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OVER KANSER TEDAVIiSINDE RESEPTOR HEDEFLI IN SiLiCcO
LiGAND TASARIMININ IN VIiTRO iNCELENMESI

OZET

Insan &strojen reseptdr alfa (ERa), biiyiime, metabolizma ve gelisimde rol oynayan
ostrojenle indiiklenebilen birgok genin transkripsiyonunu diizenleyen bir niikleer
reseptor ailesi liyesidir. ERa’nin dokularda asir1 ifade edilmesi iligkili oldugu sinyal
yollarin1 aktive etmesine neden olarak, hiicrede DNA mutasyonlarinin birikmesine,
cogalan hiicrelerin neoplastik doniisiimiine ve tiimériin ilerlemesine yol acar. Ozellikle
ERa ekspresyonu ve aktivasyonu hormona bagimli kanser tiirlerinin gelisimi i¢in
birincil 6neme sahiptir. Hormona bagimli kanser tedavisinde ERa'y1 hedefleyen
calismalar, hiicrelerde apoptozu uyarmasi ve epitelyal mezenkimal gegisi inhibe
etmesiyle kanser tedavisinde uygun bir terap6tik hedef oldugunu gostermistir. Ancak
endokrin tedavisine kars1 zamanla gelisen direncin iistesinden gelebilmek igin ERa’ya
yonelik alternatif yaklasimlar ligand baglama alaninindan ¢ikip ERa-DNA veya ERa-
kofaktor etkilesimleri (reseptor kutusunun (NR) LxxLL motifinin hidrofobik oyuk)
tizerinde yogunlagsmaktadir. Hedefli tedavilerde o6zellikle son yillarda, terapdtik
peptitlerle, ERa-kofaktor etkilesimleri gibi protein-protein etkilesimlerinin (PPI)
inhibe edilmesi hastaliklarin tedavisinde genel bir strateji haline gelmistir.

Lineer peptit motiflerine gore farmakolojik a¢idan daha yiiksek performans gosteren,
hedefe daha iyi bir afinite ile baglanan kistirilmig (siklik) peptitler, yeni ve hedefe
yonelik inhibitorler olarak kapsamli bir sekilde son yillarda arastirilmaktadir. Bu
yiizden bu tez ¢alismasinda; ERa'da yer alan ¢esitli a-Sarmal baskin protein-protein
etkilesimlerini hedefleyen siklik peptitler, kofaktér baglanma inhibitér bolgesi
(LxXLL) baz alinarak tasarlanmigtir. Bu bolgeye ozgii gerceklestirilen in siliko
calismalarimizda, ERa’ya baglanan en kritik amino asitlerin kistirtlmadigi, aksine
serbest birakildig: siklik peptit tasariminin miimkiin oldugu gosterilmistir. Bu sayede,
yeni dizayn edilen siklik peptitler, ERa’ya hem 6zgiin hem de biyoesdegerligi yiiksek
bir bigimde baglanan, literatirde sunulan motiflere biiyik bir dstiinlik saglayacak
sekilde in siliko olarak hesaplanmistir. Referans siklik peptit (SP1) ile tez kapsaminda
tiiretilen yeni siklik peptitler (SP2 ve SP3) Fmoc kimyasi kullanilarak, kati-faz peptit
sentez yontemi ile sentezlenmis ve DEAD yontemi ile halkasallagtirilmistir. Elde
edilen lineer ve siklik ham peptitler LC-MS ile analiz edilip, karakterize edildikten
sonra ters faz HPLC ile saflagtirllmis ve in vitro deneylerde kullanilmistir. Tez
calismasinda ERa inhibitorii olarak TPBM ticari kii¢iik molekiilii, 6strojen ile rekabet
etmeden ERa’ya kars1 peptitlerimiz ile benzer etki mekanizmasina sahip oldugu igin
referans molekiil olarak kullanilmistir. Gergeklestirdigimiz in vitro c¢alismalar
neticesinde tasarladigimiz yeni siklik peptitlerin sadece aktif formadaki ERa (Gstrojen
(E2) ile kompleks haline gelmis) tizerinde etkili oldugu, E2’den yoksun ortamdaki
siklik peptitlerin ERa (+) hiicrelerinde herhangi bir etkisi olmadig1 gézlemlendi. Bu
durum siklik peptitlerin tasariminda, sadece ERa’nin aktif formunda agiga ¢ikan
LxxLL  motifine baglandiginin gostergesi olmustur. Aynm1 zamanda E2 ile
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desteklenmis hiicre kiiltiirii ortaminda SP’lerin ERa eksprese etmeyen kanser ve
saglikli hiicre hatlarinda herhangi bir toksik etki gosterememis sadece ERa eksprese
eden hiicreler {iizerinde antiproliferatif etki gdstermis olmasi, peptitlerin ERa
tizerinden hiicre biiyliimesini inhibe ettigini desteklemistir. Ayrica olusturulan peptit
kombinasyonlarinin hiicre hatlar1 lizerinde antiproliferatif ve toksik etki gosterdigi
hiicre canlilik testleri vasitasiyla belirtilmistir.

En etkili kombinasyon grubun SP2 + SP3 ve SP1 + SP2 + SP3’{in hiicrelerin ERa ile
iliski yolaklarinda ve 6nemli apoptoz belirtecleri tizerindeki etkisi de hem gen hem de
protein bazinda agiga ¢ikarilmistir. qPCR ve Western Blot’tan elde edilen veriler igsel
apoptoz yolunda rol oynayan p53, p21, Bax ve Bcl-2 ‘nin yani sira digsal apoptoz
yolunda rol oynayan kaspaz-8’in degisen ekspresyon profilleri hiicrelerin siklik peptit
kombinasyon tedavasi sonrasi her iki apoptoz yolu iizerinden etkileyebilecegini
gostermistir.  Yapilan akis sitometrisi analizleri ile etkili kombinasyonlarla tedavi
edilen hiicrelerdeki kaspaz 3/7 aktivitesinin artis1 ile Annexin V belirteglerinin asiri
ifadesi hiicreleri yogun olarak erken ve gec¢ apoptoza siiriikledigini desteklemistir.
Bunlara ilateven, Bcl-2 ekspresyonunun ve mitokondriyel membran biitiinliigiiniin
Olciildiigli akis sitometrisi analizlerinde siklik peptit kombinasyon tedavisi sonrasinda
hiicrelerde Bcl-2 inaktivasyonun ve mitokondiryel memebran biitiinliigii bozulmus
hiicre sayisindaki anlamli artiglar Bcl-2 sinyal yolunun etkisiz hale getirildigi ve
apoptozun mitokondri yoluyla ger¢eklestigini kanitlamistir. Ayrica hiicrelere sadece
peptit ve peptit kombinasyonlari uygulandiktan sonra hiicre i¢cinde dagilim gosteren
sitoplazmik ve niikleer ERo aktivasyonlarinda diislisiin meydana gelmesi Siklik
peptitlerin ERa’ya spesifik oldugunu kanitlar nitelikte olmustur. Buna ek olarak,
MCEF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda 6énemli bir rolii {istlenen hatta hormon direnci
ile giicli bir iligkisi bulunan sitoplazmik ERo’nin, siklik peptit tedavisinden
sonrasinda aktivitesinin ¢arpici bir sekilde azalmasinin apoptozun bu yolak iizerinden
indiikledigi ilgi ¢ekici bir bulgu olarak elde edilmistir.

Sonug olarak bu tez calismasi kapsaminda, ERa hedeflemesi igin siklik peptitler
tasarlanmis, sentezlenmis ve ERa(+) hiicreleri {izerindeki inhibitor etkisi gesitli in
vitro ¢alismalarla desteklenmistir. Sonug¢larimizda siklik peptitlerin hiicrelerin hem
igsel hem de digsal apoptoz yolunda etkili olarak hiicrelerin 6liim mekanizmalarin
indiikledigi sunulmustur. Bu tez kapsaminda gelistirdigimiz yeni siklik peptitlerin,
yeni teknolojilerle daha da iyilestirilmesinin miimkiin oldugunu ve hali hazirdaki
Klinik tedavilere alternatif ya da yeni peptit kombinasyon tedavilerinin
olusturulmasinda yardimc1 bir yaklasim olabilecegini gostermekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Hesaplamali kimya, koaktivator baglanma inhibitorleri, stabilize
edilmis siklik peptitler, insan Gstrojen reseptorii alfa (ERa), kanser
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IN VITRO INVESTIGATION OF RECEPTOR TARGETED IN SILICO
LIGAND DESIGN IN OVARIAN CANCER THERAPY

SUMMARY

Human estrogen receptor alpha (ERa) is a nuclear receptor family member that
regulates the transcription of many estrogen-inducible genes involved in growth,
metabolism, and development. Overexpression of ERa in tissues activates its
associated signaling pathways, leading to the accumulation of DNA mutations in the
cell, neoplastic transformation of proliferating cells, and tumor progression. ERa
expression and activation are of primary importance for developing hormone-
dependent cancers. Studies targeting ERa in hormone-dependent cancer therapy have
shown that it is a suitable therapeutic target in cancer treatment by inducing cell
apoptosis and inhibiting epithelial-mesenchymal transition. However, to overcome the
resistance to endocrine therapy that develops over time, alternative approaches to ERa
are moving away from the ligand binding domain and focusing on ERa-DNA or ERa-
cofactor interactions (the hydrophobic groove of the LxxLL motif of the receptor box
(NR)). In targeted therapies, especially in recent years, the inhibition of protein-protein
interactions (PPIs), such as ERa-cofactor interactions by therapeutic peptides, has
become a general strategy for treating diseases.

Cyclic peptides, which bind to the target with a better affinity and perform
pharmacologically better than linear peptide motifs, have been extensively
investigated as novel and targeted inhibitors in recent years. Therefore, in this thesis,
cyclic peptides targeting various a-helix-dominant protein-protein interactions in ERa.
were designed based on the cofactor binding inhibitor region (LxxLL). Our in silico
studies have shown that it is possible to design cyclic peptides in which the most
critical amino acids binding to ERa are not restricted but instead released. In this way,
newly designed cyclic peptides have been calculated in silico that bind to ERa in a
unique and highly bioequivalent manner, providing a major advantage over the motifs
presented in the literature. The reference cyclic peptide (SP1) and the novel cyclic
peptides derived in this thesis (SP2 and SP3) were synthesized by solid-phase peptide
synthesis method using Fmoc chemistry and cyclized by DEAD method. The obtained
linear and cyclic crude peptides were analyzed and characterized by LC-MS, purified
by reverse phase HPLC, and used in in vitro experiments. In the thesis study, the
TPBM commercial small molecule was used as a reference as it has a similar
mechanism of action with our peptides against ERo without competing with estrogen
as an ERa inhibitor. As a result of our in vitro studies, it was observed that the new
cyclic peptides we designed were only effective on ERa (complexed with estrogen
(E2)) in the active form, while cyclic peptides in E2-deprived medium did not affect
ERa (+) cells. This indicated that the cyclic peptides’design binds only to the LxxLL
motif exposed in the active form of ERa. At the same time, in an E2-supplemented
cell culture medium, SPs did not show any toxic effect on cancer and healthy cell lines
that do not express ERa but only showed the antiproliferative effect on ERa-
expressing cells, supporting that the peptides inhibit cell growth via ERa. In addition,
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the antiproliferative and toxic effects of the peptide combinations on cell lines were
indicated by cell viability tests.

The effect of the most effective combination group, SP2 + SP3 and SP1 + SP2 + SP3,
on ERa-related pathways and important apoptosis markers of cells was determined at
both the gene and protein level. The data obtained from gPCR and Western blot
showed that the altered expression profiles of p53, p21, Bax, and Bcl-2, which are
involved in the intrinsic apoptosis pathway, as well as caspase-8, which is involved in
the extrinsic apoptosis pathway, showed that the cells were affected through both
apoptosis pathways after cyclic peptide combination therapy. Flow cytometry analyses
showed that increased caspase 3/7 activity and over-expression of Annexin V markers
in cells treated with the effective combinations intensely drove the cells to early and
late apoptosis. In addition, flow cytometry analysis of Bcl-2 expression and
mitochondrial membrane integrity showed that Bcl-2 inactivation and significant
increases in the number of cells with impaired mitochondrial membrane integrity after
cyclic peptide combination treatment supported that the Bcl-2 signaling pathway was
inactivated and apoptosis occurred through mitochondria. In addition, the decrease in
cytoplasmic and nuclear ERa activations distributed in the cell after treatment of cells
with only peptides and peptide combinations proved that cyclic peptides were specific
for ERa. In addition, cytoplasmic ERa, which plays an important role in the
proliferation of MCF-7 cells and has a strong relationship with hormone resistance,
decreased dramatically after cyclic peptide treatment, indicating that apoptosis is
induced through this pathway.

In conclusion, within the scope of this thesis, cyclic peptides for ERa targeting were
designed and synthesized, and their inhibitory effect on ERa (+) cells was supported
by various in vitro studies. The results show that cyclic peptides induce cell death
mechanisms by acting on both the cells’ intrinsic and extrinsic apoptosis pathways. It
has been demonstrated that the new cyclic peptides we have developed within the
scope of this thesis can be further improved with latest technologies and can be an
alternative to current clinical treatments or a helpful approach to creating new peptide
combination therapies.

Keywords: Computational chemistry, coactivator binding inhibitors, stabilized cyclic
peptides, human estrogen receptor alpha (ERa), cancer
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1. GIRIS

Ostrojenler (estradiol (E2)), dokulardaki biiyiimeyi, farklilasmay diizenleyen steroid
hormonlardir [1] ve hiicre igindeki fonksiyonlarini dstrojen reseptorleri (ER'ler) ile
etkilesime girerek gerceklestirirler. ER'ler, 6strojen yanit elemanlar1 (ERE'ler) yoluyla
gen transkripsiyonunu diizenleyen, bdylece 0Ostrojenlerin  normal biyolojik
fonksiyonlarin1 kolaylastiran ligand bagimli transkripsiyon faktorlerdir. Ostrojenler,
geleneksel ER'lere (ERa ve ERP) ve GPERI'e baglanarak genomik ve genomik
olmayan etkilerini hiicre i¢inde gosterirler. Hiicredeki anormal ER sinyali, cesitli
kanser tiirlerine [1], polikistik over sendromu ve endometriozis [2] gibi jinekolojik
bozukluklar dahil olmak iizere birgok hastaliga neden olmaktadir. ERa ve ERJ over
kanserli hastalarin ¢ogunda (%60-80) eksprese edilir. ERa, hiicre ¢ogalmasini ve
gbclinii tesvik ederek yumurtalik kanser hiicrelerinin gelisimine ve proliferasyonuna
katkida bulunur. Yumurtalik kanser tedavisinde, dolasimdaki Ostrojen seviyelerini
azaltan aromataz inhibitorleri ile tamoksifen gibi ER’ya karst olan hormonal terapi
uygulamalarinin etkinligi literatiirdeki ¢alismalarda gosterilmistir [3]. Yapilan hiicre
kiiltiirtine dayal1 calismalar, ERa'nin yumurtalik kanseri hiicrelerindeki islevselligini
gosterimi i¢in yumurtalik kanseri hiicre hatlari modelleri kullanilmistir [4-6]. Biiyiime
diizenlemesine ek olarak E2, ERa araciligiyla hiicre gogiinii ve epitelyal-mezenkimal
gecisi de destekler. Bu degisiklikleri, E-cadherinin SNAIL- ve SLUG aracili asagi
regiilasyonu mekanizmasiyla gergeklestirmektedir [7]. Fibronektin ve laminine
baglanan hiicre dis1 molekiil fibulin, ERa araciligiyla dstrojen tarafindan diizenlenir
ve hiicre-hiicre etkilesimlerinde ve hareketliliginde anahtar bir role sahiptir [8,9].
Ayrica, ERa ekspresyonuna bagli GPER1/epidermal biiylime faktorii reseptorii
(EGFR) sinyalinin biiylime yaniti iizerinde destekleyici bir etkisi oldugu da one
striilmiistiir [10]. Liteartiirde yapilan bu calismalar, ERa’nin yumurtalik kanser
gelisimi i¢in tesvik edici bir faktor olma egiliminde oldugunu ve birgok biiylime sinyal
yolagi ile iliskili olarak kanser gelisimini destekledigini gostermektedir. Bu
ozelliklerinden dolay1 ERa, yumurtalik kanser tedavisinde kullanilabilecek uygun bir

farmakolojik hedef olarak karsimiza ¢ikmaktadir [11]. Bu yilizden yumurtalik kanser



tedavi stratejisinde, ERa'y1 dogrudan veya dolayli yollarla inhibe etmek etkili bir metot
haline gelmektedir.  Giiniimiiz kanser tedavisinde ER sinyal yolaginin c¢oklu
inhibitorleri  kullanilmaktadir ve etki mekanizmalarina gore su sekilde
siniflandirilmaktadir; (i) Endojen Ostrojen iiretimini azaltan bilesikler (aromataz
inhibitorleri (AI) ve gonadotropin salgilayan hormon agonistleri), (ii) ERa'yi dogrudan
antagonize eden bilesikler (secici dstrojen reseptorii modiilatorleri ve segici dstrojen
reseptorii indirgeyicileri (SERM'ler ve SERD'ler)). Segici 0Ostrojen reseptorii
modiilatérleri (SERM), oOstrojenle rekabet etmek ve iliskili oldugu kofaktorleri
degistirerek ER aktivitesini modiile etmek i¢in tasarlanmis anti-Ostrojenlerdir [12].
Normal kosullar altinda 6strojene bagli ERa’daki H12’nin, ligandin ligand baglama
cebine kapanmasina ve miithiirlemesine izin verir, bu da AF-2 yariginin olusmasina yol
acar. Reseptor tizerindeki LXXLL motifleri, bu yariga cekirdek diizenleyicilerinin
baglanmasina izin verir ve transkripsiyon baslatilir. Fakat, ERa’ya 6strojen yerine bir
SERM’in baglanmasi, asili yan zincirdeki sarmal 11 ve 12 arasinda konformasyonel
bir degisiklige neden olur. Bu durum, H12'nin ligand baglanma bélgesinin (LBD'yi)
kapatmasini engeller ve H12'yi AF-2 ylizeyinin statik bolgesine ulagmasini zorlastirir.
Boylelikle, H12'nin kendi LxXLL motifini kullanarak AF-2 yarig ile koaktivatdriin
baglanacag1 cebi tikar. Bu etkilesim, koaktivatdr proteinlerin yapiya baglanmasini
onler, dolayisiyla reseptoriin aktivasyonu bloke eder [13,14]. SERM'ler, ERa'nin
ligand bagimli aktivasyonunu hedefler, ancak zamanla hiicreler bu mekanizmaya karsi
da direng gosterirler. Ozellikle meme kanserlerinin yaklasik %30'u SERM'lere uzun
slire maruz kaldiktan sonra direng gelistirmektedir [15]. Gelisen bu direncin iistesinden
gelebilmek icin ER aktivitesini hedeflemenin alternatif yontemleri ortaya ¢ikmaktadir.
Secici Ostrojen reseptorii indirgeyicileri (SERD'ler), reseptdriin bozulmasi yoluyla
ERa sinyalini inhibe etmek icin gelistirilmistir. ERa aktivitesini inhibe etmeye yonelik
alternatif yaklasimlar, ligand baglama alaniin &tesine geger ve ER-DNA veya ER-
kofaktor etkilesimlerini hedef alir. SERD'lerden biri olan elektrofil disiilfit benzamidin
(DIBA), tamoksifene direngli ve ERa (+) olan kanser hiicrelerinde, tamoksifene olan
duyarliligt geri kazandirdigi ve kombine tedavinin tamoksifene direngli kanser
gelistiren hastalar ic¢in bir segenek olabilecegi gosterilmistir [16]. Shapiro ve
arkadaslarinin  yaptigi ¢alismada ise bagka bir SERD olan teofilini, 8-
[(benziltiyo)metil]-(7CL8CI) (TPBM)'yi ERa-DNA etkilesiminin engelleyen kiiglik
bir inhibitor molekiil olarak tanimlamiglardir [17]. Ayrica TPBM, T47D meme kanseri

hiicrelerinde ERa aracili transkripsiyonu inhibe ettigi ve bununla birlikte ERo(+) BG-



1 yumurtalik kanseri hiicrelerinin dstrojene bagimli biiyiimesini inhibe ettigi de
gosterilmistir. ERa-kofaktor etkilesimlerinin inhibitorleri, korunmus bir bolge olan
reseptor kutusu (NR) LXXLL motifinin bilinen yapisi ve baglandig1 hidrofobik oyuk
bolgesini hedef alinarak tasarlanmaktadir. Bu tiir inhibitérler ayn1 zamanda segici
olarak ERa sinyalini hedefleyebilen potansiyeli yiiksek tedaviler olarak
gosterilmektedir. Sonug olarak, ERa-kofaktdr etkilesimlerinin inhibitorleri (terapotik
peptitlerle protein-protein etkilesimlerinin (PPI) inhibe edilmesi) kanser tedavisinde

gliclii bir strateji haline gelmistir [18].

Protein-protein etkilesimleri (PPI'ler), hiicrelerin islev gérmesini saglayan hiicre
igindeki molekiiler sinyal mekanizmalarinin 6nemli bir bilesenidir [19]. Proteomik ve
yapisal biyolojideki gelismeler, ¢cogu hiicresel siire¢ ve biyolojik fonksiyonda yer alan
birgok PPI'lerin kesfedilmesine yol agmustir [20,21]. Kii¢iik molekiiller ve antikorlarla
karsilastirildiginda PPI'ler, inhibitor veya aktivator olarak bir takim yapisal avantajlar
icermektedir. Bu nedenle, PPI'lerin bilinen kristal yapisina dayanan yeni bir peptit ilag
kesif teknolojisi olan “peptitlerin rasyonel tasarimi” son yillarda ila¢ adaylariin kesfi
icin umut verici bir strateji olarak kabul edilmektedir [22,23]. Iyi hedef 6zgiilliigii,
azaltilmis toksisitesi ve diger olumlu o6zellikleri sayesinde PPI'lerin son yillarda
terapotik peptitlerle inhibe edilmesi hastaliklarin tedavisinde genel bir strateji haline
gelmistir [24,25]. Peptit tiirevli terapdtiklerin rasyonel tasarimi genellikle altta yatan
protein-peptit etkilesiminin yapisal karakterizasyonunu gerektirmektedir. Deneysel
karakterizasyonun zor olabilecegi g6z Oniline alindiginda, giivenilir hesaplama
araclarina ihtiya¢ vardir. Bu yaklagimlarin basinda, hedef PPI'lerin ¢ozlilmiis kristal
yapisina dayanan bilgisayar destekli biyoinformatik teknolojisi gelmektedir. PPT’lerin
baglama arayiiziiniin biyoinformatik ve hesaplamali analizi, etkilesen iki proteinin
ylizeyindeki temel amino asitlerin tanimlanmasini saglar [26,27]. Bununla birlikte,
peptitlerin aktivitelerini ve fizikokimyasal Ozelliklerini gelistirmek icin peptit
siklizasyonu ve omurga modifikasyonu gibi optimizasyon islemlerine gerek
duyulmaktadir [28,29]. Siklizasyon modifikasyonu ile elde edilecek siklik peptitler,
lineer peptitlerle karsilastirildiginda daha yiiksek stabilite, kolay tiretim ve daha iyi
hiicre gegirgenligi gibi gesitli avantajlara sahiptirler [30,31]. Simdiye kadar 40'tan
fazla siklik peptit, klinik kullanim i¢in onaylanmistir ve burada disiilfit kaynakli siklik
peptit iiretim yolu en yaygmn kullanilan yontemlerden biridir [32,33]. Kanser

tedavisinde kullanilan ilaglar; lanreotid ve romidepsin bu tiir disiilfit kaynakl siklik



peptitlerden sadece bazilaridir [33]. Disiilfit kaynakli siklik peptitler geleneksel olarak,
sirasiyla 9-florenilmetiloksikarbonil (Fmoc)-kati faz peptit sentezi (SPPS) ile yapilan
peptitil re¢inelerinin boliinmesiyle hazirlanan lineer peptitlerin serbest veya korunmus
tiyol gruplarinin hava veya iyot ile oksidasyonu yoluyla ¢o6zelti iginde
sentezlenmesiyle olusturulur. Siklik disiilfit peptitleri sentezlemek icin alternatif bir
yaklagim olarak, son zamanlarda disiilfit baglarinin peptit zinciri yapimi sirasinda
olustugu disiilfiir giidiimlii siklik peptit sentezi (DdCPS) kullanilmaktadir. iki farkli
kiikiirt igeren peptit fragmanindan kat1 faz disiilfit ligasyonu (SPDSL) tarafindan iki
peptit fragmani arasinda capraz baglanan disiilfit baglanmanin ardindan, molekiil i¢i
siklizasyona her reaksiyon merkezinin yakinlik etkisi katkida bulunur ve molekiiller
arast1 amid bagi olusumundan daha verimli ve daha yiiksek bdolgesel segicilik
olusturulabilmektedir [34,35]. Bununla birlikte, bu sentezler sonunda, reaksiyon
cozeltisinden N-terminal Fmoc-grubu ve diger koruma gruplarinin ortamdan
uzaklastirilmas: gerektiginden kapsamli bir HPLC saflagtirmasi islemi yapilmasi

gerekmektedir.

ERa hedefli ilaclara karsi zamanla gelistirilen direng mekanizmalarinin Oniine
gelebilmek icin en umut vaat eden yaklasim, ERa-kofaktor baglanma bolgesini inhibe
etmek oldugu yukarida bahsedilmistir. LXXLL motifli peptitler, steroid reseptorlerinin
ylizeyine baglanan peptit taklitlerini tasarlamak i¢in kullanilmistir ve klinikte
halihazirda kullanilan terapdtiklere direng gosteren bazi vakalarda aday tedaviler
olarak sunulabilmektedir [36-38]. Disiilfiir baglart dogrusal peptidleri stabilize
edererek birgok peptit ilacin biyolojik etkilerinde nemli bir rol oynarlar [39,40].
Literatiirde gelistirilen disiilfiir kopriilii peptitlere iliskin birka¢ c¢aligsma, o6zellikle
ERa'nin ortak aktivator bolgesini hedef almistir ve ERa-kofaktor baglanma bolgesini
inhibe eden ilk disiilfit bagiyla stabilize edilmis siklik (PERM-1), Leduc ve ark.
tarafindan gelistirilmistir [41]. Daha sonraki ¢aligmalarda PERM-1'"in farkli analoglar1
tasarlanmis ve bunlarin ERa'ya karsi daha yiiksek sarmal karaktere ve daha diisiik
inhibisyon sabitine [42] daha yiiksek bir afiniteye [43] ve ERa ve ERa aracili
transkripsiyonu onemli 6l¢iide etkileyerek ilgili pS2 geninin mRNA ekspresyonunu
asag1 regilile edebildigi gosterilmistir [44,45]. Sonug¢ olarak, yapilan caligmalar
neticesinde ERa’ya 06zgii olan siklik peptitlerin disiilfit reaksiyonuyla modifiye
edilmesi reseptore olan afinitelerini arttirdigini gostermistir. Bdoylelikle, cesitli

kimyasal ortamlar altinda bir¢ok proteinin yapisal motiflerinin stabilize edilebilecegi



ve etkinliginin artirabilecegi vurgulanmistir [36,41-43]. Bu sayede, LxxLL imza
motifi baz alinarak ERa hedefli siklik 6zgiin peptit kiitiiphaneleri farkli yollarla
olusturulabilmektedir. Bunun neticesinde, farkli reaksiyonlarla ve modifikasyonlarla
elde edilebilecek protein mimikleri ile ERa ifadesi yiiksek olan kanser tiirleri i¢in daha

etkin bir tedavi yontemi imkan1 sunulabilecektir.

1.1 Tezin Amaci

Tezin temel amaci, ERa’e 6zgii antagonist etki gosteren siklik peptitlerin in siliko
yaklasimdan faydalanarak etkinliginin in vitro olarak kanser ve saglikli hiicre hatlari
tizerinde incelenmesidir. Tezde yapilan hedefli tedavinin temelini olusturan ERa,
kanser gelisiminde O6nemli bir role sahip olmasi nedeniyle Ozellikle reseptor
ekspresyonunun arttigi farkli kanser tiirlerinin tedavisinde 6nemli bir hedef olarak
degerlendirilmektedir. Bu tez ile son yillarda lineer antagonist peptitlerden iistiin
oldugu kabul edilen siklik antagonist peptit motiflerinin in siliko eldesi ile literatiirde
sunulan referans siklik peptitinden (SP1) daha etkin siklik peptit motiflerinin (SP2 ve
SP3) elde edilmesi amaglandi. Bu birincil amagtan sonra, 6zellikle SP2 ve SP3’{in
antagonist etkisini ve etkili olacagi gen, protein, hiicresel 6liim ve transkripsiyon
faktorii aktivasyon mekanizmalarini ayrintili bir sekilde acikliga kavusturmak igin

ERo(+) hiicre hatlar ile tedavi etmek tez ¢aligmasinin ikincil amacini olugturmustur.

1.2 Ostrojen ve Ostrojen Reseptorleri (ER)

Ostrojenler (estradiol (E2)), hem kadinlarda hem de erkeklerde viicutta cesitli etkilere
aracilik ederek treme, kardiyovaskiiler, iskelet, endokrin, sinir ve bagisiklik
sistemlerinde fizyolojik ve patolojik siiregleri diizenleyen steroid hormonlardir [46].
Bu nedenle kisirlik, endometriozis, polikistik over sendromu ve ¢esitli kanser tiirleri
gibi bir¢ok hastalikla iliskilendirilir. E2, fizyolojik ve patofizyolojik siireglerde dnemli
diizenleyici rollere katilirlar [1]. Ozellikle, kadin iireme sisteminde oynadig1 rol ve
ikincil cinsel Ozelliklerin gelisimi, en Onemli islevi olarak kabul edilmektedir.
Ostrojenin hiicresel reseptdrleri, niikleer reseptor ailesindeki dstrojen reseptdrleri (ER
alfa (ERa) ve ER beta (ERB)) ve membran Ostrojen reseptorleridir (mER'ler; G
proteinine bagh reseptdr 30 (GPR30)). Ostrojen ve ilgili reseptorlerinin hiicre i¢indeki
etkilesimlerinin ge¢misi 500 milyon yildan daha eskiye dayandigindan oldukca



karmasiktir [47]. Ilgingtir ki, 1996 yilinda yiiksek homolojiye sahip baska bir dstrojen
reseptOrii tanimlanana kadar Ostrojen fonksiyonlarinin, 1962'de kesfedilen tek bir
reseptOr araciligiyla aktive edildigine inaniliyordu [48] .O zamandan beri, birincisi
ERa ve ikincisi ERP olarak reseptdrler yeniden adlandirildi. Ugiincii dstrojen reseptorii
2000'i yillarda kesfedilip karakterize edildi [49,50] ve G proteinine bagl reseptor 30
(GPR30)/G proteinine bagl dstrojen reseptorii 1 (GPER) olarak adlandirildi.

1.3 ER’lerin Yapisal Ozellikleri

Transkripsiyon diizenleyicilerinin niikleer hormon reseptorleri siiper ailesinin tiyeleri
olarak Ostrojen reseptorlert ERa ve ERB'nin yapilar ¢esitli fonksiyonel alanlardan
olusur ve bir¢ok ortak yapisal bolgeye sahiptir [51]. Temel fonksiyonel alanlar A/B, C,
D ve E/F olarak adlandirilir ve her iki reseptoriin tam formu Sekil 1.1°de gosterilmistir.
A/B bolgesi, gen transkripsiyon islemlerine dahil olan amino-terminal alanin1 (NTD)
temsil eder ve hedef dizilere baglanmaya aracilik eden bir ¢inko parmag: icerir. C
bolgesi, Ostrojen reseptor dimerizasyonuna ve kromatindeki spesifik dizilere
baglanmaya katkida bulunan DNA baglanma alanimni (DBD) ifade eder. Bu temel
dizilerin tamami dstrojen yanit elemanlar1 (ERE) olarak bilinir [52,53]. D alani ise, C
ve E alanlarini birbirine baglayan ve saperon proteinlerine baglanabilen bir mentese
bolgesidir. Bu bolge ayn1 zamanda Ostrojen baglanmasiyla, reseptor-ligand
komplekslerinin ¢ekirdege yer degistirmesine izin veren niikleer lokalizasyon sinyalini
de igerir. Ligand baglanma alan1 (LBD) olarak da bilinen karboksi terminalindeki E/F
bolgesi, Ostrojen baglanma alaninin yani sira koaktivatorler ve ortak baskilayicilar igin
baglanma bolgelerini icerir. Son olarak, aktivasyon fonksiyonu (AF) alanlar1 AF1 ve
AF2 olarak bilinen dstrojen reseptdr transkripsiyonel aktivitesinin iki ek diizenleyicisi
sirastyla NTD ve DBD'de bulunur [54]. Bu reseptdrlerin aracilik ettigi transkripsiyonel
diizenleme mekanizmalari, AF1 ve AF2'nin sinerjistik etkilerini igerir [55]. AF2'nin
aksine AF1'in aktive edilmesi i¢in hormonlarin veya steroidlerin baglanmasi gerekmez
[56]. ERa ve ERB’nin, NTD, DBD ve LBD alanlari sirasiyla %16, %97 ve %59
benzerlik gostermektedir [57].



ERa NH,- A/B C D E/F -COOH 66 kDa

Full length (aa) 1 180 263 302 595

ERp NH,- A/B C D E/F -COOH 59 kDa

Full length (aa) 1 144 227 255 530

A/B: NTD/AF1
C: DBD
D: Hinge

E/F: LBD/AF2

Sekil 1.1 : Ostrojen reseptorlerinin yapisi. Alt1 yapisal ve islevsel alan
vurgulanmigtir: A, B alani (amino-terminal veya NH2-terminal alan1 [NTD],
aktivasyon fonksiyonu 1 [AF1]); C alan1 (DNA baglama alani [DBD]); D alani (C ve
E alanimi birbirine baglayan mentese bolgesi); E, F alan1 (karboksil- veya COOH-
terminali, ligand baglama alanidir [LBD], AF2) [11].

