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OZET

Meme kanseri ve diger tiim kanser ¢esitleriyle miicadelede, kanserin gelisim ve yayilmasinda etkili
olan molekiiler yolaklarin belirlenmesi ve antikanserojenik etki gosterebilecek yeni etken
maddelerin kesfi daha etkili tedavi se¢eneklerinin olusturulmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu
amagla c¢aligmamizda, biyolojik olarak aktif olan bisiklik dihidropirol bilesiklerinin N-
phenyltriazolinedione (PhTAD) ilavesi ile olusturulmus yeni tiirevlerinin MCF-7 (meme kanseri)
ve MCF-12A (normal meme epiteli) hiicre hatlarinda antikanserojenik aktiviteleri ile gen ifadesi
degisimleri arasindaki iligkilerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Calismamizda MCF-7 ve MCF-12A hiicre hatlarinda, on alt1 farkli PhTAD tiirevli dihidropirol
bilesiginin sitotoksik etkileri ve ICso degerleri MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) yontemiyle, hiicre proliferasyonu iizerine etkileri ise gercek zamanli
hiicre analizi sistemi (RTCA) ile belirlenmistir. Ayrica bu bilesiklerin hiicre hatlarinda apoptotik
hiicre 6limii proteinleri P53, BAX, BCL2, PARP ve bu proteinlerle iligkili sinyal yolaklarinda
onemli rol oynayan proteinler olan HSP27, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90a. ile Endoplazmik
Retikulum (ER) stresinde ana diizenleyici protein olan GRP78 ve GRP94’lin gen ekspresyon
diizeyleri ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) yontemiyle arastirilmistir.
Calismamizin sonucunda, MCF-7 hiicre hattina uygulanan farkli dozlardaki (1,56-100 uM)
bilesiklerin hem MTT hem de RTCA yontemiyle orta ve giiglii sitotoksik ve antiproliferatif aktivite
sergiledikleri gézlemlenmistir. Ayrica bu bilesiklerin birgogunun p53 gen ekspresyonunu azaltict
etkileri oldugu tespit edilmistir. Buna ragmen bu bilesiklerden 6nemli bir kisminin BAX/BCL2
oranini artirmast ve PARP1 gen ekspresyon diizeyini azaltmasi ile p53°ten bagimsiz olarak
apoptoza yol actiklari sonucuna varilmistir. Ayrica bu bilesiklerin, meme kanserinde 6nemli bir
stratejik hedef olarak goriilen HSP90 basta olmak iizere diger 6nemli HSP’lerin gen ekspresyonlar
iizerinde azaltic1 etki gosterdigi ve ER stresinde proteinlerin yeniden katlanmasimi saglayarak
timorlesmeye katkida bulunan GRP78 ve GRP94 gen ekspresyonu {izerinde de baskilayici role
sahip olduklar1 goriilmiistiir.

Sonug olarak, PhTAD tiirevli dihidropirol bilesiklerinin MCF-7 hiicre hattinda apoptotik genleri
tesvik edici etkileri ve apoptoz ile iliskili sinyal yolaklariyla ER stresinin diizenlenmesindeki
genlerin ekspresyonu iizerindeki baskilayici etkilerinin varligi bu bilesiklerin apoptotik aktiviteyi
artirdigin1 gostermektedir. Bu etkileri géz Oniine alindiginda bu bilesiklerin antikanser ajanlar
olarak kullanilabilecekleri sonucuna varilmistir.
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ABSTRACT

In the fight against breast cancer and all other types of cancer, determining the molecular pathways
that are effective in the development and spread of cancer, the discovery of new active substances
that may exhibit an anticarcinogenic effect or the determination of the effectiveness of some
chemicals are very important in terms of creating new and more effective treatment options. For
this purpose, in our study, new derivatives of biologically active bicyclic dihydropyrol compounds
formed by the addition of N-phenyltriazolinedione (PhTAD) is aimed to determine the relationship
between anticancerogenic activities and gene expression changes in MCF-7 (breast cancer) and
MCF-12A (normal breast epithelium) cell lines.

In our study, in the MCF-7 and MCF-12A cell lines, cytotoxic effects and IC50 values of sixteen
different PhTAD-derived dihydropyrol compounds by MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium bromide) method, their effects on cell proliferation were determined by real-
time cell analysis system (RTCA). In addition, in the cell lines of these compounds apoptotic cell
death proteins P53, BAX, BCL2, PARP and proteins that play an important role in protein with
related signaling pathways HSP27, HSP40, HSP60, HSP70, hsp90a and GRP78, and GRP94's
which is the main regulatory proteins in the endoplasmic reticulum (ER) stress gene expression
levels were investigated by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) method.

As a result of our study, it was observed that compounds of different doses (1.56-100 uM) applied
to the MCF-7 cell line exhibited moderate and strong cytotoxic and antiproliferative activity by
both MTT and RTCA method. Also, many of these compounds have been found to have effects
that reduce p53 gene expression. However, it has been concluded that a significant portion of these
compounds increase the BAX / BCL2 ratio and decrease the level of PARP1 gene expression,
leading to apoptosis independent of p53. In addition, these compounds, especially HSP90, which is
considered as an important strategic target in breast cancer, other important HSPs have been shown
to have a reducing effect on gene expressions and also have a suppressive role on GRP78 and
GRP94 gene expression, which contribute to tumorization by re-folding proteins in ER stress.

In conclusion, the effects of PhTAD-derived dihydropyrol compounds on MCF-7 cell line to
stimulate apoptotic genes and the presence of suppressive effects on the expression of genes in the
regulation of ER stress with apoptosis-related signaling pathways indicates that these compounds
increase apoptotic activity. Considering these effects, it is concluded that these compounds can be
used as anticancer agents.
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Key Words : MCF-7, HSP, RT-PCR, RTCA, Apoptosis, PhATAD
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1. GIRIS

Kanser, gliniimiizde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra, mortalite ve morbidite oranlar
acisindan ikinci sirada yer almaktadir. Kanser, Diinya Saghk Orgiiti (DSO)’ne bagh
Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) verilerine gore 2018 yilinda diinya genelinde 18,1
milyon kisiyi etkilemis ve bu saymin 2040 yilinda 29,5 milyon olacagi ongoriilmiistiir.

Yine bu verilere gore 2018 yilinda 9,6 milyon kisinin kanserden 6ldiigii bildirilmistir [1].

Akciger, kadin meme kanseri ve kolorektum kanserleri insidans agisindan ilk ii¢ kanser,
olimli vakalar i¢inde ise ilk bes kanser tipi icerisinde yer almaktadir. 2018 yili i¢inde
kadin meme kanseri ve akciger kanserine 4,2 milyon (her biri i¢in 2,1 milyon) yeni teshis
kondugu tahmin edilmektedir [1]. Tirkiye kanser insidansi, diinya insidansinin {izerinde
seyrederken, Avrupa Birligi tllkeleri ve Amerika gibi gelismislik diizeyi yiiksek olan
iilkelere gore kanser acisindan hem kadinlarda hem de erkeklerde daha diisiik bir hizda
oldugu goriilmektedir. Ulkemizde goriilen ilk 5 kanser tiiriiniin diinyadaki ve diger
gelismis iilkelerdeki 6riintii ile benzerlikler gosterdigi bilinmektedir. Ulkemizde erkeklerde
trake, brons ve akciger kanseri, kadinlarda ise meme kanseri en sik goriilen kanser

tirleridir [2].

Diinya ¢apinda meme kanseri, melanom olmayan cilt kanseri disinda kadinlarda en yaygin
goriilen kanser tipidir. ABD'de 2017 yilinda 250 000'den fazla yeni meme kanseri vakasi
teshis edilmis olup tiim kadinlarin % 12'sinde yasamlar1 boyunca meme kanseri teshisi

konulmasi beklenmektedir [3].

Kanser kisilerde sosyal, ruhsal ve fiziksel sorunlara yol acarken bir yandan da tedavinin
pahalilig1 sosyoekonomik sorunlar1 ortaya ¢ikarmaktadir. Bu acgidan bakildiginda kanser
bir toplum sorunudur ve kanserle savagsmak hepimizin gorevidir. Kanserle ilgili savasin
temel Onceligi hastaligin tedavi ve Onlenmesini biiylik Olclide iyilestirmek i¢in yeni
mekanizmalar kesfetmek ve gelistirmektir. Sonu¢ olarak giinlimiizde kanser hakkindaki

birgok bilgi bu sayede ivme kazanmustir [4].

Meme kanseri, Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptdrii (PR) ve epidermal biiyiime

faktorii reseptorii 2 (HER2 veya erbB2) dahil olmak {izere hormon reseptorlerinin



ekspresyonuna bagli olarak farkl: alt tiplere sahip karmasik ve heterojen bir hastaliktir [5].
Bununla beraber bu hastalikla miicadelede bu reseptorleri asagi regiile eden kimyasal
molekiillerin arastirilmasi 1yi bir strateji olarak goriilmiistiir. Son yillarda meme kanseriyle
miicadelede FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onaylanmis bir¢ok ilag
piyasaya siiriilmiig, birgok ilacin da klinik aragtirmalart devam etmektedir [6]. Tedavide
kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisi, bifosfanat tedavisi ve hedefli biyolojik terapiler
on plana ¢ikmaktadir. DNA yapisina alkil baglayarak hiicre boliinmesini engellemeye
calisan alkil ajanlari, DNA'y1 bozan ve hiicre boliinmesini engelleyen antibiyotikler olan
antrasiklinler, DNA'ya baglanarak hiicrenin onarimini engelleyen metal platin ilaglar,
hiicre boliinmesi de dahil olmak iizere bir¢ok hiicresel fonksiyonda énemli rol oynayan
yapilar olan hiicresel mikrotiibiillere miidahale ederek etki gdsteren taksanlar ve vinca
ajanlart meme kanseri kemoterapisinde kullanilan ilag gruplardir. Hormonal tedavide anti
Ostrojen, aromataz inhibitorleri ve yumurtalik baskilayici ilaglar 6n plandadir.
Hedefli/biyolojik tedavide kemoterapiye gore daha az toksisite ve yan etkileri olan ilaglar
Her2 reseptorii ve mTORC]1 gibi kanser hiicrelerinin biiyiimesine ve bdoliinmesine izin
veren bazi normal viicut proteinlerinin etkilerini engellemeye odaklanir [7]. Bu agidan
bakildiginda kanserle tedavide yeni etken maddelerin belirlenmesi veya bazi kimyasal

maddelerin etkinliginin tespiti oldukg¢a 6nemlidir.

Bu calismada, biyolojik olarak aktif olan bisiklik dihidropirol bilesiklerinin N-
phenyltriazolinedione (PhTAD) ilavesi ile olusturulmus yeni tiirevlerinin MCF-7 (meme
kanseri) ve MCF-12A (normal meme epiteli) hiicre hatlarinda antikanser aktivitesi ile gen

ifadesi degisimleri arasindaki iligkilerinin belirlenmesi amaglanmuistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, DNA tamiri, hiicre dongiisii, apoptozis, farklilasma ve hiicre-hiicre etkilesimi gibi
temel hiicresel islevleri etkileyen genetik hastaliklar grubu olarak tanimlanmaktadir.
Kanserin en 6nemli nedenleri arasinda, hiicre biiylimesini ve metastazi etkileyen DNA
mutasyonlart gelmektedir. DNA mutasyonlarina neden olan maddeler mutajenler olarak

bilinirken, kansere neden olan mutajenler ise kanserojenler olarak bilinmektedir [8].

Canlinin en temel birimi olan hiicreler, hiicre dongiisiiniin kontrolii altinda enzimler,
hormonlar, diger diizenleyici ve uyaranlarin etkisine bagli olarak ihtiyaca gore biiyiimekte
ve bolinmektedir. Ayrica her hiicre belli bir siiregte biiyiimekte, yaslanmakta ve
Olmektedir. Kanser hiicreleri ise bu siireclere ¢esitli mekanizmalarla girmeden canliliklarini
koruyabilen hiicre gruplaridir. Kanser tiimorleri ise klonal hiicrelerin ¢ok asamali timor
gelisimleri sonucunda olusmaktadir [9]. Bu tiimor hiicrelerinin  bir¢ok biyolojik
yeteneklerinin oldugu yapilan caligmalarla tespit edilmistir. Bu yetenekler; proliferatif
sinyallesmeyi slirdiirme, biiylime baskilayicilarint atlatma, apoptoza direnme, sinirsiz
cogalmay1 saglama, anjiyogenezi indiikkleme ve istila ve metastazi aktive etme, hiicrenin
enerji metabolizmasini yeniden programlama ve immiin yikimdan kurtulma seklinde
siralanabilir (Sekil 2.1). Bu sayede tiimorlii hiicreler, normal hiicrelere gore farkli yapisal
ozellikler gelistirmekte ve farkli islevler kazanmaktadir. Anormal 6zelliklere sahip bu
hiicreler hem olustugu yerlerde hem de kan ve lenf sistemi yoluyla metastaz yaparak, istila

ettikleri doku veya organin gorevini yerine getirmesini engellemektedirler [9, 10].

Kanser olusumunda hem i¢ (kalitsal mutasyonlar, hormonlar, immiin bozukluklar) hem de
cevresel/edinilen (tiitlin, radyasyon, enfeksiyonlar vb.) sebepler etkilidir. Kanser, kisinin
yasayis bicimiyle ve ¢evresiyle de yakindan alakalidir. Sigara, diyet (kizarmis yiyecekler,
kirmiz1 et), alkol, glines 1sinlar, ¢evre kirliligi, enfeksiyonlar, stres, obezite ve fiziksel
aktivitenin yetersizligi gibi etkenler hastaligin ortaya ¢ikmasinda etkili faktorlerin baginda

gelmektedir [11, 12].
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Sekil 2.1. Kanser hiicrelerinin yetenekleri [10]

2.2. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii, bir hiicrenin boliinmesi ve ¢ogalmasi siirecidir. Yani DNA’y1 hatasiz
kopyalamak ve g¢ogalan kromozomal DNA’nin mitoz ile iki hiicreye esit ayrilmasinin
saglanmasidir. Kontrolsiiz hiicre cogalmasi ise kanserin en temel ayirt edici 6zelligidir ve

timor hiicreleri tipik olarak hiicre donglisiinii dogrudan diizenleyen genleri hasarli
hiicrelerdir [13].

Hiicre dongiisii mekanizmalarinin kesfi 1880’de Flemming ve Strasburger tarafindan sogan
kok hiicrelerinin optik mikroskopta incelenmesi ve mitoz kavramini ortaya atmalariyla
baglamistir [14]. Hiicre dongiisti 20. yiizyilin ilk yarisina kadar ¢ekirdek ve sitoplazmik
boliinme ile karakterize olan M faz1 (mitoz fazi) ve iki ardisik mitoz arasindaki siire¢ olan
interfaz ile tanimlanmistir. Howard ve Pelc 1951°de, fasulye kok uglarini radyoaktif
fosforla inkiibe etmis ve DNA replikasyonunun belirli zaman araliklarinda gerceklestigini

gozlemlemistir. Bu gozlemler genetik materyalin ¢ogaltilmasinin meydana geldigi DNA



sentezi (S) faz1 kavramini ve S ile M fazlar1 arasindaki hiicrenin biiyiimesi ile karakterize
G1 ve G2 (Gapl-2) ile tanimlanacak olan hiicre dongiisii modelini ortaya koymustur [15]
(Sekil 2.2).

G1/5 Intra-S G2/M SAC

DNA replikasyonu ve tamir| | MIkrotibil ig iplikleri sitokinez

sentrozom duplikasyonu
ve ayrilma

kromozom kromozom
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hiicre digisi
girigi

siklin D

rsminf >| T >| o

sinirlama noktas

Sekil 2.2. Hiicre dongiisii modeli [16]

Hiicre dongiisii; interfaz, mitoz ve sitokinez olmak {izere ii¢ sathada incelenebilir. Interfaz
asamas1 hiicrenin boliinme i¢in gerekli hazirliklar1 yaptig1 safthadir. Bu asama GO, G1,S ve
G2 alt gruplarindan olusur. Hiicreler temel olarak boliinme icin i¢ ya da dis bir sinyal
almadig1 stirece GO asamasinda sessiz (dinlenme fazi) olarak bekletilirler. Bu asamada
hiicre biyokimyasal olarak aktiftir. Sinyal alim1 gergeklestiginde hiicre hacimce biiylidiigi
ve genetik materyalin kopyalanmasi i¢in gerekli materyallerin sentezlendigi G1 fazina
gecer. G1 fazinda olup smirlama noktasini gegen her hiicre biiylime faktorlerine ihtiyag
duymaksizin DNA replikasyonunun gergeklestirildigi S fazina gecer. S fazinin basaril
gecmesinden sonra hiicre hem DNA sentezinin tamamlandigindan emin olmak hem de
mitozun giivenli gegmesinin kontrol edilmesine olanak taniyan G2 asamasina girer. Mitoz
niikleer boliinmenin yani genetik materyalin yavru hiicrelere esit dagiliminin gergeklestigi
asamadir. Sitokinez mitozla es zamanl baslayarak sonucta iki yavru hiicre meydana gelmis

olur [17] (Sekil 2.2).



2.2.1. Hiicre dongiisiiniin anahtar molekiiler diizenleyicileri

Yetiskin viicuttaki hiicrelerin ¢ogu sessizdir yani biyokimyasal ve islevsel olarak etkinken
yeni hiicreler olusturmak i¢in boliinmezler. Hematopoetik doku ve bagirsak hiicreleri ise
yiikksek bir boliinme serbestisine sahiptir. Ciinkii bu dokularin yenilenmesi ig¢in aktif
cogalma esastir. Canli organizmada proliferasyon karar1 siki bir sekilde diizenlenmekte
olup, besleyici maddeler ve biiyiime faktorleri, inhibe edici faktorler, ¢esitli dis sinyaller,
hiicrenin komsularindan ve dis matriksinden gelen etkilesimlerden etkilenmektedir. Her bir
faktor proliferasyonu destekleyen veya baskilayan hiicre i¢i sinyal yolaklarini uyarir.
Hiicre i¢ ve dig tiim sinyalleri birlestirir ve ancak hersey uygunsa hiicre dongiisiinii

baslatabilmektedir [16].

Okaryotik hiicre dongiisii gecislerini diizenleyen bir¢ok gen, enzim ve hormon koordineli
bir sekilde ¢aligmaktadir. Dongiide karsilasilabilecek her tiirlii hasara karsi dur ve geg
emirleri ile hiicrenin kontrol altinda tutulmasi saglanir. Bu kontrol noktalar1 G1-S, intra S,

G2-M ve metafaz—anafaz (SAC) gegisinde bulunur [16] (Sekil 2.2).

Kontrol noktalarin1 diizenleyen proteinlerden olan siklinlerin, hiicre bdliinmesi sirasinda
sentez ve yikimina bagli olarak konsantrasyonlari yiikselir veya azalir. Siklinler,
siklin/CDK kompleksinin olusmasini saglayan “siklin kutusu” adi verilen ve 100
aminoasitlik ortak bir dizi tagirlar. Onlar1 birbirinden ayiran 6zellik ise N-terminal
dizilerinin tamamen farkli olmasidir. Insan genomunun 25’ten fazla siklin kodladig1 fakat
bunlardan sadece A-B-D-E tipi olanlarin hiicre dongiisiinde onemli rol istlendikleri
bilinmektedir. Siklinlerin D tipi (D1, D2, D3) sinirlama noktas: boyunca islev géren G1
regiilatorleridir. S fazi regiilatorii olan siklinler E ve A tipi, Mitotik faz siklinleri ise B ve A
tipidir [18] (Sekil 2.3).

Siklin bagimli kinazlar (CDKs), siklinlerin fosforilasyonu sonucu aktive olan ve yiiksek
oranda korunmus Ser/Thr kinazlarin alt ailesidir. Her CDK belli bir siklinle aktive
olmaktadir. CDK’lar hiicre dongiisiiniin her asamasim karakterize eden, ¢esitli olaylari
baslatan ve regiile eden genis bir protein yelpazesini fosforile etmektedir. Insan
genomunun 15 CDK kodladig: tespit edilmis fakat bunlarin bir¢ogunun rolleri heniiz
acikliga kavugsmamistir. CDK4/6 hiicre dongiisiiniin girisini diizenlerken, CDK2 G1’den
S’ye gecisi ve S sirasindaki bazi olaylarda rol oynamaktadir. Yine CDK1 G2 ve mitoz



asamalarinda ana rol oynarken diger agamalarda ilave gorevler tistlenmektedir [19] (Sekil

2.3).
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Sekil 2.3. Hiicre dongiisii ve diizenleyici molekiiller [20]

CDK inhibitorleri INK4 ve Cip/Kip olarak adlandirilmig iki protein ailesinden olusur.
INK4 proteinleri CDK4/6’y1 inhibe ederek siklin D ile etkilesimlerini onler ve Gl
asamasinin ilerlemesini durdururlar. Cip/Kip ailesi, p21, p27, p57 proteinlerinden olusur.
Bu aile hem CDK hem de siklinlerle etkilesime girerek tiim CDK-siklin komplekslerinin
aktivitesine etki edebilmektedir. Cip/Kip ailesi, CDK2 nin siklin E/A inhibisyonuna neden
olurken CDK2/6’nin siklin D ile etkilesimini aktive ederek hiicre dongiisiiniin farkl

evrelerinde aktivator ve inhibitor rol iistlenir [16, 20] (Sekil 2.3).

2.2.2. Hiicre dongiisii ve kanser

Insanlarda goziiken tiim kanser tiplerinde, hiicre déngiisiine girisi kontrol eden molekiiler

yolaklarda ve p53 yolu diizenleyicilerindeki mutasyonlarin temel rol aldigi bildirilmistir



[21, 22]. Hiicre dongiisiinde en sik karsilasilan degisiklikler pRB tiimor baskilayicisinin
kayb1 veya mutasyonu, asirt siklin ve/veya CDK ekspresyonu, CDK inhibitdrlerinin
ekspresyonunun kaybi olarak siralanabilir. pRB ve p53 molekiilleri, hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinde ve stres tepkisinin olusturulmasinda kritik kap1 koruyucularidir ve temel
islevleri kromozomlarda hem yapisal hem de sayisal sapmalar diizeyinde genom

biitiinligiinii korumaktir [23, 24].

CDK4 asir1 ekspresyonu melanom, sarkom, glioma ve meme kanserinde tanimlanmuistir.
Ayrica CDK4/6 mutasyonlarinin CDK inhibitorlerinin baglanma kaybina neden oldugu da
gozlemlenmistir [25, 26]. INK4 genleri arasinda pl6 genleri en sik mutasyona ugrayan
timor baskilayict genlerden biridir. pl6 kaybir hiicrenin yaslanma ve CDK4/6
aktivitesinden kagisina sebep olur. CDK4/6 ve CDK2 ile en alakali hedef olan RB1/p105
tipik olarak retinoblastom ve kiigiik akciger kanserlerinin % 80’ninde kaybedilmistir [27,
28]. Siklin E1/2 gen amplikasyonlari 6zellikle rahim ve yumurtalik kanserlerinde siklikla
gortliir [29]. Kontrol noktasi proteinlerini etkileyen mutasyonlar arasinda ATM-CHK2-
p53 yolu siklikla inhibe edilmektedir [30]. Ozellikle CHK2 varyantlari prostat ve meme
kanserine yatkindir. S ve G2/M kontrol noktalarinin bir pargast olan BRCA1/2

proteinlerinin gen mutasyonlart meme ve yumurtalik kanserlerine yatkindir [31].

CDK aktivasyonu CDC25 (A, B ve C) fosfataz ailesinin iiyeleri tarafindan fosforilasyon
yoluyla diizenlenir. CDC25B’nin primer meme kanserlerinin % 32’sinde asir1 eksprese

edildigi gézlenmistir [32].

Anti-kanser ilag arastirmalarinda tiimor hiicrelerini 6ldiirme stratejileri gliniimiizde temel
hiicre transformasyonu olan molekiiler hedefleri etkilemeye yonelik degismektedir. Hiicre
dongiisii diizenleyici molekiillerinin farkli kanser tiirlerinde genetik degisim hedefi

olduguna dair kanitlar, CDK inhibitérlerinin 6nemini ortaya koymustur [32].

2.3. Meme Kanseri

Giliniimiizde goriilme sikli§i acisindan ilk {i¢ sirada yer alan meme kanserinin tarihi
oldukca eskidir. M.O. 3000 yilina ait olan ve bilinen en eski cerrahi metin olarak kabul
edilen Edwin Smith Papiriisii'nde gecen 48 vakanin 8’inde erkek meme kanserine ait

bilgilerin yer aldig1 bilinmektedir [33].



Meme kanseri, hem kadinlarda hem erkeklerde meme hiicrelerindeki diizensizliklerin
sebep oldugu bir kanser tipidir. Meme kanseri diger kanser tiirlerinden farkli olarak biiyiik
oranda steroid hormonlarindan etkilenmektedir. Bir¢ok doku ve organ embriyogenez
sirasinda modellenir ve yetiskin yasami boyunca bu modelleme degismeden kalir. Oysa
meme bezi ergenlik, hamilelik, emzirme ve menopozal donemlerde belirgin degisiklikler

gegciren dinamik bir organdir [34].

Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) 2018 yili verilerine gére meme kanseri tiim kanserler
icinde % 46,3 ile en sik goriilen, tiim 6limli kanser vakalarinda ise % 13 (2,1 milyon)
mortaliteye sahip 6nemli bir kanser tipidir [35]. Kadinlar arasinda her 4 kanser vakasindan
I’ini olusturmaktadir ve her 8 kadindan 1°i meme kanserinden etkilenmektedir. 185
iilkeden 154’{inde en yiiksek insidansa sahip kanser tipi olan meme kanseri, 100’den fazla

tilkede kanser 6liimiiniin en 6nde gelen sebeplerindendir [1] (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Diinya Saglik Orgiitii’niin her iki cinsiyette diinya ¢apmda 2018 yil1 kanser
insidans oranlar1 [35]

Kanser tipi Oran
Meme 46,3
Prostat 29,3
Akciger 22,5
Kolorektum 19,7
Serviks uteri 13,1
Mide 11,1
Karaciger 9,3
Corpus uteri 8,4
Tiroid 6,7
Yumurtalik 6,6

Meme kanseri, bir anatomik bolgeyi etkileyen heterojen bir hastalik olmasmin yaninda
aynt zamanda fenotipik degisiklikler gosteren bir hastaliktir. Meme kanseri hastalik
biyobelirtegleri olarak tiimdr morfolojisi ve siniflandirma derecesi, timor biiyiikligi, lenf
nodu metastazi, 0strojen ve progesteron reseptor varligi (ER-PR), insan epidermal biiylime
faktorl reseptorii 2 (HER2) sayilabilir. Bu belirteclerin varliginda immiinohistokimya ve
gen ekspresyon tekniklerinin kullanilmasiyla molekiiler alttiplendirme yapilmistir. Bu

molekiiler alttipler biyolojik tedaviye verdigi yanit ve hastaliga 6zgii degisiklikler ile
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birbirinden ayrilirlar. Farkli tipler meme kanserinin biyolojik ¢esitliligini yansittig1 gibi

tedavide kisisellestirilmis bir yaklasima yonelmeyi de zorunlu kilmaktadir [36].

2.3.1. Meme kanseri genetigi

Meme kanseri ile ilgili birgok gen tamimlanmistir. Hem onkogenler hem de anti-
onkogenlerin mutasyonlar1 ve anormal amplikasyonlari, tiimoriin baglatilmasi ve

ilerlemesinde 6nemli rol oynamaktadir [37]. Bunlarin bazilar1 sunlardir;

BRCAI1 ve BRCA?

Meme kanseri vakalarinin % 5-10’u kansere duyarli genlerden kaynaklanmaktadir. Bu
genlerden en yaygin olan1 1990’larin ortalarinda tespit edilen BRCA1 (BReast CAncer 1)
ve BRCA2’dir. BRCA1 17g21 ve BRCA2 13q12 kromozom kollar1 iizerinde yer alir. Her
iki gen de tiimor baskilayici proteinleri kodlar. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar
otozomal dominant olarak kalitilir [38]. BRCAI eksikligi, hiicre dongiisii kontrol
noktasinda, anormal sentrozom dublikasyonu, genetik stabilite ve nihayetinde de apoptoz
diizensizligine yol acar. Hastaliktan etkilenen ylizlerce bireyin ailesinde bu genlerin
mutasyona ugradigl tespit edilmistir. BRCA1 go6riilme sikligit 1/1000 olup BRCA2
prevalansi net olarak bilinmemektedir. Bu iki genin hem yumurtalik kanseri hem de meme

kanseri riskini artirdig1 yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur [36-38].

PARP

Genomik biitinliigin korunmasi igin, hiicrelerde DNA hasar yanitt olarak tanimlanan
koordine edilmis bir eylemle endojen veya eksojen olarak indiiklenen DNA lezyonlarini
tespit eden ve onarabilen mekanizmalar bulunur. Cekirdekte ilgilenilen bolgelerde asag:
yonlii efektorleri toplayan birgok algilayict bulunmaktadir. Bunlar arasindaki poli (ADP-
riboz) polimeraz (PARP), DNA onarim proteinleri i¢in bir sinyal ve platform gorevi goren
poli (ADP-riboz) (PAR) zincirlerini sentezleyebilen ve DNA kopmalariyla aktive olan
onemli bir niikleer proteindir. Cesitli alt tipleri olan PARP’lardan PARP-1, PAR veya
mono-ADP-ribozu kendilerine veya diger hedef proteinlere aktaran 17 enzimi iceren ADP-
ribosil transferazlarin iist ailesine ait bir proteindir. PARP-1'in yani1 sira, PARP2 ve PARP3
de DNA'ya bagimli (ADP-riboz) transferaz aktivitesine sahiptir. PARP-1 ve PARP2, uzun
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PAR zincirlerinin sentezini katalize ederken, PARP3, bir mono-ADP transferazdir. Poli-
ADP-ribosilasyon (PARilasyon), negatif ylikli PAR''n hedef proteinlerin glutamat,
aspartat veya lizin kalintilar1 {izerine kovalent baglanmasindan olusur. Bu reaksiyon
sirasinda, PARP'ler, nikotinamid ve bir proton salinimi ile bir substrat olarak oksitlenmis
nikotinamid adenin diniikleotidi (NAD") kullanir ve hiicre, NAD" seviyelerini geri
kazanmak i¢in ATP'yi kullanir [39].

PARilasyon farkli etkiler yaratabilir: protein-DNA etkilesimlerini kararsizlastirir veya
stabilize eder, protein-protein etkilesimlerini ve fonksiyonlarimi diizenler, hedef
proteinlerin aktivitesini arttirir, fakat ayni zamanda proteazom tarafindan protein
bozulmasimni uyarir. PARilasyon yoluyla PARP proteinleri, DNA c¢ogaltma ve
transkripsiyon gibi ¢ok sayida hiicresel islevi kontrol eder ve DNA hasar1 tepkisi ve hiicre

oliimiinde biiyiik neme sahiptirler [40].

PARP-1, DNA hasarina cevaben 500 kata kadar cikabilen toplam hiicresel PARilasyon
aktivitesinin % 85-90'indan sorumludur. PARP-1 tek iplik kiriklarini1 (SSB) taniyabilir ve
temel eksizyon onariminda (BER) yer alir [41]. Hasar gérmiis veya yanlis DNA bazi,
endoniikleaz APEX1'in alimin1 indiikleyen bir abazik bolge olusturan spesifik glikosilazlar
tarafindan taninir [42, 43] PARP-1 ayrica, homolog rekombinasyonun (HR) ve klasik
homolog olmayan ug birlestirme yolunun (NHEJ) aracilik ettigi DNA ¢ift iplik kiriklarinin
(DSB) onariminda rol alan proteinlerin fonksiyonunu da diizenleyebilir [39] (Sekil 2.4).

BRCA ve PARP-1 arasindaki yakin bag, iki arastirma grubunun bagimsiz olarak PARP
inhibisyonunun mutasyona ugramis BRCA1 veya BRCA2 kanserlerinde sentetik
oliimciillige neden oldugu vurgulanmistir. Yapilan ¢aligmalarda, BRCA1 veya BRCA2'de
eksik olan hiicrelerin PARP inhibitorlerine duyarliligi yaklasitk 1000 kat artirdig
gosterilmistir [44, 45].
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Her2

Bu gen tirozin kinaz ailesinin bir epidermal biiylime faktorii reseptoriidir (EGFR) ve
ligand bagli heterodimerler olusturarak asagi akis sinyal iletim yollarin1 aktive eder.
Epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (c-erbB-2), meme kanserinin 6nemli bir
onkogenidir. Insan kromozomunun 17q12 kolu iizerinde yer alir. Her2 gen ekspresyonu,

temel olarak gen amplikasyonu ve yeniden diizenleme yoluyla aktive edilir [46].

Epidermal buvyiime faktori reseptorii (EGFR)

Herl ya da c-erbB-1 olarak da bilinen EGFR, tirozin kinaz ailesinin hiicre yiizeyi
glikoproteinidir. EGF, TGF-a, amphiregulin, betacellulin gibi ligandlara baglanarak aktive
edilir. PI3K, Ras-Raf-MAPK ve JNK (c-Jun N-terminal kinaz_stresle aktive olan kinazlar)
dahil olmak tlizere EGFR'nin asag1 akis sinyal yolaklari, hiicre gogalmasini, hiicre istilasini,

anjiyogenezi tesvik etmek ve hiicreleri apoptoza karsit korumak icin tetiklenir. EGFR'nin
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asir1 ekspresyonu, ¢ok agresif bir meme kanseri tiirii olan enflamatuar meme kanseri (IBC)
vakalarinin % 30'undan fazlasinda bulunur. Ostrojen reseptdrii (ER), progesteron reseptorii
(PR) ekspresyonu ve HER2 amplifikasyonu olmamasiyla karakterize edilen {iglii negatif
meme kanseri (TNBC) vakalarinin yarisindan fazlasinda ayrica EGFR asir1 ekspresyonu

bulunur [47].

Ras

Ras gen ailesi tliyelerinden H-ras, K-ras ve N-ras genleri sirastyla 11 (11p15), 12 (12p12)
ve 1 (1p22) kromozomunda bulunur. Bu genler tarafindan kodlanan proteinler ileri
derecede homologdur ve guanosin trifosfat (GTP) baglayict protein (G proteini) siiper
ailesine aittir. Nokta mutasyonlari, genellikle bu ii¢ insan Ras geninin asir1 ekspresyonu ile
iligkilidir ve ¢ogu, GTP baglanmasi i¢in kodlama alaninda bulunan hatali mutasyonlardir.
Ras proteinlerinin mutasyonlar1 nadiren meme kanserinde (<% 5) bulunsa da, Ras sinyal
iletim yolundaki anormallikler hem iyi huylu hem de habis meme dokularinda gdzlenir

[48].

c-mycC

MYC proteini ilk olarak bir viral onkogeninin hiicresel homologu olarak tanimlanmis
bazik sarmal-ilmek-sarmal (bHLH) alani igeren transkripsiyon faktoriidiir. bHLH
proteinleri, mayadan insana kadar tiim canli organizmalarda bulunan ve kritik hiicresel
islemlerde rol alan, transkripsiyonel regiilatorlerin biiyiik bir st ailesini olusturur.
MYC’nin insan meme kanserinde asir1 amplifikasyonu ve asir1 ekspresyonu 1986 yilinda
kesfedilmis ve meme kanserindeki durumu birgok arastirmada incelenmistir. MYC, ¢oklu
seviyelerde diizenlenen, transkripsiyonel diizenleme veya protein modifikasyonu yoluyla
Whnt, Notch, TGF-B ve PI3K gibi birka¢ sinyal yolaginin asagi akis efektoriidiir. Meme
kanseri hiicrelerinde hiicre biiyiimesi, transformasyonu, anjiyogenezi, ve hiicre dongiisii

kontrolii ile iliskilendirilmistir [49, 50].

2.4. Endoplazmik Retikulum (ER) Stresi

ER'nin temel islevi hiicrede posta gorevi gorerek uygun sekilde katlanmis proteinlerin

nihai hedeflerine ulagsmalari1 garanti etmektir [51]. ER bununla birlikte lipit sentezi,
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glikojenin bozulmasi, detoksifikasyon ve Ca®" depolanmasi ve saliverilmesi gibi bircok
temel islevi de yerine getirir. Bu islevler bazi hiicresel saperonlar tarafindan diizenlenir

[52].

Bu saperonlar ii¢ gruba ayrilabilir;
1- Spesifik olmayan proteinlerin montajini ve katlanmasini kolaylastiran GRP78 ve GRP94
2- Glikoproteinlerin olgunlagsma siirecine katilan lektinler,

3- Ozellikle kollajen i¢in 1s1 sok proteini 47 (Hsp47) [53]

Hipoksi, aglik, oksidatif etkiler, pH, Ca® titkenmesi, hipoglisemi, ATP tliikenmesi ve viral
enfeksiyonlar gibi ¢esitli stres faktorleri ER homeostazini bozabilir. Tiim bu etkiler dogru
protein katlanmasii engelleyebilir, nihayetinde yanlis katlanmis veya katlanmamis
proteinlerin birikmesine neden olarak ER stresi olarak bilinen bir durum yaratabilir. Boyle
bir stres durumuna yanit olarak hiicreler, temel amacit ER homeostazini yeniden saglamak
olan UPR (katlanmamis protein yaniti) adi verilen korunmus bir sinyal iletim yolu
gelistirmistir. Bununla birlikte, stres kosullart ¢ok yogun oldugunda ve geri
alimamadiginda, UPR, genellikle mitokondriyi i¢eren intrinsik apoptozis yoluyla bir hiicre
Olim yolunu aktive eder. Bu nedenle, toksik ve ¢oziilmemis stres kosullarinda, UPR

hiicreyi hayatta kalmadan ziyade 6liime siiriikler [54] (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Endoplazmik Retikulum (ER) stres kosullarinda UPR aktivasyonu [53]
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2.4.1. GRP78 ve GRP94’iin temel islevleri

ER, salgi ve zar proteinlerinin yani sira lipitlerin sentezlendigi 6zel bir periniikleer
organeldir. ER liimeni i¢inde, protein saperonlar yeni sentezlenmis polipeptitlerin
katlanmasina yardimer olur ve katlanmis veya yanlig katlanmis proteinlerin toplanmasini
onler. ER'de katlanmis ya da yanlis katlanmis proteinlerin birikmesini 6nlemek icin kalite
kontrolii yapilir. Bu kalite kontroliiniin temelinde saperonlar adi verilen 6zel molekiiller
yer alir. ER'de bilinen calnexin/calcreticulin ve GRP78/GRP94 olmak iizere iki saperon

sistemi bulunmaktadir [55].

En bol miktarda bulunan ER saperonu, protein translokasyonu sirasinda ER'nin gegirgenlik
bariyerini korumaktan, protein katlanmasin1 ve montajin1 yonlendirmek ve bozulma igin
yanlis katlanmis proteinleri hedeflemekten sorumlu olan ve HSP70 protein ailesinin ER
homologu olan 78 kilo daltonluk GRP78/BiP proteinidir [56].

Hsp70 gen ailesinin diger liyelerinden farkli olarak, GRP78 okaryotik genomdaki tek bir
kopya gen tarafindan kodlanir ve indiikksiyonu oOncelikle transkripsiyon seviyesinde
diizenlenir. GRP78 ayrica bir ER kalsiyum baglayici proteindir. Bununla birlikte GRP78,
memeli UPR'sinin bir bekgisi olup stresli olmayan hiicrelerde UPR sensorlerine bagh
bulunur. Stres durumunda GRP78 bu sensorleri UPR yolunun aktive olmasi icin serbest

birakir. Anlagilacag: tizere GRP78, UPR yolunun bir negatif diizenleyicisidir [56, 57].

GRP78, ER'nin dis yiizeyine yerlestirilmis olan pro-apoptotik makinelerin (BIK ve kaspaz-
7 gibi) aktivasyonunu baskilayarak giiclii bir apoptoz bastirict olarak da gérev yapar [58].
GRP78'in, hiicre yiizeyine taginmasinin yani sira mitokondri ve ¢ekirdek ile iliskili oldugu
ve hatta spesifik hiicre hatlarinda aktif olarak salgilandigi da tespit edilmistir. GRP78,
hiicresel lokalizasyonlarda sinyalizasyon, proliferasyon, istila, apoptoz, iltihaplanma ve

bagisikligi kontrol eden ek fonksiyonlar iistlenir [56].

Bir baska ana ER saperonu, ER'de en bol bulunan glikoprotein olan 94 kilodaltonluk
GRP94/Gp96 proteinidir. Bu saperon HSP90 proteinin ER homologudur. Mayadan insana
kadar korunan GRP78'den farkli olarak, GRP94 sadece cok hiicreli organizmalarda
bulunur. GRP94, hem dogal hem de adaptif immiin yanitin baslangicinda etkilidir [59].
GRPY94, GRP78 gibi, protein katlanmasina katilir, ER protein katlama makinesinin diger
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bilesenleriyle etkilesime girer, ER kalsiyumunu depolar ve ER ile iligkili bozulma (ERAD)
icin yanlis katlanmig proteinlerin hedeflenmesine yardim eder [60]. GRP78'e kiyasla,
GRP94'iin hedef proteinleri, bagisiklik, biiyiime sinyali ve hiicre yapismasindaki kritik
rollere daha spesifiktir. GRP94’iin de kanserin yanisira prion hastaliklar1 ve otoimmiin

hastaliklarindan sorumlu oldugu diistintilmektedir [56].

2.4.2. UPR yolu

UPR, ER'de baglayan ve ii¢ ayr1 sensor, IREla, PERK ve ATF6, tarafindan kontrol edilen
hiicresel stres tepkisini temsil eder. Normalde GRP78 {i¢ sensoriin ER liimen alanina
baglanir ve bunlar inaktif bir durumda tutar. GRP78 ayrildiktan sonra, IRE1 ve PERK,
homodimerler veya oligomerler olusturur ve otofosforilasyon yoluyla, asag1 akis yollarini
aktive eder. GRP78 tarafindan serbest birakildiginda, ATF6'nin aktif formu ¢ekirdege

hareket eder ve farkli ER saperonlarinin transkripsiyonunu tesvik eder [54].

2.5. Is1 Sok Proteinleri (HSP’ler)

Canlilar suyun donma noktasindan 113°C’ye varan sicakliklarda yasamaya adapte
olmusglardir. Her canli yagami i¢in ilgili optimum sicakliklarin az ¢ok tizerindeki sicakliklar
hayatta kalmak i¢in zorluklar olusturmaktadir. Ani bir sicaklik artisi, protein
katlanmalarinin agilmasimna ve spesifik olmayan yigilmalara, dolayisiyla protein
homeostasizinin bozulmasina neden olabilir. Bu tip karmasikligin 6nlenmesi i¢in canlilarda

ani sicaklik artigina yanit veren 1s1 sok proteinleri (HSP'ler) bulunmaktadir [61].

HSP'ler, protein katlanmasina ve onlar1 bozulma, oksidatif stres, hipoksi ve termal strese
kars1 koruyan ¢esitli hedef proteinlerin olgunlasmasinda rol oynayan genis bir saperon
ailesidir. Hiicreler, hipertermi, iskemi, anoksi, toksinler ve ultraviyole 1sik, wviral
partikiiller, cerrahi, mekanik veya diger stres tiirleri gibi fizyolojik ve cevresel etkenlere
maruz kaldiginda HSP'ler olarak bilinen bir kiiciik protein grubunun sentezi dogal savunma
tepkisi olarak artmaktadir. Bu proteinlerin agir1 artisi, hiicrenin 6liimciil kosullarda hayatta

kalmasini saglar [61, 62].

HSP'ler ge¢misten beri korunmustur ve her hiicrede bulunmaktadir. Okaryotik hiicrelerde

bircok farkli rol iistlenen HSP'lerin asil islevleri molekiiler saperonlar olarak gorev



17

almaktir. HSP'lerin baglica gorevleri, proteinlerin katlanmasin1 kolaylagtirmak, yanlis
katlanan proteinlerin dogru katlanmasin1 saglamak ve ekstrem kosullar altindaki hiicrelerde
proteinlerin dogal yapilarim1 ve fonksiyonlarin1 korumalarini saglamaktadir. HSP’leri
birbirinden ayirmak i¢in molekiiler kiitlelerine gore siniflandirma yapilmistir. Ornegin 70
kilodalton biiytikliigiindeki molekiill HSP70 smif {iyelerini temsil eder. Memeli HSP'leri
altt grup olup; kiiciik HSP’ler (HSP27 ve HSP10), HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 ve
biiyiik HSP ailesi (HSP110 ve GRP170) seklindedir [62].

HSP’ler ilk defa Drosophila melanogaster tiikiiriik bezlerinde sicakligin aniden yiikselmesi
sonucu transkripsiyonel aktivite ile artan proteinler olarak kesfedilmistir. HSP’ler ani
sicaklik artis1, pH, radyasyon, yiiksek konsatrasyondaki agir metaller, etanol, antibiyotik,

yag asitleri ve reaktif oksijen formlari sonucu sentezleri artmaktadir [63].

Is1 sok proteinleri iglevsel olarak 7 farkli sinifa ayrilabilir [61, 64]. Bunlar;

1- Tiirler arasinda ifade diizeyi agisindan baskin sinif olan ve molekiiler saperonlar olarak
bilinen HSP’lerdir.

2- Yanlis katlanmig veya geri doniisiimsiiz bigimde toplanmis proteinleri hiicreden
temizlemek icin gereken proteolitik bilesenlere sahip siniftir.

3- Niikleik asitlerin kovalent olmayan modifikasyonlarini iyilestirmede rol oynayan
smiftir. Stres kaynakli DNA hasarinda rol oynayan DNA ve RNA degistirici enzimlerini
igerir.

4- Metabolik enzimleri bulunduran smiftir. Tiirler arasindaki varyasyonlar bu grup igin
onemli bir ayrimdir.

5- Strese cevap yollarini baslatmak veya ribozom kurulum yollarimi igeren ekspresyon
basamaklarin1 engellemek icin gerekli transkripsiyon faktorleri veya kinazlar gibi
diizenleyici proteinleri iceren siniftir.

6- Hiicre iskeleti gibi hiicrenin yapisal siirdiiriilebilirliginde rol oynayan proteinleri igeren
siuftir.

7- Yukari regiile edici protein sinfi olarak tasima, detoksifiye etme ve membran modiile

edici proteinleri igeren siniftir [61, 64]

Molekiiler saperonlar, varsayilan metabolik kosullar altinda hiicresel organellere entegre
edilecek protein ve peptitlerin ribozomdan ¢iktiktan sonra zarlardan gegmek iizere

katlanmasini ve acilmasint modiile ederek cesitli sinyal yolaklarinin aktive ya da inhibe
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edilmesini saglarlar. Ayrica endoplazmik retikulum limeninden veya mitokondri
matriksinden salinan sitoplazmik proteinlerin de uygun sekilde katlanmasini kontrol

ederler [64].

Hatal1 proteinlerin molekiiler saperonlar tarafindan taninmasini saglayan 6zellik hidrofobik
amino asitlerin maruziyetidir. Genel olarak molekiiler saperonlar katlanma i¢in yapisal
bilgiye katkida bulunmazlar, istenmeyen molekiiller arasi etkilesimleri onlerler. En az iki
afinite arasindaki degisimler kiiciik molekiillii saperonlar hari¢ diger saperon gruplari

tarafindan ATP’nin baglanmasi ve hidrolizi ile kontrol edilir [61].

2.6. Apoptoz ve Kanser

Kanseri tedavi etmenin bir yolu, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz biiylimesini kontrol altina
almak veya nihai olarak sonlandirmaktir. Kanserle miicadelede hiicre 6liimii i¢in hiicrenin
kendi mekanizmasini kullanmak oldukga etkili bir yontemdir. Apoptozun hedeflenmesi
ayn1 zamanda tiim kanser tiirleri i¢in de etkilidir, ¢iinkii apoptozdan kagma bir kanserin
isaretidir ve kanserin nedenine veya tiiriine 6zgii degildir. Ek olarak, apoptozu hedef almak

en basarili cerrahi dis1 tedavi yontemidir [65].

Terapotik hedefleme igin iki ortak strateji, pro-apoptotik molekiillerin uyarilmasi ve anti-
apoptotik molekiillerin inhibisyonudur. Uygunsuz bir apoptoz tetikleyicisi hiicrenin hayatta
kalmasini tehlikeye atabileceginden dolay1 apoptoz, okaryotik hiicrelerde yiiksek oranda
diizenlenir. Bununla birlikte, birgok kanser hiicresi, bu siki diizenlenmis hiicre oliimii
programini, anti-apoptotik molekiillerin seviyelerini degistirerek veya pro-apoptotik hiicre
olimii bilesenlerini etkisizlestirerek atlatmak i¢in mekanizmalar gelistirir. Genomik
analizin ortaya c¢ikisi, kanserlerin hiicre Oliimiinii atlatmasina izin veren ¢esitli
mutasyonlara iliskin 6nemli bilgiler saglamistir. Artik kanser hiicrelerinin, belirli bir timor
tipine Ozgli olan apoptozdan kagcmak i¢in c¢esitli mekanizmalarda meydana gelen
diizensizlikileri kullandiklar1 bilinmektedir. Bu diizensizlikler, asagida ornekleri verilen

icsel ve dissal yolaklarda rol alan molekiillerde meydana gelmektedir [65].

2.6.1. BCL-2 protein ailesi
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BCL-2 protein ailesi, intrinsik veya mitokondriyal apoptotik yanitin merkezi kapicilaridir.
Aile, birbiriyle etkilesime girerek apoptozu tesvik eden veya inhibe eden zit fonksiyonlara
sahip yapisal olarak ilgili proteinlerden olusur [66]. Tiim BCL-2 iiyeleri dis mitokondriyal
zar lizerinde bulunur. Bunlar bir iyon kanali formunda veya porlarin olusturulmasiyla

membran gegirgenliginden sorumlu olan homo-hetero dimerlerdir [67].

Islevlerine ve BCL-2 homolojisi (BH) bélgelerine gére BCL-2 ailesi iiyeleri {i¢ gruba
ayrilir;

1- Dort BH alaninin tamamini i¢eren anti-apoptotik proteinlerdir ve hiicreyi apoptotik
uyaricilardan korurlar. Baz1 ornekleri BCL-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-w, Al1/Bfl-1 ve Bcl-
B/BCL2L10 seklindeddir.

2- Sadece BH-3 proteinlerinden olusur, bu nedenle diger iiyelere kiyasla BH-3 alani ile
siirhidirlar. Bu gruptaki 6rnekler arasinda Bid, Bim, Puma, Noxa, Bad, Bmf, Hrk ve Bik
gibi molekiiller bulunmaktadir. DNA hasari, biiylime faktorii yoksunlugu ve endoplazmik
retikulum stres gibi hiicresel stres zamanlarinda apoptozun baslaticis1 olan sadece BH-3
proteinleri aktive olur. Bu nedenle pro-apoptotiktirler.

3- Ugiincii grubun iiyeleri dort BH (BH1, BH2, BH3, BH4) alaninin tiimiinii iceren pro-
apoptotik gruptur. Bazi Ornekleri Bax, Bak ve Bok/Mtd seklindedir. Pro-apoptotik
baslaticilardan ve efektorlerden gelen apoptotik destekleyici etkiler, anti-apoptotik aile
tiyeleriyle dogrudan etkilesimleri ile Onlenir. Bir hiicrenin apoptoz gegirip gecirmedigini
veya hayatta kalmasini yoneten mekanizma pro-apoptotik BCL-2 ailesi iiyeleri arasindaki

bu hassas ve dinamik dengeyi yonetir [68].

Mitokondriyal dis membran permabilitesi (MOMP), intrinsik apoptoz yolunda sitokrom c
ve diger apoptotik proteinlerin sitozol i¢ine salinimini saglayan ve kaspaz aktivasyonu ve
hiicre 6liimiine yol agan dénemli bir yolaktir. BCL-2 ailesinin pro-apoptotik iiyeleri olan
Bax ve Bak, bu siirece dogrudan katildigina inanilan kilit diizenleyicilerdir. Bax, saglikli
hiicrelerin sitozol ve mitokondriyal yiizeyi arasinda yapici bir sekilde yerlesen ¢oziiniir bir
monomerik proteindir. Hiicre stresinden sonra, sadece BH3 proteinleri dogrudan
aktivasyon modeline gore Bax't dogrudan veya dolayl yollarla aktive eder. Dogrudan mod,
MOMP'a yol agan ve Bax't baglayan ve aktive eden aktivatorler (6rn. Bim, t-Bid) ile
karakterize edilir. Dolayl1 mod, anti-apoptotik proteinin aktivatdrleri baglama kabiliyetini
inhibe eden ve bdylece daha sonra Bax aracili apoptozu indiikleyen molekiiller (6rn. Bad,

Noxa) ile kendini gosterir. Bax ekstrinsik apoptotik yolaga katilir. Kaspaz 8'1 aktive edici t-
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Bid'i olusturmak icin Bid'i ayirarak digsal yolu giiclendirir. Ayrica Bax'in mitokondriyal
yolaklarla ¢apraz yollar sayesinde hiicre dliimiinde bir¢ok hiicresel olayda belirleyici rol
oynayan endoplazmik retikulum (ER) sinyal yolagina katildigi, UPR yolunu modiile ettigi
g6zlenmistir [69].

2.6.2. p53

TP53 geni tarafindan kodlanan p53, ilk olarak onkojenik bir viral proteinle etkilesime giren
53kD biiyiikliigiindeki hiicresel bir onkojenik protein olarak kesfedilmistir. p53, DNA
hasarindan sonra hiicre dongiisiinii durdurma (p21 ile etkilesim) ve apoptozu tetikleyen

(BCL-2 ailesi ile etkilesim) ‘genomun gardiyani’ kabul edilen bir tiimor baskilayici gendir
[70].

Timor baskilayict p53, genomu korur ve hiicre biiylimesinin durmasini, DNA onarimini,
yaslanmay1 ve hiicre 6liimiinii tesvik etmenin yani sira otofaji ve kanser metabolizmasini
modiile ederek tiimor olusumunu o6nler [70]. Bununla birlikte, kendi hayatta kalma ve
biliylimelerini arttirmak igin, kanser hiicreleri p53'ii etkisizlestirmek i¢in ¢oklu taktiklerden
yararlanir. p53 kisa ve etkin bir sekilde p53-kodlayan genin (TP53) mutasyona ugramasi
ile inaktive olabilmektedir. Nitekim TP53 insan kanserlerinde en sik mutasyona ugramis
gendir. Kanser tlirevli p53 mutantlari, bir tek orijinal amino asidin farkli bir amino asitle
yer degistirmesi, yanlis eslesmeler (~% 74), ¢er¢eve kaymasi, kesme ve silme

mutasyonlarini igerir [71].

Yabani tip p53, ¢esitli stresorlere cevap olarak sayisiz gen ekspresyonunu diizenleyen bir
niikleer transkripsiyon faktorii olarak iglev goren bir homotetramer olusturur. Mutant p53,
kanser hiicresinin hayatta kalmasi ve biiyiimesi i¢in gerekli olan yeni bir fonksiyon
aktivitesi elde eder. Ornegin, p53 mutantlar;, diger transkripsiyon faktorleri veya
kofaktorleriyle etkilesime girerek, artan gen transkripsiyonu ve ekspresyonu ile
sonuglanabilir. Ayrica, diger transkripsiyon faktorlerinin veya kofaktorlerinin DNA
baglama aktivitesini birlestirip bloke ederek gen transkripsiyonunu engelleyebilir veya
transkripsiyonla 1ilgili olmayan proteinlere baglanabilir ve hiicresel fonksiyonlarini
degistirebilirler. Bu mekanizmalar sayesinde, p53 mutantlart kazanilmig fonksiyon

aktivitelerini kullanarak kanser malignitesini arttirir ve ilag direncine neden olur [72].
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Mutant p53'in fonksiyon kazanma aktivitesi ayn1 zamanda replikasyon stresinin ve genom
kararsizligimin indiikklenmesinde de rol oynar. Replikasyon stresi ile tetiklenen genom
kararsizligi, hemen hemen tiim insan kanserlerinin nedensel ve karakteristik bir 6zelligidir
[73]. Terapotik direng ile p53 mutasyonu arasindaki klinik korelasyon 1990'l yillardan beri
calisilmaktadir. Yapilan bir arastirmada p53 mutasyonunun meme kanserinde belirgin kotii
prognoz ve adjuvan sistemik tedaviye direng ile iliskili oldugu ortaya koyulmustur [74].
Bir bagka ¢alisma ise, p53 mutasyonunun meme kanserinin Doxorubicin tedavisine verdigi
cevabi azalttigin1 gostermistir [75]. Mutant p53 barindiran yumurtalik kanseri hastalarinin
da Cisplatin tedavisine daha az duyarlilik gosterdigi bulunmustur [76]. Ustelik p53
mutasyonunun kemoresor ve zayif prognoz ile iligkisi [77], akciger kanserinde [78] mide
ve kolorektal kanserlerde ve hematolojik malignitelerde de goézlenmistir [79]. Kemo-
direnci tetiklemenin yani sira, p53 mutantlar1 radyoterapiye karsi kanser hiicresi tepkisini

zayiflatabilmektedir [80].

Apoptozisi ortaya ¢ikarmak, c¢ogu terapotik stratejinin kanser hiicrelerini ortadan
kaldirmasinin ana yoludur. TP53 hedef genlerinin protein iiriinleri, islemde 6nemli rol
oynamaktadir. Sitotoksik ajanlarin veya i1sinlamanin neden oldugu dis baskilara cevap
olarak, yabanil tip p53 c¢ogunlukla asetilleme ve fosforilasyon gibi translasyon sonrasi
modifikasyonlar yoluyla aktive edilebilir, bu da gii¢lii apoptozise yol agar [81]. Strese
duyarli p53, PUMA, NOXA, BID ve NIX dahil olmak {izere sadece BH3-proteinlerinin ve
ayrica BAX ve PIDD gibi diger pro-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu transkripsiyonel
olarak diizenler. Bu proteinler mitokondriyal membran gecirgenligi (MOMP)'nin
baslamasinda rol oynar ve sonu¢ olarak kaspaz aktivasyonunu ve apoptozu tahrik eder.
Mutant p53, transkripsiyonel aktivitenin ve BCL-2 ailesi ile p53 etkilesiminin bozulmasina
yol agarak hem sitozolik hem de niikleer fonksiyonlarin inhibe edilerek ikili anti-apoptotik
etkilere yol acar [72, 82].

2.6.3. Kaspazlar

Hiicrenin cellatlar1 olarak kabul goren kaspazlar ilk kez Caenorhabditis elegans’ta hiicre
oliimiiniin diizenleyicileri olarak kesfedilmistir [83]. Kaspaz aracili apoptozis, ¢ok hiicreli
organizmalarda, islevsiz veya sagliksiz hiicrelerin ortadan kaldirilmasi yoluyla organ

biiytikliigiinii, seklini ve doku homeostazini kontrol etmeye yardimci olan énemli bir
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stirectir. Kaspazlarin ¢ogu, apoptozun uygulanmasinda etkili olmasina ragmen, bagisiklik,
hiicresel tamirat, 6grenme, hafiza ve farklilasma dahil olmak tizere c¢esitli islemlerde
apoptotik olmayan fonksiyonlara da sahiptir [84]. Bu protein ailesinin tiim iiyeleri aktif
olmayan zimojenler (prokaspaz) olarak sentezlenir ve sadece birka¢ basamak proteolitik
islemden sonra tamamen aktif hale gelirler. Yapisal olarak, kaspazlar, katalitik olarak aktif
cep olusturan iki alt birim igerir. Ek olarak, bazi {iyeler, etkin aktivasyonlari i¢in gerekli
olan biyiikk protein komplekslerinin (6rn; apoptozom, inflamatuar), olusumunu

kolaylastiran N-terminal protein alim alanlar1 igerir [85].

Kaspazlar genel olarak apoptozis (memelilerde kaspaz-3, -6, -7, -8 ve -9) ve
enflamasyonda (kaspaz-1, -4, -5 ve -12) bilinen rolleriyle siniflandirilmigtir. Kaspazlar,
apoptozis siireci sirasindaki gecici aktivasyonlarina bagli olarak iki kategoriye ayrilabilir.
Baslatici/apikal kaspazlar (kaspaz-2-8-9-10), apoptozun erken agamalarinda aktive edilir
ve hemen sonra, efektor/yiiriitiicii elemanlarin (kaspaz-3-6-7) enzimatik aktivasyonunu
tetikler. Apoptoz sirasinda, yiiksek seviyelerde kaspaz aktivasyonu, tiim alt hiicre
kompartmanlar1 boyunca bir protein substratlarinin  tamamint enzimatik olarak
parcalayarak organellerin basit olarak sokiilmesine ve daha sonra tiim gerekli hiicresel

gorevlerin kapatilmasina yol agabilir [85].

2.7. PhTAD Tiirevli Bilesikler ve Kullanim Alanlari

Molekiiller temelde iki 6zellige sahiptirler. Bunlardan biri stereoizomer cifti olmalari
digeri ise biyolojik aktif bilesiklerin yapisinda siklikla bulunan triazol ve dihidropirol gibi

yapilarin yani sira azot, ester ve siilfiir fonksiyonel gruplarina sahip olmalaridir.

Iki farkli elemanin atomlarini igeren halkasal yapidaki bilesikler heterosiklik bilesik olarak
bilinir. Islev ve yapidan bagimsiz olarak karbosiklik bilesiklerin karbon halka atomlarinin
farkl1 bir elemanla degistirilmesiyle farkli yapida heterosiklik tiirevlerine doniligmesi
miimkiin olmaktadir. Bu nedenle heterosiklik bilesikler farmasotik, tibbi, analitik ve
organik kimya gibi alanlarda genis bir arastirma alan1 bulmaktadir. Bir heteroatom igeren
bes tiiyeli halka olan pirol halkasi, tipik olarak giiclii 1sitnma yoluyla proteinlerin
ayrismasiyla olusan kemik yaginda ortaya ¢ikar. Pirol halkalari, baglarin, tendonlarin, deri
ve kemiklerin ve kolajenin yapisal proteininde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan gesitli

proteinlerin bilesenleri olan hidroksiprolin ve prolin gibi amino asitlerde bulunur. Ayrica
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pirol tiirevleri alkaloidlerde bulunur. Nikotin, alkaloid iceren en yaygin bilinen piroldur.
Hemoglobin, miyoglobin, vitamin Bi, ve klorofillerin hepsi, porfirin adi verilen biiyiik bir

halka sisteminde dort pirol tinitesine katilarak olusturulur [86].

Bir molekiil ayna goriintiisiinlin iizerine bindirilemediginde, bu molekiil ve goriintiisiine
kiral denir. Sol ve sag eller gibi. Kiral molekiillerin iist iiste gelmeyen iki ayna goriintiisii
formuna enantiomerler denir. Enantiyomerler en ¢ok, bir karbon atomunun dort farkli
ikame maddesi (asimetrik karbon atomu veya stereojenik karbon veya kiral merkez olarak
da adlandirilir) igcerdiginde olusur. Kiral bir molekiil, en az bir asimetrik karbona sahip bir
molekiildiir. Asimetrik bir merkez gibi davranabilen tek atom karbon degildir. Kiikiirt,
fosfor ve azot bazen sirasiyla omeprazol, siklofosfamid ve metakalon gibi kiral molekiiller
olusturabilir. Kiral molekiiller optik aktivite sergilerler, bu nedenle enantiyomerler bazen
optik izomerler olarak da adlandirilir. Bu tiir bilesiklerin iki enantiyomeri, sirasiyla diiz
(polar) 15181 sola (-) veya saga (+) asili sekilde dondiirmelerine bagl olarak, levorotary (I-
izomer) veya dekstrorotary (d-izomer) olarak siiflandirilabilir. Bir kiral bilesigin iki
enantiyomerinin esmolar bir karigimina (50/50), optik aktivite gostermeyen (%) veya (d, I)
isaretli rasemik bir karigim (rasemat) adi verilir. Optik izomerler veya enantiyomerler, ayni
kimyasal formiile, ayn1 fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip olan, ancak optik aktiviteleri
ve uzamsal diizenlemeleri bakimindan farkli olan molekiillerdir. Diastereomerler, iki veya
daha fazla kiral merkeze sahip herhangi bir molekiildiir. Iki kiral karbonlu bir
diastereomerde dort izomer bulunur. Enantiyomerlerden farkli olarak, diastereomerlerin
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri farkli olabilir ve sonug olarak kimyasal karakterizasyonlar1
kolaydir ve biyolojik aktiviteleri genellikle farklidir. Bu, kiral ayrilmasinda diastereomerler
olusturmak icin enantiyomerlerin tiirevlendirilmesinde ve ayrica viicutta kiral reseptorleri
ile enantiyomer aktivitelerinin agiklanmasi i¢in temeldir. Viicut, her bir rasemik ilagla
farkli sekilde etkilesime girer ve farkli farmakolojik aktiviteler olusturmak i¢in her bir
enantiyomeri ayri1 bir yolla metabolize edebilmektedir. Bu nedenle, bir izomer istenen
terapotik aktiviteleri iiretebilir, digeri etkin olmayabilir veya istenmeyen -toksik etkiler
olusturabilir. Kiralite fenomeni sadece bitki ve hayvanlarin yasaminda degil ayn1 zamanda
ilag, tarim ve diger kimya endiistrilerinde de kilit bir rol oynamaktadir. Tiim proteinler,
enzimler, amino asitler, karbonhidratlar, niikleozitler ve bir dizi alkaloit ve hormon kiral
bilesiklerdir. Ila¢ endiistrisinde, su anda kullanimda olan ilaclarm% 56's1 kiral iiriinlerdir
ve son triinlerin % 88'i iki enantiyomerin es molar bir karisimindan olusan rasematlar

olarak pazarlanmaktadir. Ayni kimyasal yapiya sahip olmalarina ragmen, ¢cogu rasemik
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ila¢ enantiyomeri, farmakoloji, toksikoloji, farmakokinetik, metabolizma vb. gibi biyolojik
aktivitelerde belirgin farkliliklar sergilemektedir. Bu nedenle, istenmeyen izomerin
preparasyondan ¢ikarilmasi ve hasta i¢in optimal ve dogru bir tedavi kontrolii bulmak igin,
ilag endiistrisinde ve klinikte rasemik ilaglarin kiral ayrimi ve analizini tesvik etmek

snemlidir [87].

Thalidomid c¢ocuklar1 olarak bilinen vakalar steroizomer ¢iftinin Onemine Ornek
gosterilebilir. Thalidomide hamile bayanlarin sabah yasadiklar1 bulantilar1 azaltici etkisi
tespit edilen ndrolojik aktif bir molekiil olarak 1950'de piyasaya siiriilmiistiir. Kullaniminin
artmaya baglamasi ile uzuvlart eksik, dolagim, sindirim ve bosaltim sisteminde yiiksek
sorunlara sahip ¢ocuklarin dogumlar1 ve sonrasinda da % 50’ye varan 6liim vaka sayisi
artiglar1 gorilmiistiir. Thalomidin neden bdyle bir sonuc sergiledigi arastirilmis ve
piyasadan toplatilan tiriinlere farkli iki stereoizomerin ayni anda bulundugu tespit

edilmistir. Izomerin biri teratojenik etkiye sahipken digeri ise sedatif dzelliktedir [88].

Triazoller bes iiyeli iki karbon atomuna ve {i¢ azot atomuna sahip olan, molekiiler formiilii
C,H3N3 olan heterosiklik bilesiklerin herhangi birine karsilik gelir. Ug azot atomunun nispi
pozisyonlarinda farkli olan iki izomer seti vardir. Triazoller nispeten kararli fonksiyonel
gruplardir ve triazol baglantilar1 6rnegin, DNA'nin fosfat omurgasini degistirmek gibi
cesitli uygulamalarda kullanilabilir [89]. Bir triazol tiirevi olan 1,2,4-triazol, son 20 yilda
potansiyel olarak anti-mikrobiyal ajanlar, anti-fungal, anti-tiiberkiiloz, anti-HIV, anti-
inflamatuar, CNS uyaricilari, yatistiricilar ve anti-anksiyete 6zellikleriyle en fazla dikkati
cekmektedir [90]. Triazolidindion bilesikleri (TZD) giliniimiizde yaygin olarak insiilin
direnci ve tip 2 diyabetin tedavisinde kullanilan bes iiyeli karbon halka molekiilleridir. Son
zamanlarda, birgok prospektif calisma, bu bilesiklerin, anti-proliferatif ajanlar olarak
etkisini de belgelemistir. Antikanser ajan olarak TZD'leri destekleyen klinik caligsmalar
sinirli olsa da, in vitro-hiicre kiiltiirlerinde ve in vivo olarak hayvan modellerinde yapilan
caligmalar TZD'lerin akciger, meme ve kolon kanserlerinde etkinligini desteklemektedir.
Ayrica bir TZD ilact olan Rosiglitazon, tip 2 diabetes mellituslu Tayvanl kadin hastalarda

meme kanseri riskini azaltig1 gosterilmistir [91, 92].

Ene reaksiyonu, bir alilik hidrojen atomuna sahip olan bir alkenin (ene donoérii), ikinci bir
doymamuis tiirle (enophile) reaksiyona giren m-bag ile yeni bir iirlin olusturmak iizere

reaksiyona girdigi bir perisiklik prosestir [93]. Alilik aminasyon, bir alken ve diazo veya
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nitroso elektrofilin ene reaksiyonunun net sonucudur. Biyolojik olarak aktif
diastereoizomerik (syn / anti ) dihidropirrolleri (1,3) ve aromatik tiirevleri yeni organik
bilesiklerin sentezi i¢in yeni bir biheterosiklik alkenik yapi olarak tamimlanmistir [94].
Dihidropirollerin alilik pozisyonuna N- fenililtriazolinedion (PhTAD) ilavesiyle elde
edilen PhTAD tiirevlerinin (Sekil 2.6.) syn ve anti diastomerlerinden syn pozisyonunun

anti pozizyona gore daha aktif oldugu gosterilmistir [95].
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Sekil 2.6. Dihidro pirol bilesiklerinin PhTAD ile formal aminasyonlari [95]

Bu ¢alismada biyolojik aktivite 6zellikleri bilinen bilesiklerin pirol gibi hetero halkali bir
yapiyla tiirevlendirilerek diinyada ve tilkemizde en sik karsilasilan kanser tiirli olan meme
kanserine karsi etkisi incelenmistir. Ayrica daha once sentezlenmis ve yapilar1 X-Ray,
NMR, 2DNMR, IR, HRMS, elementel analiz gibi yontemlerle aydinlatilmis hedef
molekiillerin bir stereoizomerinin digerinden farkli aktiviteleri de arastirilmigtir. Elde
edilen sonuglar ileri ¢alismalarda hangi izomer {izerinden etkinin daha fazla olacagini

aciklayabilmek acisindan 6nem tasimaktadir.

Bunlarla beraber siilfiir grubuna bagli R olarak isimlendirilen ve ester oksijen atomuna
bagli R?olarak isimlendirilen alkil gruplarinin etkileri ile ilgili bilgi edinimi amaglanmistur.
Alkil gruplar artan karbon sayisiyla segilmistir. Indiiktif etkinin yani sira logP gibi fiziksel
degerlerin de alkil gruplarmma gore farklilik gosterdigi bilinmekte ve bu etkinin hedef
molekiillerde tespiti hem literatiir ile uyumu hem de literatiire yeni bir katki saglamasi

Ongorilmiistiir.
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2.8. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Hiicre kiltiirii, canli dokulardan alinan hiicrelerin kontrol edilebilen yapay ve sivi bir
ortamda biiylimesini ifade eder. Hiicreler dokulardan dogrudan veya enzimatik ve mekanik
yollarla elde edilebilecegi gibi daha oOnceden elde edilmis hiicre hatlar1 ve hiicre
suslarindan almarak da kiiltiirlenebilmektedir [96]. Hiicre kiiltiirii ¢aligsmalari; ortamin
stirekli kontrol edilebilmesi, model olusturabilme, etik izine gerek olmamasi, ekonomi ve
homojenite saglayabilme gibi bir¢cok avantaj saglayan tekniklerdir. Bu teknik, viriislerin
incelenmesi, as1 gelistirme, organ-doku yenilenmesi, gen tedavilerinin gelistirilmesi,
kansere karsi ilag gelistirme ve biyokimyasal molekiillerin incelenmesi i¢in basarili bir

sekilde uzun yillardir kullanilmaktadir [97].
2.8.1. MCF-7 hiicre hatt1

Bu hiicre hatti, Michigan Kanser Vakfi (Michigan Cancer Foundation)’nda arastirmaci
olarak calisan Dr. Herbert D. Soule’in meme kanseri hiicre hattin1 elde edebildigi 7.
denemesine gonderme olarak MCF-7 olarak adlandirilmistir [98]. Kiiltiirlenmis hiicre
cizgilerinde Ostrojen reseptorii alfa ekspresyonunun siirdiiriilmesinin 6zellikle zor olmasi
dikkat cekicidir. MCF-7 hiicre c¢izgilerinin meme kanseri arastirmasi i¢in popiilaritesi
ozellikle hormon reseptorii pozitif meme kanseri (ER pozitif) olan postmenopozal
kadimnlarin tedavisinde klinik ortamda meme kanserinin birgok yoniine olan uygunlugunu
yansitmaktadir. Bu hiicreler ayrica androjen, progesteron ve glukokortikoid reseptorleri de
ifade etmektedir. Bu steroid sinyalleme yollarinin tiimiine karsi hedeflenen ajanlar,
metastatik meme kanserli bazi hastalarin tedavisi i¢in de aktif olduklarindan, MCF-7
hiicreleri, diger hormon yaniti ve diren¢ yollarin1 aydinlatmak igin degerli bir model

sistemi olarak gorev yapmaktadir [99].

Calismamizda Dihidropirol bilesiklerinin meme kanseri proliferasyonuna olan etkilerinin
incelenmesi amaciyla MCF-7 (meme kanseri ) (ATCC HTB22™, Amerikan Tip Kiiltiir
Koleksiyonu) ve MCF-12A (normal meme epiteli) (ATCC® CRL-10782™) hiicre serileri
kullanilmistir. MCF-7 hiicre serisi % 10 FBS igeren RPMI-1640 ve MCF-12A % 5 horse
serum iceren besiyerlerinde % 5 CO; iceren ve 37°C sicaklik, % 95 atmosfer basincinda

kiiltiire edilmistir.
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2.8.2. Sitotoksik Aktivite Testleri

MTT testi, potansiyel antikanser bilesiklerin aktivitesini degerlendirmek icin yaygin
kullanilan testlerin basinda gelir. Mosmann tarafindan 1983 yilinda tarif edilmistir [100].
MTT yontemi, dehidrojenaz enziminin aktivitesine gore, canli hiicrelerde meydana gelen
renk degisiminin kolorometrik olarak belirlenmesi prensibine dayanir. Renk degisimi sar1
ile renklendirilmis formazan tuzlarmin aktif hiicre mitokondrilerinde tetrazolyum tuzunun
azalmasi sonucu olusmaktadir. Bu biyo-azalma canli hiicrelerde meydana gelir ve glikoliz
yoluyla olusan NADPH f{iretimi ile alakalidir. Bu nedenle olusan formazan tuzlarinin
miktart kiiltiirdeki metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisi ile dogru orantili kabul edilir.
MTT-formazan kristalleri, izopropanol, DMSO veya mineral yag gibi cesitli yaygin
organik ¢oziiciilerde ¢oziintir. MTT deneyi, basit ve hizli bir kolorimetrik deneyi temsil
eder ve nicel veriler saglar. Bu deney tamamen 96 kuyucuklu mikrotitre plakalarinda
gerceklestirilir; boylece, bir dizi degiskeni inceleyen ¢ok sayida deney kolayca yapilabilir.
Bu testin en biiyiik dezavantajt MTT tetrazolyum tuzu, sadece mitokondride degil, ayn
zamanda sitoplazma iginde, hiicre ylizeyi, endozom veya lizozom membranlar1 ve hatta
hiicre dis1 ortamda da azaltilabilir. Azaltma islemini etkileyen faktorler, biiylimenin su
andaki fazini, hiicre dongiisii fazin1 ve pH ve D-glikoz konsantrasyonu gibi reaksiyon
kosullarini igerir [101, 102].

RTCA, hiicre ¢ogalmasini, morfoloji degisimini ve hiicre substrati baglanma kalitesini
gergek zamanli olarak Olgmek i¢in e-plakalarin zeminine yerlestirilmis altin mikro-
elektrotlar kullanilarak elektriksel empedans izlemesi ile bir bilgisayara veri aktarimini
iceren sistemdir. RTCA cihazi, etiiv igerisine yerlestirilerek etiiv disinda bulunan ve
uzaktan baglantili bir ag ile gercek zamanli veri goriintiilleme ve analiz islevlerine izin
veren kullanici dostu yazilima sahip bir ipad ya da bilgisayar ve iki ayri elektronik 8
oyuklu plaka bulundurur. Olgiilen elektriksel empedans boyutsuz bir parametre olan Hiicre
Indeksi (CI) olarak kaydedilir. Hiicre ekimi yapilmadan 6nce hiicre endeksi sifirdir.

Hiicrelerin ylizeye baglanmasina paralel olarak hiicre endeksi artar [103].
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3.1. Materyal

3.1.1. Calismada kullanmilan ekipmanlar

28

Calismada kullanilan ekipmanlarin model ve kullanim amagclar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan ekipman marka ve kullanim amagclar1

Ekipman Tiirii Marka Kullanim Amaci

CO, Inkibator Memmert Hiicrelerin ¢ogaltimi
Laminar Akimh Kabin Thermo Hiicre kiiltiirii calismalari
Invert Mikroskop Leica Hiicre kiiltiirii calismalari
Real Time PCR cihazi Thermo Gen ifadesinin belirlenmesi

Thermal cycler
iCELLigence
E-PLAKA L8

Steril filtre (0,2um)
Mikrodrop Okuyucu
Santrifiij cihaz
Santrifiij cihazi
Azot tanki

-80 Buzdolab1
Buzdolabi (-20 , +4)
Otoklav (class B)
Hassas terazi

Isik mikroskobu
Thoma Lamu
Vorteks

Flask (T25-T75)
Plaka (96, 6)
Pipetor

Mikro Pipetler

Pipet uglart

Techne Prime
ACEA
ACEA
Sartorius
Thermo
Hettich
Hermle
Thermo
Thermo
Argelik
Selecta
Shimadzu

Olympus

IKA
TPP zell
TPP zell

Thermo
Thermo

Isolab

cDNA sentezi

Gergek Zamanl Hiicre Elektronik Algilama
RTCA hiicre ekim plaka

Besiyeri ve MTT reaktifinin steril edilmesi
MTT, RNA ve protein miktar 6l¢timii
Hiicre kiiltiirii calismalari

RNA izolasyonu ve antioksidan ¢aligmalari
Hiicrelerin uzun siireli stoklanmasi
Hiicrelerin stoklanmasi

Malzemelerin saklanmasi

Malzemelerin steril edilmesi

Besiyeri bilesenlerinin tartimi

Hiicrelerin sayimi ve canliliginin izlenmesi
Hiicrelerin mikroskopla sayimi

Hiicre kiiltrii calismalari

Hicrelerin biiyiitiilmesi ve gogaltimi

MTT ve RNA izolasyonu

Hiicre kiiltiirti galigmalari

Hiicre kiilttrt, MTT, RNA izolasyonu
calismalari

Tiim deney asamalarinda




3.1.2. Calismada kullamilan reaktifler
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Calismada kullanilan tiim reaktif ve besiyerlerinin marka ve kullanim amaglar1 Cizelge

3.2’de listelenmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan reaktif ve besiyerlerinin marka ve kullanim amaglari

Kimyasal adi Marka Kullanim amaci
RPMI-1640 Sigma Hiicre besiyeri
DMEM/F12 Sigma Hiicre besiyeri
Penicillin streptomycine Sigma Hiicre besiyeri

FBS (Fetal Bovine Serum)  Sigma

PBS (phosphate Buffer Sigma
Saline)

Sodyum Bikarbonat Sigma
EGF Sigma
Insiilin Sigma
Horse Serum Sigma
DMSO EMD Millipore
Trypan Blue Sigma
Absolute Etanol (1) Sigma
Etanol (2) % 70

B-mercaptoethanol Amresco
MTT (3-[4,5- Sigma

Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium

bromide)

Hiicre besiyeri

Hiicrelerin yikanmasi

Hiicre besiyerinde
MCF-12A igin epidermal biiyiime
faktorii
MCF-12A besiyeri i¢in takviye hormon
Hiicre kiilttirit DMEM/F12 besiyeri
serumu
Bilesiklerin diliie edilmesinde,
hiicrelerin saklanmasinda, MTT
iiriinlerinin indirgenmesinde
Hiicre canlilik ve sayim isleminde

(1) izolasyon calismalarinda

(2) Temizlik islerinde
RNA izolasyonu ¢alismalarinda
Hiicrelerin dehidrojenaz aktivitelerine
dayal1 kolorometrik olarak absorbans
6l¢iimil sonucu etkin sitotoksisiteyi

tespit etmede

3.1.3. Calismada kullanilan Kitler

Calismada kullanilan kit marka ve lot numaralan Cizelge 3.3.’de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Calismada kullanilan kitler

Kit Tiiru Marka Lot No

1. RNA izolasyon kiti: GeneJET RNA
purification
2. Maxima First Strand cDNA synthesis Kit
with dsDNase
3. Maxima SYBR Green gPZR Master Mix
(2X)
4. MTT Kkiti Sigma

Thermo KO0731 Lot: 00443099

Thermo K1671 lot:00263972

Thermo K0221

3.1.4. N-feniltriazolindione Dihidropirol bilesikleri

Calisma boyunca ana materyal olarak kullanilan PhTAD tiirevli Dihidropirol bilesiklerinin
tamami Amasya Universitesi Kimya Boliimii 6gretim {iyesi Dog. Dr. Melek Giil tarafindan
sentezlenmistir. Calismada kullanilan bilesiklerin madde kodu, bilesige bagli radikal

gruplar ile molekiil kiitleleri (Cizelge 3.4)’de listelenmistir.

Cizelge 3.4. Bilesiklerin syn-anti konformasyonlart ve molekiil kiitleleri [95]

1 OR? 2
PnTingiNZ%: o ph-r’:;gr“ -.,.:Ro
o IN,&; s g :

Ph o Ph anti
Madde No R'/R? Madde No R'/R? Molekiil kiitlesi
1 Me / Me 2 Me / Me 492,48
3 Et/ Me 4 Et/ Me 506,51
5 Pr/ Me 6 Pr/ Me 520,54
7 iPr/ Me 8 iPr/ Me 520,54
9 Bu/ Me 10 Bu/ Me 534,56
11 Bnz / Me 12 Bnz/Me 568,58
13 Me / Et 14 Me / Et 506,51

15 Me / Bnz 16 Me/Bnz 568,58
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kkiiltiirii calismalari

Hiicre kiiltiirii besiyerinin hazirlanmasi

Hiicre kiltiri ¢alismalarimin tamami hiicre kiltiir odasinda ve Class Il laminar kabin
igerisinde gergeklestirildi.
100 ml MCF-7 igin;

e RPMI-1640 (L-glutamin) (Roswell Park Memorial Institute) (Sigma),

e % 1 Penisilin/Streptomisin (Sigma),

e 0,2 ¢g/100mL sodyum bikarbonat,

e % 10 Fetal bovine serum (FBS) (Sigma),

100 mL MCF-12A (normal meme epiteli) (ATCC® CRL-10782™) ig¢in;
e DMEMY/F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium),
e 0,035 g Hepes (Sigma),
e 0,2 ¢/100 mL sodyum bikarbonat,
e % 5 horse serum (Sigma),
e 1/1 pLsigir insiilini (10pg/mL),
e 3,75 uLEGF (20 ng/mL),
e 1 mL Hidrokortizon (0.5 mg/mL)
e 50 uLkolera toksin (100 ng/mL) igerikli besiyerleri kullanilmstir.

Hiicrelerin stoktan acilmasi

1. Dondurulmus halde -80’°C’de muhafaza edilen hiicreler alinarak hizlica
cozdiiriilmeleri saglandi.

2. Kontaminasyonu dnlemek amaciyla tiipler % 70’lik alkolle silinerek laminar giivenlik
kabini igerisine alindi.

3. Laminar kabin igerisinde ayr1 ayr1 agilan hiicreler i¢in iki farkli etiket tasiyan 15°lik
falkon tiip igerisine 3 mL % 10 FBS igeren RPMI-1640 ve % 5 horse serum igeren
DMEM/F12 besiyeri konuldu.
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Falkonlar santrifiij cihazina karsilikli yerlestirilerek 1600 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilip hiicrelerin pellet seklinde dibe ¢okmesi saglandi.

Santrifiij sonrasinda siipernatant kismi atildi ve pellet seklindeki hiicreler 5 mL taze
besiyeri ile siispanse edildi.

Siispanse edilen hiicreler kontaminasyonu onlemek amaciyla ve hiicre hatti, pasaj
sayis1 ve tarihine gore etiketlenen filtre kapakli 25cm?’lik hiicre kiiltiirii flaski icerisine
alind.

Flasklar 37°C’de % 5 CO;’li etiivde inkiibasyona birakild.

Hiicrelerin saglikli biiylimesini takip etmek i¢in ¢ogalma hizlari, morfolojileri ve
canliliklart invert mikroskop ile kontrol edilerek besiyerleri yaklasik olarak iki giinde
bir degistirildi.

Hiicrelerin pasajlanmasi

Rutin mikroskop takibi sonucu hiicrelerin flask yiizeyinin % 80-90 oraninda kaplamasina

miiteakip flask inkiibatorden alindu.

1.

Laminar kabin igerisine alinan flaskdaki besiyeri steril 5 mL’lik plastik pipet ve
pipetor ile ¢ekilip atild.

Flask yilizeyine yapismamis halde bulunan 6li hiicreler 25 cm? flask i¢in yaklagik 1
mL Ca*? ve Mg"™ igermeyen fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile yikandi ve PBS
uzaklastirildi.

Ardindan 1 mL Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi, flask hafif ¢alkaland: ve yaklasik 4-
5 dakika inkiibatore kaldirildi.

Flask yilizeyindeki tiim hiicrelerin yilizdiigiinden emin olunmast i¢in inverted
mikroskopta kontrol edildi. Yiizeyde yapisik kalan hiicreler varsa flask avug iciyle
hafif¢e vurularak ayrilmalari saglandi.

Tripsinin inhibisyonu ig¢in tripsin hacminin en az iki kati FBS igeren taze besi yeri
veya eski kullanilan besiyeri eklendi ve siispansiyon 15°lik falkona alindu.

15°1ik falkon igerisindeki siispansiyon 1600 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve
tripsin-EDTA soliisyonu igeren tiim sipernatant 1 mL’lik pipet yardimiyla
uzaklastirildi.

Tiip icerisinde kalan hiicre pelleti taze besiyeri ile siispanse edilerek bir 75¢m? veya iki
adet 25cm? *lik flaska boliinerek pasajlandi.

Yeniden pasajlanan hiicreler % 90 nem 37°C’de % 5 CO’li etiivde inkiibe edildi.
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Hiicrelerin dondurulmasi ve saklanmasi

1. Flaskin % 80-90 dolmasinin ardindan besiyeri ¢ekilip atildi ve 25 cm? flask igin 1 mL
PBS ile yikand.

2. Ardindan hiicreler 25 cm? flask i¢in 1 mL Tripsin-EDTA ile kaldirilarak 1600 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi ve tripsin besiyerinden uzaklastirildi.

3. Olusan hiicre pelleti onceden hazirlanmig dondurma besiyerinde (% 70 RPMI-1640
veya DMEM/F12, % 20 Fetal Bovine Serum veya horse serum + % 10 DMSO)
siispanse edilerek 2 mL dondurma tiipleri igerisine alindi.

4. Tipler hiicre ismi, besiyeri ¢esidi, pasaj sayisi ve pasaj tarihi ile etiketlendi.

5. Igerisinde hiicre olan dondurma tiipleri 1 saat -20°C’de bekletildi ve kisa siireli

stoklanma icin -80°C’de muhafaza edildi. Stok fazlas: hiicreler uzun siireli muhafaza
icin s1v1 azot tankina kaldirildi.

Kullanilan hiicre sayisinin optimizasyonu ve plaka yerlesimi

Deney i¢in kullanilacak uygun hiicre sayisinin belirlenmesi amactyla meme kanser hiicresi
ve normal meme hiicresi i¢in {i¢ tekrarli olarak 96 kuyucuklu mikroplakalarda ekim yapildi
(Resim 3.1). 100uL RPMI-1640 veya DMEM/F12 besiyeri igerisine 2000, 5000, 10000,
20000 hiicre kuyucuklara ekildi ve mikroplak 37°C’de % 5 CO,’li inkiibatorde 24 saat
inkiibasyona birakildi ve hiicrelerin ¢ogalmasi inverted mikroskop yardimiyla gozlemlendi.
Her bir hiicrenin 24 saat sonundaki proliferasyonu karsilastirilarak deneyler i¢in kuyucuk
basina 10000 (1x10%) hiicre sayis1 uygun bulundu ve bu asamadan sonraki tiim analizler bu

sartlarda gerceklestirildi.
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Resim 3.1. Plaka yerlesimi
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3.2.2. Sitotoksisite ve metabolik aktivite ol¢iim testi (MTT)

MTT testi, potansiyel antikanser bilesiklerin aktivitesini degerlendirmek i¢in yaygin

kullanilan testlerin basinda gelir. Mosmann tarafindan 1983 yilinda tarif edilmistir [100].

Hiicrelerin sayimi

Pasajlama protokolii uygulanarak 15°lik falkon tlipe alinan hiicreler santrifiij edildi ve
siipernatant ¢ekilip atildi. Pellet halindeki hiicreler taze besiyeri ile siispanse edildi.
Siispanse olmus hiicreden 15 pLgekilerek 0,5 mL tiipte iizerine 15 pL Trypane blue boyasi
eklenerek pipetaj yapildt ve 2 dk beklendi. Trypane blue boyasi 6lii hiicrelerin
sitoplazmasina gecerek hiicreleri maviye boyar, canli hiicrelere etki edemediginden canli
hiicreler 151k altinda parlak goriintir. Boyali siispansiyondan 10 pL alinarak thoma lami
oluklarina dikkatlice yayildi. Thoma laminin alt ve iist kisminda bulunan 16 karedeki
hiicreler mikroskop altinda 10X objektif biiyiitmesinde bu islem iki defa tekrarlanarak
sayild1 ve aritmatik ortalamasi alindi. Boyanmis hiicreler 6lii kabul edilerek sayima dahil
edilmedi (Resim 3.2.). Hiicreler thoma laminda sayildiktan sonra asagidaki formiile gére

toplam hiicre sayisi1 belirlendi.

—3 3
3mm I 1 -
) K
' 1mm2

X

hiicre sUspansiyonu

lamel

0.1 mm derinlik

Resim 3.2. Thoma lam1 ve sayim i¢in giivenli bolgeler [104]

Toplam hiicre sayisi=Ax2x10*

(A: merkez karelerde sayilan hiicre toplam, 2: diliisyon sabiti)
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Sayim sonunda 96°lik plaka kuyucuklarina 1x10* hiicre olacak sekilde ekilerek 37° C’de %
5 CO; ayarli etiivde hiicrelerin yeniden metabolik aktivite kazanmasi ve tripsinin hiicre
membran proteinleri ile biiyiime faktorleri tizerindeki etkisinin ortadan kaldirilmasi i¢in 24

saat inkiibasyona birakild1.

Kullanilan bilesiklerin coziilmesi ve uygun konsantrasyonlarin hazirlanmasi

Calismada kullanilan ve Cizelge 3.4‘de verilen bilesiklerin her biri molekiil agirligina gore
hesaplanarak DMSO i¢inde ¢oziildii ve stok konsantrasyonlar1 olan 100 uM hazirlandi.
Calisilacak diger konsantrasyonlar (50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 ve 1,56 uM) 100 uM stok
konsantrasyonunun ileri dilusyonlari ile hazirlandi (Cizelge 3.5). Bu asamanin sonunda
RPMI-1640 ve DMEM/F12 besiyerleri ile 100uL final konsantrasyonlar1 hazirlandi.

Cizelge 3.5. Bilesiklerin diliisyon dncesi 100 uM tiip konsantrasyonlari

1,02 , i Molekiil Madde DMSO
Madde No R'/R Madde No R'/R

Kiitlesi (nl) ()
1 Me / Me 2 Me / Me 492,48 16 4
3 Et/ Me 4 Et/ Me 506,51 17 3
5 Pr/ Me 6 Pr/ Me 520,54 17 3
7 iPr/ Me 8 iPr/ Me 520,54 17 3
9 Bu/ Me 10 Bu/ Me 534,56 18 2
11 Bnz / Me 12 Bnz / Me 568,58 19 1
13 Me / Et 14 Me / Et 506,51 17 3
15 Me / Bnz 16 Me / Bnz 568,58 19 1

MTT cozeltisinin hazirlanmasi

MTT c¢ozeltisi iiretici firmanin kullanim talimatina uyularak her 1 mL steril PBS igerisine
5mg MTT boyasi eklendi ve vortekslenerek hazirlandi. Bu islem MTT boyasinin 1s18a
hassas olmasi sebebiyle hazirlama isleminde kullanilan tlip aleminyum folyoya sarildi.

Reaktif hazirlamasi her deney Oncesi taze hazirlanarak kullanilda.
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1/1000 DMSO kontrol hazirlanmasi

Calismada kullanilan bilesiklerin ¢oziiciisii DMSO olmasi sebebiyle MTT sonucunda

¢Oziicliniin etkisinin belirlenmesi agisindan kontrol DMSO kullanildi. Bu amacgla % 100

DMSO’dan 10 pL alinarak 90 pL taze serumlu besiyeri ile 1. stok hazirlandi. Daha sonra
10 pL 1.stok ve 990 uL serumlu taze besiyeri alinarak 1/1000 DMSO hazirlandi. Bu iglem

her analiz i¢in taze olarak hazirland1 ve kullanildi.

Sitotoksik doz belirlenmesi

10.

MTT testinde kullanilacak olan N-feniltriazolindione Dihidropirol bilesiklerinin

diliisyonlari, pozitif-negatif kontrol ve MTT boyasi ayni giin taze hazirlanarak
kullanildi.

96 kuyucuklu diiz tabanlh steril plaka icerisine 100 pL besiyeri icinde 1x10*
hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapildi.

24 saat hiicrelerin plakaya yapismasi ve biiylime- ¢ogalma i¢in gerekli molekiillerin
sentezi i¢in inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonras1 kuyucuklardaki besiyeri steril filtreli pipet ile ¢ekilip atildi ve
hiicrelerin ilizerine hazirlanan 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 ve 1,56 uM
konsantrasyonlarindaki 100 pL N-feniltriazolindione Dihidropirol bilesiklerinin
konsantrasyonlar1 ii¢ tekrarli olacak sekilde eklendi.

Ayni sekilde negatif kontrol, pozitif kontrol ve 1/1000 DMSO konsantrasyonlari da ii¢
tekrarl olarak eklendi ve 24 saat 37°C’de % 5 CO’li etiivde inkiibasyona birakildi.

24 saatin sonunda N-feniltriazolindione Dihidropirol bilesiklerinin konsantrasyonlari
¢ekildi ve hiicrelerin iizerine taze hazirlanmis MTT soliisyonundan 100 pLeklendi.

Plaka aliiminyum folyoya sarili olarak MTT soliisyonu ile 3,5-4 saat 37 °C’de % 5
CO2’li inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

Siire sonunda MTT soliisyonu ¢ekilip atildi ve olusan formazan kristallerini ¢6zmek
i¢in her kuyucuga 100 uLL DMSO eklendi.

Calisilan dalga boyunda absorbansa neden olabilecek ana etmen olan DMSO blank
olarak kullanild1 ve 6l¢iim sonunda cihazda sifirlandi.

Plaka karanlikta 10 dk beklendikten sonra spektrofotometrik olarak 570 nm absorbans
degerleri okutuldu.
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Hesaplama islemleri i¢in negatif kontrol grubu baz alindi. Negatif kontrol grubundan
alinan absorbanslarin ortalamasi %100 canli kabul edilmis olup, test kuyucuklarindan
alinan absorbaslarin ortalamalar1 ile karsilastirildi. Okunan absorbