TUBITAK

Resveratrolin Ph+ Akut Lenfoblastik Losemide Terapotik
Potansiyeli ve Resveratrol Tarafindan Tetiklenen
Apoptozda Seramid Metabolizmasinin Rolu

Program Kodu: 3001

Proje No: 3155248

Proje Yurutucusu:
Dr. Ogr.Uyesi AYSUN ADAN

Danisman:
Prof. Dr. Yusuf BARAN

Bursiyer:
Osman OGUZ

AGUSTOS 2019
ANKARA



N4

TUBITAK

ONSOz

“‘Resveratrolin Ph+ Akut Lenfoblastik Lésemide Terapdtik Potansiyeli ve Resveratrol
Tarafindan Tetiklenen Apoptozda Seramid Metabolizmasinin Roli” isimli TUBITAK
tarafindan desteklenen projemizde, Philadelphia kromozomu pozitif Akut lenfoblastik |16semi
(Ph+ ALL) hucrelerinde resveratrolin olasi anti-ldsemik roli 6zellikle seramid
metabolizmasinin kritik enzimlerinin hedeflenmesi ve BCR-ABL’nin regllasyonu ile

iliskilendirilerek literatirde ilk defa arastiriimistir.
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OZET

Proje ile resveratrolin, Ph+ ALL hacreleri Gzerindeki blyumeyi inhibe edici etkisinin
arkasinda yatan mekanizmalar, seramid metabolizmasinin hedeflenmesi ve BCR-ABL
ifadesindeki degisimler ile iligkilendirilerek arastiriimistir. Resveratrol, SK inhibitéri (SKI 1),
GSS inhibitéri  (PDMP), SPT inhibitérii (Miriosin, Myriocin) ve resveratrol: inhibitor
kombinasyonlarinin in vitro olarak Ph+ ALL SD1 ve SUP-B15 hiicreleri Uzerindeki bliyimeyi
durdurucu ve apoptotik etkileri MTT hticre ¢ogalmasi testi, Aneksin-V/PI boyamasi, kaspaz-
3, PARP ifadelerinin ve sitokrom c saliniminin belirlenmesi (western blot) ile, sitostatik etki
(hticre déngusl uzerindeki) ise akim sitometresi (Pl boyamasi) ile arastiriimistir. Resveratrol
ve sfingolipid metabolizmasi enzimlerini hedefleyen inhibitér kombinasyonlarinin BCR-ABL
protein ifadesi Uzerine etkisi western blot ile belirlenmistir. Ayrica, resveratroliin SPT, SK-1/2,
GSS protein ifadeleri Uzerindeki etkisi western blot ile belirlenmistir. Her iki hiicre hattinda
resveratrol ve SKI Il ve PDMP ile kombinasyonlari hiicre bliylmesini baskilamis, apoptozu
tetiklemis ve hiicre déngusini S fazinda tutmustur. Resveratrol:Miriosin kombinasyonu ise
hlcre buyumesi ve hucre dongusu Uzerinde hicreye 6zgu etkiler gosterirken apoptozu her iki
hicrede tetiklemistir. Her iki hdcre tipinde resveratol ve kombinasyonlari sitokrom-c
salinimini, kaspaz-3 kesimini ve PARP kesimini genel olarak arttirmakla beraber hicreye
6zgu degisimler de saptanmistir. Resveratrol her iki hiicrede SK-1/SK2 ve GSS ifadesini
azaltirken SPT ifadesini arttirmistir. Resveratrol, SKI 1l ve PDMP BCR-ABL ifadesini
azaltirken Miriosin arttirmistir. Resveratrol: SKI Il ve PDMP kombinasyonlari BCR-ABL
Uzerinde artiglara neden olurken Miriosin ile kombinasyon BCR-ABL ifadesini azaltmigtir.
Sonug olarak, resveratrol seramid metabolizmasini ve BCR-ABL ifadesini diizenleyerek Ph+

ALL Uzerinde hucre buyumesini baskilamis ve apoptozu tetiklemistir.

Anahtar Kelimeler: Ph+ ALL, resveratrol, glukosil seramid sentaz, serin palmitoil transferaz,

sfingozin kinase
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ABSTRACT

In this project, it is aimed to identifiy potential mechanisms behind resveratol-mediated
growth inhibitory effects in association with targeting of sphingolipid metabolism and
regulation of BCR-ABL on Ph+ ALL cells. To investigate the effect of treatment
with resveratrol combined with the inhibitors of sphingolipid metabolizing enzymes, SK (SKI
II), GCS (PDMP) and SPT (Myriocin), on Ph+ ALL SD1 and SUP-B15 cell growth inhibition
and apoptosis in vitro, the cells were incubated with different concentrations
of resveratrol and SK, GCS, SPT inhibitors alone and with the combinations of resveratrol
and the inhibitors. The cell growth inhibition was evaluated using the MTT assay. Apoptosis
was determined using Annexin V/propidium iodide double staining and measuring protein
levels of caspase-3, PARP and cytochrome c release by western blot. Cytostatic effects
(effects on cell cycle) of each agent alone and combinations were evaluated by PI staining.
The effects of resveratrol on BCR-ABL, SPT, SK-1/2 and GCS protein expression, and its
combinations on BCR-ABL protein expression were checked by western blot. In both cell
lines, resveratrol and its combinations with SKI || and PDMP supressed cell growth, induced
apoptosis and caused cell cycle arrest at the S phase. However, resveratrol: Myriocin
combination showed cell type specific effects on the cell growth and cell cycle progression
while induced apoptosis in both cell lines. In general, resveratrol and its combinations
triggered cytochrome-c release, caspase-3 and PARP clevage, however, for some cases,
there were cell specific responses. Resveratrol supressed SK-1/2 and GCS protein
expression while increased SPT expression. BCR-ABL expression decreased after
resveratrol, SKI Il and PDMP treatment, however, Myriocin caused increases. Resveratrol:
SKI Il and PDMP combinations increased BCR-ABL expression while resveratrol: Myriocin
combination increased its expression level. In conclusion, resveratrol supressed cell
proliferation and induced apoptosis through targeting sfingolipid metabolism and modulating
BCR-ABL expression.

Keywords: Ph + ALL, resveratrol, glucosyl ceramide synthase, serine palmitoyl transferase,

sphingosine kinase
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1. GIRIS
Akut lenfoblastik I6semi (ALL), lenfoblast dncl hlcrelerinin asiri miktarlarda Uretilerek, kanda
ve kemik iliginde birikimi sonucu ortaya ¢ikan hematolojik bir hastaliktir. Cocukluk c¢agi
I6semilerinin en sik gorilen tipi ALL olup yetiskin I6semilerinin de yaklasik %10’unu
olusturmaktadir. ALL, morfolojik, immunofenotipik, sitogenetik ve kromozomal analizlere gére
alt tiplere ayrilmaktadir. ALL alt tipleri arasinda 6lim orani en yiksek olani BCR-ABL
proteininin ifade edildigi Philadelphia kromozom pozitif ALL (Ph + ALL)’ dir. Philadelphia
kromozomunun bulunmasi ALL igin koéti prognozla iligkilidir. Ph + ALL’nin tedavisinde
standart kemoterapiye ek olarak BCR-ABL onkoproteinini hedef alan tirozin kinaz inhibitérleri
(TKi) kullaniimaktadir. Ancak, bu tedavilerle genel sa§ kalim sadece birkag vyl
uzatillabilmekte ve tam remisyon saglanamayarak hastalarin yaklasik %401 hayatini
kaybetmektedir. Dolayisiyla, Ph+ ALL’de yeni ajanlarin arastiriimasi ve yeni hicre ici hedef

molekullerin belirlenmesi olduk¢a dnemlidir.

Resveratrol (3,4’,5-trihidroksi-trans-stilben) Uzim basta olmak Uzere yer fistigi ve yaban
mersini gibi birgok farkh bitki tirinde bulunan dogal bir fitoaleksin’dir. Literatirde
resveratrolun antikarsinojenik potansiyeli ve sorumlu mekanizmalari birgok I6semi ve solid
kanser turinde tanimlanmistir. Ancak, resveratrolin Ph+ ALL tedavisindeki terapotik

potansiyelinin ve etki mekanizmasinin arastirildigi herhangi bir calisma bulunmamaktadir.

Biyoaktif sfingolipidler hiicrede biyume, bdlinme, metastaz ve apoptoz gibi hicresel
islevlerde énemli roller oynayan ve seramid, sfingozin-1-fosfat (S1F) ve glukozil seramid
(GS) gibi 6nemli uyeleri iceren bir lipid ailesidir. Sfingolipidlerin kontrol ettigi fonksiyonlar,
kanserin baslamasi, ilerlemesi ve antikanser tedavilerine verilen yanit ile dogrudan iligkilidir.
De novo sentez yolu (serin palmitoil transferaz (SPT) regulasyona tabi tutulan ana enzimdir)
ile sentezlenen seramid, sfingolipid metabolizmasinin merkezi molekulidir ve apoptozun
tetiklenmesinde énemli bir rol oynamaktadir. Seramidin, sfingozin kinaz (SK) enzimi araciligi
ile S1F’a ve/veya glukosil seramid sentaz enzimi (GSS) tarafindan GS’e dénustirilmesi ise
kanser hucrelerinin proliferasyonunu tetiklemektedir. Dolayisiyla, seramid metabolizmasi
(anabolizma/katabolizma) ve bu metabolik yolakta gérev alan SPT, SK ve GSS gibi

enzimlerin regulasyonu terapotik 6neme sahip olmaktadir.

Onerilen bu proje ile, resveratrolin Ph+ ALL deki terapétik potansiyeli seramid
metabolizmasinin hedeflenmesi ve hastaligin olusumdaki sorumlu molekil olan BCR-
ABL’nin regulasyonu ile iligkilendirilerek arastiriimistir. Bu proje ile resveratrol: SPT inhibitérd,
resveratrol:SK inhibitéri ve resveratrol: GSS inhibitdri kombinasyonlarinin Ph + ALL

tedavisinde yeni bir yaklagim olma potansiyelide aragtiriimigtir.
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2. LITERATUR OZETI

Akut lenfoblastik I6semi (ALL), lenfoblast adi verilen olgunlasmamis &éncu beyaz kan
hicrelerinin asiri proliferasyonu sonucu kanda ve kemik iliginde birikmesiyle karakterize
edilen malign bir hematolojik kanser turaddr (Onciu, 2009). ALL, ¢ocukluk ¢agi kanserleri
arasinda en ¢ok goérileni olmakla beraber (15 yasindan kugik ¢ocuklarda goérilen tim
kanser vakalarinin %25’ni olusturmaktadir) insidansi 2-5 vyaslari arasinda olduk¢a
artmaktadir (>%90). Bununla beraber, yetiskinlerde goérilme orani daha duasuktir (tim
yetiskin I6semilerinin yaklasik %9-10’nu olusturmaktadir) (Bhojwani ve Pui, 2013). Morfolojik
ve immunofenotipik analizler ALL’'nin genel siniflandiriimasinda kullaniimakta ve temelde B-
lenfoblastik 16semi (B-ALL) ve T-lenfoblastik |6semi (T-ALL) olmak uUzere iki gruba
ayrilmaktadir (McGregor vd., 2012). Dinya saghk érgutinan (WHO) yaptidi siniflandirmaya
bakildiginda B-ALL’de belirli kromozomal anomalilerin bulunmasina bagh olarak altgruplar
belirlenmektedir (McGregor vd., 2012). Dolayisiyla, morfolojik ve immunofenotipik analizlere
ilave olarak sitogenetik analizlerde olduk¢a énemlidir. ALL’de kromozomal bozukluklarin
oldugu karyotiplendirme, FiSH veya molekiiler teknikler kullanilarak saptanmigtir. B-ALL’de
gorilen kromozomal degisimler arasinda hiperdiploidi, hipodiploidi, t(12;21) ve t(9;22) BCR-
ABL gibi translokasyonlar bulunmaktadir. T-ALL’deki bozukluklar ise bazi genlerde meydana
gelen aktive edici mutasyonlar ve transkripsiyon faktorlerini kodlayan genlerdeki yeniden
dizenlemeler ile (rearrangement) karakterize edilmektedir (Mullighan, 2012). ALL’de risk
gruplarinin saptanmasi, en uygun tedavi stratejilerinin belirlenmesi agisindan 6nem arz
etmektedir. T-ALL, B-ALL ile karsilastirldiinda genel olarak yuksek risk grubunda
bulunmaktadir (McGregor vd., 2012). Ancak, c¢esitli kromozomal anomaliler veya genetik
degisimlerin saptanmasi B-ALL'de risk gruplarinin olusturulmasini glindeme getirmistir. B-
ALL’de gorilen 4. ve 10. kromozomlardaki trizomiler ve t(12;21) gibi kromozomal bozukluklar
iyi prognoz ile seyrederken (Moorman vd., 2010), 1(9;22) BCR-ABL ve t(4;11) MLL-AF4 gibi
anomaliler kétli prognoz ile iligskilendiriimektedir (Moorman vd., 2010; Harrison vd., 2010;
Arico vd., 2010).

22. kromozom Uzerinde yer alan BCR geni ile 9. kromozom Uzerinde yer alan ABL geninin °
t(9;22)” adi verilen 6zel bir translokasyon sonucu bir araya gelmesi ile “Philadelphia (Ph)
kromozomu” olugmaktadir. Ph kromozomu ilk olarak kronik myeloid |6semi (KML)
hastalarinda (yaklasik %95'’i bu kromozomu tagimaktadir) tanimlanmistir (de Klein vd.,1982).
Ph kromozomu anormal tirozin kinaz aktivitesine sahip BCR-ABL proteinini kodlayan BCR-
ABL genine sahiptir ve bu flizyon proteini [6semi olusumundaki temel molekuldir (Hantschel,
2012). Ph kromozomu KML'ye ek olarak, yetiskin ALL’'nin yaklasik %25’inde ve pediatrik
ALL’nin ise %3-4’Unde rastlanmaktadir (Bernt ve Hunger, 2014). ALL hastalarinda bu

proteinin tespit edilmesi durumunda hastalik Philadelphia kromozomu pozitif ALL (Ph+ ALL)

2
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olarak adlandiriimaktadir. Ph kromozomunun goérilme sikligi yas ilerledik¢e artmakta ve yasli
ALL hastalarin yaklasik %50’sinde bu kromozomal bozuklukluga rastlanmaktadir (Larson,
2006). Ph+ ALL’li hastalarin, Ph- ALL ile karsilastirildiginda, merkezi sinir sistemini tutan
hastaliklara yakalanma riskine ve daha kotu bir klinik tabloya sahip olduklari bilinmektedir
(Liu-Dumlao vd., 2012). BCR geni uzerindeki kirilma noktasinin yerlesimine gore farkli
blyukliklerde BCR-ABL proteinleri meydana gelmektedir. Bu kirilma sonucu, 190 KDa
blyikliginde meydana gelen BCR-ABL proteini (p190) Ph+ ALL’de siklikla gérilmekte iken
(B-ALL hastalarinin Ugte ikisinde), 210 KDa agirligindaki BCR-ABL (p210) ise Ph+ ALL
hastalarinin bir kisminda (B-ALL hastalarinin 3’te birinde) ve neredeyse tum KML
hastalarinda goértlmektedir (Kelliher vd., 1991). Sirekli tirozin kinaz aktivitesine sahip olan
BCR-ABL; PI3K, RAS, MAPK ve JAK/STAT gibi bircok sinyal yolagini aktive ederek hiicrede
biyime ve cogalmayi tetiklemekte ve apoptozu baskilamaktadir (Naka vd., 2011). Bu
yolaklar KML'de etkin olmakla beraber Ph+ ALL’de siklikla gérilen 190 KDa agirligindaki
BCR-ABL’ninde bazi yolaklarda goérev alan proteinlerle etkilesime geg¢mek igin gerekli
bélgeler ve kinaz aktivitesini muhafaza ettigi saptanmistir (Bernt ve Hunger, 2014). JAK 1-3
ve STAT 1, 3, 5 ve 6’nin p190 tarafindan aktive edildigi deneysel olarak ispatlanmistir (llaria
ve Van Etten, 1996). Ph + ALL’de roll oldugu kanitlanan diger sinyal yolagi ise PI3K-AKT-
MTOR’dlr. PI3K'in delesyonu sonucu Ph + ALL’nin murin modelinde 16semi olusumunun
inhibe edildigi saptanmistir. Ayni zamanda, PI3K/MTOR inhibitériintin Ph + ALL hastalarinda
etkili oldugu gosterilmigtir (O’Hare vd., 2005).

ALL’nin tedavisinde coklu ilag kemoterapisi uygulanmaktadir. Bu tedavi yaklagiminin en
blylk yan etkisi cok fazla ilag kombinasyonunun kullanimindan kaynaklanan toksisitedir ve
Ozellikle yash hastalarda toksik etkiden kaynaklanan problemler oldukca ciddi boyuttadir
(Pieters ve Carroll, 2010). B-ALL’nin alt grubu olan Ph + ALL’de ise standart kemoterapi ile
iyi sonu¢ alinamamakta ve diger genetik ve kromozomal anomaliler ile karsilastirildiginda
kot prognoz ile seyretmektedir (Milone ve Enrico, 2009). Yogdunlastiriimis kemoterapi ile
yetigkin hastalarin % 50-80’inde tam cevap alinmasina ragmen uzun vadede elde edilen
sonug hastaligin niks etmesi sebebi ile oldukga kétlidir ve genel sagkalim yaklasik %10°dur
(Ohno, 2006). BCR-ABL proteininin kinaz aktivitesini inhibe eden tirozin kinaz inhibitorlerinin
(TKI) gelistirilmesi ve KML'de oldukga iyi sonuglar alinmasi TKi’lerinin Ph + ALL'de de
uygulanabilirligini gindeme getirmistir (Yanada vd., 2009). ilk gelistirilen TKi olan imatinibin
tek basina uygulandigi faz | ve faz Il galismalarinda, yeni tani konmus, relaps goérilen veya
refraktdr Ph + ALL hastalarinda tolere edilebilir bir toksisite ve orta dlgekli bir antilésemik etki
saptanmasina ragmen imatinibe verilen cevap sureklilik arz etmemektedir (Druker vd., 2001;
Ottmann vd., 2002). Ayrica, hastalarda gelisen TKi direncide tedavinin éniindeki kisitlayici

engel olmaya devam etmektedir (Fielding ve Zakout, 2013; Pfeifer vd., 2007). ikinci
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jenerasyon TKI'ii olan dasatinibin, imatinib direngli veya intoleransi bulunan Ph+ ALL
hastalarinda kullanimi hali hazirda Food and Drug Administration (FDA) tarafindan
onaylanmig ve imatinibe gobre nispeten daha iyi sonucglar vermekle beraber mevcut
kemoterapi yaklagimlari ile beraber kombine uygulandigi faz ¢alismalari devam etmektedir
(Liu-Dumlao vd., 2012). Faz calismalarindan elde edilen sonuglar g6z 06nunde
bulunduruldugunda hastaligin, 6zellikle diren¢ gelisimine neden olan yeni klinik mutasyonlar
nedeniyle niks ediyor olmasi (relaps) en énemli mortalite sebebini olusturmaktadir (Chiaretti
ve Foa, 2016). Ozellikle, birinci ve ikinci jenerasyon TKI' lerinin etkisiz kaldigi T315I
mutasyonuna sahip hastalarda Uglnci jenerasyon TKi olan ponatinib énemli gelismeler
gostermesine ragmen kardiyovaskuller toksisite goOsteriyor olmasi ¢6zim bekleyen bir
problemdir (Short vd., 2017). Tim bu nedenlerden dolayi, Ph+ ALL'de tam tedaviye
ulasmak oldukg¢a zordur. Dolayisiyla, yeni ajanlarin saptanmasi ve guncel yaklasimlarla
birlikte hedeflenebilecek yeni hicre igi yolaklarin belilenmesi ve literatlire kazandiriimasi

oldukga dnemlidir.

