasyonunun  empedansa-dayali  ger¢ek  zamanli  analizi
xCELLigence DP sisteminin kullanim klavuzuna gére yapildi (Roche, Isvigre).
xCELLigence DP sistemine 6zgii 16 kuyulu tabakalarin (E-plate16) her bir kuyusuna
100 pl hiicre kiiltiir medyumu eklendi; 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten
sonra cihazda arka plan (backgorund) okumas: yapildi. Exponensiyal (exponential)
bliylime fazinda (Log fazi1) bulunan hiicreler tripsinize edilerek sayildi. HCT116-VA
ve HCT116-V1 hiicreleri bir kuyuda hiicre sayist 20000, 40000 veya 60000; HeLa
hiicresi ise bir kuyuda hiicre sayis1 625, 1250, 2500, 5000, 10000, 20000 ve 40000
olacak sekilde 100 pl icinde E-plate16’ya eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra 37 °C %5’lik CO2 hiicre kiiltiir inkiibatoriinde bulunan
xCELLigence DP cihazina yerlestirildi. Hiicre biiyiimesi ve proliferasyonu 30
dakikada bir 6l¢lim alinarak 50 saat takip edildi. E-plate’lerde her kuyunun zeminine
yerlestirilmis mikro-elektrotlar sayesinde elektriksel empedans oOl¢iiliir. Hiicre ve
elektrot arasindaki fiziksel temasit modiile eden hiicrelerin fizyolojik 6zelliklerindeki
herhangi bir degisiklik Ornegin, hiicre sayisi, canliligi, morfolojisi ve hareketi
elektriksel empedans 6l¢iimiinde degisikliklere neden olur. Empedans degisikligi de

sistemde hiicre indeks degeri (cell index; CI) olarak ifade edilir. Dolayisiyla, hiicre
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proliferasyonu xCELLigence sisteminde hiicre indeks degeri olarak ifade

edilmektedir.

3.4. Gercek zamanh hiicre analiz sistemi (xCELLigence RTCA-DP) ile hiicre

sitotoksisite deneyleri

SPR analizi ile Pol y proteinine baglandig1 belirlenen Prestwick kiitiiphanesi®
molekiillerinin HCT116-VA, HCT116-V1 ve HeLa hiicrelerinin proliferasyonu
tizerine etkisi her bir hiicre hatt1 i¢in optimum hiicre sayis1 yontem 3.3’te belirtildigi
gibi belirlendikten sonra hiicreler 200 ul icinde E-plate16 kuyularina ekildi. Hiicreler
log fazina geldiginde (S-fazinda) hiicrelere farkli konsantrasyonlarda Pol y’ya
baglanan Prestwick kiitiiphanesi® molekiilleri eklendi. Bu molekiillerin hiicre
proliferasyonu iizerine etkileri 30 dakika aralikla 72 saat boyunca izlendi. ECs0/ICso
degerleri xCELLigence dl¢timleri ile elde edilen doz-yanit egrileri ile RTCA yazilimi

ile analiz edilerek belirlendi.

3.5. HCT116-VA (MLH1 negatif) ve HCT116-V1 (MLH1 pozitif) hiicrelerinde
Pol y geninin sessizlestirilmesi

3.5.1. Pol y shRNA ve kontrol shRNA pRS plazmitlerinin cogaltilmasi

Pol y geninin katalitik alt-parcasina kars1 shRNA ifade eden plazmitler Origene
sirketinden satin alindi (katalog no: TR310307A, TR310307B, TR310307C,
TR310307D ve kontrol plazmit katalog no: TR30012). Sirketten gelen plazmit
DNA’larin miktarin1 ¢ogaltip hiicre kiiltiiriinde kullanilabilir hale getirmek igin,
DNA’lar E.coli DH5a kimyasal kompetent hiicrelerine aktarildi. Bakterinin 200 pl’si
100 pg plazmit DNA ile karistirildi ve buz iizerinde 30 dakika bekletildi. Bakteri
plazmit karigimi 42 °C’de 90 saniye inkiibe edildikten sonra tekrar buz iizerine
alinarak 60 saniye kadar sogumalarina izin verildi. Daha sonra {izerlerine 800 pl
antibiyotiksiz LB eklenerek 37 °C’de 45 dakika biiylimeleri saglandi. Bu siirenin
sonunda bakteriler cam boncuklar kullanilarak antibiyotik (100 pg/ml ampisilin)
iceren agar tabaklarma yayildi ve 37 °C’de bir gece boyunca biiyiimeye birakildi.
Ertesi giin, tabakta biiylimiis bakteri kolonilerinden bir tanesi secilerek 100 ml
antibiyotikli (100 pg/ml ampisilin) LB kiiltiiriine aktarildi ve bir gece boyunca 37
°C’de 250 rpm hizla sallanarak biiyiitiildii. Takip eden giinde, bu bakteri kiiltiirti
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kullanilarak midiprep DNA’s1 hazirlandi. Bunun i¢in {ireticinin protokolii takip edildi
(Invitrogene katalog no: K210005). Hazirlanan shRNA plazmitleri HCT116-VA,

HCT116-V1 ve HeLa hiicrelerinde Pol y geninin sessizlestirilmesinde kullanildi.

3.5.2. Pol y shRNA pRS plazmitlerinin HCT116-VA ve HCT116-V1 hiicrelerine
retroviral transfeksiyonu ile Pol y geninin sessizlestirilmesi ve '"stable" hiicre

hatt1 olusturulmasi

Fare katyonik amino asit tasityicisii (mCAT) kodlayan cDNA (Addgene
plasmid 10687) ile HCT116-VA ve HCT116-V1 hiicrelerinin gecici transfeksiyonu
yapilarak bu hiicreler retroviral infeksiyona duyarli hale getirildi. Pol y cDNA s1
iceren pRS vektor (Origene HuSH-29 shRNA vector TR310307) omurgas: ile
ekotropik retroviriis zar proteinlerini kodlayan plazmitin (pCL-Eco; Addgene
plazmid 12371) HEK293T-Phoenix-Eco retroviral paket hiicre hattina transfeksiyonu
ile retrovirtisler iretildi. Viral siipernatantlar polybrene (hexadimethrine bromide; 8
pg/ml) ile karistirildiktan sonra hedef hiicreler (HCT116-VA ve HCT116-V1) ile 37
°C de 3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler, Pol y cDNA’s1 tasiyan
pRS-plazmitinin sec¢ici antibiyotigi puromisin (1 pg/ml) (Sigma Aldrich, USA)
iceren ortamda 2 hafta biiyiitiildii. Hiicre kiiltiir ortamina 0,5 mM Sodyumpiruvat
(Life Tech, USA) ve 0,2 mM iiridin (Sigma Alrich, USA) eklendi. shRNA plazmiti
ile transfekte olmayan hiicreler puromisin antibiyotiginin seleksiyon ortaminda 61dii.
Her iki hiicre tipinden hiicre kolonileri belirlendi ve Pol y protein miktarlar1 Western

blot yontemi ile analiz edildi.

3.5.3. Pol y shRNA pRS plazmitlerinin HeLa hiicresine gecici transfeksiyonu ile

Pol y geninin sessizlestirilmesi

Pol y geninin katalitik alt-parcasina karst shRNA ifade eden TR310307C
(Origene) ve kontrol plazmit (katalog no: TR30012) FuGENE® 6 Transfeksiyon
reaktifi (Promega, USA) kullanilarak kullanilarak HeLa hiicresine transfekte edildi.
FuGENE® 6 Transfeksiyon reaktifinin kullanim klavuzu takip edildi (Promega,
USA). Plazmid DNA 3:1 oraninda kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Yiizey plazmon rezonans yontemi ile DNA polimeraz y proteinine baglanan

Prestwick kimyasal kiitiiphanesi® molekiillerinin belirlenmesi

Prestwick kimyasal kiitiiphanesinde® Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (US Food
and Drug Administration; FDA), Avrupa Tibbi Uriinler Ajansi (the European
Medicines Agency; EMA) ve diger saglik merkezleri tarafindan %100 onaylanan ve
ilag olma olasilig1 (drug-likeliness) yliksek 1200 kiiciik molekiil bulunmaktadir.
Yiiksek kimyasal ve farmakolojik ¢esitliliginin yani sira insanlarda bilinen
biyoyararliligi ve gilivenilirligi agisindan aktif bilesikler icerdigi i¢in bu kiitliphane,
bu arastirma icin Ozel olarak sec¢ilmistir. Prestwick kimyasal kiitiiphanesinde®
bulunan 1200 kii¢iik molekiil SPR analizi ile taranmis ve Pol y proteinine spesifik
olarak dogrudan baglanan 15 molekiil tespit edilmistir (Sekil 4; mavi ve kirmizi
noktalar). SPR verileri "Biacore 4000 software" (v.1.0) kullanilarak analiz edilmistir.
SPR analizinde ilk taramada Pol y proteinine baglanan 135 molekiil belirlenmis
ancak bu molekiillerden RNA helikaz A’ya (negatif kontrol proteini) baglanan

molekiiller nonspesifik olarak kabul edilmistir. Sonug olarak, Prestwick kimyasal
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Prestwick kimyasal kiitliphanesi molekiilleri
Sekil 4. Yiizey plazmon rezonans yontemi ile Prestwick kimyasal kiitiiphanesinde®

bulunan 1200 molekiiliin Po/ y ile baglanma analizi. Gri noktalar Pol y proteinine
snesifik olarak baglanmavan molekiilleri. kirmiz1 ve mavi noktalar nroteine snesifik

19



kiitiiphanesinde® bulunan 1200 molekiilden Pol y'ya baglanip RNA helikaz A
proteinine baglanmayan 15 molekiil gergek baglanma olarak kabul edilmistir (Sekil
4). Dolayisiyla, SPR analizinde her yiiksek baglanma gosteren (yiiksek RU degeri)

molekiil Pol y'ya spesifik olarak baglanan molekiil olarak kabul edilmemistir.

Bu c¢alismada, SPR analizi ile Pol y’ya baglandigi belirlenen 15 molekiil
arasindan 7 molekiil fonksiyonel deneylerde kullanilmak tizere secilmistir (Sekil 4’de
kirmiz1 renkli noktalar). Fonksiyonel analiz icin se¢ilen 7 molekiiliin kimyasal yapisi,
molekiil agirligi ve SPR baglanma analiz sonuglari: relatif baglanma (RU) ve yiizde
Rmaksimum (Rmax%) degerleri Tablo 1’de sunulmustur. Proteine baglanan ilacin,
beklenen maksimum baglanma sinyalinin yiizde kag¢1 kadar baglandigi, Rmax% ile

ifade edilmektedir.

Tablo 2. SPR analizi ile Pol y’ya baglandig1 belirlenen 7 Prestwick kimyasal
kiitiiphanesi® molekiiliiniin kimyasal 6zellikleri ve SPR sonuglari.

Prestwick
kimyasal Molekiil Relatif
Liitiiphanesi Agirha Molekiiliin Yapis: Basl U Rmax%
molekiil sira (Da) aglanma (RU)
no/plate no
Prestw-272 _ 11.68359
(04D03) 357.80 89
Prestw-285
25 3205 71
(04E06) 39258 10.52051
Prestw-296 I T -
115 3" 2 2
(04F07) 41583 ] i 13.0127 8
Prestw-383 _ ___:- h-h_,\ -
(05G04) 316.00 : ig;ﬁ il ] 21.57227 113
Presfw—?rEb 621.64 = ‘-;}.\/‘I\N — 20.72363 91
(05HO06) ’Q_"
Prestw-1443 382 55 3 .)v\j&: 1513281 107
(14F04) =32 j{l‘o% 2 42s
S
Prestw-1099 e " -
- . N 4882 159
(14F10) 29835 N \/\© 1748828
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4.2. HCT116 kolon kanser hiicre hatlarinin test edilmesi

HCT116 ve HCT116-VA (bos vektor transfekte edilmis HCT116 hiicresi)
hiicreleri MLH1 geninde homozigot anlamsiz (nonsense) mutasyon (c.755C>A)
tasir. Bu mutasyonun amino asite yansimasi, S252, dur (stop) kodonu meydana
getirdigi icin HCT116 ve HCT116-VA hiicrelerinde MLH1 proteini iiretilmez. Bu
nedenle, HCT116 ve HCT116-VA hiicrelerinde MLH1 proteininin gorev aldigi
yanlig eslesme DNA tamir mekanizmasi hasarlidir. MLH1 geni {igiincii kromozomda
bulunur. HCT116-chr3 hiicresi ii¢iincii kromozom; HCT116-V1 hiicresi ise vektor
icerisinde MLHI geni transfekte edilerek normal MLH1 geni eklenmis hiicrelerdir.
Bu nedenle, HCT116-chr3 ve HCT116-V1 hiicrelerinde yanlis eslesme DNA tamir
mekanizmas1 normal fonksiyon gosterir. Bu ¢aligmada, bu hiicreler kontrol hiicresi

olarak kullanilmistr.

Bu calismada kullanilacak hiicre hatlari ile aragtirmaya baslamadan 6nce farkli
ozellikteki HCT116 hiicrelerinin MLH1 geni ve proteini igerip icermedigi western
blot ve sekans analizleri ile test edilmistir (Sekil SA ve B). HCT116 hiicrelerinin
western blot analizi icin total hiicre ekstrakti hazirlanarak total protein miktari
Bradford yontemi ile belirlenmistir. Esit miktarda total protein yiiklenerek
gerceklestirilen western blot analizi sonucunda, HCTI116 ve HCTI116-VA
hiicrelerinde MLH]1 proteini bulunmadigi HCT116-chr3 ve HCT116-V1 hiicrelerinde
ise MLHI1 proteini bulundugu goriilmiistiir (Sekil 5A). B-aktin yiikleme kontrolii

olarak kullanilmustir.

MLHI1 geninin sanger yontemi ile sekans analizi Acibadem Genetik Tani
Merkezinde (LabGen) yapilmistir. HCT116, HCT116-VA ve HCT116-chr3
hiicrelerinde MLH1 geninin sekans analizi HCT116 ve HCT116-VA hiicrelerinin
homozigot ¢.755C>A mutasyonunu tasidigini, HCT116-chr3 hiicresinin ise
heterozigot oldugunu gostermistir (Sekil 5B). Capraz hiicre kontaminasyonu
olmadigr ve dogru MLHI1 geni mutasyonu ve proteini tasidigi tespit edilen bu
hiicrelerden HCT116-VA ve HCT116-V1 hiicreleri, bu ¢aligmada hem Pol y geninin

sessizlestirilmesi hem de sitotoksisite deneylerinde kullanilmistir.
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Sekil 5. A) HCT116, HCT116-chr3, HCT116-V1 ve HCT116-VA hiicrelerindeki
MLHI1 (85 kDa) ve B-aktin (42 kDa) protein miktarlarinin western blot analizi. B)
HCT116, HCT116-VA ve HCTI116-chr3 hiicrelerinde MLH1 geninin sekans
analizi. MLH1 geninde homozigot anlamsiz (nonsense) mutasyon (c.755C>A).

22



4.3. DNA polimeraz y'ya baglanan molekiillerin HCT116-VA, HCT116-V1 ve
HeLa hiicreleri iizerine sitotoksik etkilerinin gercek zamanlh hiicre analiz
sistemi (xCELLigence RTCA-DP) kullanilarak belirlenmesi

4.3.1. Sitotoksisite deneyleri icin en uygun hiicre sayisinin ve ila¢ uygulama

zamaninin belirlenmesi

Hiicre sitotoksisite ve/veya proliferasyon deneylerinde hatali pozitif ya da hatali
negatif sonuglardan kaginmak i¢in her hiicre ¢esidi i¢in en uygun (optimum) hiicre
dansitesini ve logaritmik biiylime zamanini belirlemek ve segcmek c¢ok Onemlidir.
HCT116-VA, HCT116-V1 ve HeLa hiicrelerinin proliferasyon profilini belirlemek
amaciyla farkli sayida hiicreler xCELLigence sistemine ©6zgii 16 kuyulu hiicre
kiiltiirli tabakalarina (E-plate) ekildi. HCT116 hiicrelerinin biiyiimesi 50 saat, HeLa
hiicrelerinin biiytimesi ise 100 saat boyunca, 30 dakikalik araliklarla 6l¢iim alinarak
takip edildi (Sekil 6). Sekil 6’da sunuldugu gibi HCT116-VA, HCT116-V1 ve HelLa
hiicreleri hiicre sayisina, biiyiime hizina, hiicre morfolojisine ve E-plate'nin zeminine
baglanma derecesine bagli olarak farkli proliferasyon profili gostermistir.
xCELLigence sisteminde, hiicre proliferasyonundaki bu degisiklik hiicre indeks
degerindeki degisiklik (Sekil 6, y-ekseni) olarak ifade edilir. Ornegin, HCT116-VA
hiicresi 60000 hiicre sayisinda maksimum hiicre indeks (Clmax) degeri 3.38'e, 20
saatte ulasirken 20000 hiicre sayisinda 40 saatte maksimum hiicre indeks degerine
(CImax: 2.73) ulasmistir (Sekil 6). Sadece hiicre kiiltiir medyumu eklenen negatif
kontrol kuyularinda hiicre indeks degerinin sifir olmasi bu kuyularda proliferasyon
olmadigini, dolayisiyla hiicre kiiltiir medyumunun hiicre ile kontamine olmadigin

gostermistir (Sekil 6A ve B, pembe diiz ¢izgi; Sekil 6C, yesil diiz ¢izgi).

Hiicrelerin proliferasyon grafigi; HCT116-VA ve HCT116-V1 hiicrelerinin
40000 ve 60000 hiicre/kuyu hiicre dansitesinde, HeLa hiicresinin 20000 ve 40000
hiicre/kuyu hiicre dansitesinde proliferasyon fazinin (log fazi) kisa oldugunu ve
hiicrelerin hizli bir sekilde duragan faza ulastigini yani hiicre indeksinin sabit kalip
bir siire sonra diismeye basladigin1 géstermistir (Sekil 6). Ornegin, 60000 hiicre/kuyu
dansitesinde HCT116-VA ve HCT116-V1 hiicre proliferasyonlari yaklasik 15.saatte
yavaslayarak duragan faza girmistir. Bu dansitede hiicreler yaklasik 10 saat biiylime

fazinda (log faz1) kaldiklar i¢in hiicre sitotoksisite deneylerinde ilacin uzun stireli
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Sekil 6. Farkli hiicre sayisindaki A) HCT116-VA B) HCT116-V1 C) HelLa
hiicrelerinin gercek zamanli proliferasyon grafigi. Her bir data 3'lii calisildi.
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takibi i¢in uygun bulunmamistir. HCT116-VA ve HCTI116-V1 hiicreleri 20000
hiicre/kuyu dansitesinde; HelLa hiicresi ise 10000 hiicre/kuyu hiicre dansitesinde
yaklasik 6 saat lag fazinda ve yaklasik 40 saat biiylime fazinda (log faz1) kaldig i¢cin
sitotoksisite deneylerinde kullanilmak {izere se¢ilmistir (Sekil 6). HeLa hiicresi 2500
hiicre/kuyu ve daha diisiik hiicre dansitesinde ¢ok uzun siire, yaklasik 25 saat, lag
fazinda kaldigi i¢in bu hiicre dansiteleri sitotoksisite deneyleri i¢in uygun degildir.
HCT116-VA, HCT116-V1 ve HeLa hiicrelerinin proliferasyon profili (Sekil 7)
kullanilarak hiicrelerin boliinme zamani (doubling time) belirlenmistir. Hiicrelerin
bolinme zamant xCELLigence sisteminin yazilim programi kullanilarak

hesaplanmistir (Sekil 7).

10,0

HCT116-VA HCT116-V1

Boliinme zamani, saat
(Doubling Time)

bl & Lt

o o [=]

~
=]
L

0.0 -

Hiicre sayisi/kuyu 20000 40000 60000 20000 40000 60000
Bdliinme zamani, s 8.8410.19 6.94:0.3 4.3410.2 8.99+0.4 6.34+04 3.78:0.2
20,0
HeLa
® 150 - =T,
g ]
"o
EE
[
S £ 100
[T |
E3
5.0
2 50
0,0 i
Hiicre sayisi/kuyu 1250 5000 10000 ]

Boliinme zamani, s 17.4840.26  15.0640.20 13.7610.21

Sekil 7. HCT116-VA, HCT116-V1 ve HeLa hiicrelerinin boliinme zamani (iki
katina ¢ikma zamani; doubling time).
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4.3.2. Sitotoksisite deneyleri

Hiicre sitotoksisite deneylerindeki amac¢c SPR analizi ile Pol y’ya baglandigi
belirlenen molekiillerden, MLH1 genindeki mutasyonun neden oldugu polipsiz kolon
kanseri hiicresi, HCT116-VA’y1 (yanlis eslesme tamir mekanizmasi hasarli) segici
olarak oldiiren ancak MLH1 proteini bulunan HCT116-V1 (yanlis eslesme tamir
mekanizmasi fonksiyonel) hiicresinde ise daha az sitotoksisite gosteren bir molekiil
tespit etmektir. Bu amacla, ilk etapta Pol y’ya baglanan 7 molekiiliin 20 uM'lik tek
bir konsantrasyonunun HCT116-VA ve HCT116-V1 hiicrelerinin proliferasyonuna
etkisi degerlendirildi (Sekil 8). Hiicrede farkli mekanizmalari etkilemesinin yanisira
Pol y inhibitérii olarak da kullanilan menadione ise pozitif kontrol olarak bu
sitotoksisite deneylerinde kullanildi (Sekil 8). Secilen 20 uM molekiil
konsantrasyonunda  Prestw-272’nin  HCT116-VA  hiicrelerine HCT116-V1
hiicrelerinden daha fazla sitotoksik etki gdsterdigi (Sekil 8); molekiil Prestw-285, -
296, -383, -395, -1443 ve -1099'un ise her iki hiicreye sitotoksik etkisinin benzer
oldugu tespit edilmistir (Sekil 8). Pozitif kontrol inhibitdrii olarak kullanilan
menadione’un HCT116-VA hiicrelerine sitotoksik etkisi HCT116-V1 hiicrelerinden
daha fazladir (Sekil 8).
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Sekil 8. Pol y'ya baglanan Prestwick kimyasal kiitiiphanesi® molekiillerinin ve
Menadione'un 20 uM  konsantrasyonunda HCT116-VA ve HCT116-V1
hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi. Siyah ok: molekiil ekleme zamanini
gosterir.
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Sekil 8'de ilk grafikte sunuldugu gibi HCT116-VA hiicrelerine HCT116-V1
hiicrelerinden daha fazla sitotoksik etki gdsterdigi tespit edilen molekiil Prestw-
272’nin bu hiicrelerin proliferasyonuna etkisi molekiiliin farkli konsantrasyonlari
kullanilarak izlendi ve doza bagli ICso degerleri belirlendi (Sekil 9). ICso degeri

xCELLigence cihazinin yazilimi kullanilarak hesaplandi.
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Sekil 9. Prestw-272 molekiiliiniin HCT116-VA ve HCT116-V1 hiicrelerinin
proliferasyonuna etkisi ve IC50 degeri. Siyah ok: Hiicreye molekiil ekleme
zamani.
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4.3.3. Prestw-272 molekiiliiniin Pol y geni sessizlestirilmis HCT116 hiicrelerinin

proliferasyonu iizerine etkisi

4.3.3.1. HCT116-VA ve HCT116-V1 hiicrelerinde Pol y geninin shRNA ile

sessizlestirilmesi

Yontem 3.4 boliimiinde agiklandigi iizere Pol y shRNA pRS plazmiti ve kontrol
pRS plazmiti origene'den temin edildi. Pol vy i¢in 4 farkli shRNA (A, B, C, D) pRS
plazmiti ve bir kontrol pRS plazmiti (sadece pRS vektorii, VA) HCT116-VA ve
HCT116-V1 hiicrelerine retroviriis ile transfekte edildi. Segici puromisin antibiyotigi
icinde biiyiitiilen hiicrelerden hiicre ekstrakti hazirlanarak Pol y proteininin miktarlar
western blot ile analiz edildi. B-aktin proteini yiikleme kontrolii olarak kullanildi. Pol
v genini sessizlestirmek i¢in kullanilan shRNA A, B, C ve D lerden shRNA C'nin
hem HCT116-V1 hiicrelerinde (Sekil 10A) hem de HCT116-VA hiicrelerinde (Sekil
10B) Pol y geninin baskilanmasinda daha etkin oldugu belirlendi. HCT116-V1
hiicresinde shRNA C'nin polimeraz geninin ekspresyonunu % 60-62,5 baskiladig,
HCT116-VA hiicrelerinde ise %51 baskiladigi tespit edildi (Sekil 10A ve B).

A) .
HCT116-V1 HCT116-V1
PolyshRNA VA A B C PolyshRNA VA C D
— — — Poly — = Do| y

— e e aa— _Akti .
B-Aktin e B-Aktin

Sessizlestirme % 0 0 21,17 62,52 Sessizlestirme % 0 60 41
B

) HCT116-VA HCT116-VA

PolyshRNA VA A B C D_ PolyshRNA VA C D

— — Polv

Poly

| B-Aktin
| B-Aktin

Sessizlestirme % 0 51 48

-......_l]

Sessizlestirme% 0 0 0 34,13 0

Sekil 10. A) Pol y shRNA A, B, C ve D pRS plazmiti ve kontrol plazmiti, VA
ile transfekte edilmis HCT116-V1 hiicresinin western blot analizi. B) Pol y
shRNA A, B, C ve D pRS plazmiti ve kontrol plazmiti; ve VA ile transfekte
edilmis HCT116 hiicresinin western blot analizi.
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Pol y'y1 en fazla baskilayan shRNA C (Sekil 10) pRS plazmidi kullanilarak
transfekte edilen HCT116-V1 ve HCT116-VA hiicrelerinden klonal seleksiyon
yapildi. Boylece Pol y geninin en iyi baskilandig1 tek bir hiicre klonu belirlendi.
Klonal seleksiyon icin her bir hiicre tipinden 20 hiicre klonu seg¢ildi, biiyiitiildii, ve
hiicre ekstrakti hazirlanarak western blot analizi ile Pol y protein miktarlari tespit
edildi (Sekil 11A ve B). Hem HCT116-VA (Sekil 11A) hem de HCT116-V1 (Sekil
11B) hiicrelerinde hiicre klon no 19 ile Pol y proteininin baskilanmasi yaklasik %90

(Sekil 11A ve B) oldugu i¢in hiicresel deneylerde klon 19 ile trasnfekte edilen

hiicreler kullanildi.
A)
HCT116-VA
Klon no. 12 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 VA 19 20
— — — — o — — — il — e Do y
—— - — — S e s D — — — —— B-Aktin
B)
HCT116-V1
Klonno. VA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 VA 14 15 16 17 18 19 20
| —————— ‘I—-—.———___ ————————] Poly
;L.-_- ——— B-Aktin

HCT116-V1
Klonno. VA 4 5 12 13 14 15 19

|— ———— - Pol y

B-Aktin

Sekil 11. A) Pol y shRNA C pRS plazmiti ile transfekte edilmis HCT116-VA
hiicrelerinden seg¢ilen 20 hiicre klonunun western blot analizi. B) Po/ y shRNA C
pRS plazmiti ile transfekte edilmis HCT116-V1 hiicrelerinden segilen 20 hiicre
klonunun western blot analizi.
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4.3.3.2. Molekiil Prestw-272'min HCT116-VA-Pol y KD ve HCT116-V1-Pol y KD

hiicrelerinin proliferasyonu iizerine etkisi

MLHI1 geninde mutasyon nedeniyle MMR mekanizmasi hasarli olan HCT116-
VA hiicresinde Pol y geni sessizlestirilerek mitokondriyel BER mekanizmasi da
hasarli hale getirildi. HCT116-V1 hiicresinde ise MMR mekanizmas1 fonksiyon
gosterirken Pol y geninin sessizlestirilmesi ile mitokondriyel BER mekanizmasi
hasarli hale getirildi. HCT116-VA hiicresinde daha fazla sitotoksik etki gosteren
Prestw-272 molekiiliiniin 20 pM konsantrasyonunda HCT116-VA, HCT116-VA- Pol
vy KD, HCT116-V1 ve HCT116-V1- Pol y KD hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi
arastirild: (Sekil 12). Prestw-272 molekiilii Pol y'nin sessizlestirildigi HCT116-VA
Pol y KD ve HCT116-V1 Pol y KD hiicrelerinin hiicre canliligin1 ¢ok az etkilemis
ama Pol y'nin bulundugu HCT116-VA ve HCT116-V1 hiicrelerinin proliferasyonunu
etkilemistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Molekiil Prestw-272'nin HCT116-VA-Pol y KD ve HCT116-V1-
Pol y KD hiicrelerinin proliferasyonu iizerine etkisi. Siyah ok: Molekiiliin
hiicrelere uygulama zamani.
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4.4. Prestw-272 molekiiliiniin HeLa hiicresi tizerindeki sitotoksik etkisi

Prestw-272 molekiiliiniin 20 pM konsantrasyonunda HelLa hiicresinin
proliferasyonu iizerine etkisi gercek zamanli hiicre analiz sistemi ile 130 saat takip
edildi (Sekil 13, yesil ¢izgi). Molekiil eklenmemis HeLa hiicresi (Sekil 13, kirmizi
cizgi) ile karsilastirildiginda bu molekiiliin bu konsantrasyonda sitotoksik etkisinin az
oldugu goriildii. 20 uM Prestw-272 molekiiliiniin Pol y geni sessizlestirilmis HeLa

hiicresinin proliferasyonuna ise etki etmedigi gozlendi (Sekil 13).
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Sekil 13. Molekiil Prestw-272'nin HeLa ve HeLa-Pol y KD hiicrelerinin
proliferasyonu iizerine etkisi. Siyah ok: Molekiiliin hiicrelere uygulama
zamani.
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5. TARTISMA ve SONUC

Giliniimiizde kanser oOnemli saglik sorunlarindan biridir. Diinya saghk
orgiitliniin 2012 yili verilerine gore kanser 8.2 milyon insanin Gliimiine neden
olmustur (28). Kanser tedavisinde genellikle cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi
yontemleri kullanilir. Son yillarda bu tedavilere ek olarak hormon ve biyolojik tedavi
yontemleri gibi yontemler de kullanilmaya baslanmistir. Giintimiizde kullanilan bu
tedavi yontemlerinin dezavantaji ise saglikli hiicrelere de zarar verebilmesidir (29).
Bu nedenle, kanser hiicrelerini segici olarak hedefleyen ilaglarin arastirilmasi kanser
hastaliginin tedavisinde 6nem kazanmistir. Saglikli hiicreye zarar vermeden kanser
hiicresinin segici olarak hedefleyen molekiillerin belirlenmesi i¢in bu c¢alismada,
mitokondriyel BER yolaginda gorev alan Pol y ile MMR mekanizmasinda gorev alan

MLHI1 arasindaki sentetik letal iligki kullanilmistir.

Bu calismada, insanlarda biyogiivenirliligi ve biyoyararliligi bilinen, ilag
olma-olasilig1 yiiksek 1200 molekiil igeren Prestwick kimyasal kiitiiphanesi®
molekiilleri SPR analizi ile taranmig ve Pol y proteinine dogrudan baglanan 15 yeni
molekiil tespit edilmistir. Prestwick kimyasal kiitiiphanesi® molekiilleri ilk kez bu
calisma ile Pol y proteinine dogrudan baglanma o6zelligi i¢in taranmistir. Pol vy
proteinine dogrudan baglandig: tespit edilen 15 yeni molekiil arasindan segilen 7
molekiil sitotoksisite deneylerinde kullanilmistir (Tablo 2). Literatiirde antikanser
etkisi belirlenmis Pol vy inhibitorleri ile ilgili ¢ok simirli diizeyde c¢alisma
bulunmaktadir (22-24). Secici olarak sadece Pol y’nin inhibisyonunu hedefleyen bir
molekiil heniliz tanimlanmamustir. Bugiline kadar belirlenen Pol 7y inhibitorleri
(6rnegin, vitamin K3 ve HIV’e kars1 kullanilan niikleozid analogu ters transkriptaz
inhibitorleri) Pol y’nin aktivitesini inhibe etmenin yanisira hiicrede bircok farklh
mekanizmalar iizerinde de etkilerini gostermistir. Dolayisiyla, bu molekiillerin
kanser tedavisinde terapdtik segici bir ilag olarak kullanilmasi efektif bir sonug
vermemistir. Hiicresel veya mitokondriyel fonksiyonlar kanser hiicresinin yanisira
normal hiicrenin canlilif1 i¢in de gerekli oldugundan selektif olarak hedeflenmeyen
protein inhibitorlerinin kullanilmasi saglikli hiicrelerin 6liimiine de yol agcmistir (22-
25). Daha o6nce belirlenmis Pol y inhibitorleri i¢in sentetik letal yaklasim ile segici

olarak kanser hiicresini 6ldiirmek miimkiin degildir.
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Pol y proteinine baglandig1 belirlenen molekiillerin (Sekil 4), Pol y proteininin
sentez, dRP liyaz, zinciri kaydirma (strand displacement) ve mitokondriyel BER
aktivitesi iizerine etkisi arastirilmaktadir. Bu calismada, bu molekiillerin, MLH1
genindeki mutasyon sonucu olusan polipsiz kalitsal kolon kanser hiicreleri (HCT116)
ile MLH1 proteinine sahip benzer hiicreler (HCT116-V1) iizerindeki sitotoksik etkisi
karsilastirilmistir. Burada amag, MLH1 proteini bulunmayan HCT116 kolon kanser
hiicresini hedeflemektir. Dolayisiyla, HCT116 hiicresine, MLH1 proteini bulunan
esdeger hiicreye (HCT116-V1) kiyasla, ¢cok daha fazla sitotoksisite gosteren

molekiilii tespit etmektir.

Ilaglarin hiicre canlihi ve proliferasyonu iizerine etkilerini tespit etmek igin
cesitli sitotoksisite yontemleri mevcuttur. Tetrazolyum tuzlarina dayali kolorimetrik
yontemler (MTT) gibi genelde yaygin olarak kullanilan ug¢-nokta (end-point)
yontemlerinin cesitli dezavantajlar1 vardir. Ornegin, hiicrenin diisiik glukoz
konsantrasyonu, indirgenmis piridin niikleotidleri, asidik pH's1, ve artan siiperoksit
olusumu gibi c¢esitli sartlara bagli olarak hatali pozitif ya da hatali negatif sonug
ortaya ¢ikar. Bu nedenle bu ¢alismada, molekiillerin hiicre iizerine sitotoksik etkisi
gercek-zamanli olarak analiz edilmis, ve her hiicre ¢esidi i¢in en uygun hiicre
dansitesi, logaritmik biliylime zamani ve ilag (molekiil) uygulama zamani
belirlenmistir. xCELLigence gercek zamanli hiicre analiz sistemi ile HCT116 ve
HeLa hiicrelerinin proliferasyon kinetigindeki fark tespit edilmistir. HCT116-VA ve
HCT116-V1 hiicreleri 20 000 hiicre/kuyu, HeLa hiicresi ise 10 000 hiicre/kuyu

dansitesinde sitotoksite deneyleri i¢in uygun bulunmustur.

Sitotoksisite taramasinda, Pol y’ya dogrudan baglanan 7 molekiil (20 uM
konsantrasyonda) arasindan Prestw-272 molekiiliniin HCT116-VA hiicresine
HCT116-V1 hiicresine kiyasla daha fazla sitotoksisite gosterdigi tespit edildi. Diger
6 molekiiliin ise her iki hiicre proliferasyonuna benzer etki gosterdigi tespit edildi.
Prestw-272 molekiilii uygulandiktan sonraki 48.saatteki HCT116-VA hiicresi icin
ICso degeri 5,72 uM, HCT116-V1 hiicresi icin ICso degeri 36x10° uM olarak
hesaplandi. Sonug olarak, Prestw-272 molekiilii MLHI-genindeki mutasyonun neden
oldugu kolon kanser hiicresi HCT116-VA'ya MLHI1 proteininin aktif oldugu
HCT116-V1 hiicresinden yaklasik 1000-kat daha az bir dozda toksik etkisini
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gostermistir. Prestw-272 molekiiliiniin farkli bir hiicre hatti, HelLa hiicresine
sitotoksik etkisi HCT116-V1 hiicresine gosterdigi sitotoksisite profiline bezerdir.
Dolayisiyla, Prestw-272 molekiiliiniin  MLH1 proteini bulunan hiicrelerin

proliferasyonuna etkisinin ¢ok az oldugu gézlenmistir.

Prestw-272 molekiiliiniin HCT116-VA hiicresindeki sitotoksik etkisinin Pol y
tizerinden olup olmadigini anlamak amaciyla MLHI geninde mutasyon nedeniyle
MMR mekanizmast hasarli olan HCT116-VA hiicresinde Pol y geni sessizlestirilerek
mitokondriyel BER mekanizmasi da hasarli hale getirildi. HCT116-V1 hiicresinde
ise MMR mekanizmas1 fonksiyon gdosterirken Pol y geninin sessizlestirilmesi ile
mitokondriyel BER mekanizmasi hasarli hale getirildi. Prestw-272 molekiilii Pol
ynin sessizlestirildigi HCT116-VA Pol y KD hiicresinde hiicre canliligini
etkilemedigi ama Pol ymm bulundugu HCT116-VA hiicresinde hiicre
proliferasyonunu etkilemesi, bu inhibitoriin etkisinin Pol y’nin hiicresel fonksiyonu
tizerinden oldugunu gostermistir. Molekiiliin bu etkisi Pol y geni sessizlestirilen

HeLa ve HCT116-V1 hiicrelerinde goriilmiistiir.

Bu sonuglar, Prestw-272 molekiiliiniin sadece Pol y’ya baglanarak diisiik
dozlarda MLHI1 proteini ile Pol y geni arasindaki sentetik letal iliski nedeniyle
HCT116-VA kolon kanseri hiicresi iizerinde daha fazla sitotoksik etkisi oldugu
gostermektedir. Bu calismanin gelecekte saglikli hiicrelere zarar vermeden
uygulanabilecek yeni kanser tedavileri agisindan ila¢ gelistirme c¢alismalarina 11k

tutabilecegi diisiintilmektedir.
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