1.4 ERo ve ERB’nin Hiicresel islevi

Ostrojenin biyolojik etkilerinin énemli aracilari olan dstrojen reseptdrleri o ve P,
homolog olmayan kromozomlar {izerinde bulunan sirastyla ESR1 ve ESR2 genleri
tarafindan kodlanir. ERa ve ERPmin ekspresyonu doku ve hiicrelerde biiyiik
farkliliklar gosterir. ERa agirlikli olarak rahim, overlar (over) ve gogiislerde eksprese
edilirken, ERP esas olarak sinir sistemi, overler, kardiyovaskiiler sistemler ve erkek
tireme sisteminde eksprese edilir [57]. ERa ve ERB'nin islevleri, 6strojenle iliskili
hastaliklarin birgok terapotik tedavisiyle hedeflenebilir. Bu terapétik miidahaleler,
tedavi stratejisini optimize etmek i¢cin ERa ve ERf} mekanizmalarinin anlagilmasinin
Oonemini vurgulamaktadir. Niikleer hormon reseptorleri gen ifadesini gerceklestirmek
i¢in ¢ekirdekte bulunur. Ostrojen reseptorleri ise, inaktive edilmis ER'ler esas olarak
cekirdekte (~%95) bulunurken, geri kalan1 sitoplazmada bulunur. Ancak membranda
lokalize olan ERa, atipik bir G proteinine bagl reseptor olarak gorev yapar [58,59].
Ligand aktivasyonu genellikle saperondan (Hsp90) ayrildiktan sonra monomerin
dimerizasyonuna yol acar ve sitozolik reseptorlerin g¢ekirdege translokasyonunu
saglar. Diger steroid hormon reseptorleri gibi ER'ler de transkripsiyonda homolog
dimerler ve/veya heterodimerler olarak gérev yapar, ¢ekirdek diizenleyicileri bir araya
getirir ve bunlar1 Ostrojen yanit elemanlart (ERE'ler) ile birlestirir [60-62].
Aktiflestirilmis Ostrojen reseptdrleri, transkripsiyon faktorleriyle birleserek dolayli

olarak DNA'ya baglanabilir ve transkripsiyon, bir ligandin yoklugunda translasyon



sonrasi modifikasyonla diizenlenebilirler [63]. ER'ler, ligand ve dokuya bagli olan ¢ok

sayida genin ekspresyonunu hem pozitif hem de negatif olarak diizenlerler.

1.5 ER’nin Cekirdek Diizenleyicileri

Hiicre i¢inde transkripsiyonun baglatilmasi karmasik bir siirectir ve bir¢ok proteinin
hedef gen promotdriinde etkilesimini gerektirir. ER tarafindan transkripsiyonel
aktivasyon, genel transkripsiyon faktorleri, koaktivatorler, korepressorler,
kointegratorler, histon asetiltransferazlar ve histon deasetilazlar gibi transkripsiyonel
diizenleyicilerin ~ katilimin1 ~ gerektirir  [64-66]. Bu diizenleyicilerin  tiimii,
transkripsiyonu ve hedef gen promoterlerinin ulasilabilirligini degistirmek igin
etkilesime girerler. Koaktivatorler, transkripsiyonun giiciinii artiran proteinlerdir.
Koaktivatorler ile ER arasindaki temas, koaktivatorde mevcut olan LxxLL ("L" 16sini,
"X" ise herhangi bir kalintiyr temsil eder) motifi araciligiyla yapilir [67]. Ancak bu
etkilesim i¢in ER tizerinde gerekli olan bolge dizisi degisiklik gosterir. Koaktivatorler
arasinda p160 ailesinin iiyeleri olan steroid reseptor koaktivatorii 1 (SRC-1), SRC-2
ve SRC-3 yer alir. p300 ve CREB baglayici proteinler (CBP), DNA'ya baglanmayip
SRC-1 gibi diger transkripsiyon faktorleri tarafindan promoterlere alindiklari igin
kointegratorler olarak adlandirilirlar. Korepresorler transkripsiyonu baskilar ve
niikleer reseptor korepresoriinii (NCoR) ve retinoid ve tiroid hormon reseptorii

(SMRT) bu susturma mekanizmasinin elemanlarindandir.

1.6 ER Ligandlar:

Viicutta dogal olarak iiretilen 0strojenlere ek olarak, ¢esitli kiiclik organik ve inorganik
molekiiller dizisi, LBD alanim1 spesifik bir sekilde tanima yetenekleri nedeniyle
Ostrojen reseptorii ligandlari olarak gorev yaparlar. Bu ligandlarin ¢ogunlugu ERa'ya
kars1 daha yiiksek secicilik sergilerken, iki izoformun ligand baglanma cepleri
arasindaki oldukg¢a yiiksek benzerlige ragmen yakin zamanda bir dizi ERp secici
bilesik de kesfedilmistir. ERa ve ERB'nin genellikle antagonistik bir sekilde etkili
olurlar. Ornegin, ERa'nin meme dokusundaki mitojenik etkisi, meme karsinomunun
gelismesine yol acan hiicresel proliferasyondan sorumluyken, ERB'nin aktivasyonu
memede anti-proliferatif bir etkiye sahiptir [68]. Benzer sekilde ERB'nin prostat,
kolon, akciger ve beyin gibi diger dokular iizerinde de anti-proliferatif etki
gosterdigine inanilmaktadir [69-71]. Buna gore, ERB'y1 segici olarak aktive edebilen



kiictik molekiillii ligandlarin gelistirilmesi, kanserler ve norolojik bozukluklar gibi

endikasyonlarin tedavisinde de umut vaat eden bir yontemdir [72,73].

1.6.1 Endoostrojenler

Endoostrojenler viicutta endojen olarak iiretilen fizyolojik Ostrojenlerdir. Bu
Ostrojenlere ornek olarak Sekil 1.2°deki estron (E1), estradiol veya dstradiol (E2) ve
estriol (E3) verilebilir. Endodstrojenler, kadinlarda overler ve erkeklerde testisler gibi
cinsiyet bezlerinin yani sira karaciger, beyin ve adrenal bezler gibi diger organlar
tarafindan kolesterolden iiretilen steroidal bilesiklerdir. Ostradiol hem kadinlarda hem
de erkeklerde baskin form iken, estriol Oncelikle hamilelik sirasinda ve estron
menopoz sirasinda tretilir. Kadinlarda cinsel gelisim ve iireme fonksiyonlarindaki
roliine ek olarak Ostradiol, hem erkeklerde hem de kadinlarda lipid metabolizmasi,
kardiyovaskiiler fonksiyon ve kemik gelisimi gibi ¢ok sayida baska fizyolojik
fonksiyonda da rol oynar [74-76]. Endodstrojenler ayn1 zamanda oral kontraseptiflerin

ve hormon replasman tedavisinin de bilesenleridir.
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Sekil 1.2 : Estron (E1), 17B-estradiol (E2) ve estrioliin (E3) kimyasal yapilart [77].
1.6.2 Fitoostrojenler

Fitodstrojenler, bitkiler tarafindan dogal olarak {iretilen, steroidal olmayan polifenolik
bilesiklerdir. Ug ana gruptan; izoflavonlar, kumestanlar ve lignanlardan olusur.
Estradiol ile kimyasal ve yapisal benzerlikleri oldugu i¢in fitodstrojenler, dstrojen
reseptorlerinin LBD alanina baglanma ve estradiol baglanmasini rekabetci bir sekilde
bloke etme yetenekleri sayesinde Ostrojenik veya antiostrojenik etkiler gosterebilir
[78]. Ozellikle genistein, coumestrol ve liquiritigenin, ERa'ya kiyasla ¢ok daha yiiksek
afiniteyle LBD alanina baglanma yetenekleri sebebiyle ERB'ya kars1 daha segicidirler.
[79,80].

1.6.3 Ksenoostrojenler

Ksenodstrojenler "yabanci" dstrojenler olarak tanimlanir. Ksenodstrojenler son derece

yiiksek lipid ¢Oziiniirligiine sahip olduklarindan ve yapisal olarak dogal endojen



Ostrojenlere  benzer olduklarindan, Ostrojen reseptorlerine  baglanabilirler.
Ksenoostrojen kaynaklar1 arasinda plastikler, bocek ilaglari, kimyasallar ve su

sistemleri bulunur [81,82].

1.6.4 Segici ostrojen modiilatorleri (SERM)

Secici dstrojen reseptdr modiilatorleri (SERM'ler), dstrojen reseptorii agonistleri veya
antagonistleri olarak hedef organlardaki hiicre i¢i dstrojen reseptdrleri ile etkilesime
giren yapisal olarak farkli bilesiklerdir. ERa i¢in kismi bir agonist, ERP reseptorleri
i¢in ise saf bir antagonist olarak gérev yapar [83]. Ideal olarak tasarlanmis bir SERM'in
amaci, Ostrojenin kanserojen etki gosterdigi dokularda bir antagonist olarak gorev
yaparken, uterus, gastrointestinal, kemik, serum lipitleri gibi Ostrojenin yararl etkilere
sahip oldugu diger dokularda agonist veya kismi agonist olarak gérev yapmaktir [84].
Hem menopoz oncesi hem de menopoz sonrasi kadinlarda meme karsinomunun
tedavisi igin tasarlanan tamoksifen, raloksifen gibi FDA onayli SERM!'lerin
fonksiyonu su sekilde isler; (i) her iki ER reseptor izoformunun LBD'sine baglanir ve
17-B-Estradiol (E2) baglanmasini rekabetci bir sekilde bloke eder, (i1)) LBD bolgesine
baglandiginda, yan zinciri sarmal 12’nin (H12) AF-2'nin aktif bir konformasyonunu
olusturmasini durdurur [85]. (iii) H-12, AF-2 hidrofobik oluga sabitlenir ve ortak
aktivatoriin baglanmasini kisitlar. Ligand baglanmasindan sonra sarmal 12'nin yeniden
konumlandirilmas1 bu nedenle Ostrojenik ve anti-Ostrojenik etkiler i¢in 6nem arz
etmektedir [86,87]. Gliniimiizde, Tamoxifen, Raloxifene, Toremifene gibi belirgin
aktiviteye sahip bir dizi SERM ilag¢ piyasasindaki yerini korumakta ve bircogunun
meme ve uterustaki doku se¢iciliginin antagonistik bir etkiye sahip oldugu klinik
caligmalarca ifade edilmektedir [88]. Fakat mevcut SERM'lerin tamoksifende oldugu
gibi baz1 sinirlamalari vardir. Ostrojenle iliskili meme kanseri hastalarin tedavisinde
tercih edilen bir ila¢ olmasina ragmen, birkag yillik tedaviden sonra ilaca kars1 direng
gelisir. Tamoksifenin meme kanserinin uzun siireli tedavisinde ve yiiksek risk sahibi
kadinlarda kanserin Onlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilmasi sonucunda, sicak
basmasi, kardiyak anormallik, tromboembolik bozukluklar, okiiler toksisite ve ilaca
bagli endometrial kanser gelisimi oldugu ortaya ¢ikmaktadir [89-91]. Toremifen ile
uzun siireli tedavi goéren kadinlarda endometrial kanser gelisme riski de daha ytiksektir
[92]. Raloksifen kullanimi1 da zamanla hastalarda kan pihtisi, derin ven trombozu ve
pulmoner emboli goriilme sikligin1 artirir. Bu ylizden meme kanseri iizerinde iyi bir

anti-ostrojenik etkisinin yani sira kemik ve serum lipit sentezi ilizerinde Ostrojenik
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etkiye sahip olan ve rahim iizerinde notr etki gosteren 'ideal' bir SERM arayisi halen
devam etmektedir. Ciinkii, su anda kullanilan mevcut ilaglar bu mekanizmalar1 tam
anlamiyla karsilayamamaktadir [93]. Bahsi gegilen SERM’lerin meme ve uterusta
olusturdugu bu zit etki, H12 sarmalinin agonist ve antagonist baglanmasina yanit
olarak LBD alan1 i¢inde iki farkli pozisyonu isgal etme yetenegi ile iliskilendirilir.
Bagka bir deyisle H12 sarmali, biyolojik baglama bagl olarak bu iki farkli konum
arasinda gecici olarak rezonansa girme egilimi tasir. Ko-aktivatorlerin yoklugunda
H12 sarmali, SERM baglanmasi lizerine agirlikli olarak LxxLL bolgesini isgal eder.
Transkripsiyonel ortak aktivatorlerin hiicresel konsantrasyonu arttikca H12 sarmali,
LxxLL bolgesinden rekabetci bir sekilde yer degistirecek ve agonist bolgede yeniden
birlesecek, boylece SERM baglanmasina yanit olarak LBD alaninin transkripsiyonel
aktivasyonunu mimkiin kilacaktir. Bu durum SERM'lerin agonist veya antagonist
olarak hareket etme yeteneginin, farkli dokulardaki transkripsiyonel ortak
aktivatorlerin yardimci baskilayicilara olan farkli oranlarindan kaynaklandigini
gostermektedir [94-96]. Bu iki zit durumu terapotik agidan ele alindiginda ER
agonistlerinin tasarimi, baglanmalarmin H12 sarmalinin, E2'nin baglanmasiyla
indiiklenene benzer bir sekilde LBD alami i¢indeki agonist bolgeyi isgal edecek
yonelimini destekleyecek sekilde olmasi gerekir. Diger yandan, ER antagonistlerinin
tasarimi, baglanmalarinin H12 sarmalin1 LBD alani i¢inde yiiksek afinite ile LxxLL
bolgesini isgal edecek sekilde yeniden yonlendirecegi ve bdylece transkripsiyonel
ortak aktivatorlerin artan hiicresel seviyeleri tarafindan rekabetci bir sekilde yer
degistirilemeyecegi sekilde olmalidir. Bu antagonist tasarim aslinda tamoksifen ve
raloksifen gibi SERM'ler tarafindan genis ¢apta benimsenmistir [13,14]. Ancak, yeni
nesil antagonistlerin, artik LBD alani i¢indeki i¢ hidrofobik cebe baglanmak igin E2
ile rekabet etmek yerine LxxLL bolgesine yiiksek afiniteyle dogrudan baglanabilir
olmas1 gerekmektedir. Bu amagla tiiretilecek yeni kiigiik molekiillerin tasarlanmasi

veya taranmasi daha da 6nem kazanmaktadir.

1.6.5 Metalodstrojenler

Metalodstrojenler dstrojen reseptdriinii (ER) aktive eden kiiciik iyonik metallerdir.
Calismalar, metalostrojenler ER'ye baglandiginda Ostrojenle diizenlenen genlerin
transkripsiyonunda bir artis oldugunu ve bunun da 6strojene bagimli meme kanserinin
gelismesine neden oldugunu gostermistir. Bir metalodstrojen olan metilciva (MeHg)

dis ortamda bulunur ve orta ila yiiksek konsantrasyonlarda toksiktir. Bununla birlikte,
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daha diisiik konsantrasyonlarda MeHg, ER-pozitif meme kanserlerinin ¢ogalmasini

tesvik edebilir ve hiicreleri pro-apoptotik sinyallere kars1 koruyabilmektedir [97].

1.7 ERa Agonistligi ve Antagonistiligi

ER ile komplekslenen ligandlarin kristal yapilari, reseptér agonizmi ve
antagonizmasinin yapisal analizine 151k tutmaktadir. E2 ve raloksifen ile kompleks
olusturmus insan ER’nin LBD'sine yonelik ilk c¢aligmalar, E2 ve raloksifenin ER
icinde ayn1 bdlgeye baglanmasina ragmen yapisal farkliliklar ortaya c¢ikardigini
gostermektedir. Sarmal 12 (Sekil 1.3A, yesil), ER -E2 kompleksindeki [13,98] ligand
baglama cebinin iizerine konumlanir ve bdoylelikle koaktivatorlerle etkilesime
girebilen fonksiyonel bir AF2 alani ortaya ¢ikarir. Bunun tersine, raloksifenin yan
zinciri baglama cebine sigmayacak kadar uzun oldugundan sarmal 12'nin yerini isgal
ederek [13,98] yeterli bir AF2 bdlgesinin olusumunu engeller. Calismalarda
dietilstilbestrol (DES) (Sekil 1.3B), [99] ve ortak aktiflestirici GRIP1'in da insan ER'si
ile olan etkilesimi dogrudan analiz edilmistir. Raloksifen gibi, 4-hidroksitamoksifen
de (tamoksifenin aktif metaboliti, 4-OHT) yan zincirde sarmal 12'nin yerini alir (Sekil

1.3D, ok) ve onu bagl koaktivatorii taklit edecek bir konuma yerlestirerek bloke eder.
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Sekil 1.3 : ER, ER-ligand kompleksi ve sarmal 12’nin konumlandirilmasi. insan
ER'sinin E2, raloksifen ve 4-OHT ile olusturdugu kompleks yapilarin kritalizasyon
caligmalari. Her ligand i¢in soldaki yap1 6nden goriiniimii temsil ederken sagdaki
yapi sola dogru 90 derecelik bir doniisii temsil etmektedir [100].
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Kisaca, bir agonist molekiil ER'ye baglandiginda reseptérde konformasyonel bir
degisiklige sebep olarak AF2 ortak aktiflestirici baglanma bolgesini meydana getirir.
Bu durumun aksine, tamoksifen, raloksifen veya ICl 164,384 gibi antagonistlerin
biiyiik yan zinciri baglanma boslugundan disar1 ¢ikar ve sarmal 12'nin yerini alarak
AF2'yi alanin1 bozar. Ligand baglanmasindan kaynaklanan molekiiler yap1
degisiklikleri ER tizerinde agonist veya antagonist etkiye sebep olur. Bunlara ilaveten,
ER ve ER'nin LBD'sinde ikinci bir baglanma bodlgesi tanimlanmistir [101]. Her ne
kadar bu ikinci bolgeye birden fazla tetrahidrokrisen tiirevi yerlestirilmis olsa da,

klasik steroid baglanma bolgesi hala tercih edilen bolgedir.

1.8 ER’lerinin Hiicre I¢i Mekanizmalari

Bir steroid hormon olarak dstrojen, plazma zarindan hiicre i¢ine kolaylikla girer. Hiicre
icindeki ERa ve ERp ile etkilesime girip DNA dizilerine baglanarak dogrudan etki
gosterir. Alternatif olarak ostrojen, GPER1, ERa ve ERp ile etkilesime girerek hiicre
ici sinyallesme basamaklari1 da aktive edebilir. Ostrojen-reseptér komplekslerinin
dogrudan veya dolayli olarak DNA'ya baglanabildigi gen ekspresyonu diizenlemesine
yol agan hiicresel ve molekiiler olaylardaki farkliliklar nedeniyle, dstrojen aracili
sinyallesme olaylart genomik ve genomik olmayan olarak ikiye ayrilir. Genomik
etkiler, dstrojen reseptdr komplekslerinin hiicre ¢ekirdegine gociinii ve dstrojen yanit
elemanlar1 (ERE'ler) olarak bilinen spesifik DNA dizilerinde kromatin ile dogrudan
etkilesimi icerir. ERE'ler ¢esitli gen promotorlerinde ve diizenleyici bolgelerde
tanimlanmis olsa da Ostrojen reseptorleri tarafindan diizenlenen insan genlerinin ligte
birinden fazlasmm ERE dizi elemanlar1 igermedigi rapor edilmistir [102]. Ote yandan
genomik olmayan etkiler, ¢esitli hiicre i¢i sinyal olaylar1 yoluyla gen ifadesinin dolayl
olarak diizenlenmesini igerir. Ostrojenin hiicre igindeki iki sinyal yolu da Sekil 1.4’de

gosterilmistir.

1.8.1 ER’nin dogrudan (direkt) genomik sinyalizasyonu

Dogrudan genomik sinyalizasyon, Ostrojenin hiicre ic¢indeki klasik mekanizmasi
olarak bilinir. Bu siirecte niikleer dstrojen reseptorleri ERa ve ERp, ligandla aktive
edilen transkripsiyon faktorleri olarak goérev yapar [103,104]. Genomik Ostrojen
yolunda E2, hiicre i¢ci ERa ve ERPB’ya baglanir ve E2-reseptdr dimerizasyonunu

indiikleyen konformasyonel bir degisiklik meydana gelir 105. Bu kompleks daha sonra
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cekirdege aktarilir ve burada dstrojen cevap elementi (ERE) sekansindaki kromatine,
promoterlar i¢indeki veya yakinindaki hizlandirici (enhancer) bolgelere ve/veya hedef
genlerin 3'-gevrilmemis bolgelerine baglanir [46,65]. Baglanma sonucunda, Gstrojen
aracilt gen {riinleri, normal kosullar altinda otofajiyi, proliferasyonu, apoptozu,
hayatta kalmayi, farklilasmay1 ve damar genislemesi gibi bir takim olaylar1 diizenler.
Ancak patolojik durumlarda hiicre i¢indeki bu sinyalizasyon bozulabilir. ERa ve
ERf’nin hiicre i¢ci konumu nedeniyle, aktivasyon bir saat veya daha uzun siirer ve bu

da yavas "genomik etki"ye yol acar.

1.8.2 ER’nin dogrudan olmayan (indirekt) genomik sinyalizasyonu

Ostrojen yanitlarmin klasik genomik modeline uymadigi durumlarda, &strojen
dogrudan hedef gen transkripsiyonu ve protein sentezini gerc¢eklestirmez [106].
Ostrojenin genomik olmayan etkileri genellikle sinyal iletim mekanizmalarmin
aktivasyonunu, hiicre i¢i ikinci habercilerin iiretilmesini, cAMP regiilasyonunu ve gen
ekspresyonunda dolaylt degisikliklerle sonuglanan sinyallesme basamaklarinin
protein-kinaz aktivasyonunu igerir [107] ve bu sekilde hiicre igindeki etkilerini
gerceklestirir). Protein-kinaz kaskadlar1 dort ana gruba ayrilir. Bunlar:

) fosfolipaz C (PLC)/protein kinaz C (PKC'ler) yolu [108]

i) Ras/Raf/MAPK kaskad: 109,110

iii) fosfatidil inositol 3 kinaz (PI3K)/Akt kinaz kaskadi 111 ile

iv) cAMP/protein kinaz A (PKA) sinyal yoludur.

Non-Genomic

Sekil 1.4 : Ostrojenin hiicre igindeki sinyal yollar1. Estradiol (pembe daire E2),

genomik ve genomik olmayan etkilerini ER ve GPER1'e baglanarak gerceklestirir
[112].



Genomik ve genomik olmayan sinyalizasyonlarin birbirine bagli oldugu, bircok
caligma tarafindan desteklenmektedir [113-115]. Bu "¢apraz konusma (cross talking)"
mekanizmasi her iki yolun bilesenlerinin protein-protein etkilesimlerini icermektedir.
Bu nedenle, iki klasik Ostrojen reseptorii diizenleme yolunun birbiriyle ¢akismasi,
spesifik dokularda ve fizyolojik siire¢lerde transkripsiyonel aktivitenin artmasina

neden olabilmektedir.

1.9 ERa ve ERp’nmin Fizyolojik Rolleri

ERa ve ERP viicutta farkli islevlere sahiptir ve bir¢ok durumda zit etki gosterirler.
Ornegin, ERa biiyiime ve cogalmada 6nemli bir rol oynarken [116-119], ERB meme
[9,120-122] ve kolon hiicrelerinde [123,124] anti-proliferatif, farklilastirict ve
apoptotik etkiler gosterir. Ayrica, iskelet kasinda ERP ve yag dokusunda ERa baskin
oldugu icin her iki reseptdr de glukoz homeostazisinin siirdiiriilmesi i¢in gereklidir
[125]. Yapilan galismalar neticesinde, en yiiksek ER mRNA ifadesinin prostat ve over
dokularinda oldugu tespit edilmistir. Rahim, mesane, akciger ve testis orta diizeyde
ER ekspresyonuna sahipken, epididim, hipofiz bezi, timus, ¢esitli beyin boliimleri ve
omurilikte diisiik ancak tespit edilebilir ER diizeylerine sahiptir. Daha yiiksek ER
ekspresyon seviyelerine sahip hedef dokularin ER ligandlarindan daha fazla
etkilenecegi tahmin edilmektedir [126]. Normal meme dokusunda ER, dallanma
morfogenezi igin gereklidir ve ERa(-) farelerinde ¢ok gelismemis bir duktal dallanma
goriilmistir [127]. Hem kemirgenlerde [128] hem de kadinlardaki [129] yetiskin
meme bezlerinde, ERa meme epitel hiicrelerinin <%10'unda eksprese edilirken ERJ,
meme epitel hiicrelerinin %70-80'inde eksprese edilmesinin yaninda gogiiste yerlesik
stroma ve immiin hiicrelerde de ifade edilir [130,131]. ERpB(-) fareler, ERB'nin meme
dokusunun duktal biiyiimesi i¢in gerekli olmadigin1 ancak terminal farklilasmasi ve
epitelyal dokunun organizasyonunu siirdiirmek i¢in gerekli oldugunu ortaya
cikarmistir  [132]. Prostatin gelisimi ve dallanma morfogenezi icin ERa
sinyalizasyonun 6nemi de bir deiger ¢alisma ile vurgulanmistir [133]. Bununla birlikte
yetiskin fare prostatinda ¢ok az ERa ifadesi bulunmaktadir ve gen ifadesinin ¢ogu
stromal bolmede yer almaktadir. Ote yandan ER, yetiskin fare ve insan prostatinin
epitelinde bol miktarda eksprese edilirken, stromada ve bagisiklik hiicrelerinde de

eksprese edildigi gosterilmistir [134,135].
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1.10 ERa ve ERpB’min Patofizyolojik Rolleri

1.10.1 Over (yumurtahk) kanseri

Over kanseri, genellikle geg teshis edilmesi nedeniyle en 6liimciil ve en yaygin li¢lincii
jinekolojik kanser tiirtidiir [136]. Amerikan Kanser Dernegi her yil Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki yeni kanser vakalarinin ve dliimlerinin sayisin1 tahmin ederek en son
verileri derlemektedir. Bu verilere dayanarak; 2024 yili igerisinde toplamda, 19.680
yeni over kanseri vakasiin olacagi ve 12.740 kisinin de over kanseri sebebiyle
hayatini kaybedecegi dngoriilmektedir [137]. Over tiimorlerinin yiizde 80 ila 90'1 over
yiizey epitelinden kaynaklanirken (epitelyal over kanserleri (EOC)), yaklasik yiizde 5'i
graniiloza hiicrelerinden kaynaklanir 100. Hem steroid hormonlarin hem de
gonadotropinlerin insanlarda over kanserinin etiyolojisine katkida bulunduguna dair
kanitlar mevcuttur. ER, insan over tiimorlerinin yaklasik iicte ikisinde ifade edilir.
ERa, hem epitelyal hem de stromal kokenli tiimorlerde eksprese edilirken, ERp,
agirliklt olarak graniiloza hiicre kaynakli tiimorlerde ve daha az oranda epitelyal
kokenli miisindz tiimorlerde bol miktarda eksprese edilir [138]. ERa ve ER over
kanserli hastalarin ¢ogunda (%60-80) eksprese edilir. ERa, hiicre ¢ogalmasini ve
gociinii tesvik ederek over kanser hiicrelerinin gelisimine ve proliferasyonuna katkida
bulunan bir faktordiir. ERa ifadesinin over kanserindeki bu rolii nedeniyle, hormonal
tedavi ilk tercih edilen tedavi segenegidir. Over kanser tedavisinde, dolasimdaki
Ostrojen seviyelerini azaltan aromataz inhibitorleri ile tamoksifen gibi hormonal
terapilerin uygulanmasi tedavideki olumlu yaniti gostermistir [3]. Ayrica, ER'lerin
over kanseri hiicre biiylimesine aracilik etmedeki rolii hiicre kiiltiirii caligmalari ile de
desteklenmektedir. Bu ¢alismalarda, orta ve yiiksek diizeydeki ERa ekspresyonuna
sahip over kanser hiicre hatlarinda, 17B-estradiol (E2) varliginda anti-Gstrojenlerin
uygulanmasinin, over kanser hiicre bitylimesinin engellendigi hem in vitro [4-6] hem
de in vivo 139 olarak gosterilmistir. ERa ve ERB’nin over kanseri lizerindeki rolleri
izotip segici agonistler kullanilarak karsilastirilmis ve ERa yiiksek seviyelerde
eksprese edildiginde biiyiime tepkisine (ve gen ekspresyon degisikliklerine) ERa’nin
aracilik ettigi ifade edilmistir [140]. Ayrica bu sonug, ERa ve ERp'ya ait agonist ve
antagonist molekiillerin kullanildigr ayr1 bir c¢alisma ile de dogrulanmistir. Bu
calismada, ERa  agonisti olan 4,4'.4”-(4-propil-[1H]-pirazol-1,3,5-triil) trisfenol
(PPT) biliyiimeyi uyarirken, ERo antagonisti olan 1,3-bis(4-hidroksifenil)-4-metil-5-
[4-(2-piperidiniletoksi)fenol]-1H-pirazol dihidrokloriir (MPP) biiylimeyi inhibe
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etmistir  [141]. Ayrica, siRNA uygulamasiyla ERo’nin  hiicre iginde
islevsizlestirilmesi, ortama ilave edilen Ostrojene ragmen hiicre biiyiime uyarimini
noétralize etmistir. Biiylime diizenlemesine ek olarak ostrojen, ERa araciligiyla hiicre
gbciinii ve epitelyal-mezenkimal gegise gecisi de destekler. Bu degisiklikleri, E-
cadherinin SNAIL- ve SLUG aracili asag1 gen regiilasyonu araciligiyla gerceklestirir
7 Fibronektin ve laminin'e baglanan hiicre digi molekiil fibulin de ERa araciligiyla
Ostrojen tarafindan diizenlenir ve hiicre baglanmasi ve hareketliliginde anahtar bir role
sahiptir [8,9]. ERa(-) over kanseri hiicrelerinde yapilan ¢alismada ise, G1 agonistinin
kullanim1 tiimor hiicresi ¢ogalmasini uyarmis ve S fazindaki hiicre sayisini arttirmistir
[142]. Albanito ve ark.’nin gergeklestirdigi caligmada ise, ERa ekspresyonuna bagli
GPER1/epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) sinyalinin biiylime yaniti
iizerinde destekleyici bir etkisi oldugunu 6ne siirmiislerdir [10]. Ozetle, dstrojenler ER
sinyalizasyon yoluyla over kanseri hiicre hatlarmin ve normal over yiizeyi epitel
hiicrelerinin gogalmasini uyarmaktadir [143,144]. Buna karsilik reseptoriin bu etkileri,
ER antagonistleri tarafindan engellenebilmektedir [143]. Bu bulgulara ragmen, klinik
calismalar tamoksifenin niiks eden over kanserini etkili bir sekilde dnleyemedigini
gostermektedir [145,146]. Bu sonuglar diger ilag gelistirme calismalarina ihtiyag
oldugunu vurgulamaktadir.

1.10.2 Meme kanseri

Meme kanserinin olusumu ve ilerlemesi bir¢ok cevresel ve genetik faktoriin etkisiyle
gerceklesse de Ostrojen hastaligin merkezinde bir role sahiptir [147]. Meme kanserinde
Ostrojen sinyalizasyonun rolii, ABD ve Almanya'da meme kanseri hastalarini
ooferektomi ile tedavi edebildigi ilk 1880 yillarda agiga ¢ikmustir [148]. Ostrojene
uzun siireli maruziyet ise, menopoz sonrasi kadinlarda meme kanseri i¢in en 6nemli
risk faktoridiir [149,150]. Coklu gen mutasyonlarinin (BRCA1, TP53 ve ERBB2),
ERa ekspresyonu ile birlikte var oluyor olusu, tiimoriin gelisimini ve ilerlemesini
belirlemektedir [151]. Meme kanseri vakalarinin yaklasik %60-80'i ERa. pozitiftir ve
tamoksifen, raloksifen veya diger SERM'ler ve aromataz inhibitorleri gibi anti-
Ostrojen tedavilerine yanit vermektedir [15]. Ancak tamoksifen ile tedavi edilen
hastalarin tigte biri zamanla tedaviye direncli hale gelmektedir. Tamoksifen direncinin
gelismesinin nedeni, ERa ekspresyon seviyesinin degisimi ve ERa'daki mutasyonlarla
iligkilendirilse de, direncin asil nedeni bunlarla sinirlt degildir [152]. Arastirmalar ER

ile bir dizi biiyiime faktorii reseptorlerinin (HER2, EGFR, FGFR, IGFIR) yukar1
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regiilasyonu ile NFkB/mTOR yolu da dahil olmak ftizere PI3K-PTEN/AKT
yolagindaki degisikliklerden kaynaklandigi tanimlanmistir. Bu yollar1 hedeflemek,
gelecekte tamoksifen direnci sorununu ¢6zmek igin ipuglar1 saglayabilmektedir [153].
Ayrica meme kanserinde ERa ve ERP’nin fonksiyonlarim daha ayrintili
inceleyebilmek i¢in meme kanseri hiicre hatlart (MCF-7, T47D ve MDA-MB-231) ile
yogun bir sekilde calisilmistir. Bu ¢aligsmalardan en ilginci, ERa (-) meme kanseri
hiicreleri MDA-MB-231'in ERa veya ERP'yi eksprese edecek sekilde indiiklenmesi
durumunda, her iki reseptoriin de proliferasyonu ve metastazi inhibe edebilmesidir. Bu
durumdaki tek fark, ERa'nin bir liganda ihtiya¢ duymasi iken, ERB'nin ihtiyag
duymamasidir [154]. T47D meme kanseri ile yiiriitiilen ¢alismada ise, E2 varliginda
ERa'nin ¢c-MYC (MYC), siklin E, siklin D ve p45Skp2 gibi hiicre dongiisii ile iliskili
genlerinin  ekspresyonunu diizenledigini ortaya ¢ikarilmistir [120]. ERa’nin
tamoksifen ile inhibisyonu, siklin D1 ve c-myc ekspresyonunda bir azalmaya neden
olurken, asagi yondeki Bcl-2 gibi hedeflerin baskilamasina ve hiicre 6liimiiniin
artmasina neden olmustur [155,156]. Ayrica, meme kanseri hiicre hatlarinda ER'nin

tamoksifenin anti-proliferatif etkilerini de arttirdig1 gosterilmistir [157].

1.10.3 Prostat kanseri

Prostat dokusu hem ERa’y1 hem de ERP'yi eksprese eder. ERa esas olarak malign
olmayan insan prostatindaki stromal hiicrelerinde ve nadiren de olsa bazal epitelyal
hiicrelerde de ifade edilir. ERP ekspresyonu ise esas olarak bazal epitelyal hiicrelerde
goriiliir [158-160]. ERa veya ERB'min prostat kanserindeki rolii hakkinda bir¢ok
arastirma yapilmis ve elde edilen sonuglar, ERa'nin bir onkogen gibi davrandigini ve
hiicrelerin proliferasyonuna, inflamasyonuna ve karsinogenezine aracilik ettigini
gostermistir. ERa ifadesinin susturuldugu farelerde, testosteron ve/veya Ostrojen
tedavisinden sonra yiiksek dereceli prostat intraepitelyal neoplazisi veya prostat
kanserinin gelismedigi gortilmektedir. [161]. Buna karsilik, prostat kenserinin ileri
asamalarinda promotér DNA metilasyonuyla ekspresyonu azalan ERB'min anti-
onkogenik bir rol oynadigi, ERB agonistlerinin prostat epitelinin proliferasyonunu
onledigi vurgulanmistir [162]. Calismalardan elde edilen diger bulgular ERB'nin
prostat doniisiimiindeki koruyucu roliinii desteklemektedir [163,164]. Bugiine kadar
yapilan klinik 6ncesi ve klinik modellerden elde edilen bulgular, ERB'ya kars1 dizayn

edilecek agonist ligandlarin veya yeni ilag molekiillerin 6zellikle prostat kanserinin
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baslangi¢ asamalarinda ve terapdtik yaklagimlarinda yararli  olabilecegini

diistindiirmektedir [165].

1.11 ERa Hedefli Tedavilerin Over Kanserindeki Yeri

Ostrojen reseptorii dncelikle meme kanserinde kapsamli olarak incelenmistir. Yapilan
aragtirmalar, Ostrojenin over kanserinin proliferasyonunda ve karsinogenezinde etkili
oldugunu ortaya ¢ikarmistir [166]. Over kanseri olan hastalarin ¢ogunun ERa (+)
oldugu rapor edilmistir [167]. Over kanserinin terapotik yaklasimlarinda, farkli klinik
semptomlara ve ihtiyaglara karsilik gelen ¢esitli nonsteroidal bilesikler (agonist veya
antagonist aktiviteye sahip) ve sentetik Ostrojen tiirevleri gelistirilmistir. Yukarida
bahsedildigi tizere ERa ve ERB'nin ligand baglama alanlar yiiksek diizeyde homoloji
gostermesine ragmen, reseptorlerin dokulardaki dagilimi ve fizyolojik etkileri
birbirinden c¢ok farklidir. Basarili bir sekilde arastirilan ve gelistirilen hedefli
agonistler ve antagonistler, ERa, ER} ve GPER alt tipleri arasinda ayrim yapmay1
kolaylastirmaktadir. Gelistirilen birgok ER hedefli ilaglar Sekil 1.5.’de gésterilmistir.

@ (®)
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Sekil 1.5 : Sentetik terapotik ilaglarin yapilari. (a) dietilstilbestrol; (b) 4-
hidroksitamoksifen; (c) raloksifen; (d) etinil estradiol 2.

Fenolik stilben bilesigi dietilstilbestrolin (DES) yapisi, ERa ERP'ya karsi
E2'ninkinden yaklagik dort kat daha yiiksek bir baglanma afinitesine sahiptir [168].
DES'in bu segici yiiksek ERo/f afinitesi aragtirmalarda ERo/p aracili biyolojik
yanitlar1 ayirt etmek i¢in kullanilmistir. Tamoksifen, ERa (+) meme kanserlerinin
tedavisinde basarili oldugu icin tekrarlayan ERa (+) over kanseri tiimdrlerinin
tedavisindeki yeri arastirilmistir. Bu ¢alismalarin sonucunda, 20 klinik ¢alismanin

meta-analizi, tamoksifen tedavisine ortalama genel hasta yanit oraninin yalnizca %13

19



oldugunu gostermistir [167]. Platin tedavisine kars1 direngli over kanseri tedavisinde
secici Ostrojen reseptor modiilatorlerinden, bilhassa tamoksifenin arastirildigi
caligmalarda, hastalarin sadece %9,6'sinin tek basina tamoksifene kars1 bir yanit elde
edilmistir [169]. Raloksifen, menopoz sonrasi osteoporozun tedavisi ve dnlenmesi igin
kullanilan segici bir 0Ostrojen reseptdr modiilatoriidiir. Kemirgenlerle yapilan
calismalarda raloksifen, graniiloza/tek hiicre kokenli iyi huylu ve kotii huylu over
timorleri ve epitelyal hiicre kokenli iyi huylu tiimorlerle iliskilendirilmistir [170].
Bununla birlikte, daha sonraki arastirmalar, raloksifenin kemirgenlerin overlari
tizerindeki etkilerinin dolayli oldugunu, dolagimdaki siirekli luteinize edici hormon
diizeylerinin aracilik ettigi ve over morfolojisinde geri doniisiimlii degisikliklere yol
actigin1 gostermistir [171]. 17a-etinil-17B-estradiol (ayn1 zamanda etinil estradiol
olarak da bilinmektedir), in vivo’da uzun siire aktivitede gosterdigi igin oral
kontraseptiflerde kullanilan sentetik bir Ostrojendir. Etinil estradioliin ERa/B'ya
afinitesi 17f-estradioliin yaklasik iki katidir [172]. Fulvestrant, herhangi bir agonistik
etkisi olmayan bir Ostrojen reseptér antagonistidir. Fulvestrant ile tedavi edilen
hastalar %38'lik bir genel yanit orani gostermistir. Gergeklestirilen bir faz II
calismasinda, 26 epitelyal over kanseri hastasindan olusan bir 6rneklem grubunda,

fulvestrantin hastalarin %35'inde hastalig1 stabilize ettigi sonucuna ulagilmistir [173].

1.12 Hedefe Yonelik Tedaviler

1.12.1 Hedef molekiiliin belirlenmesi

Kanser, diinya capinda ciddi bir halk sagligi sorunu oldugu ve her yil on milyonlarca
kisiye kanser tanis1 konulup, hastalarin yarisindan fazlasi kanser dolayisiyla hayatim
kaybettigi [174] g6z Oniinde bulunduruldugunda, o6zellikle c¢oklu ilag¢ direncinin
olusumu ve minimum yan etki gosteren tlimore Ozgili tedavilerin azligi kanser
tedavisinde karsilagilan en 6nemli problemdir. Kanser tedavisinde 6nemli gelismelerin
olmasina ragmen daha etkili ve hedefe yonelik tedavilere olan ihtiyac halen devam
etmektedir [175]. Hedefe yonelik tedavi kavramini ilk kez Paul Ehrlich, 1890'larde
tamamen hedefe 6zel olacak ve dolayisiyla herhangi bir ek toksisite gdstermeyen
giivenli bir "sihirli mermi (magic bullet)" olarak tanimlamistir [176]. Bu teori
baslangigta kanserin etiyolojisi ve biyolojisine iliskin yeterli bilginin olmamasi
sebebiyle sadece bulasict hastaliklar i¢in gegerli kilinmistir. Daha sonra bu kavram

kanser tedavisini de kapsayacak sekilde genisletilmistir [177]. Kanserde molekiiler
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hedefe yonelik tedavilerin basarili bir sekilde gelistirilmesi icin ideal hedeflerin
belirlenmesi oldukca 6nemlidir. Belirli bir tiimdr tipine sahip hastalarin cogunlugunda
mevcut olmasi ve karsinojenez ile giiclii bir iligkisi olmas1 durumunda, bir molekiiliin
ilag hedefi olarak gelistirilmesi Onerilebilmektedir. Hiicrelerdeki kanserin olusumu,
hiicrenin hayatta kalmasini ve ¢ogalmasini destekleyen proteinlerde ve reseptorlerde
meydana gelen mutasyonlarin ve modifikasyonlarin neden oldugu genetik degisiklik
analiz edilerek belirlenir. Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayirt edebildigimiz
bu spesifik genetik degisiklikler, molekiiler hedefli ilaglarin gelistirilmesinde
molekiiler hedefler olarak kullanilabilmektedir [178]. Ozetle, kanser tedavisindeki en
hassas nokta, kemoterapotik ajanlarin kanser hiicrelerine hedefli bir sekilde iletilmesi,
tedavi etkinliginin en st diizeye ¢ikarilmasi ve saglikli dokuya verilen zararin en aza
indirilmesidir. ideal olarak, bir hedef adayin kanserli olmayan normal dokularda ifade
edilmemesi gerekmektedir [179]. Bu sekilde gelistirilmeye g¢alisilan hedefe yonelik
tedaviler, kanser hiicresinin proliferasyonunu ve hiicre dongiisii diizenlenmesini bloke
eder, apoptoz veya otofaji indiikler ve kanser hiicrelerini 6ldiirecek toksik maddelerin
salmimin1 saglar ve saglikli hiicrelerde herhangi bir toksisiteye neden olmaz
[180,181]. Bu konu iistiinde yapilan arastirmalarla, kanserdeki spesifik molekiiler
hedeflerin fizyolojisinin ve 6zelliklerinin daha anlasir kilinmasi ile tiimor biiyiimesini
ve ilerlemesini inhibe edecek potansiyel molekiiler stratejiler belirlenebilmektedir.
Kanser biyobelirtegleri, normal ve kanser hiicrelerin gen ve protein ekspresyonlarin
karsilastirmasina ve ekspresyonlarindaki degisiklikleri tanimlamasina olanak taniyan
genom dizilim teknolojileri kullanilarak belirlenebilmektedir [182]. Hedefli ilag
gelistirmede potansiyel molekiiler hedeflerin belirlenmesinde bu yontemin
kullanilmasi olduk¢a 6nemli olup, dogru hedefler tanimlanabilmektedir [183,184].
Molekiiler hedefli tedavi i¢in secilen hedefler arasinda biiyiime faktorleri, hiicre i¢i ve
membran reseptorleri, sinyal molekiilleri, hiicre dongiisii proteinleri, apoptoz
modiilatorleri, anjiyogenezi destekleyen molekiiller ve diger hiicre i¢i proteinler yer
almaktadir [185]. Ama maalesef, yalnizca kanser hiicrelerinde ifade edilen bir hedef
bulmak oldukga giictiir. Potansiyel terapotik hedefler olarak kabul edilen molekiillerin
cogunlugu, saghkli dokularla karsilastirildiginda yalnizca tiimér dokularda asiri
ekspresyon gosteren molekiillerdir. Hedef molekiil se¢iminde karsilasilan diger bir
zorluk ise, insan genomunun yalnizca onda birinin ilagla hedeflenebilen molekiilleri
kodlamasi ve bunlarin da yalnizca yarisinin hastalikla iliskili olmasidir [186]. Bu

yiizden, baz1 molekiiller gerekli kosullar1 saglayamadigi icin, terap6otik hedef olarak
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kabul edebilememektedir. Molekiiler hedefe yonelik tedavideki anahtar
mekanizmalardan  biri, tiimor  hiicrelerinde  apoptozun  indiiklenmesidir.
Programlanmis hiicre oliimii olarak da bilinen apoptoz, normal hiicrelerin
homeostazisini korumak i¢in istenmeyen, hasarli veya anormal hiicrelerin ortadan
kaldirilmasi olarak tanimlanmaktadir [187]. Apoptoz siirecinin devre dis1 birakilmasi,
timor olusumunu tesvik etmede 6nemli bir rol oynamasinin yani sira, birgok tiimor
tipinde de tedavi direncine yol agmaktadir [188]. Bir¢ok anti-kanser ilag, Bcl-2 ailesi
proteinlerini, kaspazlar1 ve apoptoz proteinlerinin inhibitorleri (IAP'ler) ve hiicresel
FLICE benzeri inhibitdr proteini (c-FLIP)189 gibi bilesenleri hedef alarak kanser
hiicrelerinde apoptozu indiikleyebilmektedir [190]. Buna giizel bir 6rnek, Bcl-2
proteinlerine gii¢lii baglanma yetenegi oldugu bildirilen antiapoptotik Bcl-2 inhibitorii
venetoclax’tir [191]. Ayrica, bir anti-HER2 monoklonal antikoru olan Trastuzumab ve
kiicik molekiillii bir tirozin kinaz inhibitorii olan imatinib de, HER2(+) meme
kanserinin tedavisi icin 1998 ve 2001'de klinik olarak onaylanmistir. imatinibin
klinikteki basarisi, kii¢iik molekiil kinaz inhibitorlerinin antikanser tedavisinde yaygin
olarak kullanilmasinda Oncii rol oynamistir ve bir dizi anti-kanser molekiil hedefli
tedavinin, kanser hastalarina yonelik klinik kullanim1 i¢in onaylanmistir. Bunlara ek
olarak hedef proteinler, hormon reseptoriine bagli meme, over ve prostat kanseri
tedavisinde kullanilan Gstrojen reseptorii (ER) antagonistleri, aromataz inhibitorleri
gibi hormonal ajanlar, immiin kontrol noktasi inhibitdrleri (6rnegin, programlanmis
hiicre 6liimii proteini 1' (PD-1), programlanmis 6liim ligand1 1 (PD-L1) ve sitotoksik
T-lenfositle iligkili protein 4 (CTLA-4) antikorlar1]) olabilmektedir [192,193]. Hedefe
yonelik tedavilerin antikanser etkinliklerine ragmen, bu ilaglar yalnizca hedeflenebilir
mutasyonlar1 veya anormalliklere sahip hastalar i¢in gecerlidir. Ayrica bu hedefli
molekiiller, normal hiicreler {izerinde zamanla toksisiteye ve igsel veya kazanilmis ilag
direncinin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Bu durum hedefli tedavilerinin
etkinligini engellemektedir [177]. Bu sinirlamalara ragmen, hedefe yonelik tedavi,
baz1 kanser tiirlerinde kayda deger sagkalim gdstermesine neden olarak, kanser

tedavisinde kisisellestirilmis tedavinin 6niinii agmustir [194,195].

1.13 Molekiiler Hedefli Tedavi Tiirleri

Molekiiler hedefe yonelik tedavide kullanilan ajanlar; kiigiik molekiiller (small

molecules, peptitler), monoklonal antikorlar (mAb), immiinoterapétik kanser asilari
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ve gen terapisi olarak siniflandirilmaktadir [196]. mAb'ler hiicre dis1 ligandlari
(bevacizumab, vaskiiler endotelyal biiyime faktoriinii [VEGF] hedefler), membran
reseptorlerini ( trastuzumab HER2 ve cetuximab ve panitumumab EGFR'yi hedefler)
ve membrana bagli proteinleri (rituksimab CD20'yi hedefler) hedef alir. mAb'ler,
hiicre igindeki etkilerini baglanma blokaji yaparak, ligand-reseptor etkilesiminin
noétralizasyonu veya hedef molekiiliin igsellestirilmesini/bozunmasini saglayarak
gerceklestirirler [197]. Kiigiik molekiil hedefli bilesiklerin prensibi, genellikle protein
hedeflerinin aktivitesini diizenlemek ic¢in timdr olusumunun molekiiler temelini
hedeflemektir. Hedefin tiiriine bagl olarak farkli secgici 6zelliklere sahiptir ve kiiciik
boyutlart nedeniyle (molekiil agirligi <1000), cesitli hiicre i¢i ve hiicre dis1 yapilara
baglanma kapasitesine sahiptir [198]. Kiiclik molekiil hedefli bilesiklerin protein
hedefleri esas olarak enzimleri ve reseptorleri icermektedir. Kiiclik molekiil hedefli
bilesikler, reseptor {lizerinde etki yaparken reseptor agonistleri ve reseptor
antagonistleri olarak ikiye ayrilirlar. Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag
Dairesi’nin (FDA) kanser tedavisinde kullanilmak {izere onayladigi ilaglarin yan
etkisinin, kemoterapotik siirecle karsilastirildiginda, niiksetme veya metastatik
durumdaki tedavi siirecinden kaynaklanan yan etkilerden daha az oldugunu
gostermistir. Ayrica, kiigiik molekiil hedefli bilesiklerin rezidiiel hastaligi tedavi etmek
icin veya terapétik silireclerde adjuvan olarak onay aldigina iligkin Ornekler de

bulunmaktadir [199].

1.14 Peptit Temelli Terapotikler

Dogal amino asit bazli terapotikler olan peptitler, potansiyel antikanser 6zelliklerinden
dolayr dikkat ¢ekmektedir. Terapotik peptitler, genellikle 500-5000 Da molekiil
agirhigina sahip, iyi siralanmis bir dizi amino asitten olusan farmasdétik ajan sinifin
temsil eder [200]. Terapotik peptitlere yonelik arastirmalar, insiilin, oksitosin,
vazopressin ve gonadotropin salgilayan hormon (GnRH) dahil olmak iizere dogal
insan hormonlar1 ve bunlarin insan viicudundaki spesifik fizyolojik aktivitelerine
iliskin temel ¢aligmalarla baglamistir [201]. Modern peptit temelli ilag arastirmalari,
kinazlar ve diger enzimler, G proteinine bagl reseptorler, iyon kanallar1 ve niikleer
hormon reseptorlerinden olusan 3000 ilaglanabilir protein hedefine yonelik gelisme
gostermistir [202]. Piyasada halihazirda yaklasik 80 peptit bazli ilag bulunmakta olup,
150'den fazla peptit klinik gelistirme ve 400-600 peptit de klinik oncesi deneme
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asamasindadir [203]. Terapotik peptitler hiicre yiizeyi ya da hiicre igi reseptorlerine
baglanarak islev gosterirler. Peptitler tipki antikorlar gibi yiiksek afinite ve 6zgiilliikle
hiicre i¢i hedeflerine baglanarak etkilerini diizenlerler. Peptit bazli yaklagimlar kanser
tedavisinde bircok istiinliige sahiptir. Bunlar; terapdtik peptitlerin sahip oldugu
gelismis 6zgiilliikleri, normal dokulara kars1 gosterdikleri diisiik toksisiteleri, kanserin
ilerlemesinde rol oynayan c¢esitli molekiiler yolaklari hedefleyebilmesi ve farkli
tasarimlarla modellenebilmelerinden kaynaklanmaktadir [204-206]. Ayrica, terapotik
peptitlerin antikorlara kiyasla daha az immiinojenite gostermesi ve daha diisiik iiretim
maliyetine neden olmasi diger avantajlar1 arasindadir [207,208]. Bu avantajlarinin yani
sira terapotik peptitlerin iki temel dezavantaji da bulunmaktadir [207]. Bunlardan ilki
zayif membran gecirgenligine sahip olmalaridir. Peptit ilaglarinin membran
gecirgenligi, peptit uzunlugu ve amino asit bilesimi dahil olmak {izere bir¢ok faktore
baglidir. Peptitler genellikle hiicre i¢i hedefleri hedeflemek icin hiicre zarim
gecememektedir. Dolayisiyla bu durum peptitlerin, ilag gelistirmedeki uygulamalarini
sinirlamaktadir [209]. Terapdtik peptitlerin ikinci dezavantaji ise zayif in vivo
stabiliteye sahip olmalaridir. Dogal peptitler, amid baglariyla birlestirilen amino asit
zincirlerinden olusur, ancak ikincil veya tlgilinciil yapilarin sagladigi stabiliteden
yoksundurlar. Amid baglari, herhangi bir koruma olmadan, dogal ortama maruz
kaldiklarinda hiicre i¢i enzimler tarafindan kolayca hidrolize edilebilir veya yok
edilebilirler. Bu dogal yapilarindan dolayi, kisa yar1 dmiirliidiirler ve in vivo’da hizli
eliminasyon ile peptitlerin kimyasal ve fiziksel olarak kararsiz hale gelmesine neden
olmaktadir [210]. Buna ek olarak, peptitlerin oral yoldan verilmesi, enzimatik olarak
bozunmaya agik hale getirerek peptitlerden diisiik biyo-yararlanima neden olmkatadir.
Ayn1 zamanda, gastrointestinal sistemin asidik ortami ve ince bagirsagin epitelyal
bariyeri de peptit ilaglarin emiliminde birtakim zorluklar yaratmaktadir [211,212].
Terapotik peptitlerin sahip oldugu bu dezavantajlarin iyilestirilmesi ve gelistirilmesi
etkin bir tedavi yontemi i¢in oldukc¢a onemlidir. Gegtigimiz yillarda piyasaya giren
peptit ilaglarinin sayis1 énemli bu dlclide artmis olmasina ragmen etkili hedefleme
stratejilerinde ayni oranda gelisim saglanamamistir. Terapotik peptitlerin kanser
hiicrelerine ve tiimor bolgelerine uygulanmasindaki gesitli zorluklar, farmakolojik
olarak aktif peptitlerin ila¢ {riinleri olarak formiile edilmesini zorlastirmaktadir

[203,213].
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1.15 Peptit Temelli Terapotiklerin Gelistirilmesi

Modern peptid sentezi, 1963 yilinda Nobel 6diillii Merrifield'in kat1 faz peptid
sentezinin (SPPS) kesfiyle ortaya ¢ikmistir [214]. Daha yakin zamanlarda, otomatik
peptit sentezleyicilerin, 6zellikle de mikrodalga destekli versiyonlariin piyasaya
stiriilmesi, islem i¢in gereken zaman ve ¢abay1 azaltirken ayni zamanda iglemi biiyiik
Olciide kolaylastirmistir [215]. Akis kimyas1 [216] ve ¢evrimigi ger¢ek zamanli izleme
[217] gibi yeni teknolojilerin uygulanmasi, reaksiyon siiresini en aza indirmenin yani
sira reaktif kullaniminin da 6nemli 6lgiide optimize etmistir. Bu gelismeler, geleneksel
yontemlerle iretilmesi zor olan peptitlerin sentezini kolaylastirmistir. Peptitlerin
biyolojik ozgiilliigliniin yiikksek ve immiinojenitesinin oldukca diisiik olmasina
ragmen, zayif proteolitik stabiliteye ve kisa yar1 dmiirlere sahiptirler. Bunlar ikincil
yapilarinin kaybma ve dolayisiyla zamana karsi aktivitenin azalmasina neden
olmaktadir. Peptit bazli terapétiklerin sinirlamalarii ortadan kaldirabilecek ve
bunlarin farmasoétik alanlardaki kullanimlarint genisletebilecek stratejiler olusturmak
icin dnemli girisimlerde bulunulmustur. Bu siirlamalarin {istesinden gelmek igin,
proteolitik bozunmay1 6nleyen, boylece yar1 6miirlerini uzatan ve sonugta terapotik
etkinliklerini artiran ¢esitli kimyasal modifikasyonlar ve hesaplamali yaklasimlar
kullanilmistir. Gelistirilmis teknikler, ana peptit yapisini degistirmeye gerek kalmadan

yapinin yeniden modellenmesi i¢in alternatif bir yol sunar [218].

1.15.1 U¢ korumasi

Karboksipeptidazlar, serum aminopeptidazlart ve diger cesitli proteazlar gibi
peptidazlar, bir peptidin hem amino(N) hem de karboksi (C) terminalinde proteolize
yol agabilmektedir [219,220]. N- veya C- terminalindeki farkli amino asit
kalintilarinin, farkli derecelerde bozunma ve proteolize ugramalar1 neticesinde zayif
biyoyararlanima yol agtigi tespit edilmistir. Werle ve Bernkop-Schniirch’iin
gerceklestirdigi ¢alismada, N-terminalindeki serin, treonin, glisin, alanin, valin ve
metionin kalintilar1 bakimindan zengin peptitlerin, plazmadaki bozunmaya karsi
onemli 6l¢iide direncgli oldugu bildirmistir [221]. Biyoyararlanimi gelistirmek igin,
peptidin N- ve C-terminallerini degistirmek, bodylece ekzoproteazlar, yani
aminopeptidaz ve karboksipeptidaz tarafindan taninma ihtimalini azaltmaktadir [222].
Ayrica peptitlerin in vivo stabilitesini artirmak amaciyla N-terminal asetilasyonu veya

C-terminal amidasyonu da basvurulan yontemler arasindadir [223].
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1.15.2 Omurga modifikasyonu

Peptit omurgas1 modifikasyonlari, peptit yapisindaki karbonil grubu oksijenin kiikiirt
ile yer degistirilmesiyle yapilabildigi gibi, peptitin herhangi bir pozisyonundaki
nitrojenin veya a-karbondaki H atomlarinin yer degistirilmesini saglayan reaksiyonlar
aracilifiyla da yapilabilmektedir [224]. Bir peptit omurgasina gerceklestirilebilecek
diger modifikasyon yontemleri ise o-metilasyon ve N-metilasyon yontemleridir.
Amino asitlerin a-metilasyonu, peptit yapisini gliclendirir ve helikal peptitlerde
Ozellikle bu modifikasyon kritik olan peptit dihedral agilar1 {izerinde etkilidir. N-
metilasyonu, hidrojen bag1 olusumunu azaltir ve lipofilisiteyi arttirir. Béylece peptitin
hiicre membranindan hiicre i¢ine daha kolay penetre olmasi saglanir [225]. Boylelikle,
omurga modifikasyonlari, peptit analoglarinin enzimatik stabilitesini ve biyolojik
membran gegirgenligini arttirir [226]. Peptit omurga modifikasyonlari, HIV proteaz
inhibitdrlerinin ve reseptor aracilarinin gelistirilmesi gibi ¢esitli alanlarda da
kullanilmustir [227,228]. Ilerleyen ¢alismalar ise peptit yapilari ile nanopartikiillerin
kendi kendine birlesmesi (self-assembly) calismalarinin da Oniinii a¢cmasi

beklenmektedir [229].

1.15.3 Yan zincir modifikasyonu

Molekiiller i¢in yapilan simiilasyon g¢alismalari, peptitin afinitesini ve segiciligini
arttirmak i¢in ana baglanma kalintilarinda rasyonel olarak nasil degisiklik yapmamiz
gerektigine dair Onemli bilgiler sunmaktadir. Peptitlerin hem endo hem de
ekzoproteazlar tarafindan taninmasini azaltmak i¢in omurga modifikasyonuna bir
alternatif yontem amino asit kalintilarinin kanonik olmayan yan zincirlerle
birlestirilmesidir. Dogada bulunan ve bulunmayan (sentetik olarak iiretilen) ¢cok ¢esitli
olasi yan zincir modifikasyonlar1 bulunmaktadir [230,231]. Peptitlerin fiziksel
ozelliklerini 1iyilestirmek amaciyla peptit yapilarina dogal olmayan amino asitler
eklenmis ve proteolitik diren¢ kazandirilmistir [232]. Bu analoglardan dogal olmayan
yan zincirler 6zellikle proteazlara karsi direnglidirler. Hedefleyici ve hiicreye icine
giren peptitlerdeki kanonik olmayan amino asitlerden en bilindik, D- Enantiyomer
amino asit kalintilar1 ailesidir. Tamamen D-amino asitlerden olusan peptitler
genellikle "retro-enantio” veya "retro-inverso" peptitler olarak bilinmektedir. Bu tiir
peptitler, fizyolojik kosullar altinda proteolitik bozunmaya kars1 direng gosterdikleri
icin oldukca ilgi goérmektedir [233]. D-peptit, ana L-peptite gore farkli yan zincir
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oryantasyonu gostermektedir. Eger bu baglanma peptitin ii¢ boyutlu yapisina bagl bir
konumda ise peptitin hedef ile etkilesimini azaltabilmektedir. Enantio
izomerizasyonunun peptit dizisinin tersine ¢evrilerek birlestirilmesi, peptitin "retro-
inverso" veya "retro-enantio" izomerini elde etmemizi saglar. Retro-enantio peptidi,
ters amid baglarina sahip dogal L-izomerine benzer bir yan zincir topolojisi sergiler ve
proteolitik bozunmaya kars1 tam direng gosterir [234]. Ayrica, D-amino asitler gibi

dogal olmayan amino asitler potansiyel immiinojeniteyi de azaltabilmektedir [235].

1.15.4 Siklizasyon

Yukarida bahsedilen peptit modifikasyon yontemleri (yan zincirlerin, omurganin ve
terminallerinin modifikasyonu) peptitlerin proteolitik bozunmaya kars1 direng
gbstermesini saglayabilirken, peptitlerin hedeflerine kars1 diisiik afinite gostermelerine
neden olmaktadir. Peptitleri stabilize etmek icin en umut vaat eden metot, dogrusal
peptitlerin = siklizasyonudur. Bu metot peptit zimbalama yontemi olarak da
bilinmektedir ve 6zellikle sarmal peptitler i¢in kullanilmaktadir. Bu yontem, peptit
zincirin sarmal yapisimt koruyan ve stabilize eden ayni peptidin iki yan zinciri
arasindaki baglanmadan meydana gelmektedir. Bu islemde kullanilan kimyasal
baglayicilar, peptitleri stabilize ederek yapinin yiiklerini ve H-baglanma potansiyelini
azaltarak peptitin sulu ortamdaki ¢oziiniirliglini arttirir [218]. Zimba motifinin
disinda kalan ¢ift baglar molekiiliin esnekligini sinirlar ve peptitin baglanmasindaki ve
doniislerindeki entropi kaybini azaltir [236]. Boylelikle siklik peptitin hedefine olan
afinitesi ve seciciligi arttirilmis olunur [237-239]. Ustelik bu zzmba motifi, sarmal yapi
icindeki amid bagmin gizlenemesini saglayarak yapinin proteazlara karsi direng
kazanir ve hiicre zarindan daha kolay niifuz etmesini saglar. Enzimatik hidrolize kars1
olan bu koruma, kisa siklik peptitlerde oldukga etkilidir. Uzun siklik peptitlerde ise
ikincil yapilar (sarmallar, doniigler ve katlanmalar) siklizasyon ile stabilize edilerek
hidrolize karsi diren¢ saglanabilmektedir [240]. Siklik peptitler dogrusal peptit
muadilleriyle karsilastirildiginda, hedef yapisina baglanmada sergiledigi diisiik entropi
sayesinde gelismis bir biyolojik aktivite gosterirler [241]. Ayrica ¢ogu siklizasyon
yontemi terminal kalintilarini da igerecek sekilde dizayn edildiginden siklik peptitlerin

ekzoproteazlar tarafindan korunmasi da saglanmistir [242].
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1.16 Siklik (Halkasal) Peptitler

Siklik peptitler, siklik halka yapisina sahip polipeptit zincirlerdir. Siklik peptitler
genellikle asit kararsiz yan zincir koruma gruplarina sahip amino asitler ile omurga
amini lizerinde baz kararsiz olan bir florenilmetoksikarbonil (Fmoc) koruma grubu
kullanilarak SPPS yontemi ile sentezlenir [37]. Fmoc korumali amino asitler genellikle
cesitli yan zincir koruma gruplari ile kullanilir. Siklik peptitlerin standart SPPS'si igin

kullanilan yan zincir koruma gruplar1 Tablo 1.1°de gosterilmistir.

Tablo 1.1 Siklik peptitlerin Fmoc bazli kat1 fazli peptit sentezinde kullanilan asit
kararsiz yan zincir koruma gruplarinin listesi.

3-Letter 1-Letter
Amino acid code code Side chain protecting group
Alanine Ala A N/A
Cysteine Cys C Trityl (Trt)
Aspartic acid  Asp D tert-Butyl (OtBu)
Glutamic acid Glu E tert-Butyl (OtBu)
Phenylalanine Phe F N/A
Glycine Gly G N/A
Histidine His H Trityl (Trt)
Isoleucine Ile I N/A
Lysine Lys K tert-Butoxy (Boc)
Leucine Leu L N/A
Methionine  Met M N/A
Asparagine  Asn N Trityl (Trt)
Proline Pro P N/A
Glutamine Gln Q Trityl (Trt)
Arginine Arg R Pentamethyldihydrobenzofurane

(Pbf)

Serine Ser S tert-Butyl (OtBu)
Threonine Thr T tert-Butyl (OtBu)
Valine Val \Y% N/A
Tryptophan  Trp \\% tert-Butoxy (Boc)
Tyrosine Tyr Y tert-Butyl (OtBu)

Siklik peptitler, birgok 6nemli hiicre i¢i mekanizmaya ve diizenleyici yola aracilik
eden protein-protein etkilesimlerini (PPI'ler) hedeflemek i¢in yeni bir terapotik ajan
sinifi olarak ortaya ¢cikmistir [37,243]. Ozellikle PPI'ler’in hedeflenmesinde ve ilag
kesif calismalarinda siklik peptitler gii¢lii bir molekiiler hedef sinifi olarak kabul edilir
244 ve literatiirde basarili sonuglar sunulmustur [245]. Siklik peptitler, uygun sekilde
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tasarlandiginda, proteolitik bozunmaya karsi direng gosterirler. Gergeklestirilen
calismalarda siklik peptitlerin, memeli hiicrelerinin membranindan gegerek ¢ekirdege
girdigi ve o-heliks aracili hiicre i¢i PPI'lar1 inhibe ettigi goOsterilmistir [237].
Literatiirdeki ¢cok sayidaki ¢alismada da siklik peptitlerin meme kanseri [246] akciger
kanseri [247] ve beyin kanserine [248] karsi anti-kanser etkinlik gosterdigi
bulunmustur. Peptit zincirlerinin zimbalanmasi i¢in birkag¢ farkli strateji mevcuttur ve
bu reaksiyonlar peptitin iki amino asit yan zincirlerinin birbirine baglanmasina izin
vererek gergeklesir. Siklizasyon islemi i¢in uygulanan metot dogrultusunda, peptitte
bulunan diger fonksiyonel gruplara miidahale edilmeden peptit yapisinin
siklizasyonuna izin verilir ve her bir amino asidin kiral merkezini degistirilmeden
korunmasi saglanir [249]. Siklizasyon rekasiyonlar1 ayrica, amino asitlerin kiralitesini
bozmadan, uygulanan bir modifikasyon ile amino asit yan zincirine fonksiyonel
gruplar da eklenebilmektedir. Son yillarda bir¢ok arastirma grubu [243,250-253] bu

amagcla bazi farkli reaksiyonlar1 uygulamaya ¢aligmis ve bazi ilerlemeler kat etmistir.

1.17 Siklizasyon isleminde Kullanilan Yéntemler

Siklizasyonda kullanilan temel yaklasimlar genellikle dort genel sinif altinda incelenir.
Bunlar; yan zincirden yan zincire, bastan kuyruga (omurga siklizasyonu), bastan yan
zincire ve yan zincirden kuyruga dogru olan siklizasyon yontemleridir (Sekil 1.6 ve
Sekil 1.7). Yan zincirden yan zincire olan siklizasyonda, iki amino asit kalintisinin yan
zincirleri arasinda bir bag meydana gelir (Sekil 1.6a). Bu duruma en iyi bilinen 6rnek,
iki sistein kalintisinin tiyol islevsellikleri arasinda molekiil i¢i distilfit bag olusumudur.
Bu bag, insiilin ve antikor gibi biiyiik peptitlerde ve proteinlerde yaygin olarak bulunur
ve yapin siklik formda olmasina sebep olur. Peptitlerdeki sistein kalintilarinin
yaklasik %50'sinin disiilfit bagi olusturdugu tahmin edilmektedir [254]. Bastan
kuyruga dogru olan siklizasyon ise yaygin olarak kullanilan bir bagka yontemdir. Bir
amino asit zincirinde ilk kalint1 bir amino ucuna (yani N-terminaline) ve son kalinti
bir karboksil uca (yani C-terminaline) sahip oldugundan, polipeptitler tipik olarak
yonliidiir. Bu sekilde aciktaki N- ve C-terminallerinin bir amid bagi yoluyla
birlestirilmesiyle bir siklik yap1 elde edilebilmektedir (Sekil 1.6b). Ayni zamanda,
uygun bir yan zincir fonksiyonel grubuyla (Sekil 1.6¢ ve 1.6d) her iki ug¢ arasinda bir
laktam, lakton veya tiyolakton olusumu, yan zincirden uca siklizasyonla meydana

gelmektedir [255].
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Sekil 1.6 : Siklizasyon yontemlerinin sematik gdsterimi (a) yan zincirden yan
zincire, (b) bastan kuyruga, (c) kuyruktan yana zincire ve (d) bastan yan zincire olan
halkasallastirma [256].

