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Arastirma

Hamlet ve Bamlet

izzet Ulker!, Gamze Akbulut?

OzET

HAMLET (Human Alpha-lactalbumin Made LEthal to Tumor cells) insan sitiinden elde edilen laktoalbumin ile oleik asidin
kompleks olusturarak kanser hiicresinin 6lmesini saglayan bilesiktir. BAMLET (Bovine Alpha-lactalbumin Made LEthal to Tumor
cells) ise buylkbas hayvanlarin sitiinden elde edilen laktoalbumin ile oleik asidin bilesik olusturmasi ile kanser hiicresine
sebep olan bilesiktir. Her iki bilesik de in vitro kosullarda olusabildigi gibi, mide de olusabilmektedir. Timor hiicreleri apoptoz,
nekroz, otofajik gibi ¢esitli yollarla hiicre élimlerine ugrayabilir. Her iki bilesigin de kanser hiicreleri tizerine etkileri apoptoza
benzetilmektedir. Literatiirde her iki bilesikle yapilmis hayvan ve insan calismalari olmakla birlikte heniliz arastirma asamasinda
olan bir tedavi yontemidir.

Anahtar Noktalar: Hamlet, Bamlet, Apoptoz

ABSTRACT

HAMLET (Human Alpha-lactaloumin Made LEthal to Tumor cells) is a compound that allows the cancer cell to die by forming a
complex of oleic acid with lactoalbumin derived from human milk. BAMLET (Bovine Alpha-lactaloumin Made LEthal to Tumor
cells) is a compound that causes the cancer cell to form oleic acid with lactoalbumin, which is obtained from the milk of bovine
animals. Both compounds can form in the stomach as well as in vitro conditions. Tumor cells may undergo cell death in a variety
of ways, including apoptosis, necrosis, and autophagic. The effects of both compounds on cancer cells are similar to apoptosis.
Despite the fact that both animal and human studies are conducted with both compounds in the literature, they are a treatment
method which is still in research stage.
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Giris

HAMLET (Human Alpha-lactalbumin Made LEthal
to Tumor cells), timor hiticrelerini yok etmek i¢in
alfa laktoalbtimin ile oleik asitten meydana getirilmis
bir komplekstir. Bu kompleks ttimoér hticreleri icin
oldtrticti etki gosterirken saglikh hticrelere herhangi bir
zararl yoktur [1]. HAMLETin kesfedilmesi tesadtfen
olmustur ve literattirde tanimlamasi ilk kez 1995 yilinda
yapilmisur [2]. Insan siitinde bulunan bir yapinmin
timor hiicrelerini oldiirdtgit ve saghkl hticrelerin
bu yapiya karst dayanakli oldugu kesfedilmistir.
Daha sonra bu yapimnin oleik asitle kompleks yapmis
alfa laktoalbumin oldugu kesfedilmistir [1]. Yapilan
in vivo ve Kklinik calismalarda antittimoral etkisinin
kamitlandigy bildirilmektedir [3]. HAMLET e benzer
sekilde biiytkbas hayvanlarin stitinde bulunan alfa
laktoalbuminin oleik asitle kompleks olusturmus ve ad1
BAMLET (Bovine Alpha-lactalbumin Made LEthal to
Tumor cells) olarak bildirilen bilesikte kanser hticresi
oldaricust olarak tamimlanmaktadir [4]. Bu derleme
yazida HAMLET ve BAMLET'in molekiiler yapisi,
etki mekanizmasi ve konu ile ilgili yapilan giincel
calismalara yer verilmistir.

HAMLET'in Molekiiler Yapisi

Proteinlerin katlanmamis yapist dokular i¢in tehdit
unsurlar arasinda yer almaktadir. Katlanmamis yapi-
daki proteinler genellikle doku yikimi ve hastaliklarla
iliskilendirilmektedir [5]. Alfa laktalbtimin insan stiti-
ntin temel protein bilesenidir. Alfa laktoalbuminin t¢
boyutlu yapisi, dort alfa-heliks, bir ticlit beta-tabakast
ve bir kalsiyum baglanma bolgesi bulunmaktadir [6].
Normal stirecte laktoz sentezi icin kofaktdrdiir ve hiicre
olumiine neden olmaz. Bu yapinin antittimoral olmasi
icin yap1 kismi agihm gostermeli ve oleik asit bilesigi bu
yapiya baglanmalidir. HAMLET iki asamada olusturul-
maktadir. Once, a-laktalbtimin, etilendiamin tetra ase-
tik asit (EDTA) veya asit ile kalsiyum iyonunu (kirmizi)

Alfa laktoalbumin

Sekil 1. Hamlet olugumu [7]

cikararak kismen acilir. Sonrasinda, oleik asit proteine
baglanarak kompleks yap1 olusur ve buna HAMLET adt
verilir [5]. Alpha-laktalbumin, insan stitiinde en fazla
bulunan proteindir ve en fazla bulunan yag asidi oleik
asitti. HAMLET’in in-vivo olusup olusmadig: bilinme-
mekle birlikte, midede asidik kosullarin HAMLET olu-
sumu icin elverisli bir ortam olusturdugu ileri stirtl-
mektedir. Duistik pH'in, gticlti baglanmus kalsiyum iyo-
nunun serbest birakilmasi nedeniyle a-laktalbtiminin
kismen acilmasina neden oldugu bilinmektedir [6].

HAMLET in Etki Mekanizmalari

Tumor hticreleri apoptoz, nekroz, otofajik gibi ce-
sitli hticre oltimlerine ugrayabilir. Bununla birlikte,
timor hticreleri kendi oltimtini engellemek icin, gen
amplifikasyonu, delesyonlar ve mutasyonlar gibi cesit-
li diren¢ mekanizmalarina sahiptir. Iyonlastirici rad-
yasyon ve ¢ogu kemoterapotik ajan, genellikle kaspaz
protein aktivasyonu, hticresel proteinlerin boltinmesi,
hticre olimii ve fagositoza yol acan mitokondriyal sin-
yal yolunun aktivasyon yoluyla apoptozu aktive ederek
timor htcrelerini oldtirtr [8].

HAMLET'in etki mekanizmast apoptoza benze-
tilmektedir. HAMLET hticrenin ytizeyine baglanarak
tiimor hticrelerine saldin baslatir ve sonrasinda hizla
ttimor htcresini kaplar. Bu mekanizma tam olarak an-
lasilamamustir, ancak etkinin saglanabilmesi icin hem
alfa laktalbuminin acilmasi hem de yag asidinin olmasi
gereklidir. Tumor hiicrelerinin olimiinin gerceklese-
bilmesi i¢in kaspaz proteinleri aktive olmalidir. Kaspaz
3 ve 9un aktive olmasi ile DNA hasarina neden olan
kaspaz 2 proteini aktive olur. Mitokondriyal hasar ve
sitokrom C salinimi meydana gelir. Buna tepki olarak
kaspaz protein inhibitorleri olusur ancak hticre 6lumi-
nt durduramaz [9].

Mitokondrinin yani sira, HAMLET in timor hticre-
lerindeki diger hedefleri normalde endojen katlanma-
yan veya ubikuitinlenmis proteinleri bozan proteazom-
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HAMLET

Sekil 2. HAMLET in kanser hiicresi iizerine etkisi [7]

lardir [10, 11]. HAMLET e maruz kalan timor hic-
relerinde proteozomlarin etkinlesmesi de hticrelerin
olimtine neden olan diger bir noktadir [5]. Htcrede
HAMLET'in birikmesini 6nlemek i¢in olusturulan etki
mekanizmasi yeterli diizeyde degildir.

HAMLET ayrica timor hticresi cekirdegi ile de et-
kilesime girer. Tumor hticreleri, HAMLET e maruz kal-
diktan yaklasik bir saat sonra HAMLET cekirdeklerin
icine ulasir. Daha sonra H3 ve H4 histonlarina ytiksek
afinite ile H2a ve H2b histonlarina ise daha az afinitey-
le baglanir [12]. HAMLET, bozulmamis nitkleozomlart
cok ytiksek afinite ile baglayarak, timor hiicrelerinin
cekirdeginde ¢oztinmeyen kromatin komplekslerinin
olusumuna neden olur.

HAMLET ile histon deasetilaz (HDAC) inhibitorleri
kombine edildiginde histon asetilasyonunu artirdig1 da
bildirilmektedir. HDAC inhibitorlerinin genel kromatin
yapisi tzerinde etkisi yoktur, ancak HAMLET cekirdek-
lerin btiztilmesini saglayarak kromatin yogunlasmasina
neden olabilmektedir. HAMLET in neden oldugu DNA
hasar1, p53, p21(wafl) ve gadd153 gibi DNA hasar
sensoril proteinlerinin ekspresyonunda bir artis ile ilis-
kilendirilmektedir. Bu sonuclar, HAMLET'in sitotoksik
etkilerinin, kromatin btiziilmesi, DNA hasar1 ve DNA
parcalanmast gibi etkileri olan HDAC inhibitorleri ile
potansiyasyona ugradigini distintilmektedir.

HAMLET'in timor htcrelerinde diger bir olast me-
kanizmasi da makrootofajiyi indiiklemesi ile hticre

olumi olusturabilmesidir. Otofaji, uzun stire devam
eden sitozolik proteinlerin ve organellerin bozulmas:
icin olusan hiicresel bir stirectir [13]. Makrootofaji sira-
sinda, sitoplazma ve organeller, otofagozom adu verilen,
cift zarla kapatlmus veziktilleri olusturan membran ke-
selerinde bulunur. Otofagosomlar daha sonra lizozom-
larla kaynasir ve lizozomal enzimler icerigini yeniden
kullanim i¢in bozarlar [14]. Makrootofaji bircok hiic-
rede bazal seviyelerde bulunur, ancak aclik gibi hticre-
sel strese yanit olarak artar [15]. Ayrica, gelisim, fark-
lilasma ve bagisiklik savunmasinda bir rol oynar [16].
Buna ek olarak, makrootofajinin, otofajik hticre slumu
veya tip II hiicre olimt olarak adlandirilan apoptotik
olmayan bir programlanmis hiicre slimt formunda
yer aldig1 bildirilmektedir. Bununla birlikte, makrooto-
fajininin hiicre olumii tizerindeki rolti hala tartisilma-
hdir [17, 18]. HAMLET e maruz kalan hticrenin, genis
sitoplazmik vakuolizasyonu, hasar gormts mitokondri
ve ¢ift membranlarin olusmast makrootofajinin diisti-
nutlmesine sebep olur. Dolayisiyla, HAMLET in makro-
otofajiyi tetikledigi ve bu yanitin hiicre dlumiine katki-
da bulunabilecegi dustiniilmektedir [5].

Ozetle, HAMLET coklu tiimér hticre bolmeleriyle
etkilesime girerek, hticre morfolojisi, metabolizmasi,
proteazom fonksiyonu, kromatin yapist ve canhhg-
n1 etkileyerek kanser hiicrelerini etkilemektedir [19].
HAMLET’e maruz kalan kanser hiicrelerinde ntikleer
yogunlasma, sitoplazma kayb1 ve membran ytizeyinde
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cikintilarin oldugu bildirilmektedir [7]. 11k zar etkile-
simlerinden sonra HAMLET ttimor hiicreleri tarafindan
icsellestirilir, lizozomlar, mitokondri ve proteazomlar
ile etkilesime ugrar. Daha sonra cekirdege translokas-
yon yapar ve timor hiicresi cekirdeginde birikir. Or-
ganele 6zgti molekdler etkilesimlere sebep olur, ayri-
ca proteazom inhibisyonu, kromatin modifikasyonu,
transkripsiyonel inhibisyon ve kanser hticrelerinin 6lt-
miine yol agmaktadir [20].

HAMLET'in Terapotik ve Profilaktik Etkileri
a aktinin

HAMLET ile hayvan calismalari ve klinik calismalar
literattirde yer almaktadir [7, 21]. HAMLET in mesane
kanseri, kolon kanseri gibi kanser tiirlerinde terapotik
etkinligi bildirilmektedir.

Hayvan Calismalan

HAMLET ile ilgili yapilan hayvan calismalarn me-
sane kanseri, kolon kanseri ve glioblastomlar tizerinde
yapilmistir. Mesane kanserinde HAMLET'in bolgesel

instilasyonun tiimor gelisiminde bir azalma sagladig
bildirilmektedir [21]. Timor gelisiminin oldugu fa-
relerde HAMLETin viicutta kalma stiresinin timor
bulundurmayanlara gore daha uzun oldugu bildiril-
mektedir. Tedavinin uygulanmast ile timor hacminin
kuculdugi ve yeni timoérin gelisimini 6nemli Sl¢tide
azaltuigr gosterilmektedir [7].

HAMLET'in glioblastomlar tizerine etkisinin arasti-
rildigr bir calismada, lokal inftizyonlari ile timor geli-
simini geciktirdigi ve sag kalimi uzattigi bulunmustur.
HAMLET'in timériin icine ntifuz ettigi ve timor hitic-
relerinde apoptozu tetikledigi vurgulanmaktadir. Sag-
likl1 beyin icin HAMLET toksisitesi hakkinda bir kanit
bulunmamaktadir [22].

Kolon kanseri tzerine etkisinin arastirildigr bir ca-
lismada ise HAMLETin ozellikle tiimoér dokusunda
biriktigi bildirilmektedir. Buna paralel olarak, HAM-
LET uygulamasindan sonra énemli onkoproteinlerin
salgilanmast ile B-catenin, Ki67 antikoru, siklooksije-
naj-2 inhibitori ve vaskiiler endotelyal btiytime faktort
(VEGEF) seviyelerinin azaluldigi vurgulanmaktadir. Bu
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Whey proteinlerinin ve Kazeinin yiizdelik dagilimlan

Aminoasit Miktar (%)
B-laktoglobulin 52
a-lackalbumin 17
immunoglobulinler (IgG, IgA, IgM) 10
serum albumin 5
laktoferrin 15
lizozim <0.1
laktoperoksidaz 0.5
glikomakropeptid 12
prolinden zengin polipeptid <0.1
Diger proteinler ve peptidler 2
B-Kazein 36
k-Kazein 14
a_-Kazein 40
a_-Kazein 10
B-laktoglobulin 0
a-laktalbumin 36

immunoglobulinler (IgG, IgA, IlgM) 17

serum albumin 6
laktoferrin 25
lizozim 6
laktoperoksidaz <0.1
glikomakropeptid ND
prolinden zengin polipeptid ND
Diger proteinler ve peptidler 10
B-Kazein 68
k-Kazein 20
a,,-Kazein 12
a_-Kazein 0

Sekil 3. Insan siitii ve biiyiikbas hayvan siitii protein oranlar1[26]
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tedavi, HAMLET'in profilaktik hareket ettigini ve tii-
mor gelisimini %60 oraninda azaltabilecegini dtistin-
durmektedir [23].

insan Calismalari

HAMLET'in insanlar tizerindeki etkinliginin arasti-
rildigr calismalar mesane kanseri ve deri papillomlari
ile simirhdir. Mesane kanseri hticrelerinin HAMLET e
cevap verip vermedigini arastirmak icin, mesane kan-
seri olan hastalara, mesane ameliyatindan sonraki bes
giin, mesaneye lokal olarak HAMLET enjeksiyonu ya-
pilmisuir. iki saat sonra idrar icinde cok miktarda timor
hticresinin atuldigt tespit edilmistir. Calisma sonucunda
kanser hiicrelerinin ¢ogunun 6ldugu ve apoptoz bul-
gusu oldugu gosterilmistir. Sistoskopi ile ameliyat si-
rasinda timor boyutunda bir azalma ve biyopsi 6rnek-
lerinde apoptotik hticrelerin oldugu saptanmistir [24].

HAMLET'in deri papillomlar: tizerindeki etkinligi-
nin arastirildig bir calismada ise ellerde ve ayaklarda
siddetli, tedaviye direncli papillomali hastalara 3 hafta
boyunca (1 uygulama/hafta) HAMLET veya tuzlu su
soltisyonu uygulanmistir. HAMLET in topikal uygulan-
masinin, lezyon hacmini %75 azaltigl bulunmustur.
Ayrica HAMLET ile tedavi edilen hastalarn yaklasik
%83’tinde ttim lezyonlarn, iki y1l sonra tamamen iyi-
lestigi bildirilmistir [25].

BAMLET

HAMLET'in insan siitiinde bulunan alfa laktoalbu-
minin oleik asitle kompleks olusturarak kanser hticresi
oldurtictistt olarak nitelendirilirken, BAMLET ise bii-
yiikbas hayvanlarin stittinde bulunan alfa laktoalbumi-
nin oleik asitle kompleks olusturmus ‘kanser hticresi
sldurtictisit olarak tanmimlanmaktadir [4]. Insan sttt
ile biytikbas hayvan sttt karsilastinldiginda insan sui-
ttntin whey proteini orani %60 iken, biiytikbas hayvan
stttinde bu oran %20’ye dusmektedir. Whey protein-
leri icinde laktaalbumin oranlari ise sirasiyla insan sttt
ve btiyiikbas hayvan stitii icin %36 ve %17°dir [26].

Literatirde HAMLET ile BAMLET'in etkilerinin
karsilastinldigi calismaya rastlanmamustir. Siit ttrlerinin
icerdigi protein oranlarmin farkli olmasma ragmen
BAMLET'inde tiimor hiicrelerine etkilerinin HAMLET
ile benzer oldugu bildirilmektedir. BAMLET'in kanser
hticrelerinde lizozomal hiicre 6lim yolunu tetikledigi
ve boylece alfa-laktokalbtimin: oleat komplekslerinin
apoptoza direncli timor hiicrelerini 6ldiirme kabiliyeti
oldugu bildirilmektedir [27].

Sonug ve Oneriler

HAMLET'in kanser hiicreleri tizerine etkisinin
arastirlldig1 calismalara gore tibbi tedavinin yaninda
HAMLET alternatif bir tedavi olarak diistintilebilir. Ya-

pilan bazi in vitro ¢alismalarda kullanimin sitotoksik
oldugu bildirilmesine ragmen in vivo calismalarda bu
etkinin gortlmedigi bildirilmektedir. Benzer sekilde
BAMLET'in de kanser hastalarinda olumlu sonuclar ge-
tirdigi bildirilmektedir. Ancak yapilan ¢alisma sayisinin
az olmasi, HAMLET veya BAMLET'in tek basina bir te-
davi olarak nitelendirilmesi su anda mtumkiin degildir.
Yapilacak daha fazla calisma ve calismalarin 6zellikleri-
ne gore ilerleyen zamanlarda uygun bir tedavi oldugu
sonucuna ulasilabilir.

Kaynaklar

1. Svensson M, Hakansson A, Mossberg AK, Linse SSvan-
borg C. Conversion of alpha-lactalbumin to a protein in-
ducing apoptosis. Proc Natl Acad Sci U S A, 2000;97:(8):
4221-6.

2. Hakansson A, Zhivotovsky B, Orrenius S, Sabharwal
HSvanborg C. Apoptosis induced by a human milk pro-
tein. Proc Natl Acad Sci U S A, 1995;92:(17): 8064-8.

3. Fang B, Zhang M, Tian M, Jiang L, Guo HYRen FZ. Bo-
vine lactoferrin binds oleic acid to form an anti-tumor
complex similar to HAMLET. Biochim Biophys Acta,
2014;1841:(4): 535-43.

4. Rath EM, Duff AP, Hakansson AP, Vacher CS, Liu GJ,
Knott RBChurch WB. Structure and Potential Cellular
Targets of HAMLET-like Anti-Cancer Compounds made
from Milk Components. ] Pharm Pharm Sci, 2015;18:(4):
773-824.

5. Mok KH, Pettersson J, Orrenius SSvanborg C. HAMLET,
protein folding, and tumor cell death. Biochem Biophys
Res Commun, 2007:354:(1): 1-7.

6. Permyakov EABerliner L] alpha-Lactalbumin: structure
and function. FEBS Lett, 2000;473:(3): 269-74.

7. Ho JC, Nadeem ASvanborg C. HAMLET - A protein-li-
pid complex with broad tumoricidal activity. Biochem
Biophys Res Commun, 2017;482:(3): 454-458.

8. Kaufman RJ. Orchestrating the unfolded protein respon-
se in health and disease. J Clin Invest, 2002;110:(10):
1389-98.

9. Hallgren O, Gustafsson L, Irjala H, Selivanova G, Orreni-
us SSvanborg C. HAMLET triggers apoptosis but tumor
cell death is independent of caspases, Bcl-2 and p53.
Apoptosis, 2006;11:(2): 221-33.

10. Ciechanover A. Intracellular protein degradation: From
a vague idea thru the lysosome and the ubiquitin-pro-
teasome system and onto human diseases and drug tar-
geting. Best Pract Res Clin Haematol, 2017;30:(4): 341-
355.

11. Goldberg AL. Protein degradation and protecti-
on against misfolded or damaged proteins. Nature,
2003;426:(6968): 895-9.



6 - Hamlet and Bamlet

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Duringer C, Hamiche A, Gustafsson L, Kimura HSvan-
borg C. HAMLET interacts with histones and chroma-
tin in tumor cell nuclei. J Biol Chem, 2003;278:(43):
42131-5.

Yorimitsu TKlionsky DJ. Autophagy: molecular machi-
nery for self-eating. Cell Death Differ, 2005;12 Suppl 2:
1542-52.

Mizushima N, Ohsumi YYoshimori T. Autophagoso-
me formation in mammalian cells. Cell Struct Funct,
2002;27:(6): 421-9.

Codogno PMeijer AJ. Autophagy and signaling: their role
in cell survival and cell death. Cell Death Differ, 2005;12
Suppl 2: 1509-18.

Deretic V. Autophagy as an immune defense mechanism.
Curr Opin Immunol, 2006;18:(4): 375-82.

Baehrecke EH. Autophagy: dual roles in life and death?
Nat Rev Mol Cell Biol, 2005;6:(6): 505-10.

Debnath ], Bachrecke EHKroemer G. Does autophagy
contribute to cell death? Autophagy, 2005;1:(2): 66-74.
Ho J, Sielaff H, Nadeem A, Svanborg CGruber G. The
molecular motor F-ATP synthase is targeted by the tu-
moricidal protein HAMLET. J Mol Biol, 2015;427:(10):
1866-74.

Gustafsson L, Aits S, Onnerfjord P, Trulsson M, Storm
PSvanborg C. Changes in proteasome structure and
function caused by HAMLET in tumor cells. PLoS One,
2009:4:(4): e5220.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Mossberg AK, Hou Y, Svensson M, Holmqvist BSvanborg
C. HAMLET treatment delays bladder cancer develop-
ment. ] Urol, 2010;183:(4): 1590-7.

Fischer W, Gustafsson L, Mossberg AK, Gronli J, Mork S,
Bjerkvig RSvanborg C. Human alpha-lactalbumin made
lethal to tumor cells (HAMLET) kills human glioblasto-
ma cells in brain xenografts by an apoptosis-like mec-
hanism and prolongs survival. Cancer Res, 2004;64:(6):
2105-12.

Puthia M, Storm P, Nadeem A, Hsiung SSvanborg C. Pre-
vention and treatment of colon cancer by peroral admi-
nistration of HAMLET (human alpha-lactalbumin made
lethal to tumour cells). Gut, 2014:63:(1): 131-42.
Mossberg AK, Wullt B, Gustafsson L, Mansson W, Ljung-
gren ESvanborg C. Bladder cancers respond to intrave-
sical instillation of HAMLET (human alpha-lactalbumin
made lethal to tumor cells). Int J Cancer, 2007;121:(6):
1352-9.

Gustafsson L, Leijonhufvud I, Aronsson A, Mossberg
AKSvanborg C. Treatment of skin papillomas with
topical alpha-lactalbumin-oleic acid. N Engl J Med,
2004;350:(26): 2663-72.

Artym JZimecki M. Milk-derived proteins and pepti-
des in clinical trials. Postepy Hig Med Dosw (Online),
2013;67: 800-16.

Rammer P, Groth-Pedersen L, Kirkegaard T, Daugaard
M, Rytter A, Szyniarowski P, Hoyer-Hansen M, Povlsen
LK, Nylandsted J, Larsen JEJaattela M. BAMLET activates
a lysosomal cell death program in cancer cells. Mol Can-
cer Ther, 2010;9:(1): 24-32.



