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Oksidatif, Apoptotik ve Inflamatuar Sinyal Yolaklar iizerinden C6
Glioblastoma Hiicrelerindeki ML351'in Antiproliferatif Etkileri
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Amac: Kanser tedavisindeki basarili yaklagimlardan biri de spesifik inhibitdrlerin kullanilmasidir. Coklu doymamis yag
asitlerinin metabolizmasindan sorumlu olan 12/15-lipoksijenaz (12/15-LOX) noronlarda oksidatif stres kaynaklanan
hiicre dliimiine aracilik etmesinin yani sira, kanser gibi bircok 6nemli hastalikta yer alan metabolitlerin {iretemini de
gergeklestirir. Bu ¢aligmada, 12/15-LOX inhibitorii olan ML351'in C6 glioblastoma hiicrelerin iizerindeki anti-
proliferatif etkilerini gesitli biyokimyasal siiregler iizerinden aragtirilmasi amaglanmustir.

Gerec ve Yontemler: Calismada once C6 hiicreleri igin sitotoksik ML351 konsantrasyonlari metil tiazolil tetrazolyum
(MTT) kullanilarak tespit edilmistir ve ardindan total oksidan kapasite (TOS), sitokrom ¢ (CYC), kaspaz 3 (CASP3),
timor nekroz faktor alfa (TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6) seviyeleri ol¢iildii.

Bulgular: Sonu¢ olarak, ML351 C6 hiicreleri iizerinde konsantrasyon bagimli anti-proliferatif etkilerinin oldugu
goriildii. ML351 uygulamasinin C6 hiicrelerinde oksidatif strese neden olarak TOS seviyelerini artirdigi belirlendi.
ML351 uygulanmasi kontrol grubu ile karsilastirildiginda CASP3 ve CYC seviyelerini artirdi (p<<0,001). Bu sonuglara
gore, ML351 uygulamasinin C6 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi goriildii. Ote yandan, ML351 ile tedavi edilen C6
hiicrelerinde kontrol grubuna gére TNF-a ve IL-6 seviyelerinin diistiigii belirlendi (p<0,01).

Sonug¢: Calismamiz, C6 glioma hiicrelerinde ML 351 uygulamasmin pro-oksidan/oksidan dengesini bozarak oksidatif
hasar ve apoptoza neden oldugunu ve inflamasyonu azalttigini gostermektedir. Bu nedenle bir antikanser ila¢ olma
potansiyeline sahip ML351'in farkli kanser hiicre hatlarindaki fakli metabolik yolaklar iizerindeki etkilerini arastiran
daha ileri ¢aligmalar yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: ML351; C6 glioblastoma; oksidatif stres; apoptoz; inflamasyon.

Antiproliferative Effects of ML351 on C6 Glioblastoma Cells through Oxidative, Apoptotic
and Inflammatory Signaling Pathways

ABSTRACT

Aim: One of the successful approaches in cancer treatment is the use of specific inhibitors. Responsible for the
metabolism of polyunsaturated fatty acids, 12/15-lipoxygenase (12/15-LOX) not only mediates cell death caused by
oxidative stress in neurons, but also produces metabolites involved in many important diseases such as cancer. In this
study, it was aimed to investigate the anti-proliferative effects of ML351, 12/15-LOX inhibitor, on C6 glioblastoma
cells through various biochemical processes.

Material and Methods: In the study, cytotoxic ML351 concentrations for C6 cells were determined using methyl
thiazolyl tetrazolium (MTT), and then total oxidant capacity (TOS), cytochrome ¢ (CYC), caspase 3 (CASP3), tumor
necrosis factor alpha (TNF-a) and interleukin-6 (IL-6) levels were measured.

Results: As a result, it was found to have concentration dependent anti-proliferative effects on ML351 C6 cells. It was
determined that ML351 treatment increased TOS levels by causing oxidative stress in C6 cells. The ML351 treatment
increased CASP3 and CYC levels compared to the control group (p<0.01). Based on these results, it was observed that
ML351 treatment induced apoptosis in C6 cells. On the other hand, TNF-a and IL-6 levels were decreased in C6 cells
treated with ML351 compared to the control group (p<0.01).

Conclusion: Our study shows that ML 351 treatment causes oxidative damage and apoptosis by disrupting the pro-
oxidant/oxidant balance and decreases inflammation in C6 glioma cells. Therefore, further studies should be conducted
to investigate the effects of ML351, which has the potential to be an anticancer drug, on different metabolic pathways in
different cancer cell lines.

Keywords: ML351; C6 glioblastoma; oxidative stress; apoptosis; inflammation.
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GIRiS

Gliomlar, glial hiicrelerden kaynaklanan ve merkezi sinir
sisteminin (MSS) en sik goriilen tiimorleridir (1). Malign
glioma, siklikla yiiksek oranda morbidite ve mortalite ile
sonuglanan birincil beyin tiimdridir (2). Gliomlar
metastaz yapmaz, lokal olarak infiltre olur, komsu
dokulara yayilir ve kotii prognoz gosterir (3). Ne yazik ki,
son yillarda, gliomalar i¢in ¢esitli molekiiler yolaklar ve
cesitli terapotik hedefler Onermis olsa da, klinik
deneylerde basart saglanamamistir. Ancak molekiiler ve
genetik teknolojik gelismeler ve hastaligin fizyolojik ve
biyokimyasal mekanizmalarinin anlasilmasi1 sayesinde
daha etkili bir tedavi ile hasta sag kalimi ve yasam
kalitesi yiiksek tutulabilir. Bu yiizden, glioma tiimorleri
icin mevcut molekiiler bilgiler arttikca, yenilikgi
tedavileri incelemek i¢in uygun hayvan glioma
modellerinin 6nemi de giin gegtikge artmaktadir. Hayvan
glioma  modelleri, laboratuvar  hayvanlart  igin
tiimdrojenik olan ve insan gliomalarinin temel biyolojik
Ozelliklerini simiile edebilen glioma hiicre hatlarindan
iiretilir. Noro-onkolojide yaygin olarak kullanilan sigan
C6 hiicre hatlari, tlimdrogenez, invazyon, migrasyon ve
anjiyogenez gibi glioma ozelliklerini analiz etmek ic¢in
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (4).

Coklu doymamis yag asitlerinin ((DYA) metabolizmasi
hiicre sinyallemesi, inflamasyon, metabolizma ve hiicre
proliferasyonu iizerindeki rolleri kapsamli bir sekilde
ortaya konmustur (5). Bilinen biyolojik islevlerine
ragmen CDYA’lar, topluca oksipinler ad1 verilen lipitten
tiretilen molekiillerin sentezi ic¢in birer substrattirlar.
Siklooksijenaz (COX), lipoksijenazlar (LOX) ve/veya
sitokrom P450 enzimleri tarafindan metabolize edilen
CDYA’lar, kanser dahil bir dizi fizyolojik ve patolojik
siirecte sinyal gorevi gorebilen molekiiller iiretirler (6).
Lipoksijenaz sinyal yolag: ile kanser arasindaki iliski,
siklooksijenaz ~ yolundan daha az arastirilmustir.
LOX’larin ekspresyonu normalde diisiiktlir veya normal
dokularda yoktur, ancak kanser gibi patolojik kosullar
altinda ekspresyonu artmaktadir. LOX’lar artmus
ekspresyonu  kolon, prostat, g6glis ve pankreas
kanserlerinde  tanimlanmistir  ve  timdr  hiicresi
proliferasyonu, go¢li ve kotilesen prognoz ile
iliskilendirilmistir (7). LOX inhibitorleri esas olarak
inflamatuar durumlarin  tedavisinde ilgi g¢ekmistir.
Giderek artan sayida arastirma, LOX inhibitorlerinin
kanserlerin kemoprevansiyonundaki roliinii
desteklemektedir (8). ML351, inme ve ndrodejeneratif
bozukluklarin patofizyolojisinde rol oynayan 12/15-
LOX’in in vitro olarak gii¢lii ve seg¢ici inhibisyonu ve
oksidatif stresle iliskili noronal hiicre Oliimiinden
korumasi nedeniyle terapdtik  bir  strateji  olarak
Onerilmistir (9).

Bu c¢alismada 12/15 LOX inhibitorii olarak ML351
uygulamasinin C6 glioma hiicrelerindeki inflamatuar,
oksidatif stresi ve apoptotik yolaklar1 modiile ederek
hiicre proliferasyonu tizerindeki etkilerinin arastirilmasi
hedeflendi. ML351’in bu sinyal yolaklar1 {izerindeki
etkilerini belirlemek icin reaktif oksijen tiirleri (TOS),
kaspaz 3 (CASP3) seviyeleri, sitokrom c¢ (CYC),
interlokin-6 (IL6) ve timor nekroz faktor a (TNFa)
seviyeleri 6l¢iild.

GEREC VE YONTEMLER

Hiicre kiiltiirii ve ML315 uygulamasi

Amerikan Tipi Kiiltir Koleksiyonundan (ATCC,
Rockville, MD, ABD) satin alinan C6 hiicre hattinin,
%10 (h/h) fetal sigir serumu, %1 (h/h) penisilin-
streptomisin (sirasiyla 100 U/ml — 100 pg/ml) igeren
Dulbecco Modifiye Kartal Ortaminda (DMEM) kontrollii
sartlarin (37°C’de %95 hava ve % 5 CO,) saglandigi
inkiibatorde proliferasyonu saglandi. Hiicreler ilk dnce 25
cm? hiicre kiiltiirii siselerinde birlesene kadar biyiitildi
ve ardindan 75 cm’ hiicre kiiltiirii siselerine aktarildi.
Genel bir prosediir olarak, yeterli konfluansa (> %80)
ulasan hiicreler %0,25 tripsin-1 mM
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) cozeltisi ile hiicre
kdiltiirii siselerinden ayrilmasi saglandi.

Hiicre canhilhi@imin analizi

C6 hiicreleri (5x10° yogunlukta) 96 kuyucuklu plakalarda
yetistirildi ve kiiltiir ortamina yapisan hiicreler 24 saat
stireyle dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢ozdiiriilerek
hazirlanan 1, 2, 4, 8, 16, 32 ve 64 uM
konsantrasyonlarindaki ML3151 ile inkiibe edildiler.
Islemden sonra, her cukura 3 saat siireyle 0,5 mg/ml metil
tiazolil tetrazolyum (MTT) ilave edildi. Ug saat sonra,
formazan tuzlart DMSO ile ¢6ziindiiriildii ve ol¢iimler
570 nm'de mikroplaka okuyucusu ile yapildi. ML351
uygulamasi yapilmayan kontrol grubu hiicrelerin canliligt
%100 olarak kabul edilmis ve deney gruplarindaki
hiicrelerin canliligit  bu kontrol hiicrelerine  gore
hesaplanmigstir. C6 hiicrelerinin canlilik yiizdesi asagidaki
formiil kullanilarak belirlendi:

(ML351 uygulanmis hiicrelerin optik yogunlugu - Koériin
optik yogunlugu) / (Kontrol grubunun optik yogunlugu —
Koriin optik yogunlugu) x 100

MTT analiz sonuglarma gore diger biyokimyasal
analizlerde kullanilmak tizere 3 farklh ML351
konsantrasyonu  belirlendi: (1) 2,7 puM ML351
konsantrasyonu (hiicre canliliginda anlamli bir diisiisiin
oldugu ilk konsantrasyon), (2) 6,1 uM ML351
konsantrasyonu  (hiicre canliligin = %50  distiigi
konsantrasyon=IC50) ve (3) 4,2 uM ML351
konsantrasyonu (bir ara konsantrasyonu olarak).

Hiicre lizat1 hazirlama ve biyokimyasal analiz

ML351 konsantrasyonlar1 ile 24 saat siireyle inkiibe
edilen C6 hiicrelerindeki TOS, CASP3, CYC, IL6 ve
TNFa seviyelerini belirlemek igin hiicre lizatlari, dnceki
calismamizda bahsedildigi gibi hazirlanmistir  (10).
Protein seviyeleri Lowry yontemiyle 6lgildi (11).
Hazirlanan hiicre lizatlari, biyokimyasal analizler icin
hemen kullanildu.

2,7,4,2 ve 6,1 uM ML351 konsantrasyonlari ile inkiibe
edilen C6 hiicrelerindeki TOS seviyeleri ticari olarak
mevcut kit (Rel Assay Diagnostics) kullanilarak firetici
firma talimatlari1 dogrultusunda analiz edilmistir.
Hiicrelerdeki toplam TOS miktarint temsil eden renk
yogunlugu, 530 nm'de spektrofotometrik olarak Sl¢iildii.
Sonuglar pmol H,O, Equiv./L olarak ifade edildi.

CYC ve CASP3 seviyeleri apoptotik belirtegler olarak
uygun ticari kitler kullanilarak hiicre lizatlarinda
Olciilmiistiir (sirastyla Kat no. SEA594Ra ve SEA626Ra;
Cloud Clone Corporation). CASP3 ve CYCS i¢in enzim-
substrat reaksiyonlar1 450 nm'de spektrofotometrik olarak
belirlendi. CASP3 ve CYCS seviyeleri ng/mg protein
olarak ifade edildi.
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Inflamtuar biyobelirtegler olarak IL6 ve TNFa seviyeleri
ticari olarak mevcut kitler (sirasiyla Kat no. SEA079Ra
ve SEAI133Ra; Cloud Clone Corporation) kullanilarak
tiretici firma talimatlar1  dogrultusunda mikroplaka
okuyucu yardimiyla dl¢iilmiistiir. TNFao, ve IL6 seviyeleri
pg/mg protein olarak ifade edildi.

Istatiksel analiz

Deneysel veriler Shapiro-Wilk normallik testi ile normal
dagilima uyup uymadigi kontrol edilmistir. Normal
olarak dagitilan veriler tek yonli ANOVA ile analiz
edildi ve Tukey'in post-doc testi olarak kullanildi. Veriler
ortalamatstandart sapma olarak verildi. Istatistiksel
anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Farkli ML351 konsantrasyonlarinin C6 hiicre canliligi
iizerindeki etkileri Sekil 1'de gosterilmistir. C6 hiicreleri,
ML351 uygulamasinin ardindan konsantrasyona bagl bir
azalma gostermistir. Ozellikle, 16 pM ML351 iizerindeki
konsantrasyonlarda herhangi bir hiicre canlilig1 tespit
edemedik. Bununla birlikte, 24 saatlik MTT sonuglarina
gore, 6,1 pM ML351 uygulanmasi kontrol grubuna gore
hiicre canliliginda yaklasik % 53,8’lik bir diisiis
gostermistir (p<0,01). Ayrica, 24 saat boyunca 2,7 ve 4,2
pM  ML351 konsantrasyonlart ile inkiibe edilen
hiicrelerin canliliginda, kontrol grubuna kiyasla %15,2 ve
9%29,4'liik bir azalma ile sonuglandi (p<0,01).
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Sekil 1. ML351 uygulanan C6 glioblastoma
hiicrelerindeki MTT test sonuglari. * p<0,05; ** p<0,01;
*¥*%  p<0,001 kontrol ile Kkarsilastirildiginda C6
hiicrelerindeki ~ TOS  seviyeleri, artan  ML351
konsantrasyonu ile artmistir (Sekil 2). Kontrol seviyeleri
ile karsilastirildiginda, TOS seviyeleri 2,7, 4,2 ve 6,1 uM
ML351 konsantrasyonlarinda sirasiyla %17,3, %30,5 ve
%58,1 oraninda artis1 oldugunu bulduk (p<0,01). En
diisiik ortalama TOS seviyesi kontrol grubunda 4,6 umol
H,0, Equiv./L ve en yiiksek ortalama deger 6,1 pM
ML351 grubunda 7,36 H,0, Equiv./L olmustur.