(c)

RZee C &j

\\o o// \H

Head-to-tail

Sekil 1.7 : Siklizasyon yontemlerinin sadelestirilmis sematik gosterimi [257].
1.18 Disiilfit Bagh Siklik Peptitler

Dogal veya endojen peptitlerdeki disiilfit baglari, 6nemli biyolojik olaylarda etkin rol
oynayan ve peptitin ii¢ boyutlu yapisina uygun ve korunakli konformasyonlarla
katlanmay1 artirarak enzimatik kirilmaya karsi diren¢ kazandiran onemli yapisal
baglardir. Disiilfiir—disiilfiir bag1 iki tiyol grubu (sistein) arasinda meydana gelir
[258]. Disiilfit bagh siklik peptitler geleneksel olarak 9-fluorenilylmetoksi-karbonil"
(Fmoc) koruma grubunun kullanildig1 kat1 faz peptit sentezi (SPPS) yontemi ile
sentezlenir. Bu yaklasimda, peptit sentezi kati bir destek lizerinde gerceklesir ve Fmoc

grubu peptit zincirindeki serbest amino grubunu korumak i¢in kullanilir. Bu yontemle,
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peptit sentezindeki ara iiriinlerin kolayca ayrilmasi saglanir ve peptitlerin istenilen
uzunlukta sentezlenmesi miimkiin kilinir. Siklik distlfit peptitleri sentezlemek igin
alternatif bir yaklasim olarak da, son zamanlarda disiilfit baglarinin peptit zinciri
yapimi sirasinda olustugu disiilfiir giidimli siklik peptit sentezi (DdCPS)
kullanilmaktadir. Iki farkli kiikiirt igeren peptit fragmani, kat1 faz disiilfit ligasyonu
(SPDSL) tarafindan capraz baglanan disiilfit baginin ardindan, her reaksiyon
merkezinin yakinlik etkisinin molekiil i¢i siklizasyona katkida bulunmasiyla,
molekiiller aras1 amid bag1 olusumundan daha verimli ve bdlgesel olarak daha segici
bir sekilde olusturulabilir [34,35]. Literatiirde, disiilfiir agisindan zengin fakat
karmagik siklik peptitlerin sentezi icin de gelistirilen basit medolojiler de mevcuttur
[259] (Sekil 1.8). Ayrica, disiilfiir bagl siklik peptitlerin hem ¢6zelti hem de kat1 fazda
yiiksek verimlilik ve saflikta sentezi icin de metodlar gelistirilmistir. Buna 6rnek,
dietilazodikarboksilat'in (DEAD), peptitlerin bir distilfiir bag1 yoluyla siklizasyonu
icin etkili ve son derece kemo-secici bir oksitleyici reaktif olarak uygulandiginm
gosteren ¢alismadir. Bu metodun uygulanabilirligi hem c¢ozelti hem de kati fazda
gosterilmis ve metionin ve triptofan gibi oksidasyona duyarli kalintilar igeren
peptitlerin siklizasyonunu da kapsayacak sekilde genisletilebildigi vurgulanmistir
[260] (Sekil 1.9). Bununla birlikte, bu sentezler sonunda, reaksiyon ¢ozeltisinden N-
terminal Fmoc-grubu ve diger koruma gruplarimin ortamdan uzaklastirilmasi
gerektiginden kapsamli bir HPLC saflastirmasi islemi yapilmasi gerekmektedir. Siklik
peptitlerin sentezinde, distilfit baglar1 genellikle sentezin son asamasi olan peptitlerin
nihai korumasmin kaldirilmas: ya da peptitlerin recineden ayrilmasindan sonra
olusturulur. Yiiksek seyreltme ve iyot oksidasyonu altinda hava veya DMSO

oksidasyonu, disiilfiir baglarinin olusmasi i¢in kullanilan temel yontemlerdir.

1% TFA

(a) i,
in DCM Son M2
NH2 10 X 5 min

2 mM peptide 5SmM HATU
10 mM DIPEA in DMF - 3 h

omdatlon 96 % TFA
buffer* 2% H,0
24 -48 h 2% TIPS

25h (c)

(#) resm D side-chain protecting group

Sekil 1.8 : Disiilfiir bagl peptitlerin Fmoc sentezi ile yapilan siklizasyon
basamaklari. (a) zincir uzamasi, (b) dogrusal yan zincir korumali baglatici, (c) siklik
yan zincir korumal1 peptit, (d) indirgenmis, tamamen korumasi kaldirilmis siklik
peptit, (e) oksitlenmis nihai siklik peptit [259].
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SH SH azo reagent ‘

Sekil 1.9 : Azodikarboksilat aracili distilfit bagl siklik peptitlerin eldesi [260].

Peptit temelli ilag tasarimlarinda, siklik yapida olup disiilfiir agisindan zengin peptitler,
yiiksek stabiliteleri ve istenilen ilag benzeri 6zelliklerinden dolay1 6zellikle tercih
edilmektedir. Siklik disiilfiir agisindan zengin peptitler, siklik omurga yapisinin ve
disiilfiir capraz baglarimin kazandirdig: iistiin 6zellikleri sayesinde yiiksek pH ve
sicakliga kars1 direng gostererek yliksek stabiliteye sahiptirler [261,262]. Bununla
birlikte, yapidaki disiilfit baglarmmin sayisina ve topolojik diizenlemelere gore de
entropik etkileri degismektedir. Yapilan caligmalar, distilfiir baglarinin peptitin
konformasyonel 6zgiirliigiinii kisitladigini, bdylece yapinin termodinamik stabilitesini
arttirdigin1 ve peptit entropisinin artan sayidaki disiilfiir bagiyla orantili olarak
azaldigimi gostermistir [263,264]. Disiilfit siklizasyonlarinin olusturulmasi kolaydir
ancak diziye iki sisteinin dahil edilmesini gerektirir. Siklizasyon i¢in ilave edilen bu
iki tiyol grubundan olusan disiilfid bagi, istenmeyen konfigiirasyonlara indirgeme ve
yeniden oksidasyona neden olabilir. Bu yiizden iyi bir kimyasal hesaplamali analiz

sonucunda bu islemin yapilmasina karar verilmelidir.

1.19 Siklik Peptit Dizilerinin Tasarimi

Peptit tlirevli terapdtiklerin rasyonel tasarimi genellikle altta yatan protein-peptit
etkilesiminin yapisal karakterizasyonunu gerektirmektedir. Deneysel
karakterizasyonun zor olabilecegi goz Oniline alindiginda, giivenilir hesaplama
araclarina ihtiya¢ vardir. Bu yaklagimlarin basinda, hedef PPI'lerin ¢ozlilmiis kristal
yapisina dayanan bilgisayar destekli biyoinformatik teknolojisi gelmektedir. PPI’lerin
baglama arayiiziiniin biyoinformatik ve hesaplamali analizi, etkilesen iki proteinin
yiizeyindeki temel amino asitlerin tanimlanmasini saglar [26,27]. Farkli metotlarla
stabilize edilmis peptit yap1 iskeleleri, hiicre i¢i PPI'lar1 inhibe edecek sekilde
tasarlanmugtir. Siklik peptit ilag adaylari, kristal yapilar1 agiga ¢ikarilmis hedefleri ile
olusturdugu kompleks yap1 ile ele alinarak analiz edilir. Bu baglamda oncelikle

bilinmesi ve izlenmesi gereken birka¢ adim bulunmaktadir;

32



1)

2)

3)

Protein-peptit etkilesimlerinin daha iyi analiz edilip anlagilmasi; Protein Veri
Bankasinda (PDB: www.pdb.org) [265] 3 boyutlu(3D) etkilesim veri tabani
(http://3did.irbbarcelona.org) gibi tamamlayic1 [266] veri depolarindan
protein-peptit ~ komplekslerinin ~ yliksek  ¢oOziinlrliklii  yapilarinin
tanimlanmasiyla bu komplekslerin temel 6zellikleri ve yapisal calismalari
gerceklestirilir [267,268].

Uygun dizinin se¢ilmesi: Siklik peptitler i¢in en uygun diziyi segmenin iki yolu
vardir: (1) referans bir dizi varsa dogal bir protein sekansini taklit etmek ya da
(ii) referans bir dizi yoksa yeni bir peptit dizisi tasarlamaktir [269]. Hutlinet
ve arkadaslarinin [270] yaptig1 ¢aligma sonucunda insan interaktomunda hedef
olabilecek aday molekiil sayisint 56.000 oldugu gosterilmistir ve siklik
peptitlerin 6zgiilliigii biiylik 6l¢ciide bu hedef proteinlerle ara yiiz olusturan
amino asitlerin se¢cimiyle saglanmaktadir. Eger bir peptit dizisi sentetik olarak
tasarlanacaksa olasi dizi ihtimali oldukga fazladir. Bu yiizden siklik peptitlerin
birincil dizisini tanimlamak icin ya dogal bir peptit etkilesim dizisinden yola
cikilmali ya da protein-protein ara yiizinden sarmal bir parcanin secilmesi
gerekmektedir. Tarama yontemleri kullanilarak siklik peptit dizileri
gelistirilebilir ve birincil dizilerinin hesaplamali tasarimi yapilabilmektedir
[271].

Hesaplamali yaklasim: Siklik peptitlerin gelistirilmesi maliyetli ve zaman
gerektiren bir siirectir. Ayrica, siklik peptit tasariminda bir¢cok degiskenin
olmast ve olas1 dizi sayisinin ¢oklugu sinirh fonlarla gerceklestirilebilecek bir
is yiikii olmaktan c¢ikmaktadir. Deneysel olarak test edilecek aday siklik
peptitlerin  sayisinin  azaltilmasina ve belirli deneysel gdzlemlerin
rasyonellestirilmesine yardimci olabilecek in siliko modellerin gelistirilmesi
icin hesaplamali yontemler kullanilmaktadir. En temel ve basit analizler,
Pymol gibi popiiler molekiiler grafik yazilimi kullanilarak yap1 etkilesimlerinin
i boyutlu olarak gorsellestirilmesine dayanmaktadir  [272]. Bu gibi
yazilimlar, hidrojen baglarinin ve hidrofobik temaslarin baglanma
arayliziindeki konumlarini, araligini ve 6nemli kalintilarin ¢ikarilmasini saglar.
llgili peptitlerin birden fazla yapist mevcut oldugundan, dogrusal dizilerin
dogrudan halkasal optimizasyonuna baglanmasi {iizerine meydana gelen
konformasyonel degisiklikleri ¢ikarmak miimkiin olabilmektedir. [273,274]. X
1s1n1 kristalografisinden, NMR 6Gl¢iimlerinden ve molekiiler dinamik (MD)
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4)

5)

simiilasyonlardan tiiretilen protein-peptit kompleks yapilarinin analizi, siklik
peptit dizilerinin tasarimi ic¢in yaygin olarak kullanilan yaklasimlardir.
Ozellikle MD simiilasyonlar1, molekiiler esneklik ve baglanma enerjilerinin
tahminleri hakkinda bilgi saglayarak peptit tasarimi ic¢in yap1 bazl
gorsellestirme imkani sunmaktadir. Teorik olarak, peptitlerin tasarimina
yonelik herhangi bir MD yontemi, siklik peptitlere de uyarlanabilmektedir ve
bugiine kadar siklik peptitlere yonelik birkag MD yontemi uygulanmistir
[271,275].

Halkasal motifin se¢imi ve konumlandirilmast: Siklik peptitlere uygulanacak
halkasal doniisiin se¢imi ve yerlestirilmesi, peptitin hedefine baglanmasina izin
verecek yeterli esnekligi korunmasindan, arzu edilen ikincil yapinin nasil
stabilize edilecegine kadar bir¢cok unsuru barindiran bir analizdir. Bunlara ek
olarak, hiicre igerisine girecegi zaman gosterecegi biyolojik aktivitelerinin
tyilestirilmesi ve hiicre penetrasyonunu arttirarak siklik peptitin aktivitesini
etkilenecegi modifikasyon agamalarini da icermektedir [22]. Makrosiklizasyon
reaksiyonunun verimli bir sekilde ilerlemesi i¢in halkasallastirilacak aminoasit
kalintilarin sarmalin ayni tarafina yerlestirilmesi gerekmektedir. Kullanilacak
bu zimbalar, peptit sarmalinin uzunlugu boyunca herhangi bir yere
yerlestirilebilmektedir. Zimbalarin yerlestirilmesinde dikkat edilmesi gereken
nokta, zimbanin kritik etkilesimli amino asit kalintilarin yerini almamasidir.
Boylelikle ayni baglanma entalpisinde fakat daha diisiik bir baglanma
entropisine sahip siklik peptit dizisi elde edilir. Bu temel prensip, BCL-2'yi
[276], HIV integrazini [277] ve Rep Protein A'y1 [278] hedefleyen, literatiire
sunulmus siklik peptitlerin cogunlugunun tasarimina onciiliik etmistir.

Siklik peptit motifine fonksiyonellik kazandirilmasi: Birincil peptit diziye
farkli amino asit kalintilarimin eklenmesiyle siklik peptitlere islevsellik
kazandirilabilmektedir. Bu duruma, Doughertyet ve ark. yaptigi calisma 6rnek
olarak gosterilebilir. Calismada hiicreye niifuz eden peptit (CPP) dizilerinin
eklenmesiyle, siklik peptitin hiicresel alimini artirabildigi gosterilmistir [279].
MDM2'ye baglayan siklik bir peptitin C terminaline siklik bir CPP'nin
eklenmesi, iyilestirmilmis bir sitozolik gecis gostermistir. Ayrica bu
modifikasyonun kii¢lik molekiil inhibitorii olan nutlin 3a'ya benzer bir hiicresel
yarim maksimal etkili konsantrasyon (EC50) degerine sahip oldugu

bulunmustur. Oligomerizasyon/polimerizasyon yontemleri de siklik peptitlerin
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proteaz direncini arttirmada ve ¢ok degerlikli etkilesimler olusturmasini
saglamaktadir. Literatiirde bu konuda yapilan birka¢ ¢alisma bulunmaktadir
[280,281].
Giliniimiizde siklik peptit tasariminda hesaplamali tekniklerin uygulanmasi hala
baslangi¢ asamasinda olup, potansiyelliginin arttirilmasi i¢in teknikler ve yontemler
gelistirilmektedir. Siklik peptitin siklizasyonu, in vitro baglanma afinitesi, hiicresel
aktivitesi ve biyolojik potansiyel 6zelliklerinin iyilestirilmesi i¢in ileriki ¢caligmalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.20 Kanser Cahsmalarinda Siklik Peptitlerin Aktiviteleri

Timorle iligkili proteinler arasindaki etkilesimin kii¢clik molekiillii ilaglar tarafindan
hedeflenmesi, basta kanser olmak {izere bir¢ok hastaligin tedavisinde oldukc¢a dikkat
cekici bir strateji haline gelmistir [282,283]. Siklik bir peptitin biyolojik etkisini
inceleyebilmek i¢in in vitro aktivite analizlerinden faydalanir ve bu analizler
neticesinde, inhibisyon i¢in hedeflenen molekiiliin etkili oldugu sinyal yolaklar1 ya da
gen ekspresyon seviyelerinin degismesi beklenir. Fakat 6ncelikle siklik peptitin hedefi
ile etkilesime girdigini dogrulamak gerekmektedir. Bu yiizden in vitro
immiinopresipitasyon (IP) ve proteinler arasindaki fiziksel etkilesimleri analiz etmek
icin kullanilan asag1 cekme (pull-down assay) metodlar1 siklikla kullanilir. Bunun igin
siklik peptitler FITC etiketli olacak sekilde sentezlenir ve hiicrelerle muamele edilir.
Tedavi sonrasi hiicreler parcalanir ve siklik peptitlerle etkilesime giren proteinlerin
immiinopresipitasyonu lizata bir-FITC antikoru veya protein A/G-sefaroz eklenerek
gerceklestirilir [284-287]. Benzer sekilde biyotinlenmis siklik peptitler, streptavidin
agaroz boncuklar1 lizerinde sabit hale getirilir ve hiicre lizatlar1 ile inkiibe edilir [288].
Her iki durumda da, yakalanan proteinler daha sonra denatiire edici poliakrilamid jel
elektroforezinde yiiriitiilerek siklik peptitin hedef protein ile olan etkilesimi Western
blot yoéntemi ile gosterilir. Tlk hidrokarbonla zimbalanmis proapoptotik 6zellikli siklik
peptit, BH3 alanina 6zgii (B hiicreli lenfoma 2 ile etkilesime giren hiicre 6liimii aracisi
(BIM) ve BH3 ile etkilesime giren alan 6liim agonisti (BID)) tiiretilen BCL-2nin «
sarmalina kars1 tasarlanmistir. Yapilan calismada, BIM ve BID tek i, i + 4 siklik 21
amino asitten olusan (21-mer) peptitlerinin, yiiksek sarmal yapi, proteaz direnci ve
BCL-2, BCL-XL ve MCL'ye yiiksek afiniteyle baglanma egilimi gostermistir
[276,289] .Yapilan bagka bir ¢aligmada ise siklik bu peptitin K562 ve U937 16semi
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hiicre hatlarindaki apoptozu indiikledigi gosterilmistir [289,290]. Siklik peptit
tasarimlari transkripsiyonel aktivasyonu diizenleyen bir protein-protein etkilesimini
inhibe edecek sekilde dizayn edildigi taktirde, raportor gen analizleri ve RT-PCR
metoduyla siklik peptitin in vitro etkinligin degerlendirilmesi gerekmektedir.
Literatiirde yer alan SAHM1 siklik peptiti ile hiicreler tedavi edildikten sonra Notch'a
bagli transkripsiyonel aktivasyon tizerindeki etkisi, yukarida bahsedilen her iki analiz
yontemi kullanilarak incelenmistir Yapilan bu ¢alismada, T-ALL (T hiicreli akut
lenfoblastik 16semi) hiicreleri, SAHMI1 peptiti ile tedavi edilerek ve Notch'a bagimhi
hedef genlerin ekspresyonunun doza bagli inhibisyonu RT-PCR ile gosterilmis ve
dogrulanmistir [288]. Tiimor protein 53°¢ (p53) inhibitdr proteinlerinin (MDM2 ve
MDMX) baglanmasini engelleyecek bir molekiiliin p53°e bagli hiicre dongiisiinii
dururarak apoptozu indiikleyebilecegi hedefiyle gerceklestirilen caligmada, p53-
MDM2/MDMX cift inhibitorlii siklik peptit tasariminin, baglanma afinitesine ve
hiicresel aktivitesine yonelik umut vaat eden in vitro veriler elde edilmistir [291].Bu
veriler, klinik p53°e yonelik optimize edilmis siklik peptitlerin temelini olugturmustur
[292]. METTL3 (RNA m6A modifikasyonunu katalize eden metiltransferaz) ¢esitli
kanser tiirlerinde bir onkogen olarak tanimlanmaistir ve terap6tik inhibisyon i¢in hedef
aday gosterilmistir. Li ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada METTL3 etkilesimi i¢in
gerekli a-sarmal ikincil yapinin olusumuna sahip bir siklik peptit inhibitorii (RSM3)
tasarlanmistir. Calisma sonucunda RSM3'iin, kanser gelisimini destekleyen sinyalleri
inhibe ettigini ve apoptozla iliskili genlerin ekspresyonunu arttirdigini gostermislerdir.
Ayrica, in vivo galismalar in vitro’da alinan sonuglari desteklemis, tiimor modelinde
RSM3 tedavisi sonrasi tiimor biityimesi 6nemli dl¢iide baskilanmistir [293]. Siklik
peptitlerin in vivo aktivitesini incelendigi diger ii¢ farkli ¢alismada da, farelerde
olusturulan kanser modellerinde tiimoér ilerlemesininin inhibe edildigi gosterilmistir

[276,284,288].

1.21 ERo Hedefli Peptitlerin Tasarimi

Protein-protein etkilesimleri (PPI’ler), bir veya spesifik ayni kokenli alanlar arasinda
bir protein ve ikinci bir proteinin baglanma dizileri arasinda meydana gelir. Bu
etkilesimler, ¢oziicliniin erisebildigi ylizey alaninda dipol-dipol, van der Waals,
hidrojen bagi veya elektrostatik kuvvetler tarafindan stabilize edilir. Ortaya ¢ikan

kompleksler yalnizca farkli proteinler arasindaki etkilesimlerden degil ayn1 zamanda
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ERo'nin molekiil i¢i katlanma asamalarindan da elde edilir. Bu etkilesimlerden
kaynaklanan fizyolojik/patolojik etkileri inhibe etmeye yonelik protein-protein
etkilesimlerinin bozulmasi, spesifik baglanma motifine karsilik gelen kisa peptitlerle
(tipik olarak 10 ila 30 amino asit) saglanabilir. Cogu peptit genellikle diisiik bir
ozgillik ve secicilik sergiledigi ve proteolize maruz kaldigindan dolay1r bazi
dezavantajlara sahiptir [294]. Fakat, bu durumlar dezavantajli goriinse de, protein-
protein etkilesimlerini hedeflemek, 6zellikle hiicre sinyal yolaklarina, farklilasma
siireclerine ve ¢ogalmasina miidahale etmek agisindan ¢ekici bir strateji olmaya devam

etmektedir [295,296].

1.22 LxxLL Motifi ve Hedeflenmesi

ERa aracilt transkripsiyon, SRC/p160 ve CBP/p300 koaktivatdr ailesinin reseptoriin
diizenleyici LxxLL konsensiis dizilerine dogrudan etkilesimi ile baglatilir. Reseptoriin
aktivasyonundaki bu 6nemli LxxLL motifi (L; 16sin, X ise herhangi bir amino asittir)
niikleer reseptdr (NR) kutusu olarak adlandirilir ve koaktivator proteinin a-sarmal
peptitine karsilik gelir [297,298]. LxxLL motifi ERa’ya baglanmada rol alirken,
motife komsu kalintilar niikleer reseptdr siiper ailesi proteinleri arasinda
secicilik/ozglinlik  kazandirnir  [299-301]. LxxLL motifini igeren ¢esitli
peptidomimetikler, terapotik olarak oOnemli ERa-koaktivator —etkilesimlerini
engellemek igin gelistirilmistir. [41,43,302-305]. LxxLL peptit motifinin ikincil
yapisini taklit eden birkag sentetik kiigiik molekiil de bu PPI’leri bozmak ig¢in
gelistirilmistir [306-316].

1.22.1 Kiiciik molekiil LxxLL inhibitorleri

Bircok ¢alisma neticesinde ERo’nin LxxLL motifine karsi bir¢ok niikleer koaktivator
baglama inhibitorleri (Sekil 1.10) sentezlenmistir. Bu antagonistler ERa'nin LxxLL
baglanma cebine yerleserek koaktivatorlerin baglanma yetenegini engeller.
Gelistirilen bu inhibitdrler yapisal olarak, bir a-sarmal geometrisine sahip bir iskele
igerirler ve LxxLL motiflerinin 16sin yan zincirlerini taklit eden kisa hidrofobik yer
degistiricilere sahiptirler [317,318]. Bu hidrofobik yer degistiriciler 16sin yan zincirleri
tarafindan belli konformasyona yonlendirilirler. Gelistirilen inhibitér molekiiller
genellikle dogal peptitlerden daha az aktif olmalarina ragmen, yeni anti-Ostrojenlerin

liretimi i¢in umut verici bir yaklagim olmustur [306,308-313,319].
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Bunlara ek olarak, antidstrojenik aktivitesini ERa ve B'nin E2 baglama cebini isgal
ederek gosterdigi bilinen kismi antagonist 4 hidroksitamoksifenin, X-1s1n1 ¢aligsmalari

sonucunda ERa'nin LxxLL baglanma cebini isgal edebildigi bulunmustur [320].
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Sekil 1.10 : Niikleer koaktivatdr baglama inhibitorleri [36]. 1.bilesik; 2,4-diizobiitil
amino-6-izopentil pirimidin, [306] 2.bilesik; pirimidin merkezli niikleer koaktivator
baglama inhibitorii [307], 3.bilesik; amfipatik benzen [308], 4.bilesik; bisiklik [2.2.2]
oktan [309], 5.bilesik; piridil piridon [310], 6.bilesik; bifenil proteomimetik [311],
7.bilesik; ERI-5 [312], 8. bilesik; guanilhidrazon [313], 9. ve 10.bilesikler; yiiksek
verimli tarama ile elde edilen de novo inhibitorler [314], 11.bilesik; ERa’nin AF2
kismina yonelik gelistirilen inhibitdr molekiil [315], 12.bilesik; koregiilator
baglanma diizenleyici olan ERX-11"dir [316].
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1.22.2 Lineer peptit LxxLL inhibitorleri

1998'de Rosenfeld ve ark. LxxLL i¢eren motiflerin, niikleer reseptorlerin koaktivator
komplekslerini kendine baglayacagi 6zel bir baglanma alani olusturdugunu ve LxxLL
kutusunun, koaktivator komplekslerinin spesifik reseptor ve ligand etkilesimine
katkida bulunabilecegini gostermistir [321]. McDonnell ve ark, ERa'nin reseptoriiniin
C-terminal AF-2 alaninin, koaktivatdr proteinleri kendine baglayabilecegi 6zel bir
ylizey sagladigini, bdylece reseptoriin agonist ve antagonist etkilerinin ayirt
edilebilecegini vurgulamistir [322]. Daha sonra ayni ¢alisma grubu, estradiol veya
tamoksifene bagli ERa ile etkilesime giren peptitleri faj gosterimi yoluyla tarayarak
ERa aktivitesini inhibe edebilecek LxxLL motifi iceren peptit dizilerini rapor etmistir
[299,323,324]. Katzenellenbogen ve ark. yaptigi ¢alismada, NR-2 peptitinin, agonist
bagli ERa’y1 stabilize edebildigini ve ERa-agonist kompleksinin yari siiresini
artirabildigini gostermistir [325]. Brunsveld ve ark. yaptigi ¢alismada ise, ribozom
gosterim yoluyla ERa'ya karsi yiiksek oranda korunmus spesifikligi yiiksek peptit
motifini PXLxxLLXXP bildirmislerdir. Grup ayrica, PXLxxLLXXP motifinde
bulunan komsu prolinlerin, kristal yap1 ve molekiiler modelleme c¢alismalar1 ile
diizenlenerek ERa’ya baglanacak sarmal peptitlerin ikincil yapisini diizenleyebildigini
ve reseptdre olan baglanma afinitelerinin gelistirilebildigini gostermislerdir [300].
Fakat, LxxLL motifine kars1 gelistirilen lineer peptitlerin fizyolojik kosullar altinda
genellikle zayif stabiliteye ve hiicre gecirgenligine sahip olmasindan dolayr LxxLL
motifli peptit tasarimlarina hiicreye niifuz eden sekans eklemesi yapilarak
gelistirilmeye calisilmistir Bu ¢alismalara 6rnek olarak, Cardoso ve ark. zengin arjinin
kalintilart iceren L-R9 ve L-R10 peptitlerin ¢esitli memeli hiicre hatlarinda yiiksek
penetrasyona sahip oldugu gostermistir [326]. 2009 yilinda Brunsveld ve ark.
gerceklestirdigi ¢alismada ise, nona arjinin etiketli LxxLL peptit problarinin ERa'ya
baglanabildigini ve koaktivatorlerin baglanmasiyla rekabet edebildigini bildirmislerdir
[301]. Buna ek olarak sonuglarinda, peptitin ERa aracili transkripsiyonu
baskilayabildigini ve ERa(+) MCF-7 hiicrelerinde pS2 geninin mRNA'sin1 asagi dogru
diizenleyebildigini gostermislerdir. Yine de peptitlere uygulanan sekans ekleme
modifikasyonlar1 sonucu LxxLL’e karsi tiiretilen peptit yapilarinin esnek ve kararsiz
olmast sorunu ile karsilasilmistir. Bu ylizden hedef motife baglanma afinitesini

arttirmak i¢in stabilize edilmis peptitler farkli yontemlerle gelistirilmistir. Distilfid
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bagl ile stabilizasyon [41], makrolaktam baglanmasi1 [302,303], tiim hidrokarbon
zimbal1 peptit baglanmasi [305], Tiyol-eter baglanmasi [42,327] alkin hidrotiyolasyon
baglantis1 [253] gibi bir ¢ok yaklasim ERa'y1 hedefleyebilen peptitlerde yan zincir

capraz baglamasi i¢in uygulanmistir.

1.22.3 Disiilfid kopriilii (bagh) inhibitor peptitler

Kisitlanmig peptitleri gelistirmek icin kullanilan stratejiler genellikle, i ve i+4
kalintilarinin bir amid bagiyla (makrolaktam) veya i ve i+3 kalintilarinin bir disiilfid
kopristiyle (bagiyla) kopriillenmesinden olusur. Kisitlanmis peptitler, yapisal olarak
kistirilmig ve stabilizasyonu yiiksek peptitler olarak karsimiza ¢ikar ve bu konuda
tistiinde en ¢ok calisilan peptit tiirevleridir. Wemmer ve ark. yaptigi calismada disiilfit
bagi stratejisine dayali peptitlerinin gelistirilebilecegi bildirmistir [328]. ERa'ya
yiiksek spesifiklikte ve dzgiilliikte baglanan kisa siklik peptitler ilk olarak Spatola ve
ark. tarafindan LxxLL motifini iceren (i, i + 3) disiilfit bag ile stabilize edilmis peptit
analogu (PERM1, H-Lys-c(DCys-lle-Leu Cys)-Arg-Leu-Leu-GIn-NH2) olarak
tiiretilmistir. PERM1'in Ki degerleri (ilgili reseptoriin %50'sini isgal etmek icin gerekli
ilag konsantrasyonu), zamanla ¢oziilen floresans bazli ortak aktiflestirici etkilesim
analizi ile Ol¢iilmiis ve ERa’ya kars1 25 nM ERfB’ya karst da 390 nM degerinde oldugu
gosterilmistir. [41-43]. Ayrica, X 111 kristalografisi ¢alismalarina gére, PERM-1'in
N-terminal ucunda bulunan bazik kalintinin (6rnegin bir lizinin), ERa'ya baglanma
afinitesi i¢in 6nemli olan elektrostatik etkilesimlerde rol oynadigi vurgulanmistir [43].
Sonraki yapilan ¢alismalarda, giiclii bir hidrojen vericisi olan arjininin, lisin yerine
motife konumlandirilmis ve baglanma afinitesinde artis goriilmiistiir [42]. Daha sonra
bu peptitlerin analoglarindan olusan bir dizi peptit analogu sentezlenmis ve her iki ER
alt tipi tizerinde test edilmistir. Elde edilen PERM3 (H-Arg-c(D-Cys-lle-Leu-Cys)-
Arg-Npg-Leu GIn-NH2) peptitin (Npg neopentilglisin'e karsilik gelmektedir)
nanomolar altinda bir Ki degeri (Ki = 70 pM) gostermistir [43]. Boylelikle, ERa’ya
kars1 hedeflenen en etkili distilfit bagli peptit PERM3 olmustur. PERM1 peptidi,
ERa'y1 giiglii bir sekilde baglayabilen ilk bildirilen stabilize peptit olarak literatiirde
yer almistir ve ERa-koaktivator etkilesimlerini hedef alan diger calismalar bu peptit
dizisinden ilham alinarak gelistirilmistir. Kurihara ve ve ark. tarafindan
gerceklestirilen ¢alismada R7 ile konjuge edilmis PERM1 ve PERM3 peptidleri ERa
pozitif T47D meme kanseri hiicreleri iizerinde hiicre penetrasyon verimliligini

incelemek i¢in kullanilmistir. R7-konjuge fragmentin, peptitlerin sarmal yapilarim
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bozmadigini, PERM-3-R7 peptidinin ise ERa aracili transkripsiyonu 6énemli dlgiide
etkileyerek ilgili gen pS2’nin mRNA ekspresyonunu asagi dogru diizenleyebildigini
gostermislerdir [44,45].

1.22.4 Tiyoeter ve vinil siilfiir kopriilii (bagh) inhibitor peptitler

Spatola ve ark.’nin gerceklestirdigi calismada, (i, i+3) aralikli tiyoeter kdprii ile amino
asitlerin stabilize edildigi siklik peptit motiflerinin, baglanma afinitesini 6nemli dl¢iide
arttirabildigini bildirmistir. Sistatiyonin igceren PERM3’lin daha yiiksek sarmal
katlanma gosterdigini ve ERa-koaktivator etkilesimlerini (Ki, 6,9 nM) gii¢lii bir
sekilde inhibe edebildigi bulunmustur [42]. i, i+3 aralikli tiyoeter kopriisiiyle
olusturulan siklizasyonun, disiilfiir bagl siklizasyondan daha etkili olmasina karsilik,
1, it3 tiyoeter kopriisiiniin veya bir i, i+4 laktam kopriisiiniin eklenmesiyle elde edilen
siklizasyonunun bozucu/zararli oldugu gorilmiistir [43]. Metal Kkatalizori
kullanilmadan foton-indiiklii molekdil i¢i tiyoeter makrosiklizasyonunu saglayan bir
zimbalama teknigi ile ERa-koaktivator etkilesimlerini hedefleyen siklik peptitler
basarili bir sekilde tasarlanmigtir [253]. Literatiirde yer alan vinil siilfiir bagh siklik
peptitler (peptit2h), dogrusal analog peptiti (peptitlh) ile karsilastirildiginda ERa'ya
yiikksek baglanma afinitesi ile hiicre penetrasyonu gostermis ve MCF-7 hiicrelerine

kars1 anti-proliferatif aktivite gosterdigi bulunmustur [253].

1.22.5 Tiimii hidrokarbon siklik peptitler

[k makrosiklik peptit sarmallar1 1998'de Grubbs ve ark. tarafindan sentezlenmistir
[329]. 2000 yilina gelindiginde Verdine ve ark. peptitlerin ikincil yapisini, stabilitesini,
baglanma afinitesini ve hiicre gecirgenligini iyilestirecek tiim hidrokarbon stratejisini
gelistirmistir [330]. Bu metod, sentetik peptitlere makrosiklik ¢apraz baglarin
kurulmasi i¢in rutenyum katalizli olefin metatezini (RCM) i¢ermektedir. Hidrokarbon
zimbalamanin yapi taslari, degisen uzunluklardaki terminal olefin baglari tagiyan a,a-
disiibstitiie edilmis dogal olmayan amino asitlerden olusur. Tek doniislii zzimbalama
icin genellikle i, 1 + 4 konumlarinda S-pentenilalanin kullanilirken, ¢ift doniisli
zimbalama i¢in 1, i +7 konumlarinda R-oktenilalanin/S-pentenilalanin veya S-
oktenilalanin/R pentenilalanin kombinasyonu kullanilir [243]. o-heliksin ardisik
dontigleri arasinda tiimii hidrokarbon baglantis1 igeren peptitlerin terapotik
potansiyelini gdsteren bir ¢cok calisma bulunmaktadir. Bu calismalara 6rnek olarak;

HIV-1 kapsidinin (kilifinin) baglanmasini inhibe eden [331], Notch transkripsiyon
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faktori kompleksini dogrudan inhibe edebilen [288], pS3 tiimor baskilayici sinyal
yolagini tekrardan aktive edebilen [284] ve Bcl-2 aracili apoptozun devamliligini
saglayan siklik peptitler [276] verilebilir. 2011 yilinda Phillips ve ark. tarafindan NR-
koaktivator peptitin ERo. LBD'ye bagli oldugu kristal yap1 kompleksi (PDB, 2QGT)
temel alinarak tiimii hidrokarbon stratejisiyle siklik peptitler elde edilmis ve peptit
motifleri arasindan SP6’nin (Ac-EKHKILSSRLLS5DS-NH2), 75 nM'lik Kd degeri ile
ERa 'ya en yiiksek baglanma afinitesini gosterdigi bulunmustur [305]. Moore ve ark.
etkilesim halindeki 16sin ve izoldsin kalintilarini (1689LxxLL694 kutusunda 11e689 ve
Leu693) taklit etmek icin, siklik amino asit S5'in y-pozisyonuna metil grubu ilave
ederek yeni amino peptit motifleri olusturmuslardir. En iyi peptit motifinin (ICso= 89
nM), izoldsin 689'un bir S- y-metil zzmbali amino asitle yer degistirdigi tasarimin
oldugu ve yer degisikligi yapilmamis peptitlerden (390 ve 760 nM) 6nemli 6l¢iide daha
yiikksek afiniteye sahip oldugu belirtilmistir [304]. ERoa'ya yiiksek afiniteyle
baglanabilen tamami hidrokarbonla siklik peptitlerin hiicreye niifuz etme kapasitesini
arttirmak i¢in, ¢esitli molekiiler dinamik simiilasyonlarindan faydalanilmistir.
Literatiirde, yliksek hiicre gecirgenligine ve hiicresel aktiviteye sahip R4K1 peptiti
tasarlanmig ve ERa'ya karsi1 yiliksek baglanma afinitesi sergiledigi ifade edilmistir.
Ayrica, R4K1’in ERa ile koaktivator arasindaki etkilesimi diisiik nanomolar
diizeyinde bozdugu in vitro caligmalarda gosterilmistir. Buna ek olarak, R4K1’in
hiicre icinde ERa aracili gen ekspresyonunu baskiladigi ve sebeple ERa pozitif meme
kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigi de ifade edilmistir [332]. ERa’y1 inhibe
etme amaci ile LxxLL motifine benzer basarili peptit mimiklerinin elde edildigi bir
bagka calisma ise Montgomery ve ark. yaptigi calismadir. Bu c¢alismada,
KLHRLLQDS motifi iizerinden K ve R amino asitleri birbirine Diels Alder reaksiyonu
ile baglanmistir. Bu motifte zzimba gorevi goren olefin K ve R amino asitlerini birbirine
baglarken L amino asitlerinden birini igine almaktadir. Bu ¢alisma ile Diels-Alder
siklizasyonun, cesitli kimyasal ortamlar altinda cesitli protein yapisal motiflerini

stabilize etmede kullanilabilecek bir yaklagim oldugu ifade edilmistir [333].

1.23 Hipotez

ERa hedefli terapilere karsi zamanla kazanilan direncin 6niine ge¢mek ig¢in ERa-
kofaktor etkilesimlerini inhibe etmek son yillarda kullanilan bir stratejidir. ERa-

kofaktor etkilesimlerinin inhibitdrleri, E2 varliginda aciga ¢ikan korunmus bir bolge

42



olan reseptdr kutusu (NR) LXXLL motifinin hidrofobik oyuk bolgesini hedef alinarak
tasarlanmaktadir. Bu amagla bu tez calismasimi ERa’ya spesifik olacak siklik
peptitlerin literatiirde sunulan ERa inhibisyonunda kritik LxxLL imza motifine daha
Ozgiin ve ERa’ya daha etkin baglanabilecegi bir sekilde in siliko olarak yeniden
tasarlayarak elde edilmesi bu tezin hipotezini olusturmustur. ilerlettigimiz in vitro
caligmalarimizdan aldigimiz sonuglar, yeni dizayn siklik peptitlerimizin ERo(+) hiicre
hatlar1 iizerinde literatiirde daha 6nce sunulan peptit motifinden daha iyi bir inhibitor
etkisi oldugu go6zlemlenmistir. Boylelikle, tez kapsaminda alinan sonuglar

kurdugumuz hipotezimizi destekler nitelikte olmustur.
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2. GEREC VE YONTEM

Tez calismasi, Istinye Universitesi Molekiiler Kanser Arastirma Merkezi’nde
(ISUMKAM), Orta Dogu Teknik Univeristesi Fen-Edebiyet Fakiiltesi Kimya
Béliimii’nde ve Bezmialem Vakif Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii’nde

gerceklestirilmistir.

2.1 Kullamlan Materyaller ve Cihazlar

Tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen hiicre kiiltiirii calismalarinda, Fetal sigir
serumu (FBS) (Wisent Bioproducts), Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml
penisilin, 10mg/ml streptomisin) (Gibco), Roswell Park Memorial Institute Medium
(RPMI), Wisent Bioproducts, Tripan mavisi (%0,5), Biological Industries, 17p-
Estradiol (Sigma-Aldrich, Cat No E2758), %0,05 Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik
Asit (Tripsin-EDTA) (Gibco), Fosfat tuz tamponu (PBS), (Gibco), Sulforhodamine B
sodium salt, Chemcruz, Trikoloroasetik asit (TCA) (CAS 76-03-9) from AppliChem,
TPBM (theophylline, 8-[(benzylthio)methyl]), CAS 6466-43-9, Merck), Adenosine 5'-
triphosphate (ATP) assay mix (FLAAM-1VL), Sigma (USA), Dimetil siilfoksit
(DMSO), Sigma, Asetik asit, Isolab, MTT (M5655) from Sigma (USA), Muse®
Annexin V & Dead Cell Assay Kit, Merck Millipore, Muse® Caspase-3/7 Assay Kit,
Merck Millipore, Muse® Mitopotential Assay Kit, Merck Millipore, Muse® Bcl-2
Activation Dual Detection Kit, Merck Millipore kullanilmistir. Siklik peptitlerin
sentezlenmesinde kullanilan tiim reaktifler Sigma'dan temin edildi. Western Blot
caligmalarimizda, RIPA soliisyonu (Thermo), Halt Protease Inhibitor Cocktail 100 X,
(Sigma), Pierce™ BCA Protein Assay Kit, (Sigma), Bovine Serum Albumin, (Sigma),
TGX FastCast jel soliisyonlari, BioRad, Western Blotting Luminol Reagent (sc-2048,
Santa Cruz), 10X Yiiriitme tamponu, BioRad, Trizma Base, Sigma, Tween-20, Sigma,
2X Laemmli Sample Buffer, Chemcruz, Amonyum persiilfat (BioRad), TEMED
(BioRad), Anti- beta-aktin (sc-47778, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), Sodyum Kloriir
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(Merck), Anti- Kaspaz-8 (sc-73526, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), Anti- p53
(#9282, Cell Signaling Technology, USA), Anti- Bax (sc-23959, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Anti- Bcl-2 (sc-7382, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), Anti- ERa
(21244-1-AP, Proteintech, USA), Anti- TFF1 (13734-1-AP, Proteintech, USA), Anti-
mouse 1gG, HRP-linked (#7076, Cell Signaling Technology, USA), Anti-rabbit 1gG,
HRP-linked (#7074, Cell Signaling Technology, USA), Hidroklorik asit, Tekkim,
PageRuler Plus Prestained protein ladder, (Thermo) kullanilmistir. PCR ve gPCR
analizleri, Niikleik Asit Boyayicis1 (SafeView Classic G108, abm), GenElute™
Mammalian Total RNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich), SensiFAST cDNA Synthesis
Kit (Bioline, Almanya), 2 x SensiFAST SYBR No-ROX (Bioline, UK), Agaroz,
M3044, (Genaxxon Bioscience), High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
Thermo kullanilarak gerceklestirilmistir. ELISA analizi, NE-PER™ Nuclear and
Cytoplasmic Extraction Reagents (#78833; Thermo Fisher Scientific), TransAM® ER
Active Motif, Carlsbad, CA Kitleri kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.2 Cihazlar

Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan ekipmanlar ve cihazlar; 10 pl, 200 pl ve 1000
ul’lik pipet seti, Brand, 200 pl ¢ok kanall1 pipet, Brand, -80°C buzdolabi, Panasonic,
MDF-U5386S-PE, Buzdolabi, Panasonic, MPR-721-PE, CO; inkiibatorii, Panasonic,
MCO-230AIC-PE, Hassas terazi, KERN, ABJ-NM/ABS-N, Inverted mikroskop,
Nikon, Eclipse Ts2, Kuru sterilizator, Panasonic, MOV-212-PE, Laminer hava kabini
class 11, Telstar, Biovanguard, Muse Cell Analyzer Cihazi, Merck, Orbital shaker, Lab
companion, Otoklav, Niive, OT90L, Pipetor, Isolab, Plate Reader-Spektrofotometre,
BMG Labtech, Spectrostar, Santrifiij, Hitachi, CFI6RN, Sogutmali santrifiij, Hitachi,
CT15RE ve Vorteks, Scilogex, MX-F kullanilmistir. PCR ve qPCR analizlerimiz de
ise Jel gortintiileme sistemi, General Electric, ImageQuant LAS 500, Thermal cycler,
Bio-Rad, CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Biorad, ABD) ve Yatay
Elektroforez Sistemi, Hoefer™ HE 33, Thermo Scientific cihazlarindan
faydalanilmistir. Peptitlerin sentez, karakterizasyon ve saflastirma asamalarinda
Agilent 6530 Q-TOF (6530 Q-TOF LC/MS, Agilent), C18 HPLC column
(Phenomenex Luna 5 pm 100 A, 250 x 10 mm), C18 HPLC (Thermo Scientific™
Hypersil GOLD™ 5 um, 150 x 4.6 mm), Dionex / Thermo UltiMate 3000 HPLC
System, Liyofilizasyon cihazi, Telstar Cryodos Freeze Dryer) ve LC-MS (Agilent
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Single Quadrupole LC/MS) cihazlar1 kullanilmistir. Western Blot analizlerimiz igin
ise Dikey elektroforez, Bio-Rad Transfer cihazi, BioRad, 10016505C ve Jel

goriintiileme sistemi, General Electric, ImageQuant LAS 500°den faydalilmistir.

2.3 RNA-Seq Analizi ile Hedef Molekiiliiniin Belirlenmesi

Yumurtalik kanser hastalarindan (timor dokularindan) ve saglikli bireylerin
yumurtalik dokularindan elde edilen RNA dizileri Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
(NCBI)’1n gen ekspresyon verilerinin toplandigi Gene Expression Omnibus (GEO)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) kaynagindan ¢ekildi. Yumurtalik tiimoriine ve
saglikli (kontrol) yumurtalik dokularna ait RNA-seq verileri, Proje numarasi:
PRINA791375 olan, 3 tiimor, 3 saglikli yumurtalik dokusu 6rneginin Illumina HiSeq
2000 (Homo sapiens) teknolojisinden faydalanarak analiz edildigi g¢alismadan
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE192410, kaynak no:
GSE192410) alind1. Her bir RNA-Seq verisi FastQ dosya formatina ¢evrildi ve kalite
kontrolii yapildi. Kalite kontroliinden gegen veriler bir sonraki analizlerde kullanildi.
Analizler yliksek verimli verilerin elde edilebildigi, kullanici dostu bir ara yiize sahip
Chispter analiz yazilimi kullanilarak gergeklestirildi. (http://chipster.csc.fi/) Chispter

analizinde kullanilan 6rneklerin listesi Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1: RNA-Seq analizi yapilan 6rnekler

Analiz Ornek Deney Doku Tiirii
SRR17297761 SAMN24287898 SRX13475029 Yumurtalik Tmori
SRR17297762 SAMN24287902 SRX13475030 Yumurtalik Timori
SRR17297763 SAMN24287903 SRX13475031 Yumurtalik Tmori

SRR17297764 SAMN24287904 SRX13475032 Normal Yumurtalik Dokusu
SRR17297765 SAMN24287905 SRX13475033 Normal Yumurtalik Dokusu
SRR17297766 SAMN24287906 SRX13475034 Normal Yumurtalik Dokusu

Tablo 2.1°de sunulan verilerin adapter kisaltmasmna (trimming) ihtiyag
duyulmamasindan dolay1, bir sonraki adima gegirildi ve verilerin referans genom ile
HISAT2 hizalanmast yapildi. Bu asamanin neticesinde her bir verinin hizalanmis
dizileri (BAM dosyalar) elde edildi. BAM dosyalar1 HTSeq analizine tabii tutuldu ve
RNA dizilerinin genom ile ne kadar eslestigi hesaplandi. Saglikli ve tiimor
dokularindan elde edilen her bir gene ait eslesmis hizalama sayilarinin (TSV dosyalari)

karsilastirilmast igin Tablo 2.2°deki gibi gruplandirilma yapildi.
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Tablo 2.2 : RNA-Seq analiz gruplari

Dosya ismi Grup
SRR17297764 1.tsv Kontrol
SRR17297765 1.tsv Kontrol
SRR17297766 1.tsv Kontrol
SRR17297761 1.tsv Kanser
SRR17297762 1.tsv Kanser
SRR17297763 1.tsv Kanser

Farkli ifade edilen genlerin (Differential gene expression (DGE)) tanimlanmasi i¢in
edgeR araci kullanildi. EdgeR analizi sonucunda, saglikli yumurtalik ve yumurtalik
tiimdrlerinden elde edilen RNA verilerinde, hangi genlerin farkli seviyelerde eksprese

edildigi tespit edildi.

2.4 Hiicre Kiiltiri

Insan meme kanseri hiicre hatlar1; MCF-7 (ATCC HTB-22) ve MDA-MB-231 (ATCC
HTB-26), insan over kanseri hiicre hatlar1t (OVSAHO, Sigma SCC294) ve CAOV-3,
ATCC HTB-75) ile BEAS-2B (ATCC CRL-3588) saglikli insan bronsiyal epitel hiicre
hatlar1 in vitro ¢alismalar igin kullamldi. Bu hiicre hatlari Istinye Universitesi
Molekiiler Kanser Arastirma Merkezi'nde (ISUMKAM) -80°C’de muhafaza
edilmektedir. -80°C’den ¢ikarilan kriyotiiplin igerisinde ¢6ziinmiis hiicreler pipet
yardimiyla daha dnceden igerisine 5 ml besi ortami (%1 pensilin strepromisin (10.000
U/ml penisilin/10 mg/ml streptomisin), %1 L-Glutamin, %10 fetal bovine serum
(FBS) igeren RPMI 1640) konulan 15 m1’lik santrifiij tiiplerine aktarilarak 800 rpm’de
5 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi. Siipernatant ortamdan uzaklastirilarak
hiicreler ayn1 besiyeri (%10 FBS iceren RPMI 1640 igerisine gerektiginde 500 pg/ml
17B-Estradiol ilave edilerek [334] 25 cm2°lik flasklara 5 x 104 hiicre/ml olacak sekilde
aktarildi. Flasklar 37°C’de %5 CO2 ve %98 nem iceren ortamda kiiltiire edildi.

2.4.1 Hiicre hatlarinin pasajlanmasi

Hiicreler kiiltiir kaplarinda uygun doluluk oranina ulastiginda tripsin ile kaldirilarak
pasajlandi. Bu islem hiicrelerin kiiltiire edildigi flasklardaki besiyeri uzaklastirildi ve
1X PBS ile yiizey yikamasi yapildi. Yiizeye bagimli kiiltiire olan hiicrelerin yapistig
yiizeyden ayirmak igin %0.05 Tripsin-EDTA ile 3-5 dakika 37°C’de inkiibatorde
bekletildi. Tripsini inaktive etmek igin i¢in koyulan tripsin hacminin yaklasik on kati

serum ihtiva eden besiyeri ilave edildi. Hiicreler 15 mlI’lik veya 50 mlI’lik santrifiij
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tiiplerine aktarildi ve 800 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
iist faz olan stipernatant ortamdan uzaklastirildi ve pelletin yogunluguna gore lizerine
besiyeri ilave edilerek pellet siispanse edildi. Hiicre sayimi i¢in siispanse pelletten 10
ul alindi ve 96 kuyulu plate igerisinde 10 pl %0,5 tripan mavisi (Sigma) ile karistirildi.
Lamel ile kapatilmig Thoma laminin iki tarafina sayim kuyusundaki karisim yiiklendi.
Inverted mikroskop ayarlanarak Thoma lamimin alt ve {ist tarafindaki 16 sar biiyiik
karedeki parlak hiicreler sayildi, aritmetik ortalamasi alindi ve hiicrelerin canliliklar

hesaplanda.

2.4.2 Hiicre hatlarinin dondurulmasi (kriyoprezervasyon)

Hiicreler ayni pasajlama prosediiriinde oldugu gibi tripsin ile muamele edilerek hiicre
kiiltiir flasklar1 ylizeyinden ayrildi ve santrifiij sonrasi sayimlari gerceklestirildi. Hiicre
sayisina bagli olarak her bir kriyotiipte yaklasik 1x10° hiicre ve 1 ml dondurucu ortam
(%5-10 DMSO + %10 FBS + %80 DMEM) olacak sekilde hiicreler kriyotiiplere
paylastirildi ve -80°C’ye kaldirildi.

2.4.3 Hiicre hatlarindan total RNA izolasyonu ve cDNA c¢evrimi

OVSAHO, CAQOV-3, MCF-7 ve MDA-MB-231 ve BEAS-2B hiicre hatlarindan total
RNA izolasyonu, GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)
kullanilarak, {tretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirildi. Uyulan
talimatlar ¢er¢evesinde, ilk once 2-ME (2-mercaptoethanol (2-ME) (M3148))/ Lysis
Solution karigimi 1:100 olacak sekilde hazirlandi. 5 milyon hiicreye kadar karigimdan
250 pl, 5 milyon-50 milyon hiicreye kadar ise karigimdan 500 pl ilave edildi ve iyi bir
pipetaj ile homojenize edildi. Filtrasyon kolonu (CP9346) ile 2 mL toplama tiipii
(T5449) bir araya getirilerek lizat kolonun iistiine ilave edildi ve 12,000—-16,000 xg’de
2 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonras: filtre atild1 ve esit hacimde %70
etanol soliisyonu eklendi. Baglama kolonu (CP9471) ile 2 mL’lik toplama kolonu
(T5449) bir araya getirildi ve lizat/etanol karisimi kolona ilave edildi. Maksimum
hizda 15 sn santrifiijlendi. Santrifiij sonras1 toplama kolonundaki s1v1 atild1 ve 500 pL.
Wash Solution I (W3136) kolona ilave edilerek 15 sn en yiiksek hizda santrifiijlendi.
Santrifiij sonrast toplama kolonu atild1 ve yeni toplama kolonuna seyreltilmis Wash
Solution 2’den 500 pL ilave edildi ve 15 sn en yiiksek hizda yeniden santrifiijlendi.

Bu islem bir kere daha tekrarlandi. Tercihen kolon yikama soliisyonu ilave edilmeden
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1 dakika daha santrifiijlendi. Baglama kolonu temiz bir toplama tiipiine yerlestirildi ve
50 pL of Elution Solution (E8024) baglama kolonuna aktarildi. Tiipler maksimum
hizda 1 dakika boyunca santrifiijlendi. Ornekler kullanilacag1 zamana kadar -80°C de
muhafaza edildi. Elde edilen RNA alikotlarinin miktar1 ve safligi, NanoDrop™
2000/2000c¢ Spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific) cihazi kullanilarak Azeo/A2g0
ve Azeo/ A23o oranlari analiz edildi. RNA 6rneklerinin cDNA’ya ¢evrimi ise SensiFAST
cDNA Synthesis Kit tarafindan {iretici firmanmn talimatlart dogrultusunda
gerceklestirildi. Talimatlar dogrultusunda, 1pg’a kadar olan total RNA 6rnegi ile kit
icerigindeki 5x TransAmp buffer ve reverse transcriptase enzimi belirtilen miktarlarda
karistirilarak reaksiyon karigimi PCR tiiplerine aktarildi. PCR tiipleri Thermal cycler,
Bio-Rad cihazina yerlestirildi ve primerin baglanmasi i¢in 25°C’de 10 dk, enzimin
calismasi i¢in 42°C’de 15 dk, enzimin inaktivasyonu icin ise 85°C’de 5 dk olacak
sekilde program ayar1 yapildi. Siire sonunda elde edilen cDNA 6rnekleri kullanilacagt

zamana kadar -20°C’de saklandi.

2.4.4 Hiicre hatlarindan total protein izolasyonu

Calismada kullanilan hiicre hatlari uygun hiicre doluluk oranina ulastiginda hiicreler
tripsin ile muamele edilip toplandi ve santrifiij sonrasi elde edilen hiicre pelletlerine
lizis tamponu eklendi. Ornekler 30 dakika boyunca -20°C'de tutuldu ve her 2 dakikada
bir vortekslendi. Siirenin ardindan 6rnekler 20 dakika boyunca 14000 rpm’de 4°C’ de
santrifiij edildi. Ust faz, Bisinkoninik asit (BCA) [335] miktar tayini i¢in ayr1 bir
santrifiij tiipline alindi. Protein miktar tayini i¢in 6ncelikle sigir serum albiimin (BSA)
proteinin farkli konsantrasyonlarina (200-1000 pg/ml) ait bir standart egri grafigi
¢izildi. 96 kuyulu plakanimn her kuyusuna 0, 200, 400, 600, 800 ve 1000 pg/ml olacak
sekilde 25’er ul BSA ve hiicre lizat1 (1/5 oraninda distile su ile seyreltilerek) konuldu.
Kuyulara 200 pl BCA solisyonu (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Sigma)
eklendikten sonra ve plaka 30 dakika 37°C sicaklikta inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda plaka, spektrofotometrede 570 nm’de okunarak Orneklerin total protein

miktarlar tayin edildi.

2.5 Gradiyentli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Gradient PCR)

Insan strojen reseptdr alfa (ERa) ekspresyonundan sorumlu ESR1 gen bolgesine

yonelik  dizayn edilen F: GAGTATGATCCTACCAGACCCTTC R:
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CCTGATCATGGAGGGTCAAATC primerlerinin DNA  zincirine baglanma
derecesinin tespiti i¢in Gradient Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) gergeklestirildi.
Reaksiyon, MyTaq™ DNA Polymerase (BIO-21105, Bioline) kit araciligiyla iiretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirildi. PCR 6rnekleri olarak ERo+ olan
ayni zamanda tez calismamizda kullandigimiz OVSAHO yumurtalik kanseri hiicre
hatt1 ile ERa+ oldugu bilinen MCF-7 insan meme kanser hiicre hatt1 kullanildi. Kontrol
hiicre hatlar1 olarak ERa- oldugu bilinen CAOV-3 yumurtalik kanseri hiicre hatt1 ile
ERa- oldugu bilinen MDA-MB-231 insan meme kanser hiicre hattt deney planina
dahil edildi. PCR reaksiyonu, baslangi¢ denatiirasyonu 95°C’de 1 dk, (denatiirasyonu
95°C’de 15 saniye, primer baglanmasi 64-50°C’de 15 saniye, uzamasi 72°C’de 10
saniye) x35 kez, son uzamay1 72°C’de 5 dk olarak ayarlandig1 kosullar altinda Thermal
cycler, Bio-Rad cihazinda gergeklestirildi. PCR Orneklerinin agoraz jelde
gozlemlenebilmesi icin %?2’lik agaroz jel hazirlandi. Agarozdan gerekli miktar
tartilarak, 1x TEA bufferinda mikrodalgada 1sitilarak c¢ozdiiriildii. Agaroz jel
elektroforez tankina aktarilmadan o6nce PCR o&rneklerindeki DNA o6rneklerinin
goriintlilenebilmesi i¢in karisima niikleik asit boyayicist eklendi. PCR ornekleri jele
yiiklendi ve mini yatay elektroforez sisteminde 90 mV’da kosuldu. islemin ardindan

jel goriintiisii jel gortintilleme sistemi tarafindan alindi.

2.6 Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR)

Kantitatif ger¢ek zamanli RT-PCR (RT-qPCR) analizi i¢in, CFX96 Touch Real-Time
PCR cihazi kullanildi. Bu analiz 6ncelikle “Yumurtalik ve meme kanser hiicre
hatlarindaki ESR1’in haberci RNA (MRNA) ekspresyon seviyelerinin tayin edilmesi”
adimu icin gergeklestirildi. Daha sonra bu metod, tedavi goren hiicrelerden elde edilen
cDNA orneklerindeki gen diizeylerinin tespitinde kullanildi. RT-gPCR i¢in, 2 X
SensiFAST SYBR No0-ROX reaksiyon karisimi her biri 20 pmol konsantrasyondaki
ileri ve geri primerlerden (kullanilan tiim primer sekanslar1 Tablo 2.3'de
gosterilmistir), 1,5 pL cDNA'dan (seyreltme orami 1:5) ve toplam hacmi 20 pL'ye
tamamlayacak DNaz/RNaz icermeyen su ile hazirlandi. PCR kosullari: 95°C'de 2
dakika siireyle baslangi¢c denatiirasyonu, 40 dongii i¢in amplifikasyon; her dongii,
95°C'de 5 saniye siireyle denatiirasyon, 60°C'de 10 saniye siireyle baglanma, 20 saniye

boyunca 72°C'de polimerizasyonu igerecek sekilde ayarlanarak erime egrisi analizi
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yapildi. Melting curve analizi gergeklestirildi. Veriler, 2-22°T yontemi kullanilarak

StepOne Plus v2.3 (Applied Biosystems) yazilimiyla analiz edildi [336].

Tablo 2.3 : gPCR'da kullanilan primerlerin dizileri.

Genler Primer Dizileri
TP53 Tleri (F): 5 TTTAAGGTTTTTACTGTGAGGGATG 3’
Geri (R): 5" GCATTTCACAGATATGGGCCTTG 3’
CDKNI1A (p21) fleri (F): 5 CCAGCATGACAGATTTCTACCAC 3’
Geri (R): 5" GATGTAGAGCGGGCCTTTGA 3’
BAX fleri (F): 5' CTGACGGCAACTTCAACTGG 3’
Geri (R): 5" CAACCACCCTGGTCTTGGATC 3’
BCL-2 fleri (F): 5' TCATGTGTGTGGAGAGCGTC 3’
Geri (R): 5" TCACTTGTGGCCCAGATAGG 3’
CASPS8 Ileri (F): 5' TCCAAATGCAAACTGGATGATGAC 3’
Geri (R): 5" GTCGTTGATTATCTTCAGCAGGC 3’
PI1-9 Tleri (F): 5 TGGCACACAGTACCTGCTGAGA 3’
Geri (R): 5" GTGTTTCCTGGACTCTTCTGCAG 3’
ESR1 fleri (F): 5" GAGTATGATCCTACCAGACCCTTC 3’
Geri (R): 5" CCTGATCATGGAGGGTCAAATC 3’
TFF1 Ileri (F): 5’ CCAGTGTGCAAATAAGGGCTGC 3'
Geri (R): 5 AGGCAGATCCCTGCAGAAGTGT 3’
GREB1 fleri (F): 5’ GGTCTGCCTTGCATCCTGATCT 3’
Geri (R): 5" TCCTGCTCCAAGGCTGTTCTCA 3’
C-MYC (MYC) fleri (F): 5' TCATAACGCGCTCTCCAAGT 3’
Geri (R): 5" CGTTCAGAGCGTGGGATGTT 3’
CYCLIN D1 (CCND1) fleri (F): 5 TCTACACCGACAACTCCATCCG 3’
Geri (R): 5" TCTGGCATTTTGGAGAGGAAGTG 3’
ACTB (Beta Actin, g-actin) fleri (F): 5 TTCCTGGGCATGGAGTCCT 3'

Geri (R): 5" AGGAGGAGCAATGATCTTGATC 3’

2.7 Western Blot

Western Blot analizi i¢in Oncelikle tedavi edilen ve edilmeyen hiicre gruplarindan
toplam protein izolasyonu RIPA Lysis Buffer ile izole edildi ve protein
konsantrasyonlarmin igerigi BCA yontemiyle 6lciildii 3*°. Western blot yontemi i¢in
ilk 6nce laemmli tamponu ile hiicre hatlarindan elde edilen protein 6rnekleri 30 pg
olacak sekilde ayarlandi ve 1:1 oraninda karigtirilarak 95°C’ de 5 dakika denatiire
edildi. Bio-Rad TGX FastCast ile SDS PAGE iiretici firmanin talimatlari
dogrultusunda hazirlandi. Protein ladder ile 6rnekler jele yiiklenip 120 voltta yiiriitme
tamponuyla vyiiriitildii. Jelin membrana transfer igin Oncesinde pedler, jel ve
nitroseliiloz membran transfer tamponunda bir siire bekletildi. Trans-blot turbo
transfer sisteminin kasedine iistten alta sirastyla bir set transfer pedi, jel, membran ve
tekrar bir set transfer pedi yerlestirilerek 2,5 amper ve 25 voltta 30 dakika siireyle

proteinlerin membrana gegcisi saglandi. Transfer islemi sonrast membran 1 saat oda
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sicakliginda 1X TBS-T (%0,1 Tween 20 igeren 1X TBS) ile hazirlanan %5’lik BSA
icerisinde bekletilerek bloklandi. Bloklama sonunda membranlar ayri1 primer
antikorlar ile {iretici firmanin talimatlar1 dogrultusundaki seyreltme katsayisiyla gece
boyu 4°C ‘de bekletildi. Primer antikor isaretlemesinde sonra membran ikincil
antikora alinmadan 6nce 5 dakika 3 kez 1X TBS-T ile yikand1 ve membranlar primer
antikorla uyumlu ikincil antikor ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Membran 3
er kez 10’ar dk TBS-T ile yikandiktan sonra membran tizerindeki proteinleri tespit
etmek i¢in uygun Western substrati (Western Blotting Luminol Reagent) ile membran
en az 1 dk. karanlikta muamele edildi. Membrandaki antikor ile muamele edilmis

proteinlerin bant goriintiilemesi ImageQuant LAS 500 cihazi ile gergeklestirildi.

2.8 In Siliko Modelleme Calismalari

ERa'nin inhibisyonunda etkili olan niikleer reseptor kutusu olarak bilinen LXKLL
motifi i¢in tiiretilen ve kristal yapisi literatiire daha dnceden sunulmus KCILCRLLQ
sekansi, in siliko modelleme ¢alismalarimizda kullanildi. Bu motifin taranmasi ve
distilfit bagi ile olusturulan zimbalama yOnteminin tez ¢aligmasi kapsaminda
kullanilmas1 Meddenovo ila¢ Tasarim ve Danismanlik A.S. (kisaca Meddenovo)
tarafindan 6nerildi. Modelleme c¢alismalari Meddenovo tarafindan asagidaki agsamalar
cergevesinde gergeklestirildi.

Asama 1: Hedef protein olan ERoa’nin kristal yapisi yeniden modelleme
yontemlerinden faydalanarak (eksik halkalar1 onarmak iizere) simiilasyonlara hazir
hale getirildi. Proteinin ve tasarlanan distilfit bagli zzimbalanmis peptitin molekiiler
modelleme parametreleri hazirlandi ve Medenovo’ya ait parAM-E yazilimi ile
gerceklestirildi.

Asama 2: Protein data bankasindan 1PCG kodlu ERa reseptdriiniin koaktivator
etkilesimlerinin secici inhibitdrlerinin sarmalla stabilize edilmis siklik peptitlerin
(https://www.pnas.org/doi/epdf/10.1073/pnas.1934759100) kristal yapis1 alindi. Bu
kristal yapinin KCXLCRLLQ sekans1 géz 6niinde bulundurularak deneme setine farkli
amino asitler eklendi (serin (S), histidine (H), lizin (K), aspartik asit (D)) ve referans
olarak izolosin setimizde kaldi. Kristal yapidaki izoldsin amino asidinde nokta

mutasyonlart uygulandi ve protein-peptit kompleksleri olusturuldu.

Asama 3: Olusturulan komplekslerin 150 ns boyunca molekiiler dinamik

simiilasyonlar1 kosuldu. Simiilasyonlarin analizi yapildi. Kiimeleme yontemi
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uygulandi ve kiimelerden temsili yapilar segildi. Temsili yapilar bioAIM ile ERa’ya
yanagtirildi. Yanastirilan pozlar yapisal olarak incelendi. Referans peptitin ana
yapisindan c¢ok uzaklasan pozlar elendi. Eleme sonucu kalan pozlar ve reseptoriin
olusturdugu kompleks molekiiler dinamik simiilasyonlar i¢in hazirlandi. 25 ns
simiilasyon kosuldu. 25 ns’lik simiilasyonlarin sapmasi (deviasyonu) kontrol edildi.
Deviasyonu ¢ok olan kompleksler elendi ve geriye kalan simiilasyonlarin 5ns’indeki
yapilar baglanma enerjisi hesaplamalari i¢in secildi. (5. ns deviasyonun sabitlendigi
ilk nokta olarak se¢ildi.) Secilen yapilarin gorsel analizi yapildi. Secilen yapilar
orneklemeyi artirmak tizere yeniden molekiiler dinamik simiilasyonuna maruz
birakildi. 10 adet 1 ns simiilasyon kosuldu. Bu simiilasyonlarin iizerinde MMGBSA

uygulanarak averaj baglanma enerjisi hesaplandi.

Asama 4: Modellenen sistemlerin enerjileri hesaplandi ve elde edilen simiilasyonlar
analiz edilerek hedef proteine baglanma ilgisi en yiiksek disiilfit bagli zzimbalanmis
peptitler analiz edildi.

Detaylica, ERa'nin ortak aktiflestirici etkilesimlerinin segici bir inhibitorii olan ana
sarmalla stabilize edilmis siklik peptitlerin kristal yapisi, Protein Veri Bankasindan
(PDB ID: 1PCG) alind1. Bu ana siklik peptitin kristal yapidaki dizisi KcILCRLLQ'dur;
ve buradaki kiigiik 'c' harfi, sisteinin D-enantiyomerini temsil eder. Meddenovo Drug
Design'in  bioAIM yazilimi kullanilarak yerlestirmeye tabi tutulan alt dizileri
olusturmak i¢in KcILCRLLQ dizisinin 3. pozisyonuna tekli mutasyonlar uygulandi.
Tiretilen her dizinin en i1yi pozu korundu ve reseptorle olusturulan ilgili kompleks,
AMBER20 yazilimi kullanilarak molekiiler dinamik simiilasyonlar (MD) igin
hazirland1 [337]. Her kompleks asamali bir sekilde ¢oziindii, noétrlestirildi, en aza
indirildi ve 1sitildt (NVT grubunda 0'dan 150K'ya ve NPT grubunda 150K'dan
300K'ya). Tiim simiilasyonlarda, elektrostatik etkilesimler i¢in parcacik ag1 Ewald
semastyla periyodik smir kosullar1 uygulandi ve bagli olmayan etkilesim kesme
noktast 12,0 A'ye ayarlandi. Hidrojen atomlarmi igeren baglar SHAKE algoritmasi
kullanilarak sinirlandirildi ve entegrasyon zaman adimi 2 fs'ye ayarlanarak belirlendi.
NPT grubunda 5 ns boyunca liretim g¢alismalar1 gergeklestirildi, bunlardan 1 ns
uzunlugunda 5 bagimsiz MD simiilasyonu baglatildi ve baglanma enerjisi
hesaplamalar1 i¢in kullanildi. Ortalama baglanma enerjisi, bu simiilasyonlara

genellestirilmis Born (igb = 8) ve yiizey alan1 ¢6ziimii (MMGBSA) ile molekiiler
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mekanik uygulanarak hesaplandi. "MM/PBSA ve MM/GBSA yontemleri ligand
baglanma afiniteleri tahmin edildi [338].

2.9 Disiilfit Bagh Siklik Peptitlerin (SPler) Sentezlenmesi ve Karakterizasyonu

In siliko ¢alismalarimiz sonucu 6nerilen sekanslar ile referans sekansin da bulunacagi
toplamda 3 disiilfit bagl peptitlerin sentezi Fmoc kimyasina dayali kati-faz peptit
sentez yontemi ile gergeklestirildi. Tablo 2.4 ve Sekil 2.1.’de peptit sentezinin

asamalar1 sunulmustur.

Tablo 2.4 : Fmoc kimyasina dayali kati-faz peptit sentez yontemi basamaklar1

Residue Fmoc-L- mmol Gereken  Pipe- DMF  Akti-  Birlesim DMF
Amino Acid (mg) ridine vasyon

Rink Amide 0.15 3125

Fmoc-GIn(Trt) 0.825  503.84

Fmoc-Leu 0.825  291.57

Fmoc-Leu 0.825  291.57

Fmoc-Arg(Pbf) 0.825  535.24 v v v v v
Fmoc-Cys(Trt) 0.825  483.21

Fmoc-Leu 0.825 291.57

Fmoc-lle 0.825 291.57

Fmoc-Cys(Trt) 0.825  483.21

Fmoc-Lys(Boc) 0.825  386.25

P NWRAUIUITO N OO

[k olarak Fmoc korumali Rink amid recinesinin sismesi ile senteze baslandi ve Fmoc
grubunun korumasinin kaldirilmast %20 piperidin-DMF ¢ozeltisi ile gergeklestirildi.
Fmoc korumali amino asitler, re¢inenin amin grubuyla reaksiyona girecek sekilde
HBTU ve DIEA tarafindan aktive edili. Bu adimlar, uygun amino asitler kullanilarak
istenen diziyi elde etmek i¢in tekrarlandi. Son amino asitin baglanmasindan sonra, son
Fmoc grubunun korumasmin kaldirilmast ve tiim koruma gruplarinin ve peptitin
ayristire1 karigimi sayesinde (TFA: H2O: TIPS (95: 2.5: 2.5)) regineden ayrilmasindan
sonra ham peptit elde edildi. Tiim reaksiyonlar oda sicaklifinda gergeklestirildi. Elde
edilen ham peptit karisimi soguk eter icerisinde ¢okeltildi ve 5000 rpm'de 4 dakika
boyunca santrifiij edildi. Cokelti li¢c kez soguk eterle yikandi. Ham dogrusal (lineer)
peptit, DMF/H20 8:2 (10 mg/mL) iginde ¢oziildii ve distilfit bagh siklik peptitleri
(SPler) elde etmek icin oda sicakliginda kuvvetli bir sekilde karistirildi. DMF (1
esdeger/mL) icindeki bir dietilasetilen dikarboksilat (DEAD) c¢ozeltisi, 2 dakika
boyunca yavas yavas ilave edildi ve reaksiyon, 30 dakika karistirilmaya birakildi.
Nihai karisim, MilliQ su ile 20 mL'ye seyreltildi ve solvent, dondurarak kurutucu ile
cikarildi. Elde edilen SPler yar1 preparatif C18 HPLC kolonu kullanilarak saflagtirildi.
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Her fraksiyonun saflig, saf fraksiyonlar1 birlestirmeden once analitik C18 HPLC ile
degerlendirildi. Peptitlerin linner ve siklik formlarinin karakterizasyonu LC-MS cihazi
ile gerceklestirildi [260]. LCMS analizinde ESI (Elektrosprey Iyonizasyon) kaynag
ile donatilmis Agilent 6530 Q-TOF kiitle spektrometresi cihazi kullanilarak peptitler

karakterize edildi.

Sekil 2.1 : Fmoc kimyasina dayali lineer peptitlerin sentezlenme agamalari. A) Rink
amidin piperidin ile sisirilmesi B) Sentezlenen peptitn TFA: H20: TIPS (95: 2.5:
2.5) ilavesiyle muamele edilmesi C) peptitlerin eldesinden sonra geriye kalan regine.

2.10 Disiilfit Bagh Peptitlerin Saflagtirilmasi

Halkasallagtirilmig peptitlerin ters faz HPLC analizi Dionex UltiMate 3000 HPLC
sistemi ile 40 °C'de 0,5 mL/dakika akis hizinda bir C18 kolonu kullanilarak
gerceklestirildi. Eluent olarak %0,1 trifloroasetik asit (1-90 dakika) igeren
asetonitril/su gradyani kullanildi. Tim peptitler MilliQ su igerisinde ¢ozildii.
Peptitlerin konsantrasyonu 5 mg/mL olarak ayarlandi. Bu peptit ¢ozeltisinin 0.2 mL'si,
0,5 mL enjeksiyon dongiisii kullanilarak bir parti i¢in saflastirildi ve saflagtirma ardisik
olarak tekrarlandi. Her fraksiyonun safligi, saf fraksiyonlar1 birlestirmeden Once
analitik RP-HPLC ile degerlendirildi. Peptitlerin eliisyonu, %0,08 trifloroasetik asit
(%5-100, 1-90 dakika, akis 0,5 mL/dakika) igeren bir asetonitril/su gradyani
kullanilarak saglandi. Toplanan fraksiyonlarin safligi analitik HPLC ile
dogrulandiktan sonra peptilerin liyofilizasyonu Telstar liyofilizasyon cihazi ile

saglandi ve peptitler — 20 °C'de saklandi.
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2.11 Hiicre Hatlarina Uygulanan SP’lerin Biyoaktivite Olciimleri

2.11.1 Siilforhodamin B (SRB) testi

Bu metot, Amerika’da bu konularda referans merkez olarak kabul edilen NCI
(National Cancer Institute)’niin de galistig1 bir yontem oldugundan, E2’nin hiicrelerin
proliferasyonu iizerindeki etkisinin bu yontemle ifade edilmesi amaciyla
uygulanacaktir. SRB testi i¢in hiicreler, kuyu basina 2,5-7,5x10% aras1 degisen sayida
E2 icermeyen 100 pL besi yeri ortami i¢inde, 96 kuyulu hiicre kiiltiirii plaklarina ekildi.
Hiicrelerin adaptasyonunu saglamak icin, hiicreler 24 saat boyunca inkiibatérde
bekletildi. Siirenin ardindan hiicreler E2’nin farkli konsantrasyonlariyla (10 pM-10
nM) ile muamele edildi ve 48 saat boyunca inkiibe edildi. Tedavinin sonunda hiicreler,
50 pL %50 (w/v) soguk trikloroasetik asit (TCA) ile 4 °C'de 60 dakika boyunca fikse
edildi. Ardindan hiicreler {i¢ kez distile su ile yikandi ve oda sicakliginda 30 dakika
boyunca %1 asetik asit i¢indeki 50 pL %0,4 (w/v) SRB ile boyandi. Boyama siiresi
sonunda hiicrelere baglanmayan SRB boyasmin kuyulardan uzaklagtirilmasi igin
hiicreler %1°lik asetik asit soliisyonu ile bes kez yikandi ve plakalar kurumaya
birakildi. Proteine bagli boyay1 ¢6zmek i¢in 10 mM Tris baz ¢ozeltisi (pH 10, 150 pL)
ilave edildi ve 150 rpm'de 10 dakika boyunca hafifce calkalandi. Absorbans,
mikroplaka okuyucusunda 530 nm'de 6l¢iildii. Her deneys, ti¢ tekrarli iki bagimsiz test
olarak gergeklestirildi. E2 ile tedavi edilen hiicrelerin canliligi, asagidaki denklem

kullanilarak tedavi edilmeyen kontrol grubu hiicrelerine gore hesapland.

2.11.1.1 MTT testi

Substratin canlt hiicreler tarafindan kromojenik iirline doniistiiriilmesine dayanan
canlilik analizleri arasinda MTT testi hala en ¢ok yonlii ve popiiler analizlerden biridir.
MTT analizi, suda ¢6ziiniir sar1 boya olan MTT'nin [3-(4,5-dimetiltiazol 2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir] mitokondriyal rediiktazin etkisiyle ¢ézlinmeyen bir mor
formazana donistiiriilmesini igerir. Formazan daha sonra ¢oziindirilir ve
konsantrasyon 570 nm'deki optik yogunluk ile belirlenir [339]. Bu tez kapsaminda
gerceklestirilen MTT analizinde, uygun in vitro kosullarda biiyiitillen hiicreler,
optimum yogunluk noktasina ulastiklarinda trypsin ile kiiltiir yiizeyinden topland1 ve
96 kuyulu kiiltiir plakanin her bir kuyusuna 100 pL’de 5x103 olacak sekilde ekilerek
gece boyunca kiiltiir ortamina adaptasyonu saglandi. Ertesi giin, SP'lerin ve TPBM'nin,

1 pM E2 varligindaki seri dillisyonlar1 hazirlandi ve hiicrelerle tedavi edildi. 48 saatlik
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tedavinin ardindan her bir kuyuya 20 pL MTT reaktifi eklendi ve 37 °C'de 4 saat
inkiibe edildi. Daha sonra MTT ile muamele tiim kuyulara 100 pl %10 SDS pipetlendi
ve gece boyunca inkiibasyona birakildi. Coziinmiis kristaller 570 nm'deki absorbansi
bir mikroplaka okuyucu ile 6l¢iildii. Her deney, li¢ tekrarli iki bagimsiz test olarak

gerceklestirildi.

2.11.2 ATP testi

Bu yontem, kombinasyon tedavilerinin detayli doz araliklarinin belirlenmesi igin
kullanildi. Bu yontemin prensibi, hiicre kiiltiiriinde biiyiitiilen hiicrelerdeki intraseliiler
ATP igeriginin Ol¢iilmesi esasina dayanir. ATP seviyesi Ol¢iimii liminesans
teknolojisine dayandigi i¢in, diger canlilik yontemlerinden ¢ok daha hassastir ve diisiik
hiicre sayilarinda bile (20 hiicreye kadar) canli hiicre sayisi ile yontemde okunan RLU
(relative light unit, bagil 1s1k birimi) degerleri ile okunur. Bu nedenle, MTT gibi
kolorimetrik testten daha hassas ve gilivenilirdir. Ayrica, kolorimetrik yontemlerde
interferans problemi olabilmektedir [340-342]. Bu yiizden, ATP testinin deney
sonucunun giivenirliligi agisindan olduk¢a Onemlidir. TPBM ve siklik peptit
kombinasyonlarinin (SPK) MCF-7 hiicreleri iizerindeki etkisini incelemek i¢in ATP
tahlili kullanildi. Ilk kombinasyon plami icin hiicreler, TPBM ile 6n isleme tabi
tutularak on-tedavisi gerceklestirildi. Ertesi giin hiicreler, 48 saat boyunca her bir
SP'nin 50 uM dozu ile tedavi edildi ve analiz edildi. Ikinci kombinasyon plan1 igin
hiicreler, SP'ler ve TPBM (her biri 12,5-100 puM) ile 6n isleme tabi tutularak on-
tedavisi gerceklestirildi. 24 saat sonra SP1 ile tedavi edilen gruplara SP2 ve SP3
(SP1+SP2, SP1+SP3), SP2 ile tedavi edilen gruplara SP1 ve SP3 (SP2+SP3), SP3 ile
tedavi edilen gruplara SP2 ile SP1 ilave edilerek (SP1+SP2+SP3) 48 saat boyunca
tedavi edilmesi saglandi. (Her bir peptit ayn1 konsantrasyonda olacak sekilde (12,5—
100 uM) uygulandi. Tedavi grubundaki hiicrelerin ve kontrol grubundaki hiicrelerin
ATP igerigi, lusiferin-lusiferaz biyoliiminesans reaksiyonundan faydalanan
liiminometre cihazi kullanilarak o6lgiildii. Sonuclar bagil 1s1k birimi (RLU) olarak
alind1 ve tedavi edilen ve kontrol hiicrelerinden elde edilen RLU degerlerine gore

hiicrelerin canlilik yilizdesi hesaplandi.
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2.12 Akias Sitometrisi

SPKlar ve TPBM ile tedavi edilen hiicrelerdeki apoptozun daha ayrintili bir sekilde
belirlenmesi amaciyla Anneksin-V (Guava® Annexin Red Kit), kaspaz 3/7 (Muse®
Caspase-3/7 Kiti) ve mitokondriyal membran potansiyel testi (Muse® MitoPotential
Kit) akis sitometrisi ile 6l¢iildii. Hiicreler kiiltiir plaklarindan toplandi ve kuyu basina
3 x 10° hiicre olacak sekilde 6 kuyulu plakalara ekildi. Ertesi giin, hiicreler SPKlar ve
TPBM’nin ICgo dozlar ile 48 saat boyunca tedavi edildi. Tedavinin ardindan hiicreler
tripsinle kaldirild1 ve iiretici kitin talimatlarina gore hiicreler her bir deney i¢in 6n
muameleye tabii tutuldu. Sonuglar, Muse™ Cell Analyzer cihaz1 (akim sitomerisi)

kullanilarak elde edild;.

2.13 ELISA

Hiicre kiiltiir plaklarinda uygun yogunluga ulasan hiicreler ortamdan tripsin ile
kaldirilip, kuyu basma 3 x 10° hiicre olacak sekilde 6 kuyulu plakalara ekildi. Ertesi
giin hiicreler, SP’lerin, SPKlarin ve TPBM’nin ICsp dozlari ile tadavi edildi. 48 saatlik
tedavinin ardindan hiicrelerin sitoplazmik ve niikleer ekstraktlart NE-PER™ Nuclear
and Cytoplasmic Extraction kiti kullanilarak ayristirildi. Elde edilen hiicresel
ekstraktlarin ERa aktivasyonu, ER Transkripsiyon Faktorii ELISA kiti (TransAM®)
ile analiz edildi. ELISA kitinin taban1 ER konsensiis baglanma bdlgesi (5'-
GGTCACAGTGACC-3") ile kaphdir. ELISA kiti i¢in sirastyla gergeklestirilen
adimlar; i)hiicresel ekstraktlar kit icerigindeki soliisyonlarla hazirlandi, kuyulara
uygulanan hiicresel ekstraktlardaki aktiflestirilmis transkripsiyon faktorleri plagin
yiizeyindeki oligoniikleotide baglanmasi saglandi, ii) uygulanan birincil antikorun,
DNA sekansina baglanan ERa proteini lizerindeki ilgili epitopa baglanmasi saglandi,
iii) ikincil HRP-konjuge antikor ortama ilave edildi. Isima veren ilgili soliisyonlarinin

ilavesinin ardindan kolorimetrik olarak plaka 450 nm’de okundu.

2.14 istatiksel Analizler

Veriler ortalama + ortalamanin standart hatast (SEM) olarak sunuldu. Kontrol ve
tedavi gruplarim1 karsilagtirmak icin varyans analizi kullanildi. P degerlerini
belirlemek icin student t-testi, tek yonlit ANOVA ve iki yonliit ANOVA kullanildi. p

degerinin 0,05'ten kiiciik olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi ve * (p <0,05),
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*(p <0,01), *** (p <0,001), **** (p <0,0001) istatistiksel olarak anlamli sonuglar1
ifade etti. Istatistiksel analizler Prism yazilimi (versiyon 9.0.2; GraphPad Yazilimi)
kullanilarak gerceklestirildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 ERo’min RNA-Seq Analizi ile Hedef Molekiil Olarak Belirlenmesi

Yumurtalik kanser hastalarindan (tiimor dokularindan) ve saglikli bireylerin
yumurtalik dokularindan elde edilen RNA dizilerinin, Chispter analiz yazilimi
kullanilarak farkli ifade edilen genlerin (Differential gene expression (DGE)) analizi
gerceklestirildi. Bu genlerin tanimlanmasi i¢in edgeR araci kullanildi. EdgeR
algoritmasi, tiim genlerden gelen bilgileri kullandig1, agirlikli bir olasilik ve F testi
teknikleri kullanarak dagilimi hesapladigi i¢in tercih edilmistir. EdgeR analizi
kullanilarak MA grafigi ¢izildi (Sekil 3.1). MA grafigi, gen ifade farkliliklarini ve gen
ifade diizeylerini karsilastiran bir dagilim grafigidir. Grafikteki y ekseni olan M (Log
Fold Change (logFC)), gen ifade diizeylerindeki degisiklikleri ifade ederken, x ekseni

olan A (Averaj ifade Diizeyi) ise, genin ortalama ifade diizeyini belirtir.

® significantly differentially, expressed
S — e not significant

logFC : 2-1

-10

Average logCPM

Sekil 3.1 : EdgeR tarafindan olusturulan diferansiyel ifade analizi icin MA grafigi.
Her gen siyah bir nokta ile temsil edilirken, kirmiz1 noktalar anlamli olarak farkl
eksprese edilen genleri temsil eder. Art1 yondeki noktalar yukar regiilasyonu temsil
ederken, eksi yondeki noktalar asagi regiile edilmis genleri temsil eder.
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EdgeR analizi sonucunda, timor ve kontrol dokularinda farkli diizeyde eksprese edilen
genlerin listesinde ESR1 gibi (ERa’nin kodlandigi gen oldugu i¢in RNA-seq
analizlerinde ESR1 geni iistiinden ERa ekspresyonu hakkinda bilgi sahibi olundu. Bu
yiizden RNA-seq verileri hep ESR1 {izerinden verilmistir) tiimoér dokularinda saglikli
dokulara kiyasla daha fazla ve daha az eksprese olan birka¢ genin log2 kat degisimi
(log2FC) degerleri Sekil 3.2’de, ayni genlerin Heat-map analizi ise Sekil 3.3’de

gosterildi.

TGFB1

log2FC

Sekil 3.2 : Yumurtalik tiimoriinde saglikli dokulara nazaran yukari(kirmizi) ve
asagi(yesil) regiile edilen genler (log2FC degerleri: ESR1 i¢in 2.24, TGFBI i¢in
0.73, CDK4 i¢in 0.65, VEGFA i¢in -3.4).
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Sekil 3.3 : Yumurtalik tiimoriinde saglikli doku drneklerinin kargilastiriimasi igin
edgeR tarafindan tespit edilen diferansiyel olarak eksprese edilmis bazi genlerin 1s1
haritas1 (heatmap) grafigi.

Bu analizler neticesinde, saglikli yumurtalik ve yumurtalik tiimdrlerinden elde edilen
RNA verilerinde, hangi genlerin farkli seviyelerde eksprese edildigi tespit edildi.
Sonuglarimiz, ESR1’in (ENSG00000091831) yumurtalik tiimor dokularinda saglikl
yumurtalik dokularina nazaran anlaml bir ekspresyon farki oldugu (FC (Fold change)
= 2.24) bulundu. Kansere kars1 gelistirilecek tedavi yontemlerindeki amag, her zaman
tiimdr dokusunun saglikli dokuya nazaran daha fazla eksprese olan yapiy1 bulmak ve
bunlar1 hedeflemektir. Bu ylizden bu sonuglar bize, yumurtalik kanserinde ERa hedefli

bir tedavi yonteminin basar1 getirebilecegini gosterdi.

3.2 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

RNA-Seq sonuglarimizda, yumurtalik kanserine yonelik uygun bir hedef oldugu
belirlenen ERa’ya karsi sentezlenecek antagonist peptitlerin hiicre hatlar1 lizerinde
denenebilmesi i¢in hiicre hatlarinda da ERo’nin yiiksek oranda eksprese olmasi
gerekmektedir. Bu yiizden literatiirde ERa eksprese ettigi bilinen (+) OVSAHO ve
MCEF-7 hiicreleri ile ERa eksprese etmedigi bilinen (-) CAOV-3 ve MDA-MB-231
hiicre hatlar1 in vitro ¢alismalarimizda kullanilmistir. Kontrol grubu hiicre hatt1 olarak

BEAS-2B (ATCC CRL-3588) saglikli akciger hiicre hatti ile caligilmistir.
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3.2.1 Total RNA izolasyonu

OVSAHO, CAOV-3, MCF-7,MDA-MB-231 ve BEAS-2B hiicre hatlarindan elde
edilen total RNA porsiyonlarinin miktart ve safligi, NanoDrop™ 2000/2000c
Spektrofotometre cihazi kullanilarak tayin edildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 : OVSAHO, CAOV-3 ve BEAS-2B hiicre hatlarindan elde edilen total
RNA’larin miktar ve saflik dereceleri.

Hiicre Hatti  Niikleik Asit Miktar  A260(Abs)  A280(Abs)  260/280  260/230

BEAS-2B 438,5 ng/ul 10,963 0,006 2,600 -0,870
OVSAHO 1225,3 ng/ul 30,633 16,645 1,840 2,220
CAOV-3 1614,1 ng/ul 40,351 19,514 2,07 2,14
MCF-7 72438 ng/ul 38,839 17,743 1,95 2,02
MDA-MB-231 8828,0 ng/ul 30,823 15,230 1,84 1,99

Gergeklestirilecek ileriki ¢aligmalar i¢in Tablo 3.1°deki RNA miktarlar1 gbz oniinde
bulundurularak hesaplanda.

3.2.2 Komplementer DNA (cDNA) eldesi

OVSAHO, CAQOV-3, MCF-7,MDA-MB-231 ve BEAS-2B hiicre hatlarindan elde
edilen total RNA 6rneklerinin cDNA’ya ¢evrimi kit tarafindan gergeklestirildi. Kit igin
gerekli hiicresel RNA miktarlar1 Tablo 3.1°deki veriler baz alinarak en ¢ok 1 pg olacak
sekilde hesaplanip ve sulandirildi. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gereken
hacimde kit bilesenleri ile reaksiyon karisim1 hazirlandi. Karisimin paylastirildigi PCR
tiipleri Thermal cycler, Bio-Rad cihazina yerlestirildi ve primerin baglanmasi i¢in
25°C’de 10 dk, enzimin caligsmasi i¢in 42°C’de 15 dk, enzimin inaktivasyonu i¢in ise
85°C’de 5 dk olacak sekilde program ayar1 yapildi. Siire sonunda elde edilen cDNA

ornekleri kullanilacagi zamana kadar -20°C’de sakland.

3.2.3 Gradient polimeraz zincir reaksiyonu ile ESR1 gen ¢ogaltilmasi

ESR1 genine yonelik tasarlanan primer setinin hangi baglanma sicaklig1 derecesinde
cDNA orneklerine baglandigini tespit edebilmek icin Gradient Polimeraz Zincir
Reaksiyonu gerceklestirildi. Deneyde OVSAHO ve MCF-7 hiicre hatlarinin cDNA
ornekleri kullamldi. Uretici firmanm talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilen
reakasiyon karigimina ilk olarak cDNA Ornekleri 1:5 oraninda sulandirilarak ve

baglanma derecesi 64-54°C arasinda degisecek sekilde bir deney diizenegi hazirlandi.
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%2’lik olarak hazirlanan agaroz jel 90 mV altinda yaklasik 35 dakika kosulmasi

saglandi. Jel goriintiileme sisteminden alinan jel goriintiisti Sekil 3.4°deki gibidir.

MCF-7 MCF-7 MCF-7 MCF-7 MCF-7 MCF-7 MCF-7 MCF-7 OVSAHO OVSAHO OVSAHO OVSAHO OVSAHO  Negatif
64°C 63,2°C 62°C  60,1°C 578°C 559°C 54,7°C 54°C  60,1°C  578°C §59°C 547C 541°C Kontrol

- | ¢ . + 4 )

Sekil 3.4 :MCF-7 ve OVSAHO hiicre hatlarindan elde edilen cDNA 6rneklerinin
(1:5 sulandirilmig) farkli baglanma sicakliklar altinda elde edilmis PCR 6rneklerinin
%2’lik agaroz jel goriintiisii.

Sekil 3.4°de goriildugii tizere primerin DNA’ya baglanma derecesinin 57.8°C, 55.9°C,
54,7°C ve 54°C olarak ayarlandig1 reaksiyon kosullarinda ESR1 genine ait bant sadece
MCF-7 hiicrelerinde gézlemlendi. OVSAHO c¢cDNA’1 bu kosullar altinda herhangi bir
gen amplifikasyonu gostermedi. ESR1 geninin OVSAHO ¢DNA ’indeki gosterimi i¢in
ikinci bir gradient PCR reaksiyonu tasarlandi. Bu ikinci reaksiyonda tiim cDNA
ornekleri 1:2 oraninda sulandirilarak hazirlandi ve primerin baglanma derecesi olarak
58°C -50°C aralig1 secildi. PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii Sekil
3.5’deki gibidir.

.,

OVSAHO OVSAHO OVSAHO OVSAHO OVSAHO OVSAHO OVSAHO OVSAHO MCF-7 MCF-7 MCF-7  MCF-7 Negatif
58°C 574°C  564°C  549°C 53,1°C_ 515°C__ 50,5°C 50°C 57,8°C 559°C 54,7°C 54°C Kontrol
, [ »

-

Sekil 3.5 : MCF-7 ve OVSAHO hiicre hatlarindan elde edilen cDNA 6rneklerinin
(1:2 sulandirilmig) farkli baglanma sicakliklar altinda elde edilmis PCR 6rneklerinin
%?2’lik agaroz jel goriintiisii.
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Sekil 3.5’de goriildiigii lizere primerin DNA’ya baglanma derecesinin 58°C-50°C
olarak ayarlandigi reaksiyon kosullarinda ESR1 genine ait bant her baglanma
derecesinde gozlemlendi. Sekil 3.4 ile kiyaslandiginda cDNA miktarinin arttirilmasi
MCEF-7 hiicrelerine ait bantlarin parlakligini ve kalinligini arttirirken OVSAHO hiicre
hatlarinda bant gérmemizi sagladi. Bu durum cDNA 6rneklerindeki DNA miktarinin
farkli oldugunu OVSAHO hiicre hatlarinin cDNA miktarinin MCF-7 hiicrelerinden
elde edilen cDNA miktarindan daha az oldugunu gosterdi. Bu durumda qPCR
analizlerinde OVSAHO cDNA miktarinin daha fazla konulmasina ve primer baglanma

sicakliginin 53-50°C arasinda segilmesine karar verildi.

3.2.4 RT-gPCR ile ESR1 gen amplifikasyonunun gosterimi

In vitro c¢alismalarda kullanilmasi planlanan hiicre hatlarinin  ESR1 mRNA
ekspresyonundaki farkliliklar1 gostermek igin RT-qPCR yontemi kullanildi. Goreli
gen ekspresyonunu Olgmek i¢in referans gen olarak fS-aktin tercih edildi. Higbir
tedaviye maruz kalmayan hiicrelerden elde edilen RNA o6rneklerinden doniistiiriilen
cDNA materyali ile RT-qPCR gergeklestirildi (Sekil 3.6) ve elde edilen Cq
degerlerinin 2722t hesaplamalar1 Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’de sunuldu. Elde edilen
sonuclar, MCF-7 hiicre hattinin, OVSAHO hiicre hattina gore ESR1 mRNA
ekspresyon seviyelerinde 6nemli 6l¢iide daha fazla eksprese oldugunu (yaklasik 8 kat,
p<0,0001) gosterdi (Sekil 3.7A). MCF-7 ile MDA-MB-231 hiicrelerinin ESR1 mRNA
ekspresyon seviyeleri kiyaslandiginda ise 10* kattan fazla (p<0,0001) oldugu bulundu
(Sekil 3.7B). Ayrica, CAOV-3 hiicre hattinin da aynt MDA-MB-231 gibi ERo(-) bir
hiicre hatt1 oldugu fakat MDA-MB-231 hiicrelerine gore anlamli derecede daha fazla
ESR1 mRNA seviyesine sahip oldugu gosterildi (p<0,05). (Sekil 3.7C). Ilging olarak
calismamizda normal hiicre olarak kullanmay1 planladigimiz BEAS-2B hiicrelerinin
MDA-MB-231'den anlamli derecede farkli bir ESR1 gen ekspresyonuna sahip
oldugunu bulduk (~3,5 kat, p<0,0001) (Sekil 3.7D). OVSAHO ve CAQOV-3
hiicrelerinin ESR1 mRNA seviyelerine bakarak OVSAHO’nun ERa(+), CAOV-3
hiicrelerinin ise ERa (-) oldugu dogrulandi p<0,0001) (Sekil 3.7E).
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Tablo 3.2 : OVSAHO ve CAOV-3 hiicre hatlarinin ACTIN ve ESR1 genlerinin

amplifikasyon degerleri

Ekspresyon
egori act - Delld - pigeyindeki
OVSAHO CAOV-3 Degeri Degeri Delta Ct M
(Deneysel)  (Kontrol) Degeri Kat Degisimi
(Fold Change)
Ort. Cq Ort. Cq e
Degeri Degeri ACTE ACTC AACt 2
ACTIN
(Referans Gen) 15,24 13,48
10,09 23,6 -13,52 11747
ESR1
(ilgili Gen) 25,33 37,09

Tablo 3.3 : MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlariin ACTIN ve ESR1 genlerinin

amplifikasyon degerleri

Ekspresyon
MDA-MB- AVCt . AFt . Delta Diizeyindeki
MCF-7 Degeri Degeri Delta Ct e .
Pl (Deneysel) (Kontrol) Degeri Kat Degisimi
y 9 (Fold Change)
ort. Cq ort. Cq ACTE ACTC AACt 288t
Degeri Degeri
ACTIN
(Referans Gen) oy 1 o
7,05 23,98 -16,93 124864
ESR1
(ilgili Gen) 25,33 37,09
Amplification
B0 A - 4
he MCF-7 €¢——
2 i /— OVSAHO ]
5
w
« CAOV-3 €——
10 + MDA-MB-2314——//..... |
// 1 »pens-28
0+ { — T — T e ; 4
0 10 20 30 40
Cycles

Sekil 3.6 : Hiicre hatlarindaki ESR1 mRNA amplifikasyon sonuglari(RFU = bagil

floresans birimi).
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Sekil 3.7 : Farkli hiicre hatlarinin goéreceli ESR1 mRNA ekspresyon diizeyleri. A)
Meme kanseri (MCF-7) ve over kanseri (OVSAHO) hiicrelerinin karsilastiriimasi. B)
Meme kanseri hiicre hatlarinin (MCF-7 ve MDA-MB-231) karsilastirilmasi. C)
Meme kanseri (MDA-MB-231) ve over kanseri (CAOV-3) hiicre hatlarinin
karsilagtiritlmasi. D) Normal hiicre hatti (BEAS-2B) ve meme kanseri (MDA-MB-
231) hatlarinin karsilastirilmasi. E) Over kanseri hiicre hatlarinin karsilastirilmasi.
RT-qPCR sonugclari i¢in hata ¢ubuklari, ticlii tekrarli en az {i¢ bagimsiz deneyden
elde edilen ortalamanin ortalama + standart hatasin1 (SEM) temsil eder. RT-qPCR
verilerinin istatistiksel analizi i¢in bagimsiz t-testi yapildi. *; p<0,05, ***; p<0,001
ve **#*: p<0,0001 kontrol grubu ile istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade eder.
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3.3 ERa’ya Ozgii Gergeklestirilen Disiilfit Bagh Siklik Peptit Tasarimlarinin in
Siliko Analiz Verileri

Protein data bankasindan 1PCG kodlu
(https://www.pnas.org/doi/epdf/10.1073/pnas.1934759100) ERa’ya ait protein kristal
yapisina karsilik KCXLCRLLQ sekansinda bir tasarim gercgeklestirildi. (X izoldsin
amino asidini temsil etmektedir) Gorsel inceleme ile KCXLCRLLQ sekansindaki X
amino asitinin izoldsin gibi bir hidrofobik gurup yerine art1 yiiklii veya hidrofilik
gruplardan birinin gelmesinin etkilesimi artiracagi tespit edildi. Bunun yani sira, eksi
yiiklii bir amino asidin gelmesinin de etkilesimi dolayisiyla da peptidin baglanmasini
azaltacagin1 6ngordiik. Amino asitlerin farkl biiyiikliikliilerini de gz iiniine alarak, X
grubu i¢in asagidaki amino asitler deneme setine eklendi: serin (S), histidine (H), lizin
(K), aspartik asit (D). Referans olarak izoldsin aminoasiti deneme setinde birakildi.
Kristal yapidaki izolosin amino asidinde nokta mutasyonlari uygulanarak protein-
peptit kompleksleri olusturuldu. Bu komplekslerin 25 ns boyunca molekiiler dinamik
simiilasyonlarini kosuldu. Bu simiilasyonun 10. ns’sindeki yapiy1 baslangic noktasi
secerek paralel simiilasyonlar da ayriyeten kosuldu. Paralel simiilasyonlar iizerinde
MMGBSA yaklagimini1 kullanarak peptidin proteine baglanma ilgisini Ol¢iildii.

Sonuglar Tablo 3.4’de siralanmustir.

Tablo 3.4 : KCXLCRLLQ sekansinda degisiklik gosteren amino asitlerin (I, S, H, K,
D) protein baglanma ilgisine etkisi.

Amino asit I S H K D
Baglanma

ilgisi 427+34 -447+40 -36.8+3.7 -429+35 -36.7+3.6
(kcal/mol)

Hipotezimizi dogrular sekilde hidrofilik (S) ve art1 yiiklii (K) amino asitler referansa
gore (I) baglanma ilgisini artirmis, negatif yiiklii amino asit (D) ise baglanma ilgisini
diistirdiigii  goriildii. Baslangigta histidin  baglanmasinin  etkiyi artirmasini
beklemekteydik, fakat histidin baglanma ilgisini diistirdigii goriildii. Buradaki ilgi
kaybimin histidin amino asidinin protonlanma durumunun dogru se¢ilmemis olma
durumundan kaynaklandigi ihtimali bulunmakatadir. Bu noktada modellenmenin
cesitlendirilmesi gerekirdi. Fakat in vitro deneyler agisindan 3 amino asit testinin (ii¢
aday zimbalanmis peptit motifinin) yeterli bulunmasi sebebiyle histidin

cesitlendirmesine gidilmemistir. Boylelikle in vitro deneyler i¢in ERa’ya 6zgii ilgisi
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yiiksek iki siklik peptit (KC*KLCRLLQ ve KC*SLCRLLQ) ile referans peptit
(KC*ILCRLLQ, (C* = D Sistein)) onerilmistir (Tablo 3.5). Molekiiler dinamik
simiilasyonlar1 her bir peptit seckansi ve ostrojen (EST) yapist ile birlikte ERa'ya
yanastirilmis ve her bir pozun 3 boyutlu gosterimi Sekil 3.8, 3.11 ve 3.14°de
sunulmustur. Onerilen peptit sekanslarin (SPler) ERa ile yapmis oldugu baglarin 3
boyutlu yapis1 ise her bir peptit igin sirasiyla Sekil 3.9, 3.12 ve 3.15’te gosterilmistir.
Aday SP'lerin amino asit kalintilari, LigPlot programi kullanilarak 2 boyutlu olarak
gorsellestirildi. SP1'in (Sekil 3.10), SP2'nin (Sekil 3.13) ve SP3'in (Sekil 3.16) amino
asit kalintilar1 ile ERa'nin amino asit kalintilar1 arasindaki etkilesimin gorsellestirme

sonuglari, bag ve hidrofobik temaslar1 vurguladi.

Tablo 3.5 : Tek harfli amino asit kodundaki SP dizileri. Disiilfiir baglantili
siklizasyon kirmiz1 renkli sistein aminoasitlerle temsil edilir.

Peptit Sekans

SP1 KclLCRLLQ
SP2 KcKLCRLLQ
SP3 KcSLCRLLQ

Sekil 3.8 : EST ve KCKLCRLLQ sekanslarinin ERa'ya yanastirilmis hallerinin ii¢
boyutlu gosterimi. Sar1, pembe ve mavi sirasiyla zzimbalanmis peptidi, proteini ve
ostrojeni gostermektedir. Yapilar molekiiler dinamik simiilasyonun 10. ns'den
cekilmistir.
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Sekil 3.9 : KCKLCRLLQ sekansinin ERa'ya yanastirilmig ve bag formlarinin {ig
boyutlu gosterimi. Sar1 ve pembe sirastyla zimbalanmig peptidi ve proteini
gostermektedir. Yapilar molekiiler dinamik simiilasyonun 10. ns'den ¢ekilmistir.
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Sekil 3.10 : KCKLCRLLQ sekansina ait zzimbalanmis peptit ile ERa etkilesimlerinin

atom seviyesinde gosterimi. Aradaki yesil ¢izgiler polar etkilesimleri ifade ederken,
kirpik yapida olanlar hidrofobik etkilesimleri temsil etmektedir.
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Sekil 3.11 : EST ve KCSLCRLLQ sekanslarinin ERa'ya yanastirilmis hallerinin ti¢
boyutlu gdsterimi. Sari, pembe ve mavi sirastyla zzimbalanmis peptidi, proteini ve
ostrojeni gostermektedir. Yapilar molekiiler dinamik simiilasyonun 10. ns'den
cekilmistir.

Sekil 3.12 : KCSLCRLLQ sekansinin ERa'ya yanastirilmis ve bag formlarinin tig
boyutlu gdsterimi. Sar1 ve pembe sirastyla zimbalanmis peptidi ve proteini
gostermektedir. Yapilar molekiiler dinamik simiilasyonun 10. ns'den ¢ekilmistir.
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Sekil 3.13 : KCSLCRLLQ sekansina ait zzimbalanmis peptit ile ERa etkilesimlerinin
atom seviyesinde gosterimi. Aradaki yesil ¢izgiler polar etkilesimleri ifade ederken,
kirpik yapida olanlar hidrofobik etkilesimleri temsil etmektedir.

Sekil 3.14 : EST ve KCILCRLLQ sekanslarinin ERa'ya yanastirilmig hallerinin {i¢
boyutlu gosterimi. Sar1, pembe ve mavi sirastyla zzimbalanmis peptidi, proteini ve
Ostrojeni gostermektedir. Yapilar molekiiler dinamik simiilasyonun 10. ns'den
¢ekilmistir.
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Sekil 3.15 : KCILCRLLQ sekansinin ERa'ya yanastirilmis ve bag formlarinin ii¢
boyutlu gdsterimi. Sar1 ve pembe sirastyla zzimbalanmis peptidi ve proteini
gostermektedir. Yapilar molekiiler dinamik simiilasyonun 10. ns'den ¢ekilmistir.
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Sekil 3.16 : KCILCRLLQ sekansina ait zimbalanmis peptit ile ERa etkilesimlerinin
atom seviyesinde gosterimi. Aradaki yesil ¢izgiler polar etkilesimleri ifade ederken,
kirpik yapida olanlar hidrofobik etkilesimleri temsil etmektedir.
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3.4 Disiilfit Bagh Siklik Peptitlerin Karakterizasyonu

In-silico analizlerimiz ve literatiirdeki referans sekanst (SP1: KcILCRLLQ)
sonucunda onerilen yeni SP'ler (SP2: KcKLCRLLQ ve SP3: KcSLCRLLQ), Fmoc
kimyasina dayali kat1 faz peptid sentezi yontemi ile sentezlendi. Dogrusal peptitler
(LP1-3), dietilasetilen dikarboksilat (DEAD) aracili siklizasyon islemiyle
halkasallastirildi. Tiim peptitler LC-MS ile karakterize edildi. Kiitle spektrumlarinda
hem SP1 hem de LP1 i¢in iki ana molekiiler iyon zirvesi vardir (Sekil 3.17A-3.17B).
Bunlar her iki peptid icin de [M+H]* ve [M+2H]?"'dir. LP1 ve SP1 igin [M+H]* pikleri
arasindaki kiitle farki 2 Da'dir ve bu, siklizasyon reaksiyonunda iki hidrojen atomunun
ortadan kaldirilmasi sonucunda disiilfiir kopriisii olusumunu gostermektedir. Ayrica,
LPI’in lineer formu ile (Sekil 3.17C) SP1’in 3 boyutlu yapisi Sekil 3.17D’de

verilmistir.

A

x108 |+ESI Scan (0,085-0.241 min, 13 Scans) Frag=100,0¥ MSK-O-Cys-1.D

4 [Ms2H]*
3754 5449000
35
3,254
3]
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251 1088,4800
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24
1,75
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1,25
1 3636000
0754
0.5 2252000
0254

4762 6313100 7703000 ggg 4000
e T L 1201510
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Sekil 3.17 : A) LP1'in kiitle spektrumu. [M+H]+ = 1088,6 ve [M+2H]2+ = 544,8 i¢in
hesaplanmistir. B) SP1'in kiitle spektrumu. [M+H]+ = 1086,6 ve [M+2H]2+ = 543,8
i¢in hesaplanmistir. C) LP1'in dogrusal formunun birincil yapisi. D) SP1'in 3 boyutlu

yapist.

LP2 ve SP2'nin kiitle spektrumunda {i¢ ana molekiiler iyon zirvesi vardir (Sekil 3.18A-
3.18B). Bunlar, her iki peptit i¢in de [M+H]*, [M+2H]?*" ve [M+3H]*"'dir. LP2 ve SP2
icin [M+H]" pikleri arasindaki kiitle farki 2 Da'dir ve bu, siklizasyon reaksiyonunda
iki hidrojen atomunun ortadan kaldirilmasi sonucunda disiilfiir kopriisii olusumunu
gostermektedir. Ayrica, LP2’nin lineer formu ile (Sekil 3.18C) SP2’nin 3 boyutlu
yapist Sekil 3.18D’de verilmistir.

x106 |+ESI Scan (0.111-0,189 min, 7 Scans) Frag=100.0V MSK-D-Cys-2.D
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Sekil 3.18 : A) LP2'nin kiitle spektrumu. [M+H]+ = 1062,6, [M+2H]2+ = 531,8 ve
[M+3H]3+ = 354,9 i¢in hesaplanmistir. B) SP2'nin kiitle spektrumu. [M+H]+ =
1060,6, [M+2H]2+ = 530,8 ve [M+3H]3+ = 354,2 i¢in hesaplanmistir C) LP2'nin
dogrusal formunun birincil yapisi. D) SP2'in 3 boyutlu yapisi.

Kiitle spektrumlarinda hem SP3 hem de LP3 i¢in ii¢ ana molekiiler iyon zirvesi vardir
(Sekil 3.19A-3.19B). Bunlar, her iki peptit icin de [M+H]*, [M+2H]*" ve
[M+3H]3"'dir. LP3 ve SP3 igin [M+H]" pikleri arasindaki kiitle farki 2 Da'dir ve bu,
siklizasyon reaksiyonunda iki hidrojen atomunun ortadan kaldirilmasinin bir sonucu
olarak disiilfiir kopriisii olusumunu gostermektedir. Buna ilatveten, LP3’lin lineer

formu ile (Sekil 3.19C) SP3’iin 3 boyutlu yapis1 Sekil 3.19D’de verilmistir.

x106 [+ESI Scan (0.111-0.189 min, 7 Scans) Frag=100,0V MSK-D-Cys-3.0
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x108 |+ESI Scan (0,111-0,189 min, 7 Scans) Frag=100,0V MSK-D-Cys-3-S-S.D
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Sekil 3.19 : A) LP3"in kiitle spektrumu. [M+H]+ = 1103,6, [M+2H]2+ = 552,3 ve
[M+3H]3+ = 368,6 i¢in hesaplanmistir B) SP3'"lin kiitle spektrumu. [M+H]+ =

1101,6, [M+2H]2+ = 551,3 ve [M+3H]3+ =367,9 i¢in hesaplanmistir. C) LP3'iin

dogrusal formunun birincil yapisi. D) SP3'iin 3 boyutlu yapist.

Siklizasyonu tamamlanmus (S-S) peptitlerin kiitlesini hesaplanmasinda belirtilen gii¢lii

piklerin, kiitle-yiik oranimnin (m/z) yiikii (z) ile ¢arpimina denk olmasi1 gerekir. Bu

yiizden SP1 i¢in denklemimiz Sekil 3.17B’ye gore asagidaki gibi olusturulur;

Kiitle (m) = 543,9 = (yiik1),1086,5 = (yuk2) sekilindede yazilir. (5.1)

Sonrasinda denklem;

m+1=5439*(z+ 1) vem = 1086,5 * (z) seklinde yazilarak

m = 543.9 xz + 542,9, m = 1086.5 * (z) olarak esitlenir.

Buradan z = 1 elde edilir.
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[lk pikin protonlanmamus kiitlesi;
(5439 —-1)*2 = 1085,5
Ikinci pikin protonlanmamus kiitlesi;

(1086.5 — 1) * 1 = 1085,8 olarak hesaplanmustir.

1085,5+1085,8

Iki pikten elde edilen kiitlenin ortalamasi ise = 1085,65 olarak

hesaplanir. Bu hesaba dayali olarak peptitin 1086 Da oldugu bulundu. Fakat bu say1
peptidin nihai molekiiler agirligini ifade etmez. Peptit sentezi asamasinda, sentezi
tamamlanmis peptidin resinden ayrilmasi i¢in konulan TFA gruplari peptitin serbest
uclarina baglanir. Bu baglanmadan dolayt MC/MS’de hesaplanan molekiiler kiitleye
TFA’nin molekiiler agirliginin da eklenmesi gerekmektedir. Analizlerimiz sonucu
KCILCRLLQ sekansina sahip siklizasyonu tamamlanmis (S-S) 9-mer peptitte 3 TFA
grubu bulunmaktadir. Bu yiizden 3 TFA grubunun kiitlesi 114,02 g * 3 = 342,06 gr
seklinde hesaplanarak protonlanmamis KCILCRLLQ (S-S) peptitin kiitlesine ilave
edildi. KCILCRLLQ (S-S) peptitin kiitlesi 1428,06 g/mol olarak hesaplandi. Yukarida
verilen bilgiler ve hesaplamalar dogrultusunda diger iki siklik peptit motif i¢in
molekiiler kiitle hesaplamasi gergeklestirildi.
SP2; KCKLCRLLQ sekansina sahip siklizasyonu tamamlanmis (S-S) ikinci 9-mer
peptitin ti¢ belirgin piki i¢in denklem Sekil 3.18B baz alinarak olusturulur;
Kiitle (m) = 367,98 * ylik1l = 551.4 * yik2 = 1101.5 * yiik3 (5.2)
sekilinde yazilir.
Sonrasinda denklem,;
m+2=36798 *(z+2),m+1=5514 *x(z+ 1), m= 1101.5 (z) olarak
esitlenir
ve buradan z = 1 elde edilir.
SP2’ye ait piklerin yiikii ve kiitlesine dayali hesaplama ile ;
[k pikin protonlanmamus kiitlesi;

(36798 —-1)*3 = 1100,9
Ikinci pikin protonlanmamus kiitlesi;

(551.4—1)*2 =1100,8
Uciincii pikin protonlanmamus kiitlesi;

(1101,5—1) *1 = 1100,5

78



1100,9+1100,8+1100,5
3

Ucg pikten elde edilen kiitlenin ortalamas: ise = 1100,73 olarak

hesaplanir. Analizlerimiz sonucu SP2; KCKLCRLLQ sekansina sahip siklizasyonu
tamamlanmis (S-S) 9-mer peptitte 4 TFA grubu bulunmaktadir. Bu yiizden 4 TFA
grubunun kiitlesi 114,02 g * 4 = 456,08 gr seklinde hesaplanarak protonlanmamis
KCKLCRLLQ (S-S) peptitin kiitlesine ilave edildi. KCKLCRLLQ (S-S) peptitin
kiitlesi 1557,08 g/mol olarak hesaplandi.
SP3; KCSLCRLLQ sekansina sahip siklizasyonu tamamlanmis (S-S) tigiincii 9-mer
peptitin ii¢ belirgin piki i¢in Sekil 3.19B’ye dayali denklem,;
Kiitle (m) = 354,3 * yik1l = 530,89 * yiik2 = 1060,42 * yiik3 (5.3)
sekilinde yazilir.
Sonrasinda denklem; m+2 =354,3 *(z+2),m+1= 530,89 x(z+1),m =
1060,42 (z) ve buradan z = 1 elde edilir.
Sekil 3.19B’deki piklerin yiikii ve kiitlesine dayali hesaplama ile ;
[k pikin protonlanmamus kiitlesi;
(3543 —-1)*3 = 10599

Ikinci pikin protonlanmamus kiitlesi;

(530,89 — 1) *2 = 1061,58
Ucgiincii pikin protonlanmamus kiitlesi;

(1060,42 — 1) * 1 = 1059,42

1059,9+1061,58+1059,42

3 = 1060,3 olarak

Ug pikten elde edilen kiitlenin ortalamasi ise

hesaplanir. Analizlerimiz sonucu SP3; KCSLCRLLQ sekansina sahip siklizasyonu
tamamlanmis (S-S) 9-mer peptitte 3 TFA grubu bulunmaktadir. Bu yiizden 3 TFA
grubunun kiitlesi 114,02 g * 3 = 342,06 gr seklinde hesaplanarak protonlanmamis
KCSLCRLLQ (S-S) peptitin kiitlesine ilave edildi. KCKLCRLLQ (S-S) peptitin
kiitlesi 1402,06 g/mol olarak hesaplandi. Tiim SPlerin sahip oldugu dizileri ve
molekiiler kiitleleri Tablo 3.6’da gosterildi.

Tablo 3.6 : Sentezlenen siklik peptitler ve molekiiler kiitleleri.
Siklik Peptit  Siklik Peptit Sekans1 Molekiiler Kiitlesi (g/mol)

SP1 KCILCRLLQ 1428,06
SP2 KCKLCRLLQ 1557,08
SP3 KCSLCRLLQ 1402,06
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3.5 ERa’ya Yonelik Sentezlenen Siklik Peptitlerin Saflagtiriimasi

In siliko analizlerimizden elde ettigimiz sekans Onerilerimize dayanarak referans
sekansimizin (SP1; KC“ILCRLLQ) ve hedef proteine (ERa’ya) baglanma ilgisi en
yiiksek iki distilfit bagli zimbalanmis peptit sekans1 SP2; KC*KLCRLLQ ve SP3;
KC*SLCRLLQ (C* = D Sistein) sentezi Fmoc kimyasina dayali kati-faz peptit sentez
yontemi ile gerceklestirildi. Sentezlenen peptitler kiitle spektrometresi ile analiz edildi
ve peptitlerin saflik dercesi analitik RP-HPLC cihazi ile degerlendirildi. SP1’e ait
kromotogramlar sekil 3.20 ve Sekil 3.21°de, SP2’ye ait kromotogramlar Sekil 3.22 ve
Sekil 3.23’te, SP3’e ait kromotogramlar Sekil 3.24 ve Sekil 3.25’te sunulmustur.

Sekil 3.20 : SP1°den elde edilen HPLC kromatogrami (mAU = mili OD, 210 nm). X
eksini siireyi gosterirken, y ekseni absorbansi gostermektedir.

IDE_1 #121 [modified by Ozcubukcu Lsb] MSK-D-Lys-1 55 Prep tip 3 (C18E)

40 50

Sekil 3.21 : Saflastirilmis SP1°e ait HPLC kromatogrami1 (mAU = mili OD, 210 nm).

Sekil 3.22 : SP2’e ait HPLC kromatogrami (mAU = mili OD, 210 nm).
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Sekil 3.23 : Saflastirilmis SP2 i¢in HPLC kromatogrami (mAU = mili OD, 210 nm).

IDE_1 %84 [medified by Ozcubukey Lat] MSK-D-Cys-2 (C18E)

2233
1278 28 e
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Sekil 3.24 : SP3’e ait HPLC kromatogrami (mAU = mili OD, 210 nm).

Sekil 3.25 : Saflastirilmis SP3’e ait HPLC kromatogrami (mAU = mili OD, 210 nm).

Sekillerden de anlasilacagi {lizere saf halde elde edilen siklik peptitlerin
kromotogramlarinda herhangi bir safsizlik belirtisi (asimetrik ve g¢oklu pik gibi
istenmeyen durumlar) yoktur. Bu durum siklik peptitlerin basarili bir sekilde

saflagtirlldigini gostermektedir.

3.6 Farkh E2 Konsantrasyonlarinin ERe (+) Hiicrelerinin Proliferasyonuna Olan
Etkisi

E2'nin MCF-7 ve OVSAHO hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisini incelemek igin
hiicreler, farkli konsantrasyonlardaki E2 ile muamele edildi. Bdylece hiicre
canliliginin test edilmesi amaciyla siklik peptitlerin hangi hiicrelere hangi E2
konsantrasyonunda uygulanacagi belirlendi. Bu analiz i¢in hiicreler 96 kuyucuklu
plakalara uygun yogunlukta ekildi ve ertesi giin farkli E2 konsantrasyonlari ile
muamele edildi. 48 saat sonra hiicre canliligi SRB yontemi kullanilarak 6l¢iildii ve tek
yonli ANOVA testi ile analiz edildi. Sonuglar karsilastirildiginda tiim E2

konsantrasyonlarinda MCF-7 hiicre canliliginda kontrol grubuna gore istatistiksel
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olarak anlamli bir artig oldugu goriildii (Sekil 3.26). Ancak en yiiksek artigin (yaklasik
2,9 kat daha fazla, p<0,0001) en diisiik konsantrasyondaki (1 pM) E2'ye ait oldugu
kaydedildi. Diger E2 konsantrasyonlarinin (10 pM, 1 nM ve 10 nM) hiicre canliliginm
kontrol grubuna goére sirasiyla 2,4 (p<0,0001), 1,68 (p=0,004) ve 1,5 (p=0,02) kat
arttirdigt  bulundu. OVSAHO hiicrelerinde ise farkli E2 konsantrasyonlarin
uygulandigr hiicre kiiltiir ortaminda over kanser hiicrelerin biiylimesinde anlamli

derecede bir proliferasyon artis1 saptanmadi.

400-
o~ MCF-7

g 00 - OVSAHO
)m *kk%x
S 200- o,
(&)
e )
S 1004 ¢
I

0 T T T T T

Kontrol 1pM 10pM 1nM 10nM
E2 Konsantrasyonlari

Sekil 3.26 : Farkli E2 konsantrasyonlariin 48 saat sonra MCF-7 ve OVSAHO
hiicreleri tizerindeki biiytime etkisi. SRB sonuglar1 i¢in hata gubuklari, ti¢lii tekrarl
en az ii¢ bagimsiz deneyden elde edilen ortalamanin ortalama + standart hatasini
(SEM) temsil eder. SRB verilerinin istatistiksel analizi i¢in tek yonli ANOVA
analizi gergeklestirildi. **; p<0,01 ve ****; p<0,0001 kontrol grubu ile istatistiksel
olarak anlaml farklilig1 ifade eder.

3.7 SP'lerin MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksisite/proliferasyona olan etkileri

SPL'in (referans) ve yeni dizayn SP'lerin (SP2-3) E2 igeren ve igermeyen besiyeri
ortamlarityla MCF-7 hiicrelerine uygulandiginda hiicreler iizerinde olusacak etkilerin
karsilastirmali analizi yapildi. Bunun igin ERa-pozitif MCF-7 hiicreleri, uygun
yogunlukta 96 kuyucuklu plakaya ekildi. Ertesi giin, farkli konsantrasyonlardaki SP'ler
ve TPBM (50-6.25 uM araliginda), E2 ihtiva eden (1 pM) ve etmeyen kiiltiir ortami
ile hiicrelere uygulandi ve 48 saat boyunca tedavi edildi. Tedavinin sonunda hiicre
canliligin MTT analiz ile tespit edildi. Tedavi gruplarindan alinan canlilik anlamlilik

seviyeleri, her bir peptidin kontrol grubuyla karsilastirilmasi yoluyla 6l¢tildii. E2 ihtiva
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etmeyen ortamda hiicrelere uygulanan SP'ler ve TPBM’nin, hiicre canliliginda
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gostermezken (Sekil 3.27A), 1 pM E2
varliginda tiim inhibitorlerin 50 pM konsantrasyonlari hiicre proliferasyonunu énemli
Olctlide azaltt1 (Sekil 3.27B). 50 uM SP1, SP2, SP3 ve TPBM hiicre canlili§ini sirasiyla
%37 (p=0,0051), %27 (p<=0,0323), %23 (p=0,0164) ve %37 (p=0,0048) oraninda

duistirdi.
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Sekil 3.27 : E2 varliginda ve yoklugunda SP'lerin ve TPBM'nin MCF-7 hiicrelerinin
canlilifina olan etkileri. A) E2 ihtiva etmeyen ortamla hiicrelere uygulanan inhibitor
molekiilleri gosterirken B) E2 ihtiva eden ortamla MCF-7 hiicrelerinin uygulanan
inhibitdrlerin hiicre canlilig1 iizerindeki etkilerini gosterir. MTT sonuglari i¢in hata
cubuklar iiclii tekrarli en az {i¢ bagimsiz deneyden elde edilen ortalamanin
ortalama =+ standart hatasini1 (SEM) temsil eder. MTT verilerinin istatistiksel analizi
icin iki yonlii ANOVA analizi gergeklestirildi. *; p<0,05 ve **; p<0,01 ve kontrol
grubu ile istatistiksel olarak anlamli farklilig: ifade eder.
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3.8 Splerin Farkhh ERa Ekspresyon Seviyelerine Sahip Hiicre Hatlarindaki
Sitotoksisite/Proliferasyona Olan Etkileri

SP'lerin MCF-7, MDA-MB-231 ve BEAS-2B hiicre hatlar1 {izerindeki etkilerini
Olemek i¢in hiicreler, uygun yogunlukta 96 kuyucuklu plakaya ekildi. Peki. Ertesi giin
hiicreler, farkli konsantrasyonlarda (100-6,25 pM) SP'ler ve TPBM ile 48 saat boyunca
tedavi edildi. Tedavinin sonunda hiicre canliligt MTT analizi ile dl¢iildii. Sonuglarda
SP1, BEAS-2B ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda hiicre canliligimn1 azaltmazken,
MCEF-7 hiicre hattinda hiicre canliliin1 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda kontrol
grubuyla karsilastirildiginda %36,5 (p=0,0038) ve %41,4 oraninda (p<0,0061) (Sekil
3.28A) azalttig1 goriildii. Ayn1 sekilde SP2’nin tiim konsantrasyonlart BEAS-2B ve
MDA-MB-231 hiicre hatlarinda etkisiz oldugu gézlemlendi. Ancak MCF-7 hiicre hatt1
icin 50 ve 100 uM SP2, hiicre canliligimi sirasiyla %27,7 (p=0,0407) ve %46,65
(p=0,0002) oraninda inhibe etti (Sekil 3.28B). SP3 de tipki SP1 ve SP2 gibi MCF-
7’ye gore ¢ok daha az ERa eksprese eden MDA-MB-231 ve BEAS-2B hiicrelerinin
canliliginda herhangi bir degisiklige neden olmadi. Bununla birlikte, MCF-7 hiicre
hattinda, 25 uM SP3 hiicre canliligim1 %17,45 azaltirken, 50 uM SP3 %23.4
(p=0,0172) ve 100 uM SP3 hiicre canliligin1 %43,15 azaltt1 (p<0,001) (Sekil 3.28C).
Ticari bir ERa inhibitdri olan TPBM, SP'ler gibi yalnizca MCF-7 hiicreleri tizerinde
etki gosterdi. 50 ve 100 uM TPBM, hiicre canliligin1 kontrol grubuna gore sirasiyla
%39,7 (p=0,0009), %65,65 (p<0,0001) oraninda azaltti. TPBM'in ICso degeri 63,3
uM olarak bulundu (Sekil 3.28D).
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Sekil 3.28 : SPlerin ve TPBM'nin MCF-7, MDA-MB-231 ve BEAS-2B hiicrelerine
olan canlilik etkileri. MTT sonuglari i¢in hata gubuklari, ii¢ii tekrarlanmis en az ii¢
bagimsiz deneyden elde edilen ortalamanin ortalama + standart hatasin1 (SEM) temsil
eder. MTT verilerinin istatistiksel analizi i¢in iki yonlit ANOVA yapildi. *; p<0,05,
**. p<0,01, ***; p<0,001 ve ****; p<0,001 kontrol grubu ile istatistiksel olarak
anlamli farklilig1 ifade eder.
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3.9 SP Kombinasyonlarimmin ve Tekli SP Tedavilerinin Hiicre Canliigina Olan
Etkisi

TPBM ve SP kombinasyonlarinin (SPK) MCF-7 hiicreleri iizerindeki etkisini daha iyi
incelemek i¢in ATP analizi kullanildi. ilk kombinasyon tedavi plan1 igin hiicreler, 96
oyuklu plakanin her bir kuyusuna uygun yogunlukta ekildi. Ertesi giin, hiicreler
TPBM’nin ICso dozu ile muamele edilerek 6n tedavisi yapildi. Ertesi giin 6n tedavi
gormiis hiicrelere ayr1 ayr1 50 uM SP1, SP2 ve SP3 ilave edildi. 48 saatlik tedavinin
ardindan hiicre canliligi ATP analizi ile tespit edildi. Ikinci kombinasyon plani igin
hiicreler, 96 oyuklu plakanin her bir kuyusuna uygun yogunlukta ekildi. Ertesi giin,
hiicrelere SP1, SP2 ve SP3 ve TPBM (her bir inhibitor 12,5-100 uM araliginda)
uygulanarak hiicrelerin 6n tedavisi gergeklestirildi. Ardindan SP1 ile tedavi edilen
gruplara SP2 ve SP3 (SP1+SP2, SP1+SP3), SP2 ile tedavi edilen gruplara SP1 ve SP3
(SP2+SP3), P3 ile tedavi edilen gruplara SP2 ve SP1 (SP1+SP2+SP3) ilave edildi (On
tedavi ve tedavi uygulamasinda her bir peptit ayn1 konsantrasyonda (12,5-100 uM)
hiicrelere uygulandr). Ikinci peptit tedavisinden 48 saat sonra hiicre canliliklar1 ATP
analizi sayesinde bagil 151k birimleri (RLU) olarak elde edildi ve hiicre canliliklar
hesaplandi. Her deney i¢in tedavi grubu kendi kontrol grubuyla karsilastirildi. Elde
edilen sonuglara gore, ICso dozu ile 6n isleme tabi tutulan MCF-7 hiicrelerinin SP1,
SP2 ve SP3 tedavisinden sonra hiicre canliliginda 6nemli bir azalma oldugu goriildii
(Sekil 3.29A). Tiim kombine tedavi gruplarinda kontrole gore anlamli bir canlilik
inhibisyonu gozlemlendi. Kombine TPBM ve SP gruplari sadece TPBM tedavi grubu
ile karsilagtirildiginda, TPBM+SP2'in hiicre canliligini %68.6 oraninda (p<0.0001)
azalttigr tespit edilirken, TPBM + SP3, ~%37.4 (p<0.01) oraninda diisiirdiigi
gozlemlendi. TPBM + SP1 + SP2 + SP3, kombinasyonun hiicreler {izerinde toksik etki
gosterdigi goriildii. Sadece peptit kombinasyonlarinin (SPK) MCF-7 hiicreleri
tizerindeki etkisini inceledigimiz deney verilerine gore (Sekil 3.29B); SP1+SP2
kombinasyonunun 12,5, 25, 50 ve 100 uM dozlari, kontrol grubuna kiyasla hiicre
canliligini sirasiyla %65,6 (p<0,01), %63,7 (p<0,001), %57,4 (p<0,0001) ve %42'ye
(p<0,0001) kadar diisiirdii. SP1+SP3 kombinasyonun 12,5, 25, 50 ve 100 uM dozlar1,
hiicre canliligini kontrol grubuyla karsilastirildiginda sirasiyla, %57,2 (p<0,01), %53,0
(p<0,001), %42,0'a (p<0,0001) ve %33,5'e (p<0,0001) kadar diisiirdiigii bulundu.
SP2+ SP3 kombinasyon grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda, canlilik
inhibisyonunda diger SPKlara gore daha etkiliydi. P2+P3 kombinasyonu 12,5, 25, 50
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ve 100 uM dozlarinda hiicre canliligini %56,1 (p<0,0001), %47,0 (p<0,0001), %34.,9
(p<0,0001) ve %26,23’¢ (p<0,0001) kadar diisiirdiigii, calismamizin tek {i¢li tedavi
grubu olan SP1+SP2+SP3’iin ise en iyi anti-proliferatif etkiye sahip kombinasyon
grubu oldugu bulundu. SP1+SP2+SP3’iin 12,5, 25 ve 50 uM dozlar1 kontrol grubuna
gore hiicre canliligini sirasiyla %20,4 (p<0,05), %65,1 (p<0,0001) ve %93,8

(p<0,0001) oraninda azaltirken; 100 pM dozunun hiicreler {izerinde toksik etkisi

oldugu goriildii.
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Sekil 3.29 : TPBM ve SPKnin MCF-7 hiicrelerinin canlilifina olan etkisi. A) IC50
dozunda TPBM ile 6n tedaviden sonra SP'lerle tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin
canlilik yilizdesi. B) Farkli SP konsantrasyonlar ile 6n tedaviden sonra ayn1 dozlarla
tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin canlilik yilizdesi. Hata ¢ubuklari, en az ti¢
bagimsiz deneyin {i¢lii tekrarlanmis verilerinden elde edilen ortalama + standart
hatasin1 (SEM) temsil eder. ATP verilerinin istatistiksel analizi i¢in iki yonli
ANOVA yapildi. *; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001 ve ****; p<0,001 kontrol
grubu ile istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade eder.

3.10 SPK Tedavisinin ERa Sinyal Yolu ve Apoptoz ile Iliskili Gen ve Proteinlerin
Ekspresyonu Uzerindeki Etkisi

MCEF-7 hiicreleri SPKlarin ICso dozlari ile 48 saat boyunca tedavi edildi ve ardindan
ilgili genlerin ekspresyon seviyeleri kantitatif ger¢ek zamanli PCR (qRT-PCR) ile
degerlendirildi. Tim tedavi gruplarmin ERa ve hedef genleri iizerindeki etkisini
incelemek i¢in; ESR1, TFF1/ pS2, GREB1, c-Myc, CCND1 ve PI-9 genleri gPCR
analizine dahil edildi. Ayrica SPKlarin apoptozu nasil indiikledigini daha ayrintili
olarak gostermek igin kaspaz-8, p21 ve p53 seviyelerinin yani sira Bax ve Bcl-2
ekspresyonlar1 da analiz edildi. Sonuglar, kontrol grubuna kiyasla SPKlarin ve
TPBM'nin ESR1 ve hedef mRNA ekspresyonlarmi disiirdiigiinii (Sekil 3.30A),
ozellikle ESR1 ve TFF1 mRNA ekspresyonunu dnemli dl¢lide azalttigr gozlemlendi
(p<0,0001). Tiim SPKlar ESR1 mRNA ekspresyon seviyesini digiirdiigii ve en etkili
grubun ~1,5 kat azaltan SP1 + SP2 + SP3 oldugu bulundu. Diger SPKlar; SP1 + SP3
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~1 kat ve SP2 + SP3 ~1,3 kat ESR1 mRNA ekspresyonunu diisiirdii. Ligand bagh
(aktive edilmis) ERa'nin transkripsiyonunu baglatan TFF1'in mRNA ekspresyon
diizeyi de tim tedavi gruplarinda 6nemli 6l¢iide diisiis gosterdi (p<0.0001). Sekil
13A'da sunulan tedavi gruplarmin sirasina gore, TFF1 mRNA ifadelerinde sirasiyla
~2,05 kat, 2 kat, 1,75 kat, 1,6 kat ve 2 kat azalma goriildii. ERa aracili hiicre dongiisii
ilerlemesi ve gogalmasinda rol oynayan GREB1, c-MYC ve siklin D1'in ile apoptozu
inhibe eden bir granzim B inhibit6rii olan P1-9’un mRNA ekspresyon seviyeleri tedavi
gruplar1 arasinda degisiklik gosterdi. GREB1 mRNA ekspresyon seviyeleri SP1+SP3
ve SP1+SP2+SP3 kombinasyonlarinda 1 kattan fazla azalirken, c-MYC mRNA
ekspresyon seviyelerinin de yaklasik 1,3 kat azaldigi goriildi (Sekil 3.30A). Kontrole
kiyasla SP1 + SP2 ve SP2 + SP3 kombinasyonlarinda anlamli bir fark gézlenmedi.
Siklin D1 mRNA ekspresyon seviyelerine bakildiginda ise, SP1 + SP2 kombinasyon
grubunda 1,2 kat, SP2 + SP3 grubunda ~1,5 kat ve SP1 + SP2 + SP3 {gli
kombinasyon grubunda ~1,7 kat azaldigi goriildii. Kontrole kiyasla SP1 + SP3'te
anlamli bir fark gozlenmedi. PI-9 mMRNA ekspresyonu tiim tedavi gruplarinda sirasiyla
yaklasik 1,6, 2, 2,5 ve 2 kat azald1 (Sekil 3.30A). Sonug olarak SP1 + SP2 + SP3, ESR1
mRNA'sin1 ve ¢alismamiza dahil ettigimiz tim ESR1 hedef mRNA'larin1 anlamli bir
farkla azaltti. Ek olarak hiicresel apoptotik mekanizmanin temel diizenleyicilerden
olan p53, p21, Bcl-2, Bax ve kaspaz-8’in mRNA ekspresyon seviyeleri tedavi gruplari
ve kontrol grubu arasinda kiyaslandi. TPBM tedavisi haricinde SP1 + SP2 + SP3
grubunda Bax mRNA ekspresyon diizeylerinde anlamli bir artis gézlendi (p<0,05)
(Sekil 3.30B). Tiim tedavi gruplarinda kontrole gore Bcl-2 mRNA ekspresyonunda
diistis goriildii ancak istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilemedi. SPKlardaki
Bax: Bcl-2 oranlari karsilastirildiginda SP1 + SP3, SP2 + SP3 ve SP1 + SP2 + SP3'iin
kontrol grubuna gore anlaml diizeyde arttig1 goriildii (p<0,0001). Kaspaz-8 mRNA
ekspresyon diizeyi ise tim tedavi gruplarinda onemli Olgiide artti. p21 mRNA
ekspresyonuna bakildiginda ise SPKlar arasinda en etkili grubun SP1 + SP2 + SP3
oldugu goriildii (p<0,0001). Yiiksek p53 mRNA ekspresyonu MCF-7 hiicrelerinde
apoptozu indiikledigi bilinmektedir ve tedavi gruplar karsilagtirildiginda SP1 + SP3
(p<0,05), SP2 + SP3 (p<0,05) ve SP1 + SP2 + SP3 (p<0,01) hiicrelerinde anlaml
diizeyde artig goruldi (Sekil 3.30B).
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Sekil 3.30 : MCF-7 hiicrelerinin ESR1 ve apoptoz ile iligkili mRNA'larin RT-gPCR
analizi. Beta aktin kontrol gen olarak kullanildi. A) MCF-7 hiicrelerinde TPBM ve
SPKlarin ICso dozu ile tedavisinden sonra ESR1 aracili mRNA ekspresyon seviyeleri
ile B) apoptoz diizenleyicilerinin mRNA seviyeleri. Cubuklar, {i¢ii tekrarlanmis en az
iic bagimsiz deneyin ortalama + standart hatasini (SEM) temsil eder. RT-gPCR
verilerinin istatistiksel analizi i¢in iki yonlii ANOVA yapildi. *; p<0,05, **; p<0,01,
***: p<0,001 ve ****; p<0,001 kontrol grubu ile istatistiksel olarak anlamli farklilig
ifade eder.
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MCF-7 hiicreleri SP2 + SP3 ve SP1 + SP2 + SP3 kombinasyonlariin ICgo dozu ile
tedavi edildikten sonra elde edilen hiicresel proteinlerin Western Blot analizi
neticesinde alinan bantalar Sekil 3.31A’da sunuldu. Elde edilen bantlarin beta aktine’e
kiyasla alinan 1gimalarinin goreceli analizine gore her bir antikordan alinan bant
yogunlugu grafik olarak sunularak buradaki anlamli farkliliklar gosterildi (Sekil
3.31B). Sekil 3.31B’deki p53 protein ekspresyon seviyelerinin, kontrole kiyasla tiim
SPKlarda 6nemli 6lgiide arttig1 gézlemlendi. Bax protein ekspresyonu TPBM ve SP1
+ SP2 + SP3 tedavi gruplarinda anlamli derecede artarken (p<0.05), Bcl-2 protein
ekspresyon seviyeleri kontrole gore azaldi. Ozellikle SP2 + SP3 (p<0,05) ve SP1 +
SP2 + SP3 (p<0,0001) tedavi gruplarinda etkili ve anlaml1 bir azalma oldu. SP1 + SP2
+ SP3'lin Bax/Bcl-2 oraninda anlamli bir artisa yol a¢tig1 goriildii (p<0.0001). Kaspaz
8'in protein diizeyleri kontrole gére SPKlarda anlamli diizeyde artt1 (p<0.01). Ayrica
ERa protein ekspresyon diizeylerinde SP2+SP3 (p<0.01), SP1+SP2+SP3 (p<0.001)
gruplarinda anlamli bir azalma tespit ettik. TFF1 protein ekspresyon diizeyindeki en

etkili diisiis ise SP1+SP2+SP3 kombinasyonunda gézlemlendi (p<0,001).
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Sekil 3.31 : TPBM ve SPKlarin ICqg dozlart ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin
apoptoz (p53, Bax, Bcl-2, kaspaz-8) ve ERa ile iliskili (ERa ve TFF1) protein
ekspresyonlarinin A) temsili Western blot goriintiisii ile B) nicelik grafikleri. Beta-
aktin, kontrol olarak kullanildi. Protein seviyeleri, TPBM veya SPKlara kiyasla beta-
aktin'e kars1 her bir gruptan elde edilen protein bantlarindan 6lgiilen ortalamanin
ortalama =+ ortalamanin standart hatasi1 (SEM) olarak temsil edilir. gPCR verilerinin
istatistiksel analizi i¢in tek yonlii ANOVA uyguland:1 *; p<0,05, **; p<0,01, ***;
p<0,001 kontrol grubu ile istatistiksel olarak anlaml1 farklilig1 ifade eder.

3.11 ELISA

TPBM ve disiilfit bagh siklik peptitlerin tekli ve kombine tedavilerinin ICso dozu ile
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin hem sitoplazmik hem de niikleer ekstraktlari elde
edilerek, gruplar arasindaki ERa aktivasyon farkliliklar1 ELISA yontemi ile incelendi.
Sonuglarimiz, hiicrelerin sitoplazmik ekstraktlarinda anlamli derecede ytiksek bir ERa
inhibisyonu oldugunu gosterdi. Tedavi gruplarindan toplanan niikleer ekstraktlarda ise
ERa inhibisyonunda anlamli derece farkliliklarin goriilmesine ragmen sitoplazmik
ERa inhibisyonu kadar etkili bir artis gézlenmedi (Sekil 3.32). Tekli ve kombine peptit
tedavilerinin ERa inhibisyonunda oldukga etkili oldugu agiga cikarildi ve apoptozu
sitoplazmik ERa inhibisyonu yoluyla daha hizli indiikleyerek ge¢ apoptozun

goriindiigl akis sitometrisi sonuglartyla benzerlik gosterdi (Sekil 3.32).
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Sekil 3.32 : TPBM ve SPKlarin ICsg dozlart ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin
ERa inhibisyonu iizerindeki etkileri. Sitoplazmik ve niikleer ekstraktlardan elde
edilen veriler kendi kontrol grubu ile kiyaslanmis olup, her veri ortalama +
ortalamanin standart hatas1 (SEM) olarak temsil edilir. ELISA verilerinin istatistiksel
analizi i¢in iki yonli ANOVA uygulandi *; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001 ve
sk p<0,0001 kontrol grubu ile istatistiksel olarak anlamli farklilig ifade eder.

3.12 Akas Sitometrisi

Apoptotik hiicre 6liim mekanizmasinin ayrintili incelenmesi igin, MCF-7 hiicreleri
SP2+SP3 ile SP1+SP2+SP3 kombinasyonlarin 1Cgo dozu ile 48 saat boyunca tedavi
edildi. Tedavi sonrasinda Annexin-V dl¢limiine gore; toplam apoptotik hiicre oranlari
SP2+SP3'de %98,66 (erken + ge¢) iken, SP1+SP2+SP3 grubunda toplam apoptotik
hiicre sayisinin %97,07 oldugu belirlendi. (Sekil 3.33A). TPBM tedavi grubunda ise
toplam apoptotik hiicre oran1 %65,08 (erken + ge¢) olarak bulundu. Her iki SPK,
TPBM tedavi grubuyla karsilastirildiginda MCF-7 hiicrelerinde apoptotik hiicrelerin
oraninin 6nemli 6l¢iide arttig1 gézlemlendi (p<0,0001). Erken apoptotik hiicreler tiim
tedavi gruplarinda kontrole gore anlamli diizeyde artmasina ragmen, artisin TPBM'de
SPKlara gore daha fazla oldugu bulundu. Bu durumun aksine SPKlarda ge¢ donem
apoptotik hiicre sayisinin TPBM tedavi grubu hiicrelere goére daha fazla oldugu
belirlendi. Bu sonuglar dogrultusunda her iki peptit kombinasyon tedavisinin de
annexin-V pozitif hiicre sayisin1 6nemli Olgiide arttirdigi, canli hiicre sayisini ise
onemli Olgliide azalttigt gozlendi. Apoptotik hiicre 6liim oranlarinin  akis
sitometrisindeki kaspaz-3/7 analizi ile degerlendirilmesi sonucunda ise MCF-7 hiicre
hattinda 48 saatlik SPC tedavisi sonrasinda toplam apoptotik hiicre sayisinin SP2+SP3
grubunda %96,75 olarak belirlenirken, SP1+SP2+SP3 grubunda ise bu oran %99,6
(erken + geg) olarak dlgiildii. (Sekil 3.33B). Uclii peptit tedavisi ile ge¢ apoptotik
degisiklikler anlamli derecede artarken (p<0,0001), hem erken hem de ge¢ apoptotik
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hiicre yogunluklart SPKlar arasinda farklilik gosterdi. Tiim bu sonuglar, SPK
tedavisinin MCF-7 hiicrelerinde kaspaz-7 aktivitesinde onemli 6l¢iide artis oldugunu
gosterdi (p<0,0001). Apoptotik siirecin 6nemli bir yonii olan mitokondriyal membran
gecirgenligin degistigi toplam hiicre oram1 SP2+SP3 grubunda %?25,65 iken
SP1+SP2+SP3 grubunda bu oran %53,55 olarak belirlendi (Sekil 3.33C). Bcl-2 ailesi
proteinleri mitokondri aracili apoptozu diizenlediginden, akis sitometrisi ile Bcl-2'nin
Ser70 fosforilasyonunu tayin edildi (Sekil 3.34D). Sekil 3.34D’de goriildiigii gibi,
siklik peptit kombinasyon tedavisi sonrasinda hiicrelerde Bcl-2 defosforilasyonu
(inaktivasyon) meydana geldi. Kontrol grubuna nazaran SPK tedavisinin ardindan
MCF-7 hiicrelerinde anlamli bir Bcl-2 defosforilasyonu gozlendi. TPBM tedavisinin
ardindan hiicrelerin yaklasik %55 oraninda (p<0,001), SP2+SP3 tedavisinin ardindan
hiicrelerin yaklasik %66’inda (p<0,001) ve tiglii kombinasyon tedavisinin ardindan
hiicrelerin yaklasik %75’inde (p<0,0001) Bcl-2 inaktivasyon orani saptandi. Bu

durum tiim tedavi gruplarinda Bcl-2 sinyal yolunun etkisiz hale getirildigi anlamini

tasimaktadir.
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Sekil 3.33 : TPBM ve SPKlarin ICgo dozlart ile 48 saat boyunca tedavi edilen MCF-7
hiicrelerinde A) Annexin V-FITC, B) Kaspaz-3/7 ve C) mitokondriyal membran
potansiyeli degisim aktivasyonunun degerlendirilmesi, A-B) Her grafikte canli, 6li,
erken apoptotik ve gec apoptotik hiicrelerin yiizdeleri sunulmaktadir. C)
Mitokondriyal membran potansiyeli tizerindeki etkiler, hiicreleri canli 6lii ve toplam
depolarize hiicrelere bolerek yiizde olarak gosterildi. D) Bcl-2 aktivasyonundaki
degisikliklerin degerlendirilmesi. Hiicre yiizdesi, en az iki bagimsiz deneyin
ortalama + standart hatas1 (SEM) olarak sunuldu. Akis sitometrisi verilerinin
istatistiksel analizi i¢in iki yonli ANOVA gerceklestirildi. *; p<0,05, **; p<0,01,
*Exk: p<0,0001 kontrol grubu ile istatistiksel olarak anlamli farklilig ifade eder.
Bu tez kapsaminda, linner peptitlerin konformasyonel olarak esnek olmalari, hiicre
icine gegislerinin zor olmasi ve proteazlara karsi kararsiz olmasi gibi bir ¢ok
dezavantajlarindan dolay1 terapétik distilfit baglh siklik peptitler, in siliko olarak ERa-
kofaktor etkilesimlerini hedef alacak sekilde ERa aktivitesini inhibe etmeye yonelik
tasarlanmistir. Literatiirdeki bu inhibisyonu saglayan LxxLL hedefli peptitlerin,
steroid reseptorlerinin ylizeyine baglanan peptit taklitlerini tasarlamak i¢in kullanilmig
ve klinikte halihazirda kullanilan terapétiklere direng gosteren bazi vakalarda aday
tedaviler olarak sunulabilecegi belirtilmistir [36-38]. Proteinlerin yapisal stabilitesini
korumada etkili kovalent baglar olan disiilfit baglari, bir¢ok peptit temelli ilacin
biyolojik etkilerinde ©nemli rol oynamasinin yani sira, lineer peptitlerin
stabilizasyonunda kullanilmaktadir [39,40]. Literatiirde ERa'nin koaktivator bolgesini
hedef alan 6zel olarak gelistirilmis disiilfiir kopriilii peptitlerle ilgili az sayida ¢alisma
bulunmaktadir. [lk ERa-kofaktdr baglanma bolgesine yonelik disiilfit bagiyla stabilize
edilmis peptit peptidomimetik Gstrojen reseptér modiilatéri 1 (PERM-1) H-Lys-
cyclo(D-Cys-lle-Leu-Cys) Arg-Leu-Leu-GIn-NH2) gelistirilmistir. Bu ¢alismada,
distilfit bagli peptidinin a-sarmal konformasyonunu kristalize edilmis ve 1, i+3
konumlarindaki D/L-Cys kombinasyonunun ideallestirilmis bir a-sarmalini taklit
edebilecegini One siirmiislerdir [41]. Bir sonraki ¢alisma da ise PERM-1'in farkli
analoglar1 tasarlanmis ve sistatiyonin mimiginin sistin muadiline gore daha yiiksek
sarmal karaktere sahip oldugu ve ERa’ya kars1 daha diisiik inhibisyon sabitine sahip
oldugu gosterilmistir [42]. ilerleyen ¢alismalarda, PERM-3 (H-Arg-c(D-Cys-lle-Leu-
Cys)-Arg-Npg-Leu GIn-NH2)) peptid analogu tasarlamis ve peptitin daha yiiksek
afiniteye sahip oldugu ifade edilmistir [43]. Baska bir ¢alismada konjuge ettikleri
PERM1 ve PERM3 peptitlerini, ERa-pozitif T47D meme kanseri hiicrelerinde hiicre

penetrasyon verimliligini incelemek i¢in kullanmiglardir. Sonuglar, R7-konjuge

fragmanin, peptitlerin sarmal yapisini bozmadigini, PERM-3-R7 peptidinin ise ERa
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aracilt transkripsiyonu Onemli Olglide etkileyerek ilgili pS2 geninin mRNA
ekspresyonunu asaglr dogru diizenleyebildigine dikkat ¢ekmislerdir [44,45]. Tez
kapsaminda yiiriittiiglimiiz ¢alismalar neticesinde, ERa hedefli yeni terapotik peptitleri
distilfit kopriileriyle sarmal hale getirdik ve terapotik disiilfit bagh siklik peptitlerin
(SPler) MCF-7 hiicreleri tizerindeki etkinligini kapsamli bir sekilde test ettik. Tezde
kullanilan SPler aktif formdaki ERa (E2 ile kompleks olusturmus) i¢in 6zel olarak
tasarlanmis olup literatiirde sunulan referans peptite nazaran baglanma enerjisi
yoniinden ERa’ya daha yiiksek bir ilgi ile baglandigi gosterilmistir (Tablo 3.4). Bu
tasarim modelimizin in siliko verilerini destekler nitelikteki in vitro sonuglarimiz,
E2'den yoksun ortamdaki SPlerin MCF-7 hiicreleri iizerinde herhangi bir etkisinin
olmadigimi (Sekil 3.27A), SPlerin anti-proliferatif etkilerinin ancak optimum E2
konsantrasyonunun varhiginda gozlemlendigini gostermistir (Sekil 3.27B). Aymi
zamanda, E2 takviyesi ile uygulanan SPlerin, ERa'y1 eksprese etmeyen meme kanseri
ve normal hiicre hatlar1 iizerinde herhangi bir etki géstermeyip yalnizca ERa'y1
eksprese eden MCF-7 hiicreleri iizerinde antiproliferatif etki gostermesi, SPlerin
hiicrelerde ERa yoluyla hiicre biiyiimesini inhibe ettigini vurgulamistir (Sekil 3.28).
Ancak SPlerin tekli tedavi uygulamalart MCF-7 hiicreleri iizerinde ICso etkisi
olusturmadigindan bu SPlerin kombinasyon gruplarinin (SPKlar) MCF-7 hiicrelerine
uygulanmasina karar verilmistir. Sonuglar SPKlarin MCF-7 hiicrelerindeki biiylime
inhibisyonunu agikca gostermistir. TPBM ile 6n tedavisi yapilan MCF-7 hiicrelerine
uygulanan SPler canlilig1 etkili bir sekilde daha da azaltirken (Sekil 3.29A), yalnizca
SPKlarin tedavi edildigi gruplarda da o6nemli anti-proliferatif ve toksik etkiler
gozlemlenmistir (Sekil 3.29B). ERa ve iliskili hiicre i¢i hedeflerinin, SPKlarinin ICsg
dozlari ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinde mRNA ekspresyon seviyelerinin (Sekil
3.30) ile SPKlarinin ICgo dozlar ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinde protein
ekspresyon seviyelerinin 6nemli dl¢iide asagr regiile edildigi (Sekil 3.31), dolayisiyla
SPKlarin ERa ve hedeflerini inhibe ettigi dogrulanmistir. Ligand bagl (aktive olmus)
ERa’nin transkiripsiyonunu baslattig1 ilgili gen TFF1 ekspresyonlarinda tiim SPK
tedavilerinde gozlemlenen diisiis, ERa aracili hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve
¢ogalmasinda gérev alan GREB1, c-MYC ve cyclin D1 ifadelerinde belli SPK’lardaki
anlaml derecedeki azalmalar ve Gstrojenle aktive olmus Ostrojen reseptoriiniin gen
ifadesini diizenledigi PI-9 ifadesinin tiim tedavi gruplarinda anlamli olarak azalmasi
SPK’larin ERa’ya spesik bir inhibitor etkisi oldugunu gen diizeyinde gostergesi
olmustur (Sekil 3.30A).
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Caligmamizda sectigimiz 6nemli apoptoz belirteclerinin mRNA ekspresyon profilinin,
SPK tedavisi sonrasinda MCF-7 hiicrelerinde apoptozu anlamli diizeyde indiikledigi
vurgulanmistir (Sekil 3.30B). SPK tedavisinin ardindan hiicrelerdeki i¢sel apoptoz
yolunun etkinligini gosteren 6nemli belirtegler incelendiginde, p53 ve Bax'in ifade
seviyeleri kontrole nazaran tiim siklik peptit tedavi gruplarinda 6nemli 6l¢iide artigi,
Bcl-2'nin ise tedavi gruplarinda asagi dogru regiile olmasi ve hiicrelerin 6liime mi
yoksa hayatta m1 kalacagina isaret eden Bax:Bcl-2 oranin kontrole nazaran tedavi
gruplarindaki artisi, MCF-7 hiicrelerinde igsel apoptozun uyarildigini diistindtirmiistiir
(Sekil 3.30B). Dissal apoptoz baslatici kaspaz olarak gérev yapan ve hedef proteinleri
parcgalayan efektor kaspazlara ileten kaspaz 8'in tedavi gruplarindaki anlamli artisi,
MCF-7 hiicrelerinde apoptozun digsal yolla da indiiklendigini yine aym sekilde
diisiindiirmiistiir. p21 ifadeleri siklik peptit tedavi gruplar arasinda kiyaslandiginda
ozellikle tiglii kombinasyon tedavisinde anlamli diizeyde bir diisiis yakalanmigtir
(Sekil 3.30B). Yiiksek p21 seviyesinin MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunu
destekleyebilmesi [343], bu agidan da hiicre biiyiimesini p21 {izerinden azaltabilecegi
ongoriilmiistiir. Gen ekspresyon diizeyindeki degisikliklerin tiimii analiz edildiginde
en etkili SPK’larla ileriki ¢alismalar da kullanilmak tizere segilmistir. Siklik peptitlerin
primer olarak hedef aldigi ERa ve iliskili yolaklarmin yani sira apoptozla iligkili
onemli protein ifadelerinin analiz edildigi Western Blot’tan alinan sonuglar, gen
ekspresyon ekspresyon diizeyindeki qPCR sonuglarimiz ile ortigsmektedir (Sekil 3.31).
ELISA sonuglarimiz ise bize tekli ve kombine peptit tedavilerinin MCF-7’nin niikleer
ve sitoplazmik ERa’nin etkili bir sekilde inhibe ettiini agik¢a gdstermistir (Sekil
3.32). Literatiirdeki caligmalar tarafindan niikleer ERo’nin, apoptotik genlerin
baskilanmasi veya anti apoptotik genlerin yukar1 regiilasyonu ile hiicrelerin hayatta
kalma mekanizmasini tesvik ettigi iyi bir sekilde karakterize edilmistir [347,348].
Bunun yam sira, ¢esitli calismalar da sitoplazmik ERa’nin ¢esitli sinyal yolaklari
sayesinde hiicrelerin hayatta kalmasini sagladigi [349-351], 6zellikle hiicrenin S fazina
giris ve hiicre proliferasyonu i¢in gerekli oldugu [352], ERa fonksiyonunun bloke
edilmesinin koloni olusturma potansiyelini azalttigi [353] ve endokrin tedavisi
direnciyle iligkili oldugunu [354] géstermistir.

ELISA analizi sonucunda goriilen sitoplazmik ERa inhibisyonundaki dramatik
yiikseligler, MCF-7 hiicrelerin siklik peptit tedavi sonrasi ¢ogu aktif ERo’nin
sitoplazmada inhibe ederek, hiicresel apoptozu indiikledigi ile iliskilendirilebilir (Sekil

3.32). Buna ilaveten, peptit tedavisinin ardindan MCF-7 hiicrelerinin sitoplazmasinda
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inaktive edilen ERo’larin niikleere gegisinin 6nlenmesi, buradaki inhibisyonun
sitoplazmik inhibisyondan daha az olmasina neden olmus olabilir. Buradan siklik
peptitlerin  hiicre ¢ekirdegine wulastigi, buradaki aktif ERa’larin inhibe
edilebilmesinden anlagilsa da, niikleer ERa inaktivasyonun sitoplazmik inhibisyona
gore diisiik olmasinin bir sebebi de, siklik peptitlerin hiicre ¢ekirdegine gegisinin kisith
olmasi ve bu yiizden ¢ekirdekte lokalize olan ERa’ya daha az etki etmis olmasi da
ihtimal dahilindedir. Peptit tedavisinin ardindan hiicrelerde meydana gelen Gliim
mekanizmalarin1 daha iyi analiz etmek i¢in tez ¢alismamizda akis sitometrisinden
faydalanilmistir. Normal hiicrelerde fosfatidilserin (PS), plazma zarinin i¢ yiizeyinde
bulunur ve hiicrelerde apoptoz indiiklendigi takdirde PS'nin plazma zarinin ig
yiizeyinden dis ylizeyine translokasyonu meydana gelir. Anneksin V-FITC
membranda PS’yi tanimlamada prob olarak kullanilir ve apoptotik hiicrelerin sayisi
membrant iizerindeki fosfatidilserine maruz kalan Anneksin V'in baglanma
yogunluguna bakilarak tespit edilir [344,345]. SPKlarin ICgo dozuyla tedavi edilen
MCF-7 hiicrelerinin Anneksin-V pozitif hiicre sayisinin arttigi bulunmustur (Sekil
3.33A). Bu sonug bize hiicrelerin yogun bir sekilde peptit tedavisinden sonra
apoptozun tetiklendigini gostermistir. Kaspaz ailesi proteinleri, klasik apoptoz
yolunda anahtar aracilar oldugundan, bunlarin proteolitik aktivitelerinin saptanmasi
icin hiicrelerdeki kaspaz-3/7 aktiviteleri incelenmis ve tedavi sonrasinda apoptotik
hiicre yiizdesinin arttig1 tespit edilmistir (Sekil 3.33B). MCF-7 hiicreleri kaspaz-3
ekspresyonuna sahip olmadigindan testte goriilen yalmizca artis kaspaz 7
aktivasyonuna ait oldugu kabul edilmistir [346]. Mitokondri, memeli hiicrelerinde
apoptozun aktive edilmesinde anahtar rol oynar ve Bcl-2 ailesi iiyeleri, mitokondriyal
i¢c ve dis membran arasindaki bosluktan, sitozolde hiicreleri parcalayan kaspaz
proteazlarin1 aktive eden proteinlerin saliniminit diizenler. Mitokondiyel akis
sitometrisi analizi neticesinde depolarize hiicre sayisindaki artis, MCF-7 hiicrelerinde
SPKlarm apoptoz arttirict etkisini kanitlamistir (Sekil 3.33C). Fosforilasyon yoluyla
Bcl-2'nin inaktivasyonu, igsel apoptoz i¢in 6nemli bir gostergedir ve ¢alismamizda
gerceklestirdigimiz Bcl-2 defosforilizasyonunun analizi neticesinde anti-apoptotik
Bcl-2’nin tedavi gruplarinda kontrole kiyasla daha yiiksek seviyede inaktif formda
oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.33D). Bcl-2 inaktivasyonundaki bu artis, apoptozun
mitokondri aracili yoluyla gergeklestigini gostererek diger akis sitometrisi sonuglari
ile Dbirlikte Bcl-2 ailesi proteinlerinin mitokondri aracili apoptozu diizenledigi

kanitlanmustir.
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Sonugta bu tez kapsaminda elde edilen tiim veriler dikkate alindiginda, ERa-kofaktor
baglanma bolgesindeki LXXLL imza motifine spesifik olarak gelistirdigimiz yeni
terapotik  siklik peptitlerin, MCF-7 hiicrelerindeki ERa transkripsiyon faktor
aktivasyonunu engelledigine ve hiicrelerdeki apoptoz yolunun aktive edildigine dair

degerli kanitlar1 sunulmustur.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

ERa'nin koaktivator baglanmalariin protein-protein etkilesim diizeyinde engelleyen
kistirilmig peptitler yapisal olarak stabilize oldugundan, hiicre memranindan kolaylikla
gecger ve ERa’nin dogrudan inhibisyonunu saglar. Bu yaklasim, ERa(+) gibi meme ve
over kanserleriyle miicadele igin yeni ve umut verici bir tedavi stratejidir. Bu tez
caligmamiz, LxxLL imza motifine baglanan, disiilfit baglh siklik peptit tiirevlerinin
reseptor inhibisyonuna olan etkilerini ERa ifadesi yliksek kanser hiicre hatlar
tizerindeki biyoaktivite incelemelerini sunmaktadir. Tez kapsaminda gelistirdigimiz
LxxLL motifine 6zgii disiilfit bagh siklik peptitler literatiirde sunulan referans siklik
peptitten daha diisiik bir baglanma enerjisi gostererek ERo’ya daha spesifik ve daha
diisiik bir baglanma sabiti ile baglandigr bulunmustur. Yeni dizayn edilen siklik
peptitlerimiz (SP2 ve SP3) ile referans siklik peptit (SP1) ilk defa DEAD siklizasyonu
ile elde edilerek literatiire katki saglanmigtir. Tezde kullanilan tiim siklik peptitler
(SPler) in vitro galismalarimizda sadece E2 varliginda aktivite gostermis, bu da aktif
forma gecen ERa {izerinde etkili oldugunu gostermistir. Ilerleyen in vitro
calismalarimizda SPlerin sadece ERa’y1 ifade eden hiicre hatlarinda etkili oldugu, ERa
ifadesi diisiik olan hiicre hatlarinda herhangi bir etkisi olmadig1 gézlemlendi. Bu
durum SPler’in aktif ERo’ya spesifik olarak baglanarak etki gosterdigini,
peptitlerimizin gii¢lii bir inhibitor aday1 olabilecegi gosterdi. Ayrica olusturulan peptit
kombinasyonlarin (SPKIlar) hiicre hatlar1 tizerinde anti-proliferatif ve toksik etki
gosterdigi ATP testi ile belirtilmistir. Hiicre inhibisyonunda en etkili SPKlarin ERa ile
iligki hedeflerinde ve 6nemli apoptoz belirtecleri tizerindeki etkisi hem gen ve hem
protein bazinda agia cikarilmistir. Elde ettigimiz sonuclarda ERa’y1 ve ERo’nin
hedef genlerinin ekspresyonunu diislirdiiglinli, apoptoz mekanizmasindaki 6nemli
belirteglerin ise apoptozu indiikleyecek diizeyde degistigi bulunmustur. Elde edilen
veriler siklik peptitlerimizin apoptoz yolunu hem intrinsik (i¢) yolak ve hem de dis
uyaranlar ile tetiklenen ekstrinsik (dis) yolaklarca uyardig1 yoniindedir. Ilk olarak p53
hiicresel stresin 6nemli bir belitrecidir ve igsel yolun kritik bir aktivatorii oldugundan

siklik peptit tedavi sonrasi hiicrelerde p53 ekspresyonu anlamli diizeyde artist
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saptanmistir. Ayrica, elde ettigimiz qPCR sonuglarinda, peptit tedavisinden sonra
hiicrelerde kaspaz-8 seviyelerindeki artisa dikkat ¢ekilmistir. Yapilan akig analizleri
ile bu sonuglar dogrulanmis etkili SPKlarin MCF-7 hiicrelerinde yogun olarak erken
ve ge¢ donem apoptoza neden oldugunu gostermistir. Diger yandan qPCR
sonuclarinda ve akig sitometrisi verilerinden anlasilacagi iizere pro-apoptotik Bax
ekspresyonun tedavi gruplarinda artmasi ile anti-apoptotik Bcl-2’nin asagiya dogru
diizenlenmesinin yaninda mitokondriyel membran biitiinliigiiniin bozulmasi hiicrelerin
apoptozunda i¢sel yolagin rol oynadiginin giiglii gostergesi olmustur. Gergeklestirilen
ELISA analizi neticesinde, hiicrelerdeki sitoplazmik ve niikleer ERa inaktivasyonun
peptit tedavisinden sonra anlamli diizeyde artmasi, tedavi grubundaki hiicrelerin ERa
transkripsiyon aktivasyonunun 6nemli &lgiide engellendigi saptanmistir. Ozellikle
hastaliklarin diren¢ mekanizmasiyla ve kanser hiicrelerin progresyonu ile
iliskilendirilen sitoplazmik ERa aktivasyonunun inhibe edildigi sonucuna varilmistir.
Niikleer ERa’nin sitoplazmik ERa kadar inaktive olmamasinin sebebi de dizayn edilen
peptitlerin hiicre zarindan kolaylikla gec¢ip hiicre ¢ekirdeginden yeteri kadar
gecememesi olabilir. Bunun ic¢in de farkli modifikasyonlarla peptit motifinin
iyilestirilerek hiicre ¢ekirdeginden gecisi kolaylastiracak tasarimlar one siiriilebilir.
Tez caligmas1 sonucunda, bu yeni ERa hedefli SP'lerin sadece ERo(+) MCF-7
hiicrelerine kars1 inhibitor aktivite gostermesi ve apoptozu uyarmasi, SPlerin mevcut
Klinik tedavilere alternatif veya yeni peptit kombinasyon tedavilerinin olusturulmasina
aday bir yaklasim olabilecegini gdstermistir. Ileriki calismalarla kombinasyon peptit
tedavilerinin molekiiler mekanizmasinin daha iyi aydinlatilabilecegi gibi, tekli siklik
peptit tedavilerin hiicre i¢i etkinligini daha da arttirabilmek igin yeni siklizasyon
yontemlerinden veya tastyici sistemlerden faydalanilabilmesi muhtemeldir. leriki
caligmalarda, SP'lerin sitoplazmik ERa'nin inhibisyonunda daha etkin oldugu goz
oniinde bulunduruldugunda, 6zellikle ERa(+) hiicrelerindeki sitoplazmik ERa'nin
kofaktor inhibitorlerine karst olusturduklari yanitlarinin hiicre proliferasyonuna ve
Olim mekanizmalarim1 nasil etkiledigi daha ayrintili bir sekilde incelenip

aydinlatilabilir.
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