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Amag: Kanser hiicrelerinin glikoza duyduklari ihtiya¢ sonucu solunumla ilgili metabolik yolaklarimi
yeniden diizenlemesi, kanser hiicrelerini normal hiicrelerden aywran énemli degisimlerden biridir ve bu degisim
ilk olarak 1920l yillarda Otto Warburg tarafindan rapor edildigi i¢in “Warburg Fenomeni” olarak bilinir.
Kanser hiicrelerindeki artmig glikoliz, bu yolagi onemli bir kanser hedefi haline getirir. Glikolizin ilk ve hiz
kasitlayict basamaklarindan biri olan Heksokinaz (HK) enzimi bu agidan dnemli bir hedeftir ve kanser
hiicrelerinde karsimiza ¢ikan HK-I1I'nin baskin oldugu fenotip bu izozime yénelik tedavilerin gelistirilmesini
miimkiin kilar. Medisinal kimya yaklagimlar kullanilarak bu izozime karsi selektivite saglayan heterosiklik
yapilar ve fonksiyonel gruplar belirlenerek yeni inhibitorler dizayn edilebilir.

Sonu¢ ve Tartisma: HK-II'ye yonelik selektif tedaviler enzimin inhibisyonunu, regiilasyonunu ve
ekspresyonunu temel alr. HK-II'yi hedef alan kiiciik molekiiller yeni molekiillerin kesfi icin bir temel
olusturmaktadir. HK-IIye selektif inhibitorlerin kesfi, kansere ydnelik spesifik ve genis spektrumlu ajanlarin
gelecekte tedavide yer alabilmesi bakimindan umut verici bir gelismedir.

Anahtar Kelimeler: Glikoliz, heksokinaz, kanser, kemoterapi, Warburg Etkisi

ABSTRACT

Obijective: As a result of increased need of glucose, reprogramming the metabolic pathways related to
respiration is a significant change in cancer cells which differs them from normal cells and this change is known
as “Warburg Phenomenon” because firstly reported by Otto Warburg in 1920s. Increased glycolysis in cancer
cells makes glycolysis pathway an important target for cancer tratment. Hexokinase (HK), first and one of the
rate limiting steps of glycolitic pathway, is an important target through this perspective since the prominent
phenotype in cancer cells is HK-11, this makes the development of new therapies against this isozyme possible.
Using medicinal chemistry approaches new inhibitors can be designed by determining the heterocycles and
functional groups providing selectivity against this isozyme.
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Result and Discussion: Selective therapies against HK-Il are based on inhibition, regulation, and
expression of this enzyme. Small molecules targeting HK-I1 provide a basis for developing novel molecules. The
discovery of selective inhibitors of HK-11 is a promising progress for using selective and wide spectrum agents
against cancer in the future cancer therapy.
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GIRIS

Kanser gelisimi mutasyonlardan ve epigenetik faktorlerden koken alan karmasik bir siiregtir [1].
Bugiine kadar malignitelerin tedavisi i¢in bircok ilag gelistirilmis olsa da kanserin karmasik dogasindan
oturt gelistirilen tedaviler hala yetersizdir [2].

Hiicre i¢indeki metabolik faaliyetler enzim denilen biyolojik katalizorlerle gergeklestirilir. Bu
katalizorlerin hiicre i¢indeki miktarimin ya da etkinliginin artmasi veya azalmasi kanser gibi bazi
patolojilerle iligkilendirilebilir ve bu da bu enzimatik yolaklari hastaliklarin tedavisi i¢in bir hedef haline
getirir [3]. Hiicre metabolizmasinin yeniden diizenlenmesi kanser hiicrelerinin ayirt edici 6zelliklerinden
biridir [4].

Kanser hiicrelerindeki solunumla ilgili metabolik degisiklikler 1920°li yillarda Otto Warburg
tarafindan ortaya konulmustur ve uzun zamandir “Warburg fenomeni” olarak bilinmektedir. [5,6,7].
Kanser hiicrelerinin aerobik sartlarda bile hiicreye fazlaca glikoz alip, oksidatif fosforilasyona gore daha
az enerji saglayan glikoliz yolagini kullanarak enerji elde etmesi, kanser hiicrelerini normal hiicrelerden
aytran bir 6zelliktir. Bu ayirt edici 6zellik, kanser hiicrelerinin bir glikoz analogu olan florodeoksiglikoz
ile isaretlenmesini ve pozitron emisyon tomografisi ile tespit edilmesini saglar [7].

Glikozun fosforilasyonunu saglayan HK enziminin bazi izozimlerinin tiimorlerde
ekspresyonunun artmasi, regiilasyonu ve lokalizasyonu tiimér hiicreleri i¢in hayli avantajli bir durum
saglamaktadir. Bu sebeple de bu enzim, kansere karsi ilag gelistirme calismalart i¢in ideal bir hedef

olabilir [8]. Bu enzimi hedef alan kii¢iik molekiiller mevcuttur.

Kanser Hiicrelerinde Glikoliz

Normal memeli hiicrelerinde enerji tiretimi temelde iki yolla olmaktadir; laktik asit
fermantasyonu ve aerobik solunum. Laktik asit fermantasyonu sitozolde gerceklesir ve evrensel bir
metabolik yolak olan glikoliz ile glikoz piirivata kadar pargalanir. Piirivat sonrasinda laktata indirgenir
ve kan dolasimina geger. Aerobik solunumda ise glikolizi takiben krebs dongiisii ve oksidatif
fosforilasyon reaksiyonlar1 mitokondri igerisinde gergeklesir. Burada substratlar CO2 ve H>O’ya kadar
parcalanir ve enerji iiretimi ¢ok daha fazladir [9].

Kanser metabolizmast ve Warburg etkisi i¢in fosfoinositid 3-kinaz/protein kinaz B/rapamisinin
memeli hedefi (PI3K/Akt/mTOR) ve hipoksi ile indiiklenebilen faktor-1 (HIF-1), 6nemli diizenleyici
mekanizmalar olarak karsimiza ¢ikar. PI3K yolagmin Akt {izerinden glikoz tastyicis1 ekspresyonunu

(GLUT-1) artirdig1 gosterilmis ve hiicreye fazla miktarda glikoz girisi ile bu yolagin aktivasyonu



184 Akdag ve Ozgelik Ankara Ecz. Fak. Derg., 46(1): 182-192, 2022

iligkilendirilmistir. Tiimor biiylidiikkge hipoksik stres artar ve yeni kan damarlarina duyulan ihtiya¢ da
artar. HIF-1 ise normoksi sartlarinda stabil olmayan alt iinitelerden olusmustur ve hipoksi kosullarinda
koaktivator proteinler tarafindan stabilize edilerek anjiyogenezi uyarir. Bu da dolayli olarak ya da
dogrudan artan glikoz alimu ile iligkilendirilebilir. Ayrica tiimor hiicrelerinde HK enzimi diizeyleri, HIF-
1 aktivasyonu ile artabilmektedir [10, 11].

Warburg etkisi olarak bilinen, aslinda sadece kanser hiicrelerinin degil tiim ¢ogalan hiicrelerin
ortak bir metabolik degisimi olarak sayilabilecek fenomen, bdliinen hiicrelerin temel komponentlerinin
sentezi i¢in gerekli prokiirsorlere duydugu ihtiyagla; yani boliinen hiicreler tarafindan siirekli bir karbon
kaynagia duyulan gereksinimle acgiklanabilir. Stirekli boliinen hiicrelerde lipitler, aminoasitler ve
niikleotitler gibi yap1 maddelerine biiylik bir ihtiya¢ vardir. Bu nedenle de kanser hiicreleri glikozu
tamamen parcalayarak enerji elde etmek yerine ayni1 zamanda gerekli karbon kaynaklarini saglayarak
bazi yap1 maddelerini sentezler. Bu da kanser hiicrelerindeki artmis glikolizi kismen agiklamaktadir

[12].

HK Enzimi ve Kanser

Glikoz hiicreye GLUT lar ile taginir. HK GLUT lar araciliiyla tasinan glikozun glikoz-6-fosfata
(G6P) doniistimiinii katalizleyen enzimdir ve 4 6nemli izozimden olusur; bunlar HK-1, HK-I1, HK-I1I
ve HK-IV (glukokinaz) veya A, B, C ve D’dir. Bunlar arasinda ¢ogu tiimérde Warburg fenotipinin
goriilmesini saglayan HK-1I’dir. HK-II baslica adipoz dokuda ve iskelet kaslarinda bulunur [13]. HK-I,
IT ve III’iin glikoza olan affinitesi IV e gore daha yiiksektir [8]. HK-IV eksprese eden normal hiicrelerde,
timor gelisimi sirasinda HK-IV ekspresyonunun susturuldugu ve HK-II ekspresyonunun arttigi
gozlemlenmistir [14].

1960’larda yapilan calismalarda HK-I ve II’'nin mitokondri dis membranina baglandigi
bulunmustur. HK-II, mitokondriyal dig membran proteini olan voltaj bagimli anyon kanali 1’e (VDACTI)
baglanir. VDACI, adenozin niikleotit translokaz (ANT) ile etkilesim halindedir ve boylelikle
mitokondriyal i¢ ve dig zar arasinda bir baglanti olusturur. Mitokondriye bagli HK’ler, glikoliz ve
oksidatif fosforilasyon arasindaki baglantiy1 kolaylastirirlar ve mitokondri tarafindan iiretilen ATP’ye
HK’lerin erisiminde bu durum bir avantajdir. Ayn1 zamanda HK’lerin katalitik aktivitesi sonucu iiretilen
ADP’de tekrar fosforilasyon i¢in mitokondriye yonlendirilerek metabolik bir avantaj kazanilir. Fakat
bunlarin yaninda mitokondri-HK iliskisi apoptotik yolaklar1 diizenleyen 6nemli bir komponenttir. Major
bir mitokondriyal 6lim yolagi, Bcl-2 ailesine ait Bak ve Bax gibi proteinlerle ve mitokondriyal
permeabilite gecis poruyla (mitokondri i¢ zarinda olusan biiyiik bir kanal-mPTP) iligkilidir. Aktive
Bak/Bax, mitokondri dis zarinda apoptotik faktorlerin membranlar arasi bosluktan sizmasini saglayan
bir por olusturur. Mitokondri iligkili HK-II, Bcl-2 ailesine ait proteinleri antagonize ederek hiicreyi
apoptotik uyaridan korur. Mitokondri iliskili HK-II, Bax’in mitokondriye baglanmasini yarigmali olarak

inhibe eder ve ayrica kesilmis Bid (tBid) ile indiiklenmis Bax/Bak aracili apoptozisi antagonize eder.
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mPTP’nin agilmasi ise mitokondri i¢ zarindan dis zarina Ca*? iyonlarmin gegisiyle sonuglanir ve dis
zarin hasar goérmesiyle de hiicre nekroza gider. Mitokondri iliskili HK-II’'nin, mPTP ag¢ilmasini inhibe
ettigi rapor edilmistir [8, 14, 15].

VDAC stabilizasyonunun bozulmasinin reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tretimini artirdig
goriilmiigtiir. HK-II'nin antiapoptotik etkileri VDAC konfigiirasyonunu stabilize etmesiyle iligkilidir
[16].

Besin bollugunun bulundugu sartlar altinda, rafampisin hedefi kompleks-1 (mTORC1) hiicre
biiylimesini desteklemekte ve otofajiyi durdurmaktadir. Tan ve ark. tarafindan glikoz miktarinin azaldig
durumlarda HK-II'nin otofajiyi direkt mTORC] aktivitesini inhibe ederek indiikledigi gosterilmistir
[17].

Min ve ark. tarafindan, inositol polifosfat 4-fosfataz tip 2 (INPP4B) ve HK-II seviyelerinin
azalmasimin  radyorezistan-girtlak  kanseri  hiicrelerinde  radyoterapiye  duyarlih@ artirdigi
gozlemlenmistir. INPP4B, Akt-mTOR yolag1 iizerinden HK-II’yi indiiklemekte ve aerobik glikolizi
diizenlemektedir [18].

HK-11 Enzimini Hedef Alan Molekiiller

Kanser hiicrelerinde baskin izozim HK-II oldugu icin HK-II selektif bilesiklerin gelistirilmesi
onem arz etmektedir. Enzimin aktif yoresinin oldukca polar olmasindan ve enzimin karmasik
fonksiyonlarindan dolayi ilag¢ gelistirme ¢alismalari i¢in zorlu bir hedeftir. Lin ve ark. tarafindan HK-1I
icin kristalografi ¢aligsmalar1 yapilmis ve HK-II"ye ait ligand bagli ko-kristal yapisi incelenmistir [19].

Kanser i¢in bir hedef olarak diisiintildigiinde; HK-Il sentezinin direkt olarak inhibisyonu,
katalitik faaliyetlerinin inhibisyonu ya da HK-VDAC etkilesiminin inhibisyonu, tizerinde durulmasi
gereken stratejiler olarak karsimiza ¢ikmaktadir [8].

siRNA, genleri susturmak ve islevlerini anlamak i¢in kullanilmaktadir. HK-Il ekspresyonunun
SiRNA kullanilarak susturulmasi; hiicre dongiisiiniin G1 fazinda kalmasina, glikoz metabolizmasinin
azalmasina ve timor olusumunun inhibisyonuna yol agmustir [20, 21]. Bunun disinda HK enzimini
hedef alan kii¢iik molekiiller, sentetik molekiiller tasarlamak igin iyi bir baslangi¢ noktas1 saglayabilir.

Bir piirivat tiirevi olan 3-bromopiirivik asit (3-BP) (Sekil 1) hiicreye mono karboksilat tasiyicilart
(MCTs) ile girer. 3-BP’nin ¢ok ¢esitli hedefleri vardir ve bir alkilator olmasi sebebiyle ¢ok ¢esitli
makromolekiilleri etkilemesi beklenen bir durumdur. In vivo etkinligini, glikolitik yolaklari,
mitokondriyal hedefleri ve tiimor mikro ¢evresini etkileyerek agiga ¢ikardigi diistiniilmektedir [22, 23].
Chen ve ark. tarafindan 3-BP’nin, HK-II’de yaptigi kovalent modifikasyonlarla mitokondri/HK-II
ayrismasina sebep oldugu ve bu sayede de apoptotik faktorlerin salimminin gergeklestigi rapor
edilmistir [24]. Ko ve ark. tarafindan 3-BP’nin bir HK inhibitorii oldugu [25] ve yine bagka bir ¢alismada
Ko ve ark. tarafindan 3-BP’nin normal hiicreler {izerinde 6nemli bir toksisite gostermeden hepatoseliiler

karsinomada in vivo etkinlige sahip oldugu gosterilmistir [26].
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2-Deoksiglikoz (2-DG) (Sekil 1), glikozun ikinci karbonundaki hidroksil grubunun yerine bir
hidrojenin geldigi glikoz analogudur ve HK tarafindan fosforillenir fakat 2-DG-fosfat ileri
metabolizmaya ugramaz. Boylelikle de biriken fosforillenmis {irlin HK’y1 inhibe eder ve dolayisiyla da
glikolizi inhibe etmis olur. Ayrica 2-DG kan beyin bariyerini gecebilir ve bircok klinik ¢aligmaya
girmistir [27]. Cheng ve ark. yaptiklari caligmada mitokondriyi hedefleyen ilaglarla 2-DG’nin kombine
kullaniminin meme kanseri hiicrelerine karsi sinerjik etki olusturdugunu rapor etmistir [28].

[k olarak antispermatojenik ajan olarak tamitilnug bir indazol-3-karboksilik asit tiirevi olan
lonidamin (LND) (Sekil 1), tek basina kullanildiginda énemli bir antineoplastik aktivite gdstermeyen
fakat alkilleyici ajanlar gibi konvansiyonel ilaglarla ve vemurafenib gibi hedeflenmis ilaclarla kombine
kullanildiginda bu ilaglarin etkinligini artiran bir ajandir. LND, mitokondriye bagli heksokinazi inaktive
eder ve apoptozu tetikledigine dair kanitlar vardir. Ayrica normal hiicreler iizerinde etkisi ¢ok azdir ve
sadece bir etki mekanizmasi tizerinden etki gostermez [29]. LND nin tek basina antineoplastik etkisinin
zay1f olmasi ve platinlerin etkinligini artirmasi1 géz oniine alinarak, Chen ve ark. tarafindan yapilan bir
caligmada, LND konjuge edilmis bes tane Pt(IV) tiirevi sentezlenmis ve [Pt(NH3)2(LND)ClIs ] bilesiginin
in vitro olarak cis-platin rezistansini engelleme potansiyeline sahip oldugu rapor edilmistir [30].

Bir karbohidrazit olan benserazid (BNZ) (Sekil 1), farmakokinetik 6zellikleri ve toksisitesi iyi
bilinen bir dopadekarboksilaz inhibitorii ilactir. Li ve ark. yaptig1 bir ¢caligmada sanal tarama yontemi
ile BNZ’yi bir HK inhibit6rii olarak bulmustur. Yine ayni arastirma grubu tarafindan yapilan in vitro
calismalarda BNZ’nin selektif bir HK-II inhibit6rii oldugu gésterilmis ve in vivo galismalarla da timorli
farelerde tiimor biiylimesinin baskilandigi bildirilmistir. Lider bilesik olarak benserazid temel alinip,
HK-II selektif inhibitorleri olan BNZ analoglari tasarlanabilecegi bildirilmistir [31].

Bir guanidin smifi antidiyabetik olan metformin (Sekil 1), antihiperglisemik etkilerinin yaninda
antikanser etkilere de sahip oldugu gosterilmis bir ajandir. Salani ve ark. yaptigi bir ¢alismada, Calu-1
hiicrelerinde metforminin HK-II enzimini inhibe ettigini ve mitokondri-HK ayrigmasini sagladigini
gostermislerdir. Yapilan in silico calismalara gére, metforminin inhibe edici etkisini, HK-II’nin
baglanma bolgesinde G6P’y1 taklit etmesiyle iligkilendirmislerdir [32].

Bir imidazol tiirevi antifungal olan kloritmazol (Sekil 1) klinikte 20 seneden fazla siiredir
kullanilmaktadir. Adinolfi ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada kloritmazolin A375 insan melanom
hiicrelerindeki antikanser etkilerini incelemislerdir ve bu bilesigin HK-II ekspresyonunu azalttigini
rapor etmislerdir [33].

Bitki stres hormonlart olan jasmonatlar, antikanser etkileri bulunan kii¢iikk hidrofobik
molekiillerdir. Jasmonatlarin molekiiler hedeflerinin incelendigi bir ¢alismada Goldin ve ark. metil
jasmonatin (Sekil 1) HK-I ve II’ye baglanip mitokondri-HK ayrigsmasini sagladigini gostermislerdir. 4

ayr1 kanser tipine kars1 (murin melanom B16, murin kolon karsinom CT26, murin B hiicre 16semi BCL1,
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insan T lenfoblastik 16semi hiice hatt1 Molt-4) metil jasmonat etkili bulunmus ve genis spektrumlu bir
antikanser ajan olarak etkili olabilecegi gosterilmistir [34].

Lin ve ark. yiiksek ¢iktili tarama (high throughput screen) sonucunda bir glikoz amin tiirevi
bilesigi zayif HK-II inhibitorii olarak bulmuslardir ve yaptiklan kristalografi ve yap1 etki iliskileri
calismalar1 sonucunda 2,6-disiibstitiie glikoz amin tiirevlerini (Sekil 1) selektif HK-II inhibitdrleri olarak
rapor etmislerdir [19].

Liu ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada 6 milyondan fazla bilesigi sanal tarama yontemiyle taramiglar
ve (E)-N’(2,3,4-trihidroksibenziliden)arilhidrazid yapisini iskelet olarak belirlemiglerdir. Sonrasinda 26
tane (E)-N’(2,3,4-trihidroksibenziliden)arilhidrazid yapisindaki bilesigi sentezlemis, HK-1I aktivitesini
incelemis ve insan kolon kanseri hiicreleri SW840 ve insan pankreas kanseri hiicreleri SW1990 hattina
kars1 etkisini incelemislerdir. Daha sonra benitrobenrazid (BNBZ) ((E)-4-nitro-N'-(2,3,4-
trihidroksibenziliden)benzohidrazid) (Sekil 1) olarak adlandirilan lider bilesigin HK-I1 aktivitesi 1Cso =
0.53 £ 0.13 pM olarak belirlenmis ve bu bilesik SW840 hiicrelerine karsi ICso=7.13 + 1.12 uM seviyede
biiylime inhibisyonu gostermistir [35]. Daha sonra, Zheng ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, BNBZ’nin HK-
IT ye kars1 selektif bir inhbitor oldugunu ve HK-II geninin islevsiz hale getirildigi (HK-1I knockout ve
knockdown) hiicrelerde BNBZ etkinliginin azaldigini gostermislerdir [36].

Yukarida 6zetlenen ajanlarin disinda HK-II enziminin ekspresyonunu ve islevini etkileyen bir¢ok
molekill rapor edilmistir. Li ve ark. deguelinin (Sekil 1) kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri
(NSCLC) hiicrelerinde HK-1l ekspresyonunu azalttigini [37], yine Li ve ark. yaptigi bir ¢alismada
resveratroliin (Sekil 1) NSCLC hiicrelerinde HK-II ekspresyonunu azalttigini [38], Xu ve ark. yaptiklar
bir ¢alismada krisinin (Sekil 1) hepatoselliiler karsinomada (HCC) HK-II ekspresyonunu azaltarak
tiimor glikolizini inhibe ettigini [39], Tao ve ark. sentetik bir flavonoid olan GEN-27’nin (Sekil 1) insan
meme kanseri hiicrelerinde HK-II ekspresyonunu azalttigini [40], Yao ve ark. limoninin (Sekil 1) HK-
II/mitokondri ayrigmasini saglayarak HCC proliferasyonu ve kolonizasyonunu in vitro olarak inhibe

etigini [41] rapor etmislerdir.

SONUC VE TARTISMA

HK, glikolizin ilk basamaginda glikozu substrat olarak kullanan ve enerji eldesi igin glikozu
metabolik degisime ugratan bir enzimdir. HK’lar arasinda kanser hiicrelerinde baskin izozimin HK-II
olmasi kanser hiicrelerine karsi selektif molekiillerin gelistirilebilmesine imkan veren ayirt edici
ozellikte bir fenotip degisimidir. Kanser hiicrelerindeki solunumla ilgili metabolik degisimlerin
hedeflenmesi, genis spektrumlu antikanser ajanlarin elde edilebilmesi agisindan olduk¢a dnemlidir. Bu
nedenle de HK-II enzimini hedef alan tedavilerin gelistirilmesi kanser kemoterapisindeki basariy1

artirmaya yonelik 6nemli gelismeler elde edilmesini saglayabilir. Bu baglamda da enzimin ligand bagh
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ko-kristalinin ve mevcut inhibitérlerinin literatiirde rapor edilmis olmasi ilag gelistirme ¢aligmalarin

hizlandiracak ve arastirmacilara yol gdsterecek onemli gelismelerdir.
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