TOS Seviyeleri (H,0, Equiv./L)
B

T
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Sekil 2. ML351 konsantrasyonlart1 uygulanan C6

glioblastoma hiicrelerinde TOS seviyeleri. TOS: Toplam
oksidan kapasite; * p<0,01 kontrol ile karsilastirildiginda

ML351 hiicre igi apoptotik yollar1 etkileyen CASP3 ve
CYC seviyelerinde degisiklige neden olmustur. Artan
ML351 konsantrasyonlarinin C6 hiicrelerindeki apoptotik
belirtegler iizerindeki etkileri Sekil 3A ve 3B’de
gosterilmigtir. 24 saat 2,7, 4,2 ve 6,1 uM ML351
konsantrasyonlart ile inkiibe edilen C6 hiicreleri, kontrol
grubuna kiyasla CASP3 seviyelerinde sirastyla %21,5, %
38,3 ve %68,1’lik istatistiksel olarak anlamli bir artig
gosterdi (p<0,01; Sekil 3A). Ayrica, 2,7, 4,2 ve 6,1 uM
ML351 konsantrasyonlari ile tedavi edilen C6 glioma
hiicrelerinde kontrol grubuna gére CYC seviyelerinde

sirastyla  %18,6, %259 ve %50,3’lik  distsler
gozlenmistir (p<0,01; Sekil 3B).
Artan  ML351 konsantrasyonlarina  gore Cé6

hiicrelerindeki inflamatuar sitokin seviyeleri, Sekil 4A ve
4B’de gosterilmistir. Kontrol ile karsilastirildiginda, 24
saat 2,7, 4,2 ve 6,1 uM ML351 konsantrasyonlarinin
uygulandig1 gruplardaki TNFa seviyeleri sirasiyla %33,7,
% 41,5 ve %62,9’luk bir disiis gosterdi (p<0,01; Sekil
4A). Benzer sekilde, ML351 konsantrasyonlarmin
uygulandig1 gruplardaki IL6 seviyeleri sirasiyla %19,5, %
32,7 ve %46,2°lik bir diisiis gosterdi (p<0,01; Sekil 4B).
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Sekil 3. ML351 konsantrasyonlart uygulanan C6 glioblastoma hiicrelerindeki apoptotik biyobelirtecler. A: CAPS3
seviyeleri; B: CYC seviyeleri; CASP3:. Kaspaz 3; CYC: Sitokrom c¢; * p<0,01; ** p<0,001 Kkontrol ile

karsilagtirildiginda
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Sekil 4. ML351 konsantrasyonlar1 uygulanan C6 glioblastoma hiicrelerindeki inflamatuar biyobelirtegler. A: TNF-a

seviyeleri; B:

karsilagtirildiginda

TARTISMA

Calismamizda, farkli siirelerde konsantrasyonlarda (0-64
puM) ML351 uygulamasmin ¢esitli  biyokimyasal
mekanizmalar tetikleyerek C6 glioma hiicrelerinde anti-
proliferatif  etkilere neden olup olmayacaginin

arastirilmas1 amaglandi. C6 hiicreleri igin belirlenen ¢
sitotoksik konsantrasyonun (2,7, 4,2 ve 6,1 uM) oksidatif,
apoptotik ve inflamatuar mekanizmalar1 iizerindeki
etkileri analiz edildi. Ilging bir sekilde, ML351
uygulamasinin C6 hiicrelerinde TOS, CASP3 ve CYC
seviyelerini artirirken, TNFa ve IL6 seviyelerini
diistirerek hiicre ¢ogalmasini baskiladigi bulundu.

Son yillarda, kanser gelisiminde LOX’larin ve COX’larin
aktivitesi dikkat ¢eken konular arasinda yer almaktadir.
CDYA’larm LOX ve COX aktivitesi ile olusan
oksipinler, hiicre proliferasyonu, hiicre adezyonu,
migrasyon, anjiyogenez ve vaskiiler gecirgenlik gibi

IL-6 seviyeleri; TNF-o: Tiimér nekroz faktdr alfa; IL-6: Interlokin-6; * p<0,01 kontrol ile

kanserogenez  ile  yakindan  iligkili  siireglerin
diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar (12). LOX’un
kanser gelisimi ve ilerlemesindeki rolii, insan timor
biyopsileri ve deneysel olarak indiiklenmis hayvan timor
modelleri {izerinde yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur
(13,14). LOX’lar genellikle pro-inflamatuar uyaranlarla
indiiklenebilir ve c¢ogunlukla kolon, yemek borusu,
akciger prostati ve gogiis kanseri dahil cesitli epitelyal
kanserlerde  yapisal olarak  ekspresyonun  arttigi
bildirilmistir (15). Hiicre ¢ogalmasini ve hiicre dliimiinii
kontrol eden mekanizmalar arasindaki dengesizlik,
kanserin ayirt edici Ozelliklerinden biridir (16). LOX
aktivitesi ve bununla baglantili olarak olusan LOX tiirevi
tirtinlerinin hiicre proliferasyonu ve apoptoz arasindaki
sinyalizasyon kaskatlar1 etkileyerek tiimor hiicresi
biiylimesinin uyarilmasinda rol oynayabilmektedir (17).
LOX inhibitorleri esas olarak inflamatuar durumlarin
tedavisinde ilgi ¢cekse de, giderek artan sayida arastirma,
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LOX inhibitorlerinin kanserlerin kemoprevansiyonundaki
roliinii desteklemektedir (18). Hosseinymehr ve ark. (19),
15-LOX-1 inhibitorii olan kumarin tiirevlerinin PC3 ve
DU145 prostat kanseri hiicre hatlarinda apoptozu
indiikleyerek anti-proliferatif etkiler gosterdigi rapor
edilmistir. Dahasi, Jun ve ark. (20), PANC-1 pankreatik
kanser hiicre hatlarinda bir dizi kumarin tiirevlerinin 24
saatlik inkiibasyonu sonrasinda antiproliferatif aktiviteler
gosterdigini  bulmuslardir.  Bunlar  arasinda, 6-
farnesiloxikumarinin 4 pM’lik IC50 konsantrasyonu ile
en giicli antikanser etkiler sergiledigi gosterilmistir.
Ayrica, LOX inhibitorlerinin in vitro sitotoksisite
potansiyelini degerlendirmek icin SKNMC
(néroblastoma), PC3 (prostat karsinomu) ve HT29
(kolorektal kanser) dahil olmak iizere ii¢ farkli kanser
hiicresi hattinda yiiksek antikanser aktiviteler gosterdigi
bildirilmistir. Bizde bu ¢aligmada, ilk kez 12/15 LOX
inhibitori olarak ML351 uygulamasinin C6 glioblastoma
hiicrelerinde oksidatif, apoptotik ve inflamtuar yolaklar
iizerindeki  etkisini ortaya c¢ikarmayr amacladik.
Biyokimyasal yol analizinden 6nce, MTT testi ile 2,7, 4,2
ve 6,1 pM ML351’in etkili konsantrasyonlari oldugu
bulundu. C6 glioblastoma hiicreleri igin ML351 IC50
degerimiz 6,1 puM’idi.  Yukarida bahsi gecen
calismalarda kullanilan LOX inhibitdrlerine gére nispeten
daha yiiksek IC50 degerimiz, glioblastoma hiicrelerinin
pankreatik kanser, prostat kanser, kolorektal kanser,
noroblastoma hiicrelerine gore LOX inhibitorlerine daha
direngli olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ote yandan,
bahsi gegen  caligmalardaki  kullamilan  LOX
inhibitorlerinin yapisal olarak ML351’den farkli olmasi
da, calismamizdaki IC50 degerindeki farklihig
aciklayabilir.

Oksidatif stres, oksidanlar veya reaktif oksijen tiirleri
(ROS) olarak adlandirilan serbest radikallerin ve reaktif
metabolitlerin {iretimi ve bunlarin antioksidanlar olarak
adlandirilan ~ koruyucu  mekanizmalarla  ortadan
kaldirilmasi arasindaki bir dengesizlik olarak tanimlanir
(21). Timdr hiicrelerinin temel &zelliklerinden biri,
normal hiicrelere kiyasla daha fazla hayatta kalma
yetenekleridir. ROS'un, hiicre proliferasyonunu, hayatta
kalmasini ve hiicresel gocii artirma yetenekleri nedeniyle
tiimdrijenik oldugu bildirilmektedir. ROS, DNA hasarina
neden olarak tiimor olusumunu ve ardindan timor
ilerlemesini baslatan genetik lezyonlara yol agabilir (22).
Ote yandan ROS, hiicresel yaglanmay1 ve hiicre éliimiinii
de indiikleyebilir ve bu nedenle anti-timorijenik ajanlar
olarak iglev gorebilir. ROS'un timdr hiicresi hayatta
kalmasini tesvik edip etmedigi veya anti-tiimorijenik
ajanlar olarak hareket edip etmedigi hiicre ve dokulara,
ROS iretiminin konumuna ve bireysel ROS
konsantrasyonuna baghdir (23). Chang ve ark. (24)
yapmig oldugu c¢alismada, LOX inhibitdrlerinin
kolorektal kanser hiicrelerinde istilayi, proliferasyonu ve
ROS diretimini baskiladigin1 bildirmislerdir. Aksine,
calismamizda, ML351 uygulamasin1 takiben C6
glioblastoma hiicrelerindeki TOS seviyelerinde artig
oldugunu tespit ettik. TOS igerigindeki artis, bize ML315
uygulamasindan sonra oksidatif stresteki artigt gosterir.
Bu nedenle, farkli kanser tiirlerindeki farkli LOX
inhibitorlerinin farkli etkiler gosterdigini soyleyebiliriz.
Calismamizdaki ROS seviyelerinde keskin artig, C6
glioblastoma hiicrelerinin homeostazini bozmanim ve

onlar1 apoptoza girmeye zorlamanin bir yolu da ML351
uygulamasi olabilir.

Apoptozun veya programlanmig hiicre Oliimiiniin
indiiklenmesi, ¢ogu kemoterapétik ajanin arzu edilen bir
ozelligidir (25). Apoptotik yol, CYC’nin mitokondriden
sitozole salinmasini ve kaspaz-9'un aktivasyonunu igerir.
Kaspaz-8 veya kaspaz-9 aktive edildiginde, kaspaz-3, -6
ve -7 gibi efektdr kaspazlarinin aktivasyonunu igeren
ortak bir yolu indiikleyerek kaspaz kaskatini harekete
geeirir (26). Cesitli ¢aligmalar, LOX aktivasyonunun
bloke edilmesinin farkli insan kanserlerinde apoptozu
indiikleyebilecegini gostermistir. Avis ve ark. (27), LOX
inhibitorlerinin, MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde
anti-apoptotik protein olan Bcl-2 ekspresyonunu azaltarak
ve pro-apoptotik protein olan bax ekspresyonunu
arttirarak apoptozu indiikledigini gostermislerdir. Benzer
sekilde, bir bagka c¢alismada, insan akciger kanseri
biiytimesinde rol oynayan 5-LOX yolunun inhibisyonu,
in vitro olarak c¢esitli akciger kanseri hiicrelerinde
proliferasyonunu baskiladigt ve apoptozu indiikledigi
rapor edilmistir (28). Wong ve ark. (29), AGS ve MKN-
28 mide kanseri hiicre hatlarinda LOX inhibitorii
uygulamasinin, apoptozun azalmis Bcl-2 seviyeleri ve
kaspaz-7 aktivasyonuyla indiiklendigini gosterdi. Ek
olarak, MK591 uygulamasinin LNCaP prostat kanser
hiicrelerinde hem protein kinaz C-epsilon hem de 5-LOX
inhibe ederek apoptozu indiikledigi bulunmustur (30).
Literatiirdeki bu bilgiler, kanser hiicrelerindeki LOX
inhibitorlerinin neden oldugu apoptozun dnemini ortaya
koymaktadir. Bu c¢alismada, ozellikle oksidatif stres
iizerinden apoptozu indiikleyen ML351’in antikanser
aktivitelerini gosterdik. C6 glioma hiicrelerinde ML351
uygulamasinin, CASP3 ve CYC seviyelerini arttirarak
apoptozu destekledigini bulduk. Bu sonuglar, gliomalarin
tedavisinde anti-kanser ila¢ direnci i¢in umut verici
olabilir.

Inflamasyonun tiimér ilerlemesinde &nemli bir rolii
oynadigr ve kanserin ayirt edici Ozelliklerinden biri
oldugu kabul edilmektedir  (31). Noroinflamasyon
yolagindaki glial-néronal hiicre etkilesimlerinde onemli
bir rol oynayan molekiiller pro- inflamatuar sitokinlerdir
(32). Bu sitokinlerden TNF o ve IL6, glia ve ndronlar gibi
farkli hiicre tiplerinde eksprese edilir ve Ornegin
inflamasyon, oksidatif stres ve apoptoz gibi hiicre sinyal
yolaklarini tetikleyebilir (33). 5-LOX, pro-inflamatuar
uyaranlarla indiiklenebilir ve akciger, prostat, meme ve
kolon dahil epitel kanserlerinde eksprese edilir (34). Bu
nedenle, 5-LOX inhibitorleri, kemopreventif etkileri
nedeniyle hedeflenmistir. 5-LOX aktivitesinin
inhibisyonunun prostat kanseri hiicre proliferasyonunu ve
ayrica karsinojenin indiikledigi akciger timor olusumunu
bloke ettigi gosterilmistir (35). Bu c¢aligma, ML351
uygulamasiin C6 glioblastoma hiicrelerinin de yukarida
bahsi gecen ¢alismalarda oldugu gibi davranabilecegini
gostermektedir. ML351 wuygulamasi C6 hiicrelerinde
benzer sekilde pro- inflamatuar sitokin sentezinin
artmasina neden oldu. ML351 ile indiiklenen C6
hiicrelerinin TNFa ve IL6 seviyelerinin, sonunda
glioblastoma hiicre Oliimiine neden olan apoptotik
etkilere neden olabilecegini diisiiniiyoruz.

SONUC
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Sonu¢ olarak, mevcut sonuglar, LOX inhibit6rii olan
ML351’in, C6 glioblastoma hiicrelerinde proliferasyonun
inhibisyonu ve apoptoz indiiksiyonu iizerindeki etkisini
gostermistir. Ayrica ML351 CYC salimmmi, CASP3
aktivasyonu yoluyla apoptozu indiikledigini de gosterdik.
LOX inhibitorii tedavisi ayrica pro-inflamatuar sitokin
(TNF a ve IL6) seviyelerini diigiirdi. LOX yolaklarinin
bloke edilmesi, glioblastoma tedavisinde umut vaat
etmesi nedeniyle, molekiiler temelli daha ileri
aragtirmalara ihtiyag¢ vardir.
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