Sfingolipidler hiicre membranin énemli bilesenlerinden olup ¢odalma, blyime, bélinme,
yaslanma, apoptoz, metastaz ve invazyon gibi bircok hiicresel olayda énemli fonksiyon
gostermektedirler (Truman vd., 2014). Bu gruba ait, seramid ve S1F gibi molekiller, 6zellikle
kanser metabolizmasinda, biyoefektdr olarak is gdérmekte ve cesitli sinyal yolaklari ile
etkilesimleri sonucu hucreyi apoptoza, ¢ogalmaya veya metastaza yonlendirmektedirler
(Ogretmen ve Hannun, 2004). Seramid, sfingolipid metabolizmasinin merkezi molekultdir
ve birgcok tedavi yaklagsimi sonucunda hucre iginde miktari artan seramidin apoptoz,
yaslanma, blyidmenin durdurulmasi ve farklilagsma gibi hiicresel etkileri oldugu goésterilmistir
(Truman vd., 2014). Daha 6nce gergeklestirilen bir ¢ok galismada, kemoterapétik tedaviler
sonucu meydana gelen seramidin antiproliferatif ve apoptotik etkiye sahip oldugu dolayisiyla
timor baskilayici bir lipid olarak fonksiyon goésterdidi belirlenmistir (Reynolds vd., 2002;
Morad ve Cobat, 2012). Bununla beraber, seramidin farkli enzimler tarafindan baska lipid
molekullerine donusturtlmesi sonucunda hucre igindeki miktarinin azaldigi ve bunun bir gok
kanser turunde ilag direncinin gelismesindeki O6nemli mekanizmalardan biri oldugu
gosterilmistir (Giussani vd., 2014). Seramid, de novo yol izi, salvage (kazanim) yolagi
vel/veya sfingomiyelinin (SM) sfingomiyelinazlar tarafindan hidrolizlenmesi sonucu
olusmaktadir (Pewzner-Jung vd., 2006; Adan-Gokbulut vd., 2013). Ancak, de novo ve
sfingomiyelinaz yol izleri suana kadar en fazla ¢aligilanlaridir (Truman vd., 2014).

De novo seramid sentez yolaginda rol alan ve regulasyona tabi tutulan anahtar enzimlerden
biri serin palmitoil transferaz (SPT)’dir. SPT, de novo yolaginin ilk basamaginda L-serin ve
palmitoil Koenzim A’dan 3-keto-sfinganin’in sentezinden sorumludur. Olusan sfinganin

seramid sentaz (SerS) enzimi tarafindan dihidro seramide dénustirilir. Dihidro seramid,
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dihidro seramid desaturaz enzimi tarafindan seramide cevrilir (Sekil 1) (Adan-Gokbulut vd.,
2013; Ponnusamy vd., 2010). Etoposid ile muamele edilen MOLT-4 ALL hucrelerinde SPT
aktivitesinin artmasina bagll olarak hicre i¢i seramid konsantrasyonunun arttiyi ve
apoptozun tetiklendigi gosterilmistir (Perry vd., 2000). SPT’in farmakolojik inhibitért (Miriosin)
ile muamele edilen T-hicre lésemi ve lenfomasinda arsenik trioksit tarafindan tetiklenen
hicre o6liminin ortadan kaldirildigi saptanmistir (Dbaibo vd., 2007). Gustafsson ve
arkadaslari (Gustafsson vd., 2009) kannabinoid ile muamele edilen mantle hicreli lenfoma
hicrelerinde tetiklenen hucre o6lumunin, SPT'in inhibe edilmesi sonucu baskilandigini
go6stermistir. SPT’in inhibisyonu kannabinoid tarafindan arttirilan hiicre i¢i seramid miktarinin
azalmasina neden olmustur. BCR-ABL pozitif KML hcrelerinde tirozin kinaz ABL'nin serin
palmitoil transferaz uzun zincir 1 (SPTLC1) alt birimini tirozin 164 rezidisunden
fosforilleyerek inaktiflestirdigi ve hicrelerin ¢odalmasini indukledigi goésterilmistir. BCR-
ABL’nin imatinib veya siRNA ile susturulmasi sonucunda bu fosforilasyon ortadan kalkmis ve
aktif hale gelen SPTLC1 hicrelerde apoptozu tetiklemistir (Taouji vd., 2013). Serin palmitoil
transferaz uzun zincir 2 (SPTLC2)’nin ifadesinin adenovirus transfeksiyonu ile arttirimasi
sonucu hepatokarsinom hucrelerinde hucre igi seramid miktarinin arttigi ve kaspaz aracili
apoptozun tetiklenerek hicre canlhihdin azaldigr saptanmistir (Maeng vd., 2017). Yeni
yayinlanan bir ¢galismada, merkel hicreli karsinomda SPT’in Miriosin ile inhibisyonu sonucu
hlcre i¢i seramid konsantrasyonu azalmasina ragmen hucrelerde nekroz, kaspaz-3 ve PARP
aktiflesmesi ve AKT®*® fosforilasyonunda azalma saptanarak hiicrelerin canlilifinda
inhibisyon gérulmustur. In vivo fare modelinde de, SPT’in inhibisyonu sonucu timdrde
gerileme saptanmistir (Bhat vd., 2019). Melanoma hiicrelerinde ve mirin modelinde yapilan
calismada SPT’in Miriosin ile inhibisyonu sonucu hiicrelerde G2/M fazi tutulumu gérilmus ve
hiicre ¢gogalmasi baskilanmistir (Lee vd., 2011; Lee vd., 2012). Butin bu ¢alismalar 1siginda
SPT inhibisyonunun farkli kanser turlerinde farkli mekanizmalar aracihdi ile hucre
¢ogalmasini azaltmak veya arttirmak yoninde etki gosterdigi anlasiimaktadir. Seramid
sentezinden, SPT ve SerS enzimleri sorumlu olmakla birlikte SerS ayrica sfingozinden
seramidin yeniden sentezindende (salvage yolagi) sorumludur (Sekil 1) (Gustafsson
vd.,2009). Dolayisiyla, SerS hem de novo hem de salvage yol izinde rol alirken SPT sadece

de novo yolaginda aktivite gésterdiginden dolayi bu proje kapsaminda hedeflenmistir.

Seramid bir kere sentezledikten sonra hizli bir sekilde sfingozin veya GS gibi bagka lipidlere
dondsturdliur. Olusan sfingozinin sfingozin kinaz (SK-1 ve SK-2 olmak Uzere iki izoformu
bulunmaktadir) tarafindan S1F’a donusturtilmesi kanser hicrelerinde seramid tarafindan
indiklenen apoptozun geri c¢evrilmesini ve hucrelerin proliferasyonunu saglamaktadir
(Ogretmen ve Hannun, 2004; Pruett vd., 2008). Dolayisiyla, seramid proapoptotik etki

gosteren bir molekul iken S1F antiapoptotik ve hicre proliferasyonunu tetikleyen bir
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molekuldir. Birgok kanser tipinde seramid ve S1F arasindaki denge hicrenin 6lim yada
yasam arasinda karar vermesi acisindan 6nem arz etmektedir (Segui vd., 2006). SK
tarafindan olusturulan S1F, S1FR1-5 adi verilen G-protein-bagl reseptdrlere baglanarak
hidcrenin buyimesi, ¢cogalmasi ve gocunu tetikleyen sinyal yolaklarini aktive etmektedir
(Pyne vd., 2012). SK-1’in cgesitli kanser tirlerinde rolini arastiran bir ¢ok c¢alisma
gerceklestiriimistir. Kanser hicrelerinde (mide, akciger, meme, prostat, kolon ve non-
hodkings lenfoma) SK-1 ifadesinin mRNA ve/veya protein dizeyinde arttigi ve bununda
hicrelerin biyime ve ¢odalmasini sagladigi bilinmektedir (Vadas vd., 2008; Pyne ve Pyne,
2010). Ostrojen reseptdr pozitif meme kanseri hastalarinda SK-1 ifadesinin artmasi diisik
yasam orani ile iligkili olarak bulunmustur (Watson vd., 2010). NK (natural Killer)-blyuk
granulli lenfositik I16semi hastalarinda SK-1'in asin ifade edildigi ve buna bagl olarak
serumda S1F seviyesinin arttigi belirlenmistir (LeBlanc vd.,2015). Kronik lenfositer [6semi
(KLL) hastalarindan alinan KLL hicrelerinde saglikli hicreler ile karsilastirildiginda SK-1
ifadesinin artmis oldugu ve KLL hicrelerinin codalmasina ve hastahdin klinik tablosuna
katkida bulundugu gdésterilmistir (Almejun vd., 2017). Primer Akut miyeloid 16semi (AML)
blastlarinda SK-1 seviyesinin arttigi, SK-1 inhibisyonunun AML hicre hatlarinda, primer AML
blastlarinda ve hastalardan izole edilen AML projenitdr/kdk hlcrelerinde kaspaz aracili
apoptozu tetikledigi belirlenmistir (Powel vd., 2017). Ayni galismada, hastalardan elde edilen
blastlar ile olusturulan AML fare modelinde, SK-1 inhibisyonu sonucu SK-1/S1FR2/MCL1
(antiapoptotik Bcl-2 ailesi Uyesi) sinyalizasyonunun engellenerek genel sagkalimin arttigi
saptanmistir. SKI-178 inhibitérinin hem SK-1/SK-2'yi hemde mikrotibill dinamiklerini
etkileyerek AML hiicrelerinde ve fare modelinde apoptozu tetikledigi bilinmektedir (Hengst
vd., 2017). SK-1 inhibitérii olan Safingol'iin bir yesilcay polifenoli olan EGCG’nin etkisini
sinerjistik olarak apoptozu tetikleyerek arttirdigi gosterilmistir (Tsukamoto vd., 2017). Yeni
yayinlanan bir galismada, SK-1'in B-ALL'de terapétik bir hedef olarak degerlendirilebilecegi
ilk defa gosterilmistir (Wallington-Beddoe vd., 2019). Bu ¢alismada, ALL'de SK-1 ifadesinin
arttigr ve SK-1 geninin genetik olarak silinmesi sonucu 6zellikle BCR-ABL tarafindan
tetiklenen Ph+ ALL fare modelinde gerileme goruldugu gdsterilmistir. Diffiz blytk B hicreli
lenfomada SK-1’in ifadesinin arttigi ve SK-1 Grtnld olan S1F’in S1FR1 aracili sinyal yolagini
aktiflestirerek anjiyogenezi tetikledigi gdsterilmistir (Lupino vd., 2019). Merkel hicrel
karsinomda SK-1/2’nin farmakolojik inhibisyonu sonucu hiicre i¢i seramid konsantrasyonu
artarken hiicrelerde nekroz, kaspaz-3 ve PARP aktiflesmesi ve AKT®*"® fosforilasyonunda
azalma saptanarak hicrelerin canliliginda inhibisyon goértlmustur. In vivo fare modelinde de,
SK-1/2’'nin inhibisyonu sonucu tiimérde gerileme saptanmigtir (Bhat vd., 2019). Ote yandan,
SK-1 ifadesinin artmasinin tedaviye karsi gelistirilen direng ile iliskili oldugu birgok ¢alismada
g6sterilmisitir (Watson vd., 2010; Baran vd., 2007). imatinib direngli K562 KML hiicrelerinde
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SK-1 ve S1F seviyelerinin hassas hicrelere gére arttigi belirlenmistir (Baran vd., 2007). SK-
1’in genetik veya farmakolojik inhibitérler kullanilarak hedeflendigi bir ok ¢alismada kanser
hicrelerinin proliferasyonunun baskilandigi, hicrelerin apoptoza surtklendigi ve tedaviye
karsi gelistirilen direncin kirildig1 gosterilmigtir. SK-1 ifadesinin arttigi belirlenen nilotinib
direngli KML hucrelerinde SK' inhibitéra:nilotinib kombinasyonunun sinerjik apoptotik etki
gosterdigi ve nilotinib direncinin kirildig1 belirlenmistir (Camgéz vd., 2013). Kemoterapi
direngli gastrik kanser hiicrelerinde ve hasta dokularinda SK-1 ifadesinin ve S1F seviyesinin
arttigi ve SK-1 inhibitért ile muamele edilen gastrik kanser hiicre hatlarinda direncin asildigi
saptanmistir (Matula vd., 2015). Ayrica, SK-1 inhibitéru:sisplatin kombinasyonunun sinerjistik
etki gosterdigi belirlenmistir. Ote yandan, KMLden sorumlu olan BCR-ABL’nin
regulasyonunda ve TKi direncinin gelisiminde, SK-1/S1F/S1FR2 yolaginin édnemi ve bu yolak
araciligi ile aktiflestirilen protein fosfataz 2A (PP2A)nin module edilmesi ile BCR-ABL’nin
stabilizasyonunun azaldid1 ve ila¢ direncliliginin ortadan kalktigi literatirde gosterilmistir
(Salas vd., 2011). Paklitaksel direncli PC3 prostat kanseri hiicrelerinde hassas htcreler ile
karsilastirildiginda S1F miktarinin arttigi, bu durumunda SK-1 ifadesinin artmasiyla iliskili
oldugu saptanmistir (Aoyama vd., 2017). Etoposid direngli retinoblastoma hicrelerinde S1F
miktarinin artarak hicrelerin sagkalimina katkida bulundugu gdsterilmistir (Kakkassery vd.,
2019).

Glukozil seramid sentaz (GSS), seramidin glukozil seramid (GS)'e déniusiminden sorumlu
enzimdir (Adan-Gokbulut vd., 2013). Bir¢cok ¢alismada, GS’in kanser hiicrelerinin blylumesini
tetikledigi ve ila¢ direncinin kazanilmasinda énemli roli oldugu gdsterilmistir (Li vd., 2000;
Lucci vd., 1998). Dolayisiyla, GS, tipki S1F gibi seramid ile tamamen zit fonksiyon gosteren
antiapoptotik bir lipiddir. GSS’Iin farmakolojik inhibitorler ile hedeflenmesi sonucu kanser
hlcrelerinde ¢ogalmanin durdugu ve apoptozun tetiklendigi, kemoterapiye karsi kazanilan
direncin ise ortadan kalktigi gosterilmistir. Yapilan bir calismada, PDMP (GSS inhibitori) ile
muamele edilen T315] mutasyonuna sahip direngli KML hiicrelerinde TKi'lerine karsi
duyarlihgin arttigi ve GSK-3 yolaginin aktif hale gelmesi ile apoptozun tetiklendigi
saptanmistir (Huang vd., 2011). Aktif p53’ye sahip insan glioma hucrelerinde, PDMP
muamelesi hlcre i¢i seramid konsantrasyonlarini arttirarak kaspaz yolagini aktiflestirmis ve
apoptozu tetiklemistir (Hara vd., 2004). Paklitaksel direngli PC3 prostat kanseri hiicrelerinde
hassas hiicreler ile karsilastirildiginda GSS ifadesinin artmasinin paklitaksel direnci ile iligkili
oldugu, GSS inhibitérleri (PDMP ve PPMP) ile hicreler muamele edildiginde hicre igi
seramid mikatrinin arttidi ve direngli hlcrelerin godalmasinin baskilandigi gosterilmistir
(Aoyama vd., 2017). MCF-7 meme kanseri hicrelerinde GSS geninin ifadesinin arttirilmasi
neticesinde, GS aracili AKT ve ERK1/2 sinyal yolaklarinin aktifleserek MDR1 (Multi Drug

Resistance Gene 1) ve antiapoptotik proteinlerin ifadesini arttirdigi saptanmistir (Wegner vd.,
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2018). Sorafenib direncli hepatokarsinoma hucrelerinde GSS ifadesinin arttidi, farmakolojik
veya genetik olarak inhibe edilen GSS’in ise hucreleri sorafenibe hassas hale getirdigi
bilinmektedir (Stefanovic vd., 2016). Bu ¢alismada PDMP ve sorafenib kombinasyonu
sonucu sitokrom ¢ saliniminin artmasi ve ATP yetersizliginin ortaya ¢ikmasi sonucu hucre
OlimU goridlmuistir. Pankreas kanseri hicrelerinde, PDMP’nin MEK/ERK inhibitéri olan
AZD-6244’e karsgi hucreleri hassaslastirdigi saptanmistir (Wang vd., 2015). NK [dsemi
hicrelerinde C6-seramid nanolipozomlari ile birlikte verilen PPMP GSS inhibitérinin
sinerjistik olarak hucre icindeki seramid miktarini arttirarak mitokondriyal yol izi Uzerinden
apoptozu tetikledigi bilinmektedir (Watters vd., 2013). PDMP’nin antiapoptotik Bcl-2 protein
inhibitéri olan ABT-263 ile kombinasyonunun I6semi hucrelerinde apoptotik lipidler olan
seramid ve sfingozin miktarini arttirdigi ve kaspaz-3'U aktiflestirerek apoptozu tetikledigini
gosterilmistir (Casson vd., 2013). KLL htcrelerinde hiicrelerin proliferasyonunda 6énemli rol
oynayan B hicre reseptorinin (BCR), seramidin GSS’e modifikasyonunu destekleyerek
hicrelerin sag kalimina katkida bulundugu gésterilmistir (Schwamb vd., 2012). Dasatanib ile
muamele edilen Meg-01 KML hcrelerinde GSS ifadesinin azalarak hiicrelerin gogalmasinin
baskilandigi goésterilmistir (Gencer vd., 2011). Fludarabin direncgli KLL hicrelerinde hassas
MEC-2 KLL hcreleri ile kargilastirildiginda GSS ifadesinin artmasi neticesinde hicre igi
seramid miktarinin azalmasina bagli olarak apoptozun baskilandigi ve hicre ¢ogalmasinin
tetiklendigi ve ayrica hucrelerin 16semi kok hicresi benzeri 6zellik kazandidi saptanmistir
(Huang vd., 2018). Bu projede, Ph+ ALL hicrelerinde seramidin S1F veya GS’e
donusturerek hiicre cogalmasini indikleyebilecek olan SK-1/2 ve GSS enzimleri farmakolojik
olarak hedeflenmistir. Ayrica, SPT, SK-1/2 ve GSS enzimlerinin inhibisyonu sonucu BCR-

ABL’nin ifadesinde meydana gelen olasi degisiklikler incelenmisgtir.

Terap6tik degere sahip ¢ok sayida biyolojik olarak aktif maddenin bitkilerden elde edildigi
bilinmektedir. Resveratrol (3,5,4'-trihidroksi-trans-stilben) Gzim, yer fistigi ve yaban mersini
basta olmak Uzere c¢ok sayida bitki tlrinde bulunan ve kemopreventif/kemoterapoétik
Ozellikleri gosterilmis olan dogal bir polifenol’dur (Kundu ve Surh, 2008). Resveratrolin,
hidcre buyumesi, bolunmesi, apoptoz, anjiyogenez ve metastaz gibi hiucresel olaylari kontrol
eden sinyal yolaklarini modile ederek karsinogenezin c¢esitli safhalarini etkiledigi
bilinmektedir (Shukla ve Singh, 2011). Resveratroliin tetikledigi apoptoz mekanizmalari
kanser turlerinde farklilik géstermekle beraber literatiirde gesitli hematolojik kanser tirlerinde
detayl olarak gosterilmistir (Frazssi ve Tigano, 2012). K562 KML hicrelerinde resveratrolin
PI3K/protein kinaz B/mTOR yolagini inhibe ederek, ayrica kaspaz-3 aktivitesini arttirarak ve
siklin D1 ifadesini azaltarak hicre ¢ogalmasini durdurdugu belirlenmistir (Sui vd., 2014).
Resveratrol ile muamele edilen 232B4 KLL hucrelerinde kaspaz-3 enzim aktivitesinin arttigi

ve hicre siklusunun G0/G1 fazinda bir tutulma meydan geldigi tarafimizca belirlenmistir
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(Gokbulut vd., 2013). Ayrica, resveratrolin imatinib hassas ve direngli K562 KML
hlcrelerindeki terapotik potansiyeli kaspaz-3 aktivitesinin artisi, mitokondri membraninda
meydana gelen bozulmalar ve apoptozun tetiklenmesi ile iligkilendirilmistir (Can vd., 2012).
Adriamisin direngli HL60 APL hucrelerine resveratrol adriamisin ile beraber verildigi
hicrelerde PI3K/Akt/Nrf2 yolaginin ve MRP1 ifadesinin azalarak direncin geri cevrildigi
gosterilirken (Li vd., 2019), direncgli K562 KML hicrelerinde lizozomal katepsin D salinimin
artmasi sonucu otofajik apoptozun tetiklenerek direncin kirlldigi gésterilmistir (Zhang vd.,
2018). AML hicrelerinde resveratroliin IL-6 tarafindan aktif hale getirilen sonik-hedgehog
sinyal yolaginin inhibe etmesi sonucu hicre canhliginin inhibe oldugu saptanmistir (Su, vd.,
2013). Resveratroliin gesitli ALL tiplerindeki etki mekanizmalarinin arastirildigi ¢alismalar
olmakla beraber (Ghorbani vd., 2015; Ge vd., 2013; Zunino ve Storms, 2006) ylUksek riskli
Ph + ALL tedavisindeki terapodtik potansiyelinin ve etki mekanizmasinin arastirildigi
calismalar oldukga sinirlidir. Bu ¢alismalardan birinde resveratrol B-ALL hicrelerinde PTEN
ifadesini arttirmis ve p-AKT and p-ERK1/2 ifadesini azaltarak hiicre proliferasyonunu
durdurmustur (Ghorbani vd., 2015). Ge ve arkadaslari (Ge vd., 2013) resveratrol ile muamele
edilen T-ALL hicrelerinde p21 ve p27’nin ifadesinin arttigini, siklin A ve D’nin ifadesinin
azaldigini ve sonug olarak GO/G1 fazinda tutulma meydana geldigini gostermislerdir. Ayrica,
antiapoptotik Bcl-2 ailesi Uyelerinin ifadesi azalirken apoptotik tyelerin ifadesi artmistir. Yeni
yayinlanan bir c¢alismada, CCRF-CEM T-ALL hiicre hattinda resveratrolin artan
konsantrasyonlarinin ve prednisolon’'un YKL-40 geninin ifadesi azaltarak terapotik etki
gOsterebilecegi ifade edilmistir (Zadi Heydarabad vd., 2019). Ayni grup, resveratrolin T-
ALL’de apoptotik Bax gen ifadesini arttirip anti-apoptotik Bcl-2 gen ifadesini azaltarak
apoptozu tetikledigini ve gen ifadelerindeki bu degisikligin promoter bdlgedeki olabilecek
DNA metilasyonundan bagimsiz oldugunu goéstermislerdir (Zadi Heydarabad vd., 2018).
MOLT-4 T-ALL hacrelerinde ABT-737 (BH3 mimetik) ile birlikte uygulanan resveratroliin
sinerjistik etki gostererek DNA hasarini arttirdigi, hucre siklusunda bozulmalara neden
oldugu, p53 seviyesini ve Bax/Bcl-2 oranini arttirdigi saptanmistir (Opydo-Chanek vd.,
2017). T-ALL TALL-104 ve B-ALL SUP-B15 hiicrelerinde miR-196b ve miR-1290 ifadelerinin
arttigi, IGFBP3 (Insulin-like growth factor binding protein 3, 16semi gelisimi ile ters orantili
oldugu bilinmektedir) ifadesinin ise azaldigi gdsterilmistir. Resveratrol muamelesi sonucu
miRNA’larin ifadesi azalirken IGFBP3 ifadesini arttirarak etki gosterdigi belirtiimistir (Zhou
vd., 2017). Zunino ve arkadasglar tarafindan yuksek riskli t(4;11) B-ALL fare modeli Uzerinde
yapilan galismalarda, in vitro calismalarinin aksine, resveratrolin hucrelerin buylimesini
inhibe etmedidi ve diyet iginde verilen resveratrolin vinkristine karsi cevabi arttirmadigi,
hicrelerin blylimesini inhibe etmedigini gdstermislerdir (Zunino vd., 2012a, 2012b). Lésemi

turleri ile karsilastinldiginda resveratrol solid kanser turlerinde daha yaygin bir sekilde
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calisiimaktadir ve ¢ok sayida calisma literatlire kazandirilmistir. Yuan ve arkadaslar (Yuan
vd., 2015) resveratrol ile muamele edilen kolon kanseri hicrelerinde hlicre ¢godalmasinin
durduruldugunu ve apoptozun tetiklendigini in vitro ve in vivo modellerde gdstermisler ve
bunun BMP9/p38 MAPK yol izinin aktivasyonu ile iligkilendirmiglerdir. Temozolamide karsi
direng godsteren malignant glioma hicrelerinde resveratrol'iin Wnt yolagini baskilayarak
hucreleri hassaslastirdigi Yang ve arkadaslari tarafindan gdésterilmistir (Yang vd., 2019).
Resveratrolin osteosarkoma kanser kok hucrelerinde JAK2/STAT3 yolagini inhibe ederek
paralelinde CD133 kanser kdk hlcresi yuzey belirteci ifadesini azalttig1 gosterilmistir (Peng
ve Jiang, 2018). insan meme kanserinde, resveratrol muamelesi sonucu TGF-B1 aracili
epitel-mezenkimal donusumun bloklandidi ve in vivo kanser modelinde akcigere metastazin
engellendigi gdsterilmistir (Sun vd., 2019). Literatiirden de anlasildigi Gizere resveratrol farkli
kanser tirlerinde, farkli etki mekanizmalari Uzerinden etki gdsteren pleiyotropik bir

molekduldar.

Son yillarda resveratrolln literatiirde gdsterilen ¢ok sayida etki mekanizmasina ilave olarak
sfingolipid metabolizmasini dizenleyerekde terapdtik potansiyele sahip olabilecegini
goOsteren bircok veri bulunmaktadir. Resveratrolun seramid miktarini arttirarak seramid aracili
apoptozu tetikledigi meme kanserinde gosterilmistir (Minutolo vd., 2005). Resveratrolin
metastatik meme kanseri ve kolon kanseri hicreleri Uzerindeki apoptotik etkilerinin de novo
seramid sentez yolaginin aktivasyonu ile oldugu ve SPT’in inhibe edilmesi sonucu bu etkinin
geri dondugu bilinmektedir (Scarlatti vd., 2003; Ulrich vd., 2007). Gastrik kanser hticrelerinde
resveratrolun dihidroseramid sentaz enziminin aktivitesini azalttigi ve dihidroseramid
miktarini arttirarak apoptozu tetikledigi saptanmistir (Shin vd., 2012). MCF-7 meme kanseri
hicrelerinde resveratrolin SK-1 aktivitesini inhibe ettidi, dolayisiyla seramid/S1F dengesini
seramid yodnunde kaydirarak apoptozu tetikledigi belirlenmistir (Lim vd., 2012). Gastrik
kanseri hucrelerinde, resveratrol muamelesi dihidroseramid miktarini arttirarak otofajiyi
tetiklemektedir (Signorelli vd., 2009). OVCAR-3 ovaryum kanseri hiicrelerinde, resveratrol ve
seramidin birlikte veya birbiri ardina verilerek kemopreventif veya kemoterapotik ajan olarak
kullanilabilecedi gosterilmistir (Lin vd., 2013). Bu ¢alismada hem resveratrol hemde

seramidin ERK1/2 yolagini aktive ederek apoptozu tetikledigi belirtiimigtir.

Nazofarenks kanser hicrelerinde, resveratrol SPT aktivitesinin artmasina paralel olarak
hiicre icinde anormal miktarda seramid birikimine ve endoplazmik retikulum (ER) stresine
neden olmustur. Sonug olarak, ER iliskili kaspaz 12 ve apoptotik CHOP aktivasyonu sonucu
apoptoz tetiklemistir (Chow vd., 2014). Wang ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada
ilk defa resveratrol tarafindan indiklenen seramidin, B16 melanoma hucrelerinde koruyucu
otofajiyi tetikleyerek hicre o6liminden korudugu gosterilmistir (Wang vd., 2014). HTC116

kolon kanseri hiicrelerinde resveratrol seramid miktarini arttirirken S1F seviyesini azaltmistir
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(Mizutani vd., 2016). Son zamanlarda ¢ikan bir ¢alismada, asin lipid yukli statide (obezite
ile baglantili risk faktérl) bulunan karaciger kanseri hlcrelerinde resveratroliin sfingolipid
metabolizmasi Uzerindeki etkileri gosterilmis ve kismen koruyucu etkisi olabilecegi
belirtiimistir. Bu ¢alismada, resveratrol seramid, sfingozin ve sfinganin ve ilgili de novo
seramid sentezi yolunda gorevli olan enzimlerin ifadelerini arttirmistir (Charytoniuk vd.,
2018).

Bununla beraber, resveratrolin sfingolipid metabolizmasi ile ilgili etki mekanizmalarinin
I6semi turlerinde arastirildigi sadece birka¢ calisma bulunmaktadir. Bu calismalardan
birinde, resveratrol muamelesi sonucu HL60 akut promyelositik I6semi (APL) ve K562 KML
hicrelerinde SerS genlerinin ifadesinin arttiyi, SK-1 ve GSS ifadesinin azaldigi bulunmustur.
Ayrica, PDMP:resveratrol ve SK-1 inhibitori:resveratrol kombinasyonlarinin hem APL hemde
KML’de sinerjistik apoptotik etki gosterdigi saptanmigtir (Cakir vd., 2011; Kartal vd., 2011).
Tian ve arkadaslari (Tian vd., 2015) resveratroliin, K562 KML hticrelerinde SK-1 inhibitoru ile
birlikte uygulandidinda sinerjistik apoptotik bir etki sagladigini gostermiglerdir. K562 KML
hicrelerinde resveratrol seramid miktarini ve ASMaz'in (Asit Seramidaz)’'in transkripsiyonel

ifadesini arttirirken S1F seviyesini azaltmigtir (Mizutani vd., 2016).

Literatirden bildigimiz kadariyla, resveratrolin Ph+ ALL’de terapdtik potansiyelinin
arastinlldiyi ve seramid metabolizmasinda meydana gelen degdisimlerin resveratrol aracili
apoptozda olasi rolinun incelendigi herhangi bir calismaya rastlanmamigtir. Bu proje ile,
resveratrolun Ph+ ALL hucrelerindeki anti-losemik etkisinin molekuler sinyal yolaklari
seramid metabolizmasinda goérev alan anahtar enzimlerin hedeflenmesi ve BCR-ABL
ifadesinde meydana gelen degisimlerin saptanmasi ile iligskilendirilerek arastiriimistir. Ayrica,

resveratroliin SK, SPT ve GSS enzimlerinin ifadesi Uzerindeki etkiside incelenmistir.
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Sekil 1: Seramid Metabolizmasi

Sekil 1. Hedeflenen seramid metabolizmasi enzimleri ve kullanilan inhibitérler.

3. GEREG VE YONTEM

Kimyasallar: Resveratrol (Sigma Aldrich), SPT inhibitérid (Miriosin (Myriocin), Cayman
Chemical), SK inhibitéri (SKI Il, Cayman Chemical) ve GSS inhibitéri (PDMP, Cayman
Chemical) icin stok solusyonlari Uretici firma tarafindan belirtidigi Gzere dimetilsilfoksit
(DMSO) icinde hazirlanmis ve -20°C’de muhafaza edilmigtir. Belirlenen calisma
konsantrasyonlari ana stok ve/veya gerekli oldugu durumlarda ana stok kullanilarak

hazirlanan ara stoklardan hazirlanmistir.

Hicre Hatlari ve Klltir Kosullari: Calismada iki farkli Ph+ ALL (BCR-ABL'i ifade eden) hilcre
hattt (SD-1 ve SUP-B15) kullaniimigtir. Bu hlcreler DSMZ (German Collection of

Microorganisms and Cell cultures)’den temin edilmigtir. Hucreler %10-20 fetal dana serumu

(FBS) ve %1 penisilin-streptomisin igeren RPMI 1640 (+ L-glutamin, Gibco™) besiyerinde,
37°C sicaklik ve %5 CO, ortaminda karbondioksit inkiibatoriinde uretilmisler ve her 2-3

gunde bir pasajlanmislardir.

MTT Testi: Resveratrol, SPT, SK ve GSS inhibitorlerinin SD-1 ve SUP-B15 hicreleri
Uzerindeki sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla MTT hicre proliferasyon testi kullaniimistir
(Adan ve Baran, 2015; Adan ve Baran, 2016). Ayrica yine MTT testi ile resveratrol:SPT
inhibitoru, resveratrol:SK inhibitorl ve resveratrol:GSS inhibitérii kombinasyonlarinin SD-1 ve

SUP-B15 hicreleri Uzerindeki blylimeyi baskilayici etkileri belirlenmistir. Bu amag
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dogrultusunda, tripan mavisi ile hicre canlihgi kontrol edildikten ve thoma lami kullanilarak
hicreler sayildiktan sonra kuyucuk basina SD-1 hiicreleri igin 10.000, SUP-B15 hiicreleri igin
ise 20.000 huicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekimler yapilmig ve ilgili ajanlarin
artan konsantrayonlari eklenerek 48 ve 72 saat boyunca inkube edilmistir. SD-1 ve SUP-B15
hucreleri igin uygulanan resveratrol, SK (SKI Il), GSS (PDMP) ve SPT (Miriosin) inhibitorleri
konsantrasyonlari sirayla su sekildedir: 10-, 20-, 40-, 60-, 80-, 100 yM; 0.25-, 0.5-, 1-, 2.5-, 5-
, 10-, 20 pyM; 0.25-, 0.5-, 1-, 2.5-, 5-, 10-, 20-, 40 yM ve 1-, 5-, 10-, 20-, 40-, 80-,100 nM’dir.
inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga 20 ul MTT reaktifi (5 mg/mL, Sigma Aldrich) eklenmis
ve 4 saat, 37°C’'de ve %5 CO, igceren inklUbatorde inkiibe edilmistir. 96-kuyucuklu tabaklar
558 x g’de 10 dk santrifiijlenmis ve olusan formazan kristalleri 100 pl DMSO ile ¢ézlldikten
sonra, formazan yogunluklari, spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda okunmustur.
Spektrofotometrik sonuglara gére hicre ¢ogalma grafigi olusturulmus ve resveratrol i¢in 1Cs
(hicre blyumesini %50 oraninda inhibe eden konsantrasyon), PDMP ve SK inhibitorleri igin
ise 1C1g-20 (hlicre blyimesini %10-20 oraninda inhibe eden konsantrasyon) hesaplanmistir.
Belirlenen konsantrasyonlarda hlcre c¢ogalmasinda Miriosin tek basina c¢ok etki
gostermediginden dolay! her iki hiucre hatti icinde Miriosinin 100 nM konsantrasyonu ile
calismalar yapilmistir. 1C4o konsantrasyonlarinin bu enzimlerin inhibe edilmesi icin ve
seramid birikimini saglamalar igin yeterli oldugu literatirde gosterilmigtir (Baran vd., 2007).
Sonug olarak, ilgili ajanlarin ve kombinasyonlarin (resveratroliin artan konsantrasyonlari +
PDMP veya SK inhibitorlerinin 1C4o.20 degerleri, resveratroliin artan konsantrasyonlari ve SPT
inhibitérd en yuksek konsantrasyon) ilgili hiicreler Uzerindeki sitotoksik etkileri belirlenmistir.
Kombinasyon deneylerinde SD-1 hicrelerine, resveratrolin 10-, 20-, 40 uM
konsantrasyonlari SKI Il 2.5 yM, PDMP 10 uyM ve Miriosinin 100 nM ile birlikte uygulanmistir.
SUP-B15 hucrelerinde ise resveratrolin artan konsantrasyonlari (5- ve 10 yM), SKI Il 1.0
uM, PDMP 1.0 pM ve Miriosinin 100 nM konsantrasyonlari ile kombine edilerek
uygulanmistir. Tim hicre ¢ogalmasi deneylerinde (tekli ve kombinasyon), SD1 ve SUP-B15
hicreleri icin  birbirinden badimsiz zamanlarda G¢ farkh hiicre proliferasyon testi
gercgeklestiriimistir ve sonucglar bu G¢ ayr setin ortalamasi olarak verilmigtir. Birbirinden
bagimsiz zamanlarda gercgeklestirilen deney setlerinde ise her bir konsantrasyon igin tg¢ farkl

kuyucukta calisiimigtir.

Apoptozun Akim Sitometresi ile Aneksin-V/Propidyum lyodiir ikili Boyama Yoéntemi ile

Belirlenmesi: Resveratrol, SPT, SK ve GSS inhibitorleri, resveratrol:SPT inhibitord,

resveratrol: SK inhibitdrl ve resveratrol:GSS inhibitéri kombinasyonlari ile muamele edilen
SD-1 ve SUP-B15 hiicrelerinde fosfatidil serinin miktari ve yerlesimi AneksinV—Propidyum
iyodir (Pl) (BioVision, Inc.) ikili boyama ydntemi yardimiyla akim sitometrisi ile belirlenmistir

(Adan ve Baran, 2015; Adan ve Baran, 2016). 1x10%2ml hiicre belirlenen resveratrol, SPT,
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SK ve GSS inhibitérleri, resveratrol:SPT inhibitérli, resveratrol: SK-1 inhibitérd ve
resveratrol:GSS inhibitérii kombinasyonlari ile 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
652 x g’de 10 dk santrifljlenerek toplanan hicreler soguk 1X PBS ile 2 kez yikanmistir.
Daha sonra 200 yl Anneksin baglama solusyonu eklenerek homojenize edilmistir. Elde edilen
hlcre suspansiyonunun uzerine 2 pyl Anneksin V ve 2 ul propidyum iyodur eklenmis ve 15 dk
oda sicakhginda karanlikta inkibe edilmistir. Ardindan, akim sitometrisinde (BD) oOl¢ctimler
gercgeklestirilmigtir. SD-1 hdcrelerine resveratrol (10-, 20-, 40 uyM), SKI Il (1-, 2.5- ve 5 M),
PDMP (10-, 20-, 40 pM), Miriosin (40-, 80-, 100 nM) ve resveratrolin 10-, 20-, 40 yM
konsantrasyonlarinin SKI Il 2.5 yM, PDMP 10 pM ve Miriosinin 100 nM ile kombinasyonu
uygulanmis ve aneksinV-Pl boyamasi yapilmistir. SUP-B15 hicrelerinde ise resveratroliin
artan dozlar (5-, 10 yM), SKI Il 1 uM, PDMP 1 pM, Miriosin 100 nM ile birlikte uygulanmistir.

Hiicre Siklusu Analizi: Resveratrol, SPT, SK ve GSS inhibitorleri, resveratrol:SPT inhibitord,

resveratrol: SK inhibitdérl ve resveratrol:GSS inhibitéri kombinasyonlari ile muamale edilen
SD-1 ve SUP-B15 hicrelerinde hiicre doéngusi analizleri akim sitometrisi kullanilarak
yaplimistir (Adan ve Baran, 2015; Adan ve Baran, 2016). 1x10%2ml hiicre belirlenen
resveratrol, SPT, SK ve GSS inhibitorleri, resveratrol:SPT inhibitérli, resveratrol: SK
inhibitért ve resveratrol:GSS inhibitorii kombinasyonlari ile 48 saat inkiibe edildikten sonra
260 g'de 10 dk santrifijlenerek toplanmistir. Hicre pelletleri 1 ml soguk PBS ile iki defa
yikanmis ve Uzerlerine 4 ml soduk etanol eklenmistir. Hicreler en az 24 saat siireyle -20°C
dondurucuda bekletilmiglerdir. 260 g’de 10 dk santriflijlenerek elde edilen hiicre pelleti 5 ml
soguk PBS'te homojenize edilmis ve santrifijlenmigtir. Pellet 1 ml PBS-Triton X100 icerisinde
¢ozulerek tzerlerine 100 pl RNase-A (200 ug/ml, Sigma Aldrich) eklenmis ve 30 dk boyunca
37°C’de inkiibe edilmistir. Ardindan 100 pl propidyum iyodir (1mg/ml, Sigma Aldrich)
eklenmis ve oda sicakhginda 10-15 dk boyunca bekletilmigtir. Hicre déngusu analizi akim
sitometrisi ile gerceklestiriimistir. SD-1 hucrelerine resveratrol ( 20 uyM), SKI Il ( 2.5 pM),
PDMP (10 pM), Miriosin (100 nM) ve 20 uM resveratrol’un SKI Il 2.5 yM, PDMP 10 pM ve
Miriosinin 100 nM ile kombinasyonu uygulanmistir. SUP-B15 hiicrelerinde ise resveratroliin
artan dozlar (5-, 10 yM), SKI Il 1 uM, PDMP 1 pM, Miriosin 100 nM ile birlikte uygulanmistir.

Western Blot Analizi: Resveratrol, SPT, SK ve GSS inhibitorleri, resveratrol:SPT inhibitor,

resveratrol: SK inhibitérl ve resveratrol:GSS inhibitéri kombinasyonlari ile muamele edilen

SD-1 ve SUP-B15 hiicrelerinde apoptozun molekiler belirtegleri olan kaspaz-3 ve PARP
proteinlerinde meydana gelen degisimler western blot ile saptanmistir (Baran vd., 2007).
4x10° SD1 hiicresi, 20- ve 40 uM resveratrol, 2.5 uM SKI 1, 10 yM PDMP, 100 nM Miriosin,
20 pM resveratrol + 2.5 yM SKI I, 40 yM resveratrol + 10 yM PDMP, 20 uM resveratrol
+100 nM Miriosin ile, 4x10° SUP-B15 hiicresi ise 5- ve 10 uM resveratrol, 1 uM SKI I, 1 yM
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PDMP, 100 nM Miriosin, 10 uM resveratrol + 1 yM SKI Il, 10 yM resveratrol + 1 yM PDMP,
10 uM resveratrol +100 nM Miriosin ile 48 saat muamele edildikten sonra hucrelerden
proteinaz inhibitdri iceren RIPA tamponu (Sigma Aldrich) kullanilarak total protein
izolasyonu gergeklestirilmistir ve toplam protein konsantrasyonlari (mg/ml) RC DC™ Protein
Assay (BioRad) kiti kullanilarak ve kit iceriginde &nerilen protokole bagli kalinarak
hesaplanmistir.

RIPA tamponu ile protein izolasyon protokolii su sekildedir:

* Hucreler belirlenen konsantrasyonlardaki resveratrol ve resveratrol:inhibitor
konsantrasyonlari ile 48 saat muamele edilmigtir.

* Hducreler 15 mllik tuplerde toplandiktan sonra 4°C, 3200 x g'de 5 dk santrif{j
edilmistir.

» SantrifUj sonrasi supernatant uzaklastirmistir. Hicreler 1X soguk PBS ile yikandiktan
sonra 4°C, 3200 x g'de 5 dk santrifiij edilmigtir. Bu islem iki kez tekrar edilmistir.

 |kinci yikamadan sonra pellet tizerine soguk 150 ul RIPA tamponu eklendikten sonra
pipetleme ve vorteks islemleri yapilmistir. Ardindan 1ml'lik enjektérlerle 10-15 kez
cekip birakma islemi yapilarak liziz gergeklestiriimis ve buzun Gzerinde 25-30 dk
bekletilmistir. Bekleme stresinin ardindan RIPA buffer igerisinde olan hicreler 4°C,
135 x g'de 15 dk santrifuj edilmis ve izole edilmis proteinler -20 veya -80°C’ de

saklanmistir.

Her bir hiicre grubu igin belirlenen ve yukarida belirtilen konsantrasyonlarda resveratrol, SKI
I, PDMP, Miriosin ve resveratroltn ilgili inhibitorler ile kombinasyonlari ile muamele sonucu
elde edilen toplam proteinden 30 pg ornek olacak sekilde jele yuklenmis ve jelde yuriyen
proteinler PVDF membrana transfer edilmistir. Proteinlerin membrana transferinden ve
PVDF membranda 6zglin olmayan baglanmalar bloke edildikten sonra kaspaz-3, PARP,
BCR-ABL ve internal pozitif kontrol olarak Beta Aktin proteinlerine 6zgu antikorlar ile inkiibe
edilmis ve sonrasinda yikama asamalari gergeklestiriimigtir. Membranlarin ikincil antikor ve
kromojenik substrat ile inkiibasyonu sonrasinda ise hedeflenen proteinlerin miktarlar tespit
edilmistir. Benzer sekilde resveratrol ile muamele edilen SD-1 ve SUP-B15 hicrelerinde
SPT, SK-1/2 ve GSS proteinleri bu proteinlere 6zgl antikorlar kullanilarak western blot ile
kontrol edilmistir.

Western Blot ProtokolU

* Her bir drnek igin 30 pg/40 pl protein, 2X laemni tamponunda (Santa Cruz
Biotechnology) 95°C’de 5 dk kaynatilarak denattire edildikten sonra hedef proteinlerin

molekdler agirliklarina gére hazirlanan farkl yogunluklardaki jellerin kuyucuklarina
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yiiklenmistir. Proteinlerin molekiler agirhgini  belilemek {izere PageRuler™
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific™ ) kullanilmistir.

e Jel 100 V'da 80 dk yurGtilmustir ve methanol icinde active edilen PVDF
membranlara transfer (Trans-Turbo, BioRad ) 25V, 1A, 30 dk’ da gerceklestiriimistir.

* Membran % 5 yagsiz siut tozu veya BSA (Bovin Serum Albumin) igeren 1X TBST
(Tris-buffered saline, % 0.1 Tween 20)'te 1 saat oda sicakliginda bloklanmistir .

» Kaspaz-3 (Cell Signaling), PARP (Cell Signaling), BCR-ABL (Cell Signaling), SK (Cell
Signaling), SPT (Novus Biologicals), GSS (Novus Biologicals) ve internal pozitif
kontrol olarak Beta Aktin (Cell Signaling) proteinlerine 6zgul birincil antikorlar 1:2000
dilusyon olacak sekilde % 5 yagsiz sut tozu ile hazirlanan 1X TBST icerisinde
hazirlanmigtir ve membran bir gece +4°C de bekletildikten sonra birincil antikorlar ile
uyumlu ikincil antikorlar (Jackson Immuno Research) 1:10.000 oraninda (%5 yagsiz
sut tozu iceren 1X TBST) uygulanmistir. Pierce™ ECL Western Blotting Substrate Kkiti
(Thermo Scientific™) kullanilarak gériintileme yapilmistir (Bio-Rad, ChemiDoc).
imminreaktif bantlarin densitometrik analizleri gériintiileme cihazinin kendi programi

kullanilarak analizlenmistir (Bio-Rad, Image Lab™ 3.0).

Sitokrom-c Salinimi: Mitokondri i¢ membrani ile dis membrani arasinda lokalize olan

sitokrom c’nin sitozole salinimi apoptozun &énemli belirteclerinden biridir. Sitozoldeki
sitokrom-c, Apaf-1 ile komplesk olusturarak kaspaz-9’u aktif hale getirir. Aktiflesen kaspaz-9
ise kaspaz-3’U aktiflestirir. Sitokrom-c salinimini saptamak amaciyla, resveratrol, SPT, SK
ve GSS inhibitorleri, resveratrol:SPT inhibitorl, resveratrol: SK inhibitéri ve resveratrol:GSS
inhibitéri kombinasyonlari ile muamele edilen SD-1 ve SUP-B15 hiicrelerinden mitokondri
acisindan zenginlestiriimis fraksiyonlar elde edilmistir. Bunun igin sitokrom-c salinimi
apoptoz kiti kullaniimistir (BioVision, Inc.). Sitozoldeki sitokrom-c miktarini saptamak igin kit
icinde bulunan sitokrom-c’ye 6zgii antikorlar kullanilarak western blot yapilmistir. 107 SD-1
ve SUP-B15 hiicresi belirtilen konsantrasyonlarda 48 saat muamele edildikten sonra kitde
yer alan metot takip edilerek mitokondriler sitozolden zenginlestiriimistir. Hem sitozolik
hemde mitokondriyal fraksiyonlardan 15ug/40 pl protein detaylari agiklanan western blot

yéntemi ile anti-sitokrom-c (1:100) antikoru kullanilarak gergeklestirilmistir.

istatiksel Analizler: Deneyler, birbirinden bagimsiz U¢ set halinde gergeklestiriimistir ve
sonuglar ortalama = standart hata olarak verilmistir. Deneylerin istatiksel analizleri
GraphPad Prism 6.0 programi kullanilarak yapilmistir. MTT deneyinin analizleri igin tek
yonlli varyans analizi (one-way ANOVA: one way analysis of variance), hiicre siklusu analizi
ve aneksin-V/PI analizlerinde ise iki-yollu varyans analizi (two-way ANOVA) yapilarak deney

setleri karsilastinimistir. P<0.05'ten kiguk olmasi istatiksel olarak anlamh olarak kabul
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edilmistir.
4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Resveratrol, SPT inhibitérii (Miriosin), SK inhibitérii (SKI I1), GSS inhibitérii (PDMP)
ve Resveratroliin SKI Il, PDMP ve Miriosin ile Kombinasyonunun SD1 ve SUP-B15 Ph+

ALL Hiicrelerinin Proliferasyonu Uzerine Etkileri

Hucre proliferasyon testi sonuglarina gére resveratrol (Sekil 2a ve 3a), SKI Il (Sekil 2b ve 3b)
ve PDMP (Sekil 2c ve 3c)nin zaman ve konsantrasyona bagli olarak hicreler Uzerinde
sitotoksik etki gOsterdigi gorUlmektedir. Hicre c¢ogdalma verileri  kullanilarak 1Cs
konsantrasyonlari SD1 hucreleri igcin 48 ve 72 saat i¢in sirasiyla 43- ve 37 pM (Resveratrol,
Sekil 2a), 6.6- ve 4.5 uM (SKI Il, Sekil 2b), 36- ve 25 uyM (PDMP, Sekil 2c) olarak
hesaplanmistir. Benzer sekilde SUP-B15 hiicreleri igin ICso konsantrasyonlari 48 ve 72 saat
icin sirasiyla 37- ve 20 uM (Resveratrol, $ekil 3a), 4.5- ve 2.3 pyM (SKI I, $ekil 3b), 32- ve 18
UM (PDMP, Sekil 3c) olarak hesaplanmistir. Diger taraftan, Miriosinin hiicrelerin gogalmasi
Uzerine zamana ve konsantrasyona bagl olarak inhibe edicinin az oldugu veya bulunmadigi

gosterilmistir ve 1Csy degerine ulasilamamistir (Sekil 2d ve 3d).
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Sekil 2. Resveratrol (a), SKI Il (b), PDMP (c) ve Miriosinin (d) SD1 hucreleri Gzerindeki
zamana ve konsantrasyona bagl sitotoksik etkileri. Birbirinden badimsiz 3 farkli deney

setinden alinan sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmigtir.
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Sekil 3. Resveratrol (a), SKI Il (b), PDMP (c) ve Miriosinin (d) SUP-B15 hucreleri Gzerindeki
zamana ve konsantrasyona bagl sitotoksik etkileri. Birbirinden badimsiz 3 farkli deney

setinden alinan sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmigtir.
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Resveratrolun birgok solid kanser tipinde ve I6semi turlerinde hicre ¢ogalmasini baskilayici
etkileri oldugu ve bu etkilerin hicre tipine bagl olarak farkli mekanizmalar Gzerinden ortaya
ciktigi literatirde gosterilmistir (Athar vd., 2009). Kanser turlerinde, resveratrolin hicreler
Uzerindeki in vitro etki konsantrasyonlarina bakildiginda farkliliklar gérulmekle beraber, yine
hiicre tipine bagli olarak projede de bulundugu tzere (ICso degerleri SD1 hicresi igin 43 yM
(Sekil 2a), SUP-B15 igin 37 yM (Sekil 3a) olarak hesaplanmistir) 40 uM altinda ve/veya
Uzerindeki konsantrasyonlarda etkilerinin saptandi§i ¢alismalar mevcuttur. Ornegin, APL
hicrelerinde resveratroliin antiproliferatif etkisi 12.5-100 yM konsantrasyonlari arasinda
arastirilmis ve 48 saatlik muamele sonucu ICsy’'nin 30 pM civari oldugu saptanmistir ve 50
MM resveratroliin apoptozu tetikledigi gosterilmistir (Fan, vd., 2018). Bir diger ¢calismada ise,
24 saat 50- ve 100 yM resveratrol ile muamele edilen K562 KML hucrelerinde hicre
cogalmasinin baskilandigi gdsterilmistir (Mizutani vd., 2016). Dolayisiyla, Ph+ ALL
hlcrelerinde resveratrolin hicre c¢ogalmasini inhibe ettigi konsantrasyonlar literaturle
uyumludur. Benzer sekilde, hem SD1 hemde SUP-B15 hicreleri icgin sfingolipid
metabolizmasinin anahtar enzimlerini hedefleyen inhibitérlerin  konsantrasyonlarida
literatirle uyumluluk gostermektedir. K662 KML ve HL60 APL hicreleri Uzerinde SK
inhibitéri ve GSS inhibitérinin (PDMP) hicre proliferasyonu Uzerine etkisi 1-100 pM
araliklarinda calisiimistir (Kartal vd., 2011; Cakir vd., 2011) ve hicreler Uzerinde hicre

¢ogalmasini durdurucu etkileri hiicre proliferasyon/canlilik testleri ile gdsterilmistir.

Resveratrol ve sfingolipid metabolizmasini hedefleyen inhibitérlerin her iki hicre hatti
Uzerindeki hucre ¢cogalmasini baskilayici etkileri ayri ayri zamana ve doza bagimh olarak
belirlendikten sonra kombinasyon calismalarina gegilmistir. Kombinasyon calismasinin
amaci, Ozellikle SK ve GSS enzimlerinin inhibe edilmesi sonucu hiicre iginde artmasi
beklenen ve apoptotik oldugu bilinen seramidin resveratrolin sitotoksik etkisini arttirip
arttirmayacagini gérebilmektir. Resveratroliin artan konsantrasyonlarinin (10-, 20-, 40 yM),
SKI II 2.5 uM ile kombinasyonu sonucu, hicrelerin gogalma yuzdeleri sirasiyla %73, %54 ve
%37’ye dismustir. Resveratrolin tek basina bu dozlardaki hiicre gogalmasina etkisi
sirasiyla %88, % 80 ve % 47'dir. Bu sonuglar incelendiginde, resveratroliin 10-, 20- ve 40
MM konsantrasyonlarinin 2.5 yM SKI Il ile kombinasyonunun hiicrelerin gogalmasi tzerine
etkili oldugu gorulmektedir (Sekil 4a). Benzer sekilde resveratrolin artan
konsantrasyonlarinin (10-, 20-, 40 yM), 10 yM PDMP ile kombinasyonu sonucu, hucre
proliferasyonunun bitin kombinasyonlarda azaldigi oldugu gérulmektedir (hicre canhlig
kombinasyonlar igin sirasiyla %80, %63 ve %37’ye dusmustir) (Sekil 4b). Diger taraftan
resveratrolin artan konsantrasyonlarinin (10-, 20-, 40 pM), 100 nM Miriosin ile

kombinasyonu sonucu elde edilen hicre ¢ogalma verilerinden resveratrol 10-, 20- ve 40 yM
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+ 100 nM Miriosin kombinasyonlarinin hiicre ¢ogalmasini resveratrolin tekli
konsantrasyonlarina gére 6nemli dlgude azalttigi gorilmektedir (Sekil 4c). Resveratrolin
artan konsantrasyonlarinin (10-, 20-, 40 pyM), 100 nM Miriosin ile kombinasyonu sonucu,

hicrelerin gogalma yuzdeleri sirasiyla %70, %49 ve %30’a dismustur.
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Sekil 4. Resveratrolin SKI Il (a), PDMP (b) ve Miriosin (c) ile kombinasyonunun SD1
hiucrelerinin proliferasyonu Uzerine etkileri. Birbirinden bagimsiz 3 farkli deney setinden

alinan sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmigtir.

SUP-B15 hucrelerinde ise resveratrolin artan konsantrasyonlarinin (5- ve 10 yM), SKI 1l 1.0
UM ile kombinasyonu sonucu, hicrelerin gogalma yuzdeleri sirasiyla %92 ve %70e
dusmustir. Resveratroliin tek basina bu dozlardaki hiicre gogalmasina etkisi sirasiyla %99
ve % 93'tur. 1.0 yM SKI Il ile muamele sonucu hicrelerin ¢ogalmasi %81 olarak
bulunmustur. Bu sonuglar incelendiginde, 6zellikle 10 uyM resveratrolin 1.0 yM SKI Il ile
kombinasyonunun hdcrelerin ¢ogalmasi Uzerine etkili oldugu goérilmektedir (Sekil 5a).
Benzer sekilde resveratrolin artan konsantrasyonlarinin (5-ve 10 yM), 1 yM PDMP ile
kombinasyonu sonucu, hiicre proliferasyonunu en fazla etkileyen kombinasyonun resveratrol
10 yM ve PDMP 1 uM oldugu gorilmektedir (Sekil 5b). Diger taraftan resveratroliin artan
konsantrasyonlarinin (5- ve 10 yM), 100 nM Miriosin ile kombinasyonu sonucu elde edilen
hicre c¢ogalma verilerinden kombinasyonlarin hiicre ¢ogalmasini resveratroliin tekli

konsantrasyonuna goére ¢ok fazla etkilemedigi gorilmektedir (Sekil 5c¢).
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Sekil 5. Resveratrolin SKI Il (a), PDMP (b) ve Miriosin (c) ile kombinasyonunun SUP-B15
hiucrelerinin proliferasyonu Uzerine etkileri. Birbirinden bagimsiz 3 farkli deney setinden

alinan sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmigtir.

Son yillarda resveratroliin terapétik potansiyelinin altinda yatan mekanizmalardan birinin
sfingolipid metabolizmasinin modulasyonu ile ilgili oldugunu gd&steren bircok c¢alisma
bulunmaktadir. Resveratroliin seramid miktarini arttirarak seramid aracili apoptozu tetikledigi
meme kanserinde gdsterilmistir (Minutolo vd., 2005). Resveratroliin metastatik meme kanseri
ve kolon kanseri hucreleri Uzerindeki apoptotik etkilerinin de novo seramid sentez yolaginin
aktivasyonu ile oldugu ve SPTin inhibe edilmesi sonucu bu etkinin geri dondugu
gosterilmistir (Scarlatti vd., 2003; Ulrich vd., 2007). Bununla beraber, resveratroliin sfingolipid
metabolizmasi ile ilgili etki mekanizmalarinin 16semi tirlerinde arastirildigi sadece birkag
calisma bulunmaktadir. Bu g¢alismalardan birinde, resveratrol muamelesi sonucu HL60 APL
ve K562 KML hicrelerinde SerS genlerinin ifadesinin arttigi, SK-1 ve GSS ifadesinin azaldigi
bulunmustur (Kartal vd., 2011; Cakir vd., 2011). Ayrica, I6semiler dahil diger bircok kanser
tirinde resveratrolin genellikle kombinasyon yaklasimlari ile birlikte etki mekanizmalari
arastiriimaktadir. Ornegin, PDMP:resveratrol ve SK-1 inhibitori:resveratrol
kombinasyonlarinin hem APL hemde KML'de sinerjistik antiproliferatif etki gdsterdigi
saptanmistir (Kartal vd., 2011; Cakir vd., 2011). Benzer sekilde, resveratroliin belirlenen
konsantrasyonlarinin SK ve GSS inhibitorlerinin ilgili konsantrasyonlari ile kombine edilerek

SD1 ve SUP-B15 hicrelerine verilmesinden sonra hucrelerin proliferasyonunu baskiladigi
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gosterilmistir (Sekil 4a ve 4b, Sekil 5a ve 5b). Seramid, hicre ¢ogalmasini baskilayici ve
apoptozu tetikleyici 6zellikler gosterirken, seramidin SK ve GSS enzimleri tarafindan sirasiyla
S1F ve GSS doénustirilmesi ise hucreler Uzerinde hicre c¢ogalmasini destekleyici ve
apoptozu engelleyici etkiler gostermektedir (Ogretmen ve Hannun, 2004). Kombinasyon
sonuglarindan da anlasilacagi lzere, resveratrol ile birlikte hiicrelere uygulanan SK ve GSS
enzim inhibitérlerinin, seramidin S1F ve GSS’e dénusimunl engelleyerek hucre i¢i seramid
miktarini arttirdidt ve buna bagll olarak hicre ¢odalmasini baskiladigi seklinde
yorumlanmaktadir. Resveratrol ile birlikte kombinasyon halinde verilen bir diger inhibitor ise
SPT’I hedef alan Miriosindir. Miriosin sfingolipid metabolizmasinin anahtar enzimlerinden biri
olan ve de novo seramid sentezinden sorumlu olan SPT’1 inhibe ederek apoptozu tetikledigi
bilinen seramid miktarini azaltmaktadir (Ponnusamy vd., 2010). Hiicre cogalma grafiklerine
bakildiginda (Sekil 3d ve Sekil 4d), Miriosin varhdinda hucrelerin proliferasyonu
azalmamakta yada c¢ok az degisim gostermektedir. Ancak, Miriosinin resveratrolun belirli
konsantrasyonlari ile kombinasyon halinde verilmesi sonucu 6zellikle SD1 hicrelerinde hiicre
¢ogalmasi baskilanmaktadir (Sekil 4c). SUP-B15 hiicrelerinde ise hiicre gogalmasi 6zellikle
resveratrol 10uM + 100 nM Miriosin varliginda %10 azalmaktadir (Sekil 5¢). Bu sonug,
Miriosinin resveratrol ile birlikte verildiginde hucre igindeki seramid miktarini degistirmeye
ilave olarak farkli bir mekanizma Uzerinden etki gostererek de hiicre blylimesini inhibe
ettigini dustindirmektedir. Ornegin, akciger kanseri hiicrelerinde hiicre 6lim reseptorlerini
aktiflestirerek Miriosinin hiicre blyumesini doza bagimli olarak inhibe ettigi gdsterilmistir.
Miriosinin kemoterapi ilaglari ile (sisplatin ve dosetaksel) kombinasyonu sinerjistik olarak
hicre buylimesini inhibe etmistir (Choi vd., 2014). Resveratrol ve kombinasyonlarinin hiicre
cogalmasi Uzerindeki tartigilan etkilerinin mekanizmasini anlayabilmek amaciyla hucre

dongusu ve apoptoz analizleri gerceklestirilmistir.

Proje 6neri fromunda bahsedildigi Uzere belirlenen kombinasyonlarin sinerjik, antagonistik
veya additif etkileri Calcusyn programi kullanilarak belirlenememistir. Bunun nedeni, ilgili
programda veya Compusyn gibi tirevlerinde kombinasyonda yer alan ajanlarin her ikisininde
belirli oranlarda artan molar konsantrasyonlarina ihtiya¢ duyulmasidir. Dolayisiyla, projeyi
tasarlarken resveratrolin artan konsantrasyonlarina karsilik inhibtorlerin sabitlenmis
konsantrasyonlariyla c¢alismayi O6zellikle molekiler calismalar igin uygun gordik ve
literatirdede bu sekilde birgok kombinasyon calismasi mevcuttur (Mirzapur vd., 2018;
Opydo-Chanek vd., 2017; Zhu vd., 2016).
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4.2 Resveratroliin SKI Il, PDMP ve Miriosin ile Kombinasyonlari SD1 ve SUP-B15 Ph+
ALL Hicrelerinin Hiicre Déngusiinii Etkilemektedir

SD1 hdcrelerinin resveratrol, SKI |l, PDMP ve Miriosin ile kombinasyonlarinin htcre
¢ogalmasi Uzerindeki etkilerini belirlemek igin gergeklestirilen MTT testinde, Sekil 4'de
goéruldigu Uzere 20 yM resveratrol’lin inhibitorlerin ilgili konsantrasyonlari ile en fazla etki
gosterdigi  gorulmastur. Dolayisiyla, bu kombinasyonlar icin hicre doéngusu analizi
gerceklestiriimistir. SD1 hiicrelerinin 20 uyM resveratrol ile muamele edilmesi sonucu, kontrol
hicreleri ile kiyaslandiginda G0/G1 fazindaki hiicre populasyonu ylzdelerinde azalmalar
saptanirken, S fazindaki hiicre populasyon ylizdesinde artislar saptanmistir. GO/G1 fazindaki
hiicre populasyonu yuzdeleri kontrol ve 20 yM resveratrol igin sirasiyla; %57.03 ve %33.9
iken, S fazindaki hiicre populasyon yuzdeleri %5.7 ve % 6.5'dir (Sekil 6a). 2.5 yM SKI I
muamelesi, hucrelerin GO0/G1 fazindaki yuzdelerini (%36,1) kontrol (%57.3) ile
karsilastirildiginda azaltirken, S (%7.5) ve ¢ok az bir sekilde G2/M (%7.9) fazindaki
populasyon yuzdelerini kontrol ile karsilastirildiginda (S: %5.7 ve G2/M: %7.6) arttirmistir. 20
MM resveratroliin 2.5 uM SKI Il ile kombinasyonu sonucu GO/G1 fazindaki hlicre populasyon
yluzdesi %33.6 olarak saptanmistir. Diger taraftan, 20 yM resveratrol + 2.5 yM SKI |l
kombinasyonu sonucu hlicre populasyon yizdeleri S fazinda %10 olarak saptanmistir ve 20
UM resveratrol ile karsilastirildiginda artmaktadir. Dolayisiyla, kombinasyon muamelesi SD1
hicrelerinin S fazinda tutulmasina neden olmaktadir (Sekil 6a). Bu sonug, Sekil 4a'da
gosterilen ve agiklanan sonucu desteklemektedir. 20 yM resveratrol + 10 yM PDMP
kombinasyonu sonucu, S fazinda bir degisim gdrilmektedir. Bu kombinasyon igin hiicre
populasyon ylzdelesi %13.7 olarak belirlenmistir (Kontrol: %5.7, 20 uM resveratrol: %6.5,
PDMP 10 pM: %6.8) (Sekil 6b). Dolayisila, kombinasyon muamelesi sonucu hucre
donglsunin S fazinda bir tutulma s6z konusudur. Bu sonuglar hiicre gogalma verilerini (Sekil
4b) desteklemektedir ve 20 pyM resveratrol + 10 yM PDMP kombinasyonu hicrelerin
¢ogalmalarini en etkili sekilde azaltmaktadir. Sekil 6¢c’de gosterildigi Gzere 20 uM resveratrol
ile muamele edilen SD1 hicrelerinin GO/G1, S ve G2/M fazlarindaki dagilimlari sirasiyla
%33.9, %6.5, ve % 3.1°dir. Kontrol hiicreleri igin ise sirasiyla %57.03, %5.7 ve %7.6’dir. 100
nM Miriosin muamelesi sonucu hucrelerin GO/G1, S ve G2/M fazlarindaki dagilimlari
sirasiyla %70, %6.5 ve %3.2'dir. 20 uM resveratrol + 100 nM Miriosin kombinasyonlari igin
hicrelerin GO/G1, S ve G2/M fazlarindaki dagihmlar sirasiyla %46, %9.3, ve %4.7°dir. Bu
sonuglardan yola c¢ikarak, 20 yM resveratrol + 100 nM Miriosin kombinasyonunun htcre

déngusu uzerinde S fazinda etkili oldugu gérilmektedir.
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Sekil 6. SD1 hiicrelerinin, Resveratrol, SKI I, PDMP, Miriosin, Resveratrol:SK-1 inhibitéri
(a), Resveratrol: GSS inhibitérii (b) ve Resveratrol:SPT inhibitorii (c) kombinasyonlari ile
muamelesi sonucu hiicre déngusu fazlarinda goérilen degisimler. SD1 hucreleri igin
birbirinden bagimsiz ¢ hicre dongusu analizi gergeklestirilmistir ve alinan sonuglar ortalama

* standart hata olarak verilmigstir.

SUP-B15 hiicrelerinin 5- ve 10 yM resveratrol ile muamele edilmesi sonucu, kontrol hiicreleri
ile kiyaslandiginda GO/G1 fazindaki hiicre populasyonu ytizdelerinde azalmalar saptanirken,
S fazindaki hicre populasyon yizdesinde artiglar saptanmistir. GO/G1 fazindaki hicre
populasyonu yuzdeleri kontrol, 5- ve 10 uM resveratrol igin sirasiyla; %53.95, %45.9 ve
%42.4 iken, S fazindaki hiicre populasyon yuzdeleri %15.4, %16.35 ve % 17.35'tir (Sekil 7a).
1 uM SKI Il muamelesi, hiicrelerin GO/G1 fazindaki yizdelerini (%43,8) kontrol (%53.95) ile
karsilastirildiginda azaltirken, S (%17) ve G2/M (%19.3) fazindaki populasyon yulzdeleri
kontrol ile karsilastirildiginda (S:%15.4 ve G2/M: %17) arttirmigtir. 5- ve 10 yM resveratrolin
1 M SKI Il ile kombinasyonu sonucu ise sinerjistik olarak G0/G1 fazindaki hiicre populasyon
yuzdeleri sirasiyla %41 ve %27.3’e dusmustir (resveratroliin tekli konsantrasyonlari ile
karsilastirildiginda). G2/M fazindaki hicre populasyon yizdeleri 5- ve 10 uM resveratrol + 1
UM SKI 1l kombinasyonu igin sirasiyla %17.9 ve %3.5 olarak saptanmistir (5- ve 10 yM
resveratrol igcin G2/M fazindaki hucre populayonu yluzdeleri sirasiyla %19.6 ve %17.55tir).
Diger taraftan, 5- ve 10 yM resveratrol + 1 pM SKI Il kombinasyonu sonucu hicre

populasyon yuzdeleri S fazinda (sirasiyla %20.3 ve %Z27), resveratrolin tekli
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kombinasyonlari ile kargilastirildiinda artmaktadir. Dolayisiyla, kombinasyon muameleleri
SUP-B15 hiicre populasyonunun yltzdelerini GO/G1 ve G2/M fazlarinda azaltirken, hiicrelerin
S fazinda tutulmalarina neden olmakta ve en etkili kombinasyon 10 pM resveratrol + 1 pM
SKI Il olarak goérulmektedir (Sekil 7a). Bu sonug, Sekil 5a’de gdsterilen ve agiklanan sonucu

desteklemektedir.

5- ve 10 uM resveratrol + 1 yM PDMP kombinasyonu sonucu, hticrelerin G0/G1 fazindaki
yuzdeleri sirasiyla %44 ve %39.7 ye dusmustir (Kontrol: %53.95, 5 uM resveratrol: %45.9,
10 UM resveratrol: %42.4, PDMP 1 uM: %49.8). S fazinda ise 5- ve 10 uM resveratrol + 1
UM PDMP kombinasyonlari igin hiicre populasyon yizdeleri sirasiyla %18.5 ve %21.3 olarak
belirlenmistir (Kontrol: %15.4, 5 uM resveratrol: %16.35, 10 uM resveratrol: %17.35, PDMP 1
UM: %16.2) (Sekil 7b). Dolayisila, kombinasyon muameleri sonucu hiicre déngusunin S
fazinda bir tutulma s6z konusudur. Bu sonuglar hicre c¢ogalma verilerini (Sekil 5b)
desteklemektedir ve 10 uM resveratrol+ 1 yM PDMP kombinasyonu hucrelerin gogalmalarini
en etkili sekilde azaltmaktadir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak, resveratroliin SKI Il ve PDMP ile
kombinasyonlarinin hdcreleri, hicre dongisunin S fazinda tutarak ve DNA sentezini

engelleyerek hicre gogalmasini baskiladiklari dustinulmektedir.

Sekil 7a’da gosterildigi ve yukarida agiklandigi tzere 5- ve 10 yM resveratrol ile muamele
edilen SUP-B15 hcrelerinin G0/G1, S ve G2/M fazlarindaki dagdilimlari sirasiyla %45.9,
%16.35, %19.6 ve %42.4, %17.35 ve % 17.55'tir. Kontrol hiicreleri igin ise sirasiyla %53.95,
%15.4 ve %17°'dir. 100 nM Miriosin muamelesi sonucu hucrelerin G0/G1, S ve G2/M
fazlarindaki dagilimlari sirasiyla %49.5, %12.7 ve %22.4’dur. Miriosin, kontrol hicreleri ile
kargilastirildiginda G2/M fazinda bir tutulmaya sebep oluyor gorilirken, GO/G1 ve S
fazlarinda hiicre populasyon yuzdelerinde azalmalar mevcuttur. 5- ve 10 uyM resveratrol +
100 nM Miriosin kombinasyonlari i¢in hicrelerin G0/G1, S ve G2/M fazlarindaki dagilimlar
sirasiyla %44.1, %12.2, %19.1 ve %38.3, %14, %20.4’tlr (Sekil 7c). Her iki kombinasyon
icin hiicre populasyonu yuzdeleri GO/G1 fazinda azalmaktadir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak,
5- ve 10 pM resveratrol + 100 nM Miriosin kombinasyonunun hicre déongusi Uzerinde etkili
olmadigi goérilmektedir. Hicre ¢ogalma verilerinde de gorildigi Gzere (Sekil 5¢) hicre

doéngusu analizide bu sonucu desteklemektedir.
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SUP-B15
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Sekil 7. SUB-P15 hdicrelerinin, Resveratrol, SKI Il, PDMP, Miriosin, Resveratrol:SK-1
inhibitérii  (a), Resveratrol: GSS inhibitéri (b) ve Resveratrol:SPT inhibitéri  (c)
kombinasyonlari ile muamelesi sonucu hiicre déngusu fazlarinda goértilen degisimler. SUP-
B15 hdcreleri i¢in birbirinden bagimsiz G¢ hucre dongusu analizi gerceklestiriimistir ve alinan

sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmigtir.

Resveratrol, inhibitérler ve resveratrol:inhibitor kombinasyonlarin SD1 ve SUP-B15
hlcrelerinde hlcre ¢ogalmasini baskilanmasinin nedeni hicre dongusu analizleri sonugclari
ile iligkilendirilebilir. SD1 ve SUP-B15 hicreleri igin verilen hicre doéngusi analizleri
sonuglarindan yola ¢ikarak, resveratrolin SKI Il ve PDMP ile kombinasyonlarinin htcreleri,
hicre donglstinin S fazinda tutarak, DNA sentezini engelleyerek hicre ¢ogalmasini
baskiladiklari distnilmektedir (Sekil 6a, 6b ve 7a, 7b). Resveratroliin tek basina ve/veya
farkli kombinasyon c¢alismalarinda ve farkli kanser tirlerinde hicre donglsu Uzerindeki
etkileri literatirde de gosteriimektedir. Ge ve arkadaslari (Ge vd., 2013) resveratrol ile
muamele edilen T-ALL hicrelerinde p21 ve p27’nin ifadesinin arttigini, siklin A ve D’nin
ifadesinin azaldigini ve sonu¢ olarak GO0/G1 fazinda tutulma meydana geldigini
géstermiglerdir. insan kolorekteral kanser hiicrelerinde resveratrol hiicre déngusinin S
fazinda tutuluma neden olmakla beraber resveratroliin 5-flurourasil ile kombinasyonu S fazi
tutulumunu dahada arttirmistir (Chung vd., 2018). OCM2 AML hucrelerinde resveratrol
hicreleri S fazinda tutmustur (Estrov vd., 2003). Dogal dldurtcu hicreli (Natural Killer (NK)
cell) lenfoma hucrelerinde resveratrol GO/G1 fazinda hucreleri tutarak proliferasyonlarini
baskilamistir (Quoc Trung vd., 2013). B-ALL SUP-B15 hicrelerinde 75 pM resveratrol
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muamelesi sonucu hicrelerin S fazinda tutuldugu ve proliferasyonun baskilandigi
gosterilmistir (Zhou vd., 2017). SUP-B15 hicrelerinde Miriosin kombinasyonlarinin hicre
donglsu Uzerinde ¢ok fazla etkili olmadigi (Sekil 7c) goérilmekte ve hicre proliferayonu
sonuglarini desteklemektedir (Sekil 5c). SD1 hicrelerinde Miriosin  kombinasyonu ise
hicreleri S fazinda tutarak (Sekil 6¢) hicre ¢odalmasini sonuglarini destekler niteliktedir
(Sekil 4c). Bununla beraber, resveratrolin Ph+ ALL modelinde ve sfingolipid
metabolizmasinin hedeflenmesi ile birlikte hiicre déngusu Uzerinde nasil bir etki gésterdigi ilk

defa bu proje ile gosterilmigtir.

4.3 Resveratrol ve SKI Il, PDMP ve Miriosin ile Kombinasyonlari SD1 ve SUP-B15 Ph+

ALL Hiicrelerinde Seramid/S1F Dengesini Degistirerek Apoptozu Diizenlemektedir

10-, 20- ve 40 yM resveratrol ile muamele edilen SD1 hicrelerinde, muamele edilmeyen
kontrol hucrelerine kiyasla apoptotik hicre 6liumlerinde 6zellikle 20- ve 40 uM resveratrol
muamelesi sonucu sirasiyla 1.5 ve 3.3 kat artiglar saptanmigtir. 10 uyM resveratrollin ise

kontrol ile kiyasladiginda apoptozu tetiklemedigi saptanmistir (Sekil 8a).

SKI I'nin artan konsantrasyonlari (1-, 2.5- ve 5 yM ) ile muamele edilen SD1 hicrelerinde
muamele edilmemis kontrol hucreleri ile karsilagstirildiginda apoptotik  hucre
populasyonundaki artis 2.5 ve 5 yM SKI Il igin sirasiyla 1.05 ve 1.2 kattir. Resveratroliin
artan konsantrasyonlarinin (10-, 20- ve 40 yM) 2.5 pyM SKI Il ile kombinasyonu sonucu
apoptotik hucre populasyonundaki artis ise sirasiyla 1.19, 1.88 ve 3.4 olarak saptanmistir
(Sekil 8b). Sonug¢ olarak, resveratrolin artan konsantrasyonlarinin SKI Il inhibitériinin
varliginda apoptozu tetikleme potansiyelinin arttigi ve bunun nedenininde sfingolipid
metabolimazsinda goérevli olan ve apoptotik seramid’in antiapoptotik S1F ddénisimunu
katalizleyen SK-1/SK-2 enziminin inhibe edilmesi kaynakli seramid birikiminde kaynaklandigi
seklinde agiklanabilir. SD1 hucreleri Miriosinin artan konsantrasyonlari (40-, 80-, ve 100 nM)
ile muamele edildiginde apoptotik hicre populasyonunda muamele edilmeyen kontrol
hlcreleri ile karsilastirildiginda bir azalma s6z konusudur. Benzer sekilde resveratrolin artan
konsantrasyonlarinin (10-, 20- ve 40 yuM) 100 nM Miriosin ile olan kombinasyonu sonucunda
da resveratrolin ilgili dozlar ile karsilastirildiinda apoptozda bir azalma s6z konusudur
(Sekil 8c). Miriosin de novo seramid sentez yolaginin ilk basamagindaki SPT enzimini inhibe
ederek seramid olusumunu engellediginden dolayr apoptozda azalma saptanmasi

resveratrolin hicre 6lumunu seramid olusumunu tetikleyerek gosterdigini distndirmektedir.

PDMP’nin artan konsantrasyonlari (10-, 20-, ve 40 pM) konsantrasyonlari ile 48 saat
boyunca muamele edilen SD1 hicrelerinde kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda apoptotik

hicre populasyonunda sirasiyla 1.19, 1.25 ve 1.35 katlik artislar olmustur (Sekil 8d).
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Resveratrolin artan konsantrasyonlarinin (10-, 20- ve 40 upuM) 10 pyM PDMP ile
kombinasyonu sonucu apoptotik hiicre populasyonundaki artis ise sirasiyla, 1.3, 1.6 ve
2.5’tir. Bunun nedeninin de sfingolipid metabolimazsinda gdrevli olan ve apoptotik seramid’in
antiapoptotik glukozil seramid’e donisuminu katalizleyen GSS enziminin inhibe edilmesi

kaynakli seramid birikimi oldugu disinidlmektedir.
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hicreleri Gzerindeki apoptotik etkileri. SD1 hiicreleri i¢in birbirinden bagimsiz ti¢ apoptoz testi
gerceklestiriimistir ve alinan sonuglar ortalama * standart hata olarak verilmistir. Q4
kadraninda yerlesen hiicreler AneksinV-pozitif/Pl negatif, erken apoptotik populasyonu, Q2
kadraninda yerlesen hiicreler ise AneksinV-pozitif/Pl pozitif ge¢ apoptotik populasyonu
goOstermektedir. Verilen akim sitometresi histogramlari 3 bagimsiz deneyden birini temsil

etmektedir.

5-ve 10 uM resveratrol ile muamele edilen SUP-B15 hiicrelerinde, muamele edilmeyen
kontrol hucrelerine kiyasla apoptotik hlcre oOlumlerinde sirasiyla 1.15 ve 2.0 kat artislar

saptanmistir (Sekil 9a).

SKI II'nin 1 pM konsantrasyonu ile muamele edilen SUP-B15 hiicrelerinde muamele
edilmemis kontrol hucreleri ile karsilastirildiginda apoptotik hiicre populasyonundaki artis 3.6
kattir. Resveratroliin artan konsantrasyonlarinin (5- ve 10 yM) 1.0 pM SKI 1l ile
kombinasyonu sonucu apoptotik hicre populasyonundaki degisime bakildiginda resveratrol
10 uM + SKI Il 1.0 yM kombinasyonunun apoptotik hiicre populasyonunu, kontrol hicreleri
ile kiyaslandiginda 5.6 kart arttirdidi ve 10 uM resveratrol ile karsgilasgtirildiginda ise yaklasik
3.0 kat arttirdigr saptanmistir (Sekil 9b). Sonu¢ olarak, 10 pM resveratrolin SKI I
inhibitérinun varliginda apoptozu tetikleme potansiyelinin arttii ve bunun nedenininde
sfingolipid metabolimasinda goérevli olan ve apoptotik seramid’in antiapoptotik sfingozin-1-
fosfata dénlsimuini katalizleyen SK enziminin inhibe edilmesi kaynakli hiicre i¢i seramid

miktarinin artmasi ile iligkili olabilecegi dusunulmektedir.

PDMP’nin 1 yM konsantrasyonu ile 48 saat boyunca muamele edilen SUP-B15 hucrelerinde
kontrol hucreleri ile karsilastirildiginda apoptotik hicre populasyonunda 1.7 katlik artis
olmustur Resveratrolin artan konsantrasyonlarinin (5- ve 10 pM) 1.0 yM PDMP ile
kombinasyonu sonucu apoptotik hicre populasyonundaki dedisime bakildiginda, resveratrol
10 yM + PDMP 1.0 uM kombinasyonunun apoptotik hiicre populasyonunu arttirdig1 (kontrol
hlcreleri ile kiyaslandiginda 2.5 kat arttirdidi ve 10 uyM resveratrol ile karsilastirildiginda ise
yaklasik 1.5 kat arttirdigi) saptanmistir (Sekil 9c). Bunun nedenininde sfingolipid
metabolizmasinda goérevli olan ve apoptotik seramid’in antiapoptotik GS’e ddénisimunu

katalizleyen GSS enziminin inhibe edilmesi sonucu hiicre i¢i seramid birikiminin artmasidir.

Sonuglarda da agiklandigi Gzere 10 uM resveratroliin SKI Il ve PDMP ile kombinasyonlari
hiicre gogalmasini baskilarken (Sekil 5a ve 5b) ayni zamandada apoptozu arttirdigi (Sekil 9b
ve 9c) gorulmektedir. Hicre c¢ogalma verileri ile apoptoz sonuglarinin birbirini

desteklemektedir.
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SUP-B15 hiicreleri 100 nM Miriosin ile muamele edildiginde apoptotik hiicre populasyonunda
muamele edilmeyen kontrol hucreleri ile karsilastirildiinda bir azalma s6z konusudur.
Benzer sekilde, 5- ve 10 uM resveratrolin 100 nM Miriosin ile olan kombinasyonu sonucunda
resveratrolun ilgili dozlari ile karsilastirildiginda apoptotik hiicre populasyonlarinda azalmalar
s6z konusudur (Sekil 9d). Miriosin de novo seramid sentez yolaginin ilk basamagindaki SPT
enzimini inhibe ederek seramid olusumunu engellediginden dolayi, hicre igindeki apoptotik
seramid miktarinda bir azalma oldugu bu durumunda apoptotik hicre populasyonunda
azalmaya neden oldugu sonuglardan anlasiimaktadir. Dolayisiyla, bu sonuglar resveratrolin

hicre 6limunG seramid olusumunu tetikleyerek gosterdigi seklinde yorumlanabilir.

a)
SUP-B15

_ 254
S
<@
£
o
P

2
o I
-
©
X
=
% 1.5 1
[=
3
s
& *
2 I
S 1
o
o
a
[J]
S
g 0.5 1
2 .
x
5
o
o
)
o 0
< Kontrol Res 5 uM Res 10 uM

UM, 48 s

40



b)

v

TUBITAK
7 -
‘=
2
£
B
00
(7]
g I
-
]
X 5
'z
©
T
5
g4
: I
>
n
£
3 3
a3l
8
g I
32
2 1
-~
8 1
21 z
o
Q
<
0 T T T T T
Kontrol Res 5 uM Res 10 pM SKII'1 pM Res 5 uM+SKI 1 uM  Res 10 uM+SKI 11 1 uM
uM, 48 s
SUP-B15
3
‘=
2
E
o
a0 2.5
L]
[=]
-
T
X
=
© ? I
T
c
2 !
c
S
15
£ I
i
&
8 I
v 1 I
Q
3
I
X
B
Sos
o
o
Qo
<
0 T T T T T
Kontrol Res 5 uM Res 10 uM PDMP 1 pM Res 5 uM+PDMP 1 uM  Res 10 uM+PDMP 1 uM
KM, 48 s

41




4

TUBITAK

d)
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Sekil 9. Resveratrol (a), SKI II, PDMP, Miriosin, Resveratrol:SK inhibitéru (b), ve Resveratrol:
GSS inhibitdru (c) ve Resveratrol:SPT inhibitdri (d) kombinasyonlarinin SUP-B15 hucreleri
Uzerindeki apoptotik etkileri. SUP-B15 hiicreleri igin birbirinden bagimsiz t¢ apoptoz testi
gerceklestiriimistir ve alinan sonuglar ortalama * standart hata olarak verilmistir. Q4
kadraninda yerlesen hiicreler AneksinV-pozitif/Pl negatif, erken apoptotik populasyonu, Q2
kadraninda yerlesen hiicreler ise AneksinV-pozitif/Pl pozitif ge¢ apoptotik populasyonu
gOstermektedir. Verilen akim sitometresi histogramlari 3 bagimsiz deneyden birini temsil

etmektedir.

SD1 ve SUP-B15 hiicrelerinde resveratroliin artan konsantrasyonlarinin hiicrelerde apoptozu
tetikledigi saptanmistir (Sekil 8a ve 9a). Resveratroliin solid kanser turlerinde ve hematolojik
kanserlerde ¢ok farkli mekanizmalar Gzerinden apoptozu tetikledigi literatlirde gdsterilmistir.
Artan konsantrasyonlarda resveratrol ile muamele edilen K562 KML hucrelerinde, apoptotik
hiicre populasyonlarinin arttigi AneksinV-pozitif/Pl boyamasi ile saptanmistir (Wang vd.,
2015). Bu galismada resveratrolin mitokondri membran potansiyelinde (MMP) artisa sebep
olarak sitokrom c’nin sitozole salinimini arttirdidi, kaspaz-3 ve PARP’I aktiflestirdigi ve
Bax/Bcl-2 oranini arttirdigi gésterilmistir. 2017 yilinda yayinlanan bir gcalismada T-ALL TALL-
104 ve B-ALL SUP-B15 hicrelerinde 75 pM resveratrol muamelesi sonucu kaspaz-3
aktiflesmesi sonucu apoptozun tetiklendigi gosterilmistir (Zhou vd., 2017). Bu ¢alisma, Ph+
ALL hicresinde elde edilen sonuclari destekler niteliktedir. T-ALL hucrelerinde 200 pM

resveratrol muamelesi sonucu antiapoptotik Bcl-2 ailesi (Mcl-1 ve Bcl-2) Uyelerinin ifadesi
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azalirken apoptotik Uyelerin (Bax, Bim, Bad) ve kesilmis kaspaz-3'lUn ifadesi artmistir (Ge
vd., 2013). Dogal éldirtci hicreli (Natural Killer (NK) cell) lenfomada resveratrol kaspaz-3’u
aktiflestirerek, STAT3 asetilasyonunu ve STAT3 hedef proteinleri olan antiapoptotik Mcl-1,
Bcl-10 ve survivin ifadesini azaltarak hulcrelerde apoptozu tetiklemistir (Quoc Trung vd.,
2013).

Resveratrolin 16semi ve solid kanser turlerinde bahsedilen terapotik potansiyelinin arkasinda
yatan etki mekanizmalarinin yanisira sfingolipid metabolizmasinin gesitli basamaklarinin
regulasyonu ile iligkili olarakta etki gosterdigi son yillarda Gzerinde galisilan alanlardan biridir.
Sekil 8b ve 9b’de gdbsterildigi tzere SD1 ve SUP-B15 hicrelerinde resveratrol tarafindan
tetiklenen apoptoz, apoptotik seramidin antiapoptotik S1F’a doénustirilmesinden sorumlu
olan SK-1/SK-2’in inhibe edilmesi ile birlikte artmistir. Bu sonug, resveratroliin Ph+ ALL’deki
etki mekanizmasinin hiacre i¢i seramid miktarini arttirmak suretiyle gosterdigi seklinde
yorumlanabilir. Benzer sekilde GSS’in inhibisyonuda hicre ici seramid miktarinin artmasina
ve resveratrolin apoptotik etkisinin sinerjistik olarak arttirlmasina neden olmustur (Sekil 8d
ve 9c¢). Elde edilen sonuglar Ph+ ALL modeli igin literatirde bir ilktir. Resveratroliin Ph+ ALL
SUP-B15 hicrelerindeki etkisi 2017 (Zhou vd., 2017) yilinda gdsterilmis olsada sfingolipid
metabolizmasinin hedeflenmesi ile birlikte ortaya c¢ikan etki mekanizmasi daha &nce
gOsterilmemistir. Resveratroliin sfingolipid metabolizmasi tzerinden ¢esitli kanser tirlerinde
nasil etkiler gdsterdigini acgiklayan calismalar sinirlida olsa mevcuttur. Gastrik kanseri
hicrelerinin resveratrol ve dimetilsfingozin (SK inhibitdri) ile birlikte muamele edilmesi
sonucu resveratrolin sitotoksik ve apoptotik etkisi artmistir (Shin vd., 2012).
PDMP:resveratrol ve SK inhibitdri:resveratrol kombinasyonlarinin hem APL hemde KML'de
MMP’de degisimlere ve kaspaz-3 enzim aktivitesinde artiglara neden olarak sinerjistik
apoptotik etki gosterdigi saptanmistir (Cakir vd., 2011; Kartal vd., 2011). Sekil 8c ve 9d’den
anlagilacagi uzere de novo seramid sentezinin ilk basamagini katalizleyen SPT’in Miriosin ile
inhibe edilmesi sonucu resveratrol varliginda tetiklenen apoptoz 6nemli dlcide azalmistir.
Elde edilen bu sonug literatirle uyumluluk gostermektedir. Metastatik meme kanseri
hicrelerinde resveratroliin SPT inhibitérleri olan Miriosin ve L-sikloserin ile birlikte verilmesi
hicrelerde resveratrolin tek basina tetikledigi apoptozu geri gevirmis ve PARP kesimini
azaltmis veya ortadan kaldirmistir (Scarlatti vd., 2003). Nazofarenks kanser hiicrelerinde
resveratrol ile birlikte Miriosin ve/veya L-sikloserin verilmesi sonucu apoptoz baskilanarak

resveratroliin etkisi geri gevrilmistir (Chow vd., 2014).

Sfingolipid metabolizmasinin anahtar enzimlerinin resveratrol tarafindan tetiklenen hucre
blyumesi inhibisyonunda ve apoptozdaki rolini anlamak amaciyla resveratrol varliginda

SK-1, SK-2, GSS ve SPT enzimlerinin protein dizeyindeki ifadeleri incelenmistir. Bu amagla,
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resveratrolin artan dozlari ile 48 saat boyunca muamele edilen SD1 (20- ve 40 pM) ve SUP-
B15 (5- ve 10 uM) hicrelerinden detaylari Gereg ve Yontemler kisminda aciklandigi sekilde
total protein izolasyonu gergeklestirilerek SK-1, SK-2, GSS ve SPT enzimlerinin ifadesindeki
degisimler belirlenmistir. SD1 hicrelerinde resveratrolin artan konsantrasyonlarinin SK-1
ifadesi Uzerinde anlaml bir degisime neden olmadigi ancak SK-2 Uzerinde kontrol ile
karsilastirildiginda sirasiyla 0.32 ve 0.54 katlik azalmalara neden oldugu saptanmistir (Sekil
10a). SUP-B15 hicrelerinde ise 5- ve 10 uyM resveratrol hem SK-1 (sirasiyla 0.6 ve 0.75
katlik) hemde SK-2 (sirasiyla 0.65 ve 0.69 katlk) ifadesinde kontrol ile karsilastirildiginda
azalmalara neden olmustur (Sekil 11a). Apoptotik sfingozinin antiapoptotik SF1’a
dénusimunden sorumlu olan SK enziminin iki izoformu bulunmaktadir (SK-1 ve SK-2). SK-
1’in roli birgok kanser turinde literatir kisminda tartisildigr Gzere arastirilmigtir. Bir
calismada, SD1 sonuglari ile uyumlu olacak sekilde resveratrol ile muamele edilen K562
KML hcrelerinde total SK-1 ifadesinde bir degisiklik saptanmamigken SK-1’in membrandan
sitoplazmaya translokasyonunun arttidi, aktivitesinin baskilandigi ve SK-1 drind olan S1F’in
miktarinin azaldigi gosterilmis ve hicrelerin biyumeleri baskilanmigtir (Tian vd., 2015). Son
yillarda, SK-2'nin gesitli kanser tiurlerinde ifadesinin arttigi ve neoplastik transformasyona,
timor olusumuna ve gelisimine katkida bulundugu gdsterilmistir (Evangelisti vd., 2016).
Farmakolojik veya genetik olarak inhibisyonunun ise kanser hucrelerinde cesitli
mekanizmalar Ulzerinden blyime inhibisyonuna neden oldudu bilinmektedir. Ornegin,
kolonjiyokarsinom hucrelerinde SK-2 ifadesinin arttigi ve spesifik inhibitér (ABC294640) ile
muamele sonucu hicrelerin proliferasyonunun baskilandigi ve kaspaz bagimli apoptozun
tetiklendigi gosterilmistir (Ding vd., 2017). SK-2'nin onkojenik Myc ifadesini arttirarak ALL
gelisimini destekledigi ve genetik/farmakolojik olarak inhibe edilmesinin ise ALL gelisimini
yavaslattigi bilinmektedir (Wallington-Beddoe vd., 2014). Projede, resveratrol SD1 ve SUP-
B15 hicrelerinde SK-1/SK-2’yi inhibe etmek suretiyle antiapoptotik S1F olusumunu
engellemis, hicrelerin bliylimesini inhibe etmis ve apoptozu tetiklemistir. Resveratroliin SK-2

Uzerinde nasil bir etki gésterdigi literatirde ilk defa Ph+ ALL ‘de bu proje ile gosterilmistir.

20- ve 40 uM resveratrol SD1 hicrelerinde GSS ifadesini kontrol ile karsilastirildiginda
anlamli sekilde (sirasiyla 0.7 ve 0.8 kat) azaltmistir (Sekil 10b). SUP-B15 hicrelerinde ise 10
UM resveratrol GSS ifadesini kontrol ile karsilastirildiginda 0.32 kat azaltmistir (Sekil 11b).
Elde edilen bu sonug, resveratroliin antiapoptotik GS sentezinden sorumlu enzimi inhibe
ederek hucrelerin buyumesini inhibe ettigini ve apoptozu tetiklendigini gostermektedir.
Literatlirde, resveratrolin GSS Uzerindeki etkisini gosteren fazla galisma bulunmamakla
beraber elde edilen sonuglar 6zellikle K562 KML ve HL60 APL’de elde edilen sonuglar ile

tutarhdir (Cakir vd., 2011; Kartal vd., 2011). Bu caligmalarda resveratrol muamelesi sonucu
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SK-1 ve GSS genlerinin ifadesinin azaldigi gercek zamanh PZR ile gésterilmis olup protein
seviyesinde nasil bir degisim izlendigi belirtiimemistir. Hicre proliferasyon ve apoptoz
sonuglarinda da agiklandigi Gzere resveratrolin SK inhibitéri (SKI II) ve GSS inhibitori
(PDMP) ile kombinasyonlarida SD1 ve SUP-B15 hicrelerinde resveratrol ile
karsilastirildiginda sinerjistik etki gostererek hucre ¢ogalmasini inhibe etmis ve apoptozu
arttirmistir (Sekil 4, 5, 8 ve 9) ve bu sonuclar resveratrolin Ph + ALL’deki terapotik
potansiyelinin altindaki nedenin sfingolipid metabolizmasinin anahtar enzimlerinin

dizenlenmesiyle iligkili oldugunu gostermektedir.

Resveratrolin artan konsantrasyonlarinin (20- ve 40 yM) SPT ifadesini Uzerindeki etkisi
incelendiginde ise sirasiyla 2.2 ve 2.3 katlik artislar saptanmistir (Sekil 10c). SUP-B15
hicrelerinde ise 10 uM resveratrol 0.38 katlik bir artisa neden olmustur (Sekil 11c). SPT de
novo seramid sentezinin ilk basamagini katalizleyen enzimdir (Sekil 1) ve resveratrol
tarafindan ifadesinin arttiriliyor olmasi resveratrolin hiicre i¢i seramid miktarini arttirarak
hidcre 6lumunu tetikledigini gostermektedir. Resveratrolin metastatik meme kanseri, kolon
kanseri ve nazofarenks kanser hicreleri tzerindeki apoptotik etkilerinin de novo seramid
sentez yolaginin aktivasyonu ile oldugu ve SPT'in inhibe edilmesi sonucu bu etkinin geri
déndugu bilinmektedir (Scarlatti vd., 2003; Ulrich vd., 2007; Chow vd., 2014). Benzer
sonuglar SD1 ve SUP-B15 hicrelerinde resveratrolin SPT inhibitérd (Miriosin) ile
kombinasyonlarinda da saptanmistir ve resveratrol aracili apoptoz baskilanmistir (Sekil 8 ve
9). Elde edilen sonu¢ Ph+ ALL hicrelerinde ilk defa olmak Uzere literatur ile tutarhlik

gostermektedir.
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Sekil 10. Resveratrol ile muamele edilen SD1 Hicrelerinde SK-1/SK-2 (a), GSS (b) ve SPT
(c) ifadesinde meydana gelen degisimler. Beta-Aktin yikleme kontroli olarak kullaniimistir.
Deney setleri iki kez tekrarlanmistir ve her bir set icin temsili western blot sekli kullaniimigtir.
Birbirinden bagimsiz 2 farkli deney setinden alinan sonugclar ortalama + standart hata olarak
verilmistir. Herbir grubun protein ifadesi kendi Beta-Aktinlerine normalize edilmistir ve

grafikler kontrol degeri 1 kabul edilerek ve kontrole oranlanarak analizlenmistir.
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Sekil 11. Resveratrol ile muamele edilen SUP-B15 Hucrelerinde SK-1/SK-2 (a), GSS (b) ve
SPT (c) ifadesinde meydana gelen degisimler. Beta-Aktin yikleme kontroli olarak
kullaniimistir. Deney setleri iki kez tekrarlanmigtir ve her bir set icin temsili western blot sekli
kullaniimistir. Birbirinden bagimsiz 2 farklh deney setinden alinan sonuglar ortalama *
standart hata olarak verilmistir. Herbir grubun protein ifadesi kendi Beta-Aktinlerine normalize

edilmistir ve grafikler kontrol degeri 1 kabul edilerek ve kontrole oranlanarak analizlenmisgtir.
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Resveratrol ve sfingolipid metabolizmasi enzim inhibitérleri kombinasyonlarinin apoptozu
nasil dizenledigini molekller dizeyde anlamak amaciyla sitokrom c¢ salinimi, kaspaz-3 ve
PARP kesimi Ph + ALL hucrelerinde western blot ile gosterilmistir. Mitokondri i¢ membrani
ile dis membrani arasinda lokalize olan sitokrom c¢’nin sitozole salinimi intrinsik apoptozun
onemli belirteclerinden biridir. Sitozoldeki sitokrom-c, Apaf-1 ile komplesk olusturarak
kaspaz-9'u aktif hale getirir. Aktiflesen kaspaz-9 ise kaspaz-3'U aktiflestirir ve kaspaz-3 ise
hedef proteinlerinden biri olan PARP kesimine neden olarak intrinsik apoptozu tetikler. SD1
ve SUP-B15 hicrelerinden resveratrol, inhibitérler ve resveratrol:inhibitér kombinasyonlari
ile muamelesi dncesi ve sonrasi sitosolik ve mitokondriyal fraksiyonlar Gereg ve Yontemler
béliminde aciklandigi Uzere toplanmis ve western blot analizi ile sitokrom-c’nin sitozole
salinimi incelenmistir. SD1 hiicrelerinde kontrol ile kargilastirildiginda sitoplasmik sitokrom-c
saliniminda resveratol’lin artan konsantrasyonlarinda (20- ve 40 uM) sirasiyla 0.37 ve 0.70
katlik artiglar saptanmistir ve literattirle uyumludur. Nazofarenks kanseri, retinoblastoma VE
gastrik kanseri hucrelerinde resveratrol muamelesi sonucu sitosolik sitokrom-c miktari
kontrole gére artmistir (Huang vd., 2011; Sareen vd., 2006; Yang vd., 2018). 2.5 yM SKI II,
10 yM PDMP, 100 nM Miriosin ise sirasiyla 5.2, 2.6 ve 6.6 katlik artiglar géstermistir. 20 yM
resveratrolin 2.5 yM SKI Il ve 100 nM Miriosin ile kombinasyonucu sonucu ise 6.0 ve 7.5’lik
artislar saptanmigtir. 40 uyM resveratrolin 10 yM PDMP ile kombinasyonu sonucu 7.8 katlik
bir artis gorilmustur (Sekil 12a). SUP-B15 hiicrelerinde ise 1 yM SKI 1l, 1 uM PDMP ve 100
nM Miriosin kontrole gore sitokrom-c saliniminda sirasiyla 1.2, 2.7 ve 1.5 kathk artiglar
olusturmustur. 5- ve 10 yM resveratrol anlamh bir degisiklik gostermezken 10 pM
resveratrolin 1 yM SKI Il ve 1 yM PDMP ile kombinasyonlari sirasiyla 4.3 ve 3.6 kartlik
artiglar gostermigstir. 10 uyM resveratrol ve 100 nM Miriosin kombinasyonu ise 1.2 kathk bir
artis gostermekle beraber sadece Miriosin ile karsilatirildiginda 0.2 kathk bir azalmaya
sebep olmustur (Sekil 12b). Elde edilen sonuglar resveratol'in SKI Il ve PDMP ile
kombinasyonlarinin sitokrom c¢ salinimini sinerjistik olarak arttirdigini gostermektedir ve bu
sonuglar apoptoz sonuglarini destekler goérilmektedir. SKI Il ve PDMP inhibisyonu sonucu
hicre icindeki apoptotik seramid miktarinin artiyor olmasi ve ayni zamanda resveratrolin
SK ve GSS lzerindeki inhibe edici etkisi ile seramid birikimine katkida bulunmasi béyle bir
sinerjinin gordlmesini desteklemektedir. Miriosin kombinasyonlari sonucu elde edilen veriler
sitokrom ¢ salinimini gostermekle beraber apoptoz verilerinde elde edilen baskilanmayi
aciklayamamaktadir. Miriosinin tek basina veya kombinasyonlarda sitokrom-c salinimini
tetikliyor olmasi literatiirde sinirli sayida galismada agiklanmistir. Ornegin, UV ile muamele
edilen HelLa hucrelerinde gergeklesen sitokrom-c saliniminin Miriosin muamelesi sonucu
(de novo seramid Uretiminin baskilanmasi ve seramid miktari azalmig olmasina ragmen)

engellenmesi beklenirken sitokrom-c salinimi artmig ve sadece Miriosin muamelesinde de
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salinim saptanmistir (Dai vd., 2004). Ancak, bu calismada apoptoz engellenmemistir.
Dolayisiyla, Ph + ALL’de resveratrolin Miriosin ile kombinasyonunun apoptozu baskilama
mekanizmasinin sitokrom-c salinimindan bagimsiz bir mekanizma ile gerceklesebilecegi

seklinde yorumlanabilir.
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Sekil 12. Resveratrol, SPT, SK ve GSS inhibitérleri, resveratrol:SPT inhibitéri, resveratrol:
SK inhibitéri ve resveratrol:GSS inhibitdri kombinasyonlari ile muamele edilen SD-1 (a) ve
SUP-B15 (b) hdicrelerinde sitokrom-c salinimi. Beta-Aktin yikleme kontroli olarak
kullaniimistir. Deney setleri iki kez tekrarlanmigtir ve her bir set icin temsili western blot sekli
kullaniimigtir. Birbirinden bagimsiz 2 farkli deney setinden alinan sonuglar ortalama *
standart hata olarak verilmigtir. Herbir grubun sitoplazmik sitokrom-c salinimi kendi Beta-
Aktinlerine normalize edilmistir ve grafikler kontrol degeri 1 kabul edilerek ve kontrole

oranlanarak cizilmistir.
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SD1 (Sekil 13a ve 13b) ve SUP-B15 (Sekil 13c ve 13d) hicrelerinde sitokrom-c salinimi ile
birlikte intrinsik apoptoz yolaginda rol olan kaspaz-3 aktiflesmesi ve aktif kaspaz-3 substrati
olan PARP kesimi western blot yontemi ile arastinimistir. Sekil 13a ve 13b’de gdosterildigi
Uzere resveratroliin artan konsantrasyonlari kontrol ile karsilastirildiginda aktif kaspaz-3 ve
aktif PARP ifadesini arttirmigtir. SD1 hticrelerinde 20 uyM resveratrolin 2.5 pM SKI Il ve 40
UM resveratol'iin 10 yM PDMP ile kombinasyonlari neticesinde aktif kaspaz-3 ifadesinde
sirasiyla 1.22 kat ve 2.4 kat artis gézlemlenirken aktif PARP ifadesindeki degisimler ise
sirasiyla 1.6 kat artis ve ayni seviyede olacak sekilde gézlemlenmistir (resveratol’in ilgili
dozlari ile kargilastirildiginda). 20 uM resveratrolin 100 nm Miriosin ile kombinasyonu ise
aktif kaspaz-3 ve PARP ifadesinde sirasiyla 0.55 katlik bir azalma ve 1.23 katlik bir artma
meydana getirmistir. SUP-B15 hiicrelerinde de resveratol’in artan konsantrasyonlari kontrol
ile karsilastirildiginda kaspaz-3 ve PARP kesimini arttirmistir (Sekil 13c ve d). 10 yM
resveratol'in 1 yM SKI Il ve 1 yM PDMP ile kombinasyonu resveratol'iin tekli dozu ile
karsilastirildiginda aktif kaspaz ifadesinde sirasiyla 0.23 kat artis ve 0.15 kat azalma
meydana getirirken PARP kesiminde sirasiyla 0.4 ve 1.67 kat arttirmistir. 10 yM
resveratol'in 100 nM Miriosin ile kombinasyonu ise aktif kaspaz-3 ifadesinde ve PARP
kesiminde sirasiyla 0.47 katlik bir azalmaya ve1.25 kat artisa neden olmustur. SD1 ve SUP-
B15 hucrelerinde resveratrolin artan konsantrasyonlari kaspaz-3 ve PARP kesimini
arttirarak intrinsik yolak Uzerinden apoptotozu tetiklediklerini gostermektedir. Bu sonug, iki
hicre hatti icinde sitokrom-c salinimi ile tutarliik gdéstermektedir (Sekil 12a ve b). Bircok
kanser turinde de gOsterildigi Uzere resveratrolun yaygin etki mekanizmalarindan biri
intrinsic yolak lzerinden apoptozu tetiklemesidir. Ornegin, kolorekteral kanser hiicrelerinde
resveratrol kaspaz-3 ve PARP kesimini arttirmigtir (Liu vd., 2019). K562 KML hicrelerinde
resveratrol muamelesi sonucu mitokondri aracili apoptozun tetiklendigi kaspaz-3 ve PARP
kesimi ile g0sterilmistir (Wang vd., 2015). Resveratol'in SKI Il ile kombinasyonuda
sinerjistik etki gdstererek kaspaz-3’U aktiflestirmis ve PARP kesimini arttirmistir. Dolayisiyla,
bu kombinasyonda mitokondriyal yolak Uzerinden etki géstermektedir. Ancak, SUP-B15
hlcrelerinde resveratrol:PDMP ve her iki hucrede resveratrol:Miriosin kombinasyonlari
kaspaz-3 badimsiz bir PARP kesimine sebep olarak ve sitokrom-c salinimini indukleyerek
hiicre 6limine neden oluyor gérilmektedir. Sitokrom-c salinimin intrinsik apoptoz yolaginda
kaspaz-3 aktivasyonundan bagimsiz olarak mitokondrial sliperoksit gibi serbest radikallerin
Uretimini tetikleyerek ve ATP Uuretimini baskilayarak hicre o6liumune neden oldugu
bilinmektedir (Kégel ve Prehn, 2010-2013). PARP kesiminin arkasinda ise kaspaz-3 disinda
kaspaz-1 ve -7, kalpainler, katepsinler, granzimler, matriks metalloproteinazlar gibi bir¢cok
hicresel proteaz oldugu bilinmektedir ve apoptoz surecinde rol almaktadir (Chaitanya vd.,
2010).
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Sekil 13. Resveratrol, SPT, SK ve GSS inhibitérleri, resveratrol:SPT inhibitéri, resveratrol:
SK inhibitéri ve resveratrol:GSS inhibitéri kombinasyonlari ile muamele edilen SD-1 (a, b)
ve SUP-B15 (c,d) hucrelerinde aktif kaspaz-3 ve PARP ifadesinde meydana gelen
degisimler. Beta-Aktin yukleme kontroli olarak kullaniimistir. Deney setleri iki kez
tekrarlanmistir ve her bir set icin temsili western blot sekli kullaniimistir. Birbirinden bagimsiz
2 farkli deney setinden alinan sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmigtir. Herbir
grubun kesilmis kaspaz-3 ve PARP’l kendi Beta-Aktinlerine normalize edilmistir ve grafikler

kontrol degeri 1 kabul edilerek ve kontrole oranlanarak gizilmigtir.

4.4 Ph+ ALL Hiicrelerinde BCR-ABL ifadesinin Resveratrol, SKI Il, PDMP, Miriosin ve
Resveratrol: inhibitér Kombinasyonlari Tarafindan Diizenlenmesi
Ph+ ALL olusumundaki temel onkoprotein olan BCR-ABL’nin ifadesinde meydana

gelebilecek olan degisimleri anlayabilmek amaciyla SD1 (Sekil 14a) ve SUP-B15 (Sekil 14b)
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hicreleri resveratrol, sfingolipid metabolizmasi enzim inhibitérleri ve resveratrol: inhibitor
kombinasyonlari ile muamele edilmis ve total protein izolasyonunu takiben western blot
gerceklestiriimistir. Sekil 14a ve b’de goéruldigi Uzere artan resveratrol konsantrasyonlari
(SD1: 20- ve 40 yM ; SUP-B15: 5- ve 10 pM) kontrole gére BCR-ABL seviyesini sirasiyla
SD1 i¢in 0.1 ve 0.8 kat, SUP-B15 igin 0.25 ve 0.5 kat azaltmistir. SUP-B15 igin 1 uM SKI I
ve 1 yM PDMP sirasiyla 0.48 ve 0.37 katlik azalma olustururken Miriosin 1.5 kathk bir
artma meydana getirmistir. Benzer sekilde, SD1 hicrelerinde 2.5 pM ve 10 yM PDMP
sirasityla 0.5 ve 0.9 kathk azalma olustururken Miriosin 2.4 kathk bir artma meydana
getirmistir. SKI 1| ve PDMP’nin tek basina antiapoptotik trtinler olan S1F ve GSS miktarini
azaltiyor ve apoptotik seramid birikimini tetikliyor olmasi BCR-ABL seviyesindeki azalma ile
iligkilendirilebilir. Diger taraftan, Miriosin tek basina BCR-ABL ifadesini arttirmaktadir.
Seramid miktarini azaltmasi g6z 6ninde bulunduruldugunda Miriosin ile SPT inhibisyonu
BCR-ABL uzerindeki artis Uzerinden hicrelerin bluyimesine katkida bulunabilir. Sfingolipid
metabolizmasi enzim ve urlnlerinin BCR-ABL pozitif bazi hematolojik kanserlerdeki rolleri
bilinmekle beraber proje ile ilk defa Ph+ ALL’'deki olasi etkileride agiklanmaktadir. Ornegin,
BCR-ABL pozitif K562 ve LAMA84 KML hicrelerinde tirozin kinaz ABL’nin serin palmitoil
transferaz uzun zincir 1 (SPTLC1) alt birimini tirozin 164 rezidisunden fosforilleyerek
inaktiflestirdigi ve hucrelerin ¢ogalmasini indukledigi gdsterilmistir (Taouji vd., 2013). Bu
projede ise Miriosin ile SPT inhibisyonu kontrol hicreleri ile karsilastirildiginda apoptozu
baskilamis ($ekil 8c ve 9d) ve BCR-ABL ifadesini arttirmistir (Sekil 14a ve b). KML
hicrelerindeki mekanizmay! destekler sekilde BCR-ABL ve SPT arasinda karsilikli bir
etkilenmenin oldugu Ph+ ALLde ilk defa gosterilmistir. Bir diger calismada ise SK-
1/S1F/S1FR2 sinyal yolaginin BCR-ABL stabilitesini arttirarak KML’de tirozin kinaz
inhibitorlerine karsi diren¢ kazanilmasina ve hicre sag kalimina katki sagladig1 gosterilmistir
(Salas vd., 2011). KML hcrelerinde BCR-ABL’in MAPK, PI3K ve JAK2 gibi sinyal yolaklari
aracihgi ile SK-1 ifadesini ve aktivitesini arttirdidi gosterilmistir (Li vd., 2007). Yeni
yayinlanan bir ¢calismada, BCR-ABL geni, SK-1 geni ortadan kaldiriimis farelerden elde
edilen B hicre progenitdrlerine aktariimis ve BCR-ABL iliskili timor gelisiminin azaldigi
saptanmistir. Ancak, SK-1 ve BCR-ABL arasindaki iligki gdsteriimemigtir (Wallington-
Beddoe vd., 2019). Projede ise SK inhibisyonu sonucu BCR-ABL ifadesinin azalmasi bu
calismayi destekler niteliktedir. GSS ve BCR-ABL arasindaki iliski herhangi bir kanser
tirinde bilinmemektedir. Bu galisma ile ilk defa GSS inhibisyonu sonucu BCR-ABL’nin
baskilandigi ve hicrelerin buylimesinin inhibe oldugu gdsterilmistir.

Resverarol’lin SKI Il ve PDMP ile kombinasyonu beklenilenin aksine BCR-ABL seviyesinde
her iki hicre tipindede artiglara neden olurken Miriosin kombinasyonu azalma meydana
getirmistir. SD1 ve SUP-B15 hicrelerinde resveratrol, SKI Il ve PDMP tek basina BCR-ABL
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ifadesini azaltarak hucrelerin blyimesini ihhibe ederken resveratrolin SKI II ve PDMP
kombinasyonlari BCR-ABL Uzerinden beklenilen etkiyi gostermiyor goérinmektedir.
Resveratrol ve Miriosin kombinasyonu ise her iki hicre tipinde BCR-ABL seviyesini
azaltarak terapotik etki gostermektedir. Resveratrolin SPT’I tek basina aktiflestirmesi (Sekil
10c ve 11c¢) ve Miriosin muamelesi sonucu SPT’in bloklanmasi resveratrol tarafindan
olusturulan etkiyi geriye ¢evirememistir. Dolayisiyla, kombinasyon ¢alismalarinda BCR-ABL
ifadesinin dizenlenmesinde de novo seramid sentez yolaginin veya S1F ve GSS yolaginin
etkili olmadigi gorulmektedir.
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Sekil 14. Resveratrol, SPT, SK ve GSS inhibitérleri, resveratrol:SPT inhibitéri, resveratrol:
SK inhibitéri ve resveratrol:GSS inhibitori kombinasyonlari ile muamele edilen SD-1 (a) ve
SUP-B15 (B) hicrelerinde BCR-ABL ifadesinde meydana gelen degisimler. Beta-Aktin
yukleme kontrolU olarak kullaniimigtir. Deney setleri iki kez tekrarlanmigtir ve her bir set icin
temsili western blot sekli kullaniimigtir. Birbirinden bagimsiz 2 farkli deney setinden alinan
sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Herbir grubun BCR-ABL’si kendi Beta-
Aktinlerine normalize edilmistir ve grafikler kontrol degeri 1 kabul edilerek ve kontrole

oranlanarak cizilmistir.
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5. SONUC

Resveratrol tarafindan tetiklenen antilésemik etkinin molekiler sinyal yolaklar seramid
metabolizmasinin anahtar enzimleri olan SK, GSS ve SPT’in hedeflenmesi ve hastalagin
olusumundaki temel onkoprotein olan BCR-ABL ifadesinde meydana gelen degisimlerin
belirlenmesi yolu ile iligkilendirilerek arastiriimis ve bunun igin iki farkh Ph + ALL hicre
hatti (SD1 ve SUP-B15) lizerinde galisiimistir.

Resveratroliin terapotik etkisi Ph+ ALL'de literatirde ilk defa detayli bir sekilde
arastirilmis ve Ph+ ALL'yi temsil eden her iki hiicre hattinda hiicre gogalmasini hiicreleri
hicre doéngusini S fazinda tutarak ve apoptozu indukleyerek gerceklestirmistir.
Apoptozun temelinde yatan mekanizma sitokrom-c saliniminin artmasina paralel olarak
kaspaz-3 aktiflesmesi ve PARP kesimi olarak saptanmistir. Resveratrol her iki hicre
hattindada BCR-ABL ifadesinde azalmalara neden olarak hastaligin temel etkeni olan
BCR-ABL aracili hiicre buylimesi ve apoptozdan kagisi engellemektedir. Ayrica,
sfingolipid metabolizmasinin merkez molekili olan apoptotik seramidin de novo yolak ile
sentezinden sorumlu SPT ve seramidin antiapoptotik S1F ve GSS’e dénisimden
sorumlu SK ve GSS enzimlerinin protein ifadeleri resveratol muamelesi sonucu Ph+
ALL’de degisime ugramistir. Resveratrol SK ve GSS ifadesini azaltirken SPT ifadesini
arttirmistir. Dolayisiyla, resveratroliin sfingolipid metabolizmasini diizenleyerek de hicre
blylimesini baskiladigi bulunmustur. Resveratol ile birlikte sfingolipid metabolizmasinin
hedeflenmesi ve kombinasyon tedavisi yaklagimlarinin potansiyeli projede aydinlatilan
diger bir hedeftir. Resveratroliin 6zellikle SKI Il ile kombinasyonu hicreleri S fazinda
tutarken intrinsik yolak lzerinden apoptozu tetiklemektedir. Sitokrom-c salinimina eslik
edecek sekilde kaspaz-3 aktiflesmesi ve PARP kesimi araciligiyla apoptoz tetiklenmistir.
Resveratrol ile PDMP kombinasyonunda ise iki hiicre farkli cevaplar vermekle beraber
Ozellikle SUP-B15 hicrelerinde kaspaz-3 bagimsiz PARP kesimi ve sitokrom-c salinimi
tespit edilmistir. Resveratol ile beraber SPT'in hedeflenmesi ise kaspaz-3 bagimsiz
PARP kesimi ve sitokrom-c salinimi Uzerinden etki gostermekle beraber resveratrolin
apoptotik etkisini geriye c¢evirmemistir. Resveratol: SKI I ve PDMP kombinasyon
calismalarinin BCR-ABL ifadesinde beklenilen etkisinin olmadigi ancak Miriosin

kombinasyonunun BCR-ABL ifadesini azalttigi saptanmistir.

Proje ile ilk defa Ph+ ALL’de resveratol'lin terapotik potansiyelinin oldugu ve bu etkinin
altinda yatan mekanizmalar aydinlatiimis olmakla beraber sfingolipid metabolizmasinin
hedeflenmesi ile birlikte kombinasyon stratejilerinde olasi etkileri tanimlanmistir. Ph +

ALL modelinden 6zellikle sfingolipid metabolizmasinin hedeflendigi ¢calismalar literatirde
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sadece bir tanedir ve 2019 yilinda yayinlanan bu c¢alismada (Wallington-Beddoe vd.,
2019) ALL'de SK-1 ifadesinin arttigi ve SK-1 geninin genetik olarak silinmesi sonucu
BCR-ABL tarafindan tetiklenen Ph+ ALL fare modelinde gerileme géruldugu
gosterilmistir. Projede de benzer ve tutarli sekilde Ph + ALL hiicrelerinde SK inhibisyonu
sonucu BCR-ABL'nin ifadesi azalmigtir. Bunun yanisira literatirde ilk defa GSS ve SPT

inhibisyonu sonucu BCR-ABL ifadesinde meydana gelen degisimler saptanmistir.

Projeden elde edilen bu veriler sayesinde 6zellikle sfingolipid metabolizmasi Uzerine
yogunlasan ve tetiklenen sinyal yolaklarinin (6rnegin SK/S1F/S1FR) Ph ALL’deki rolunin
arastirilacagi projeler dusunulmektedir. Projede elde edilen sonuglar neticesinde 6zellikle
resveratrolun kaspaz-3 bagimsiz ancak PARP kesiminin ve sitokrom-c salinimin elde
edildigi resveratrol:Miriosin  kombinasyon c¢alismalarinda detayli mekanizmanin
belirlenmesi agisinda endoplazmik stres, lizozomal bozulma gibi nedenlerle ortaya
cikabilecek olan hucre 6lumlerininde arastiriimasi gibi yeni projelerde dugunulmektedir.
Ayrica, resveratrol, sfingolipid metabolizmasi enzim inhibitérleri ve kombinasyonlarinin
hlcre doéngusu Uzerinde olusturduklar tutulmalarin molekiler dizeyde siklinler, siklin
bagimh kinazlar gibi hucre dongusu duzenleyicilerinin arastirilmasi ile aydinlatiimasi

planlanmaktadir.

Sonug¢ olarak, hem resveratrolin tek basina hemde sfingolipid metabolizmasinin
hedeflenmesi ile beraber Ph+ ALL’de antildsemik etkiyi farkli mekanizmalar Uzerinden
gerceklestirdigi proje ile gdsterilmistir. Ozellikle in vivo fare modeli galigsmalari ve/veya
nanopartikil tasarimlari ile birlikte hedefli terapiye uygulanabilecegi projelerde halihazirda

tasarlanmaktadir.
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Proje ile resveratrol'in, Ph+ ALL hucreleri GUzerindeki bliylimeyi inhibe edici etkisinin
arkasinda yatan mekanizmalar, seramid metabolizmasinin hedeflenmesi ve BCR-ABL
ifadesindeki degisimler ile iliskilendirilerek arastiriimistir. Resveratrol, SK inhibitért (SKI II),
GSS inhibitérd (PDMP), SPT inhibitdri (myriocin) ve resveratrol: inhibitér kombinasyonlarinin
in vitro olarak Ph+ ALL SD1 ve SUP-B15 hucreleri Gzerindeki biyumeyi durdurucu ve
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ifadelerinin ve sitokrom c saliniminin belirlenmesi (western blot) ile, sitostatik etki (hiicre
doénglisu uzerindeki) ise akim sitometresi (Pl boyamasi) ile arastirilmistir. Resveratrol ve
sfingolipid metabolizmasi enzimlerini hedefleyen inhibitér kombinasyonlarinin BCR-ABL
protein ifadesi Uzerine etkisi western blot ile belirlenmistir. Ayrica, resveratrol'in SPT, SK-1/2,
GSS protein ifadeleri Gzerindeki etkisi western blot ile belirlenmistir. Her iki hiicre hattinda
resveratrol ve resveratol?in SKI Il ve PDMP ile kombinasyonlari hiicre biyumesini
baskilamig, apoptozu tetiklemis ve hiicre dongusinu S fazinda tutmustur.
Resveratrol:myriocin kombinasyonu ise hlcre buylimesi ve hlicre déngusu lzerinde hiicreye
6zgu etkiler gosterirken apoptozu her iki hiicrede tetiklemigtir. Her iki hiicre tipinde resveratol
ve kombinasyonlari sitokrom-c salinimini, kaspaz-3 kesimini ve PARP kesimini genel olarak
arttirmakla beraber huicreye 6zgu degisimler de saptanmistir. Resveratrol her iki hiicrede SK-
1/SK2 ve GSS ifadesini azaltirken SPT ifadesini arttirmistir. Resveratrol, SKI Il ve PDMP
BCR-ABL ifadesini azaltirken myriocin arttirmistir. Resveratrol: SKI Il ve PDMP
kombinasyonlari BCR-ABL uzerinde artislara neden olurken myriocin ile kombinasyon BCR-
ABL ifadesini azaltmigtir. Sonug olarak, resveratrol seramid metabolizmasini ve BCR-ABL
ifadesini dlizenleyerek Ph+ ALL Uzerinde hiicre bliyimesini baskilamig ve apoptozu
tetiklemistir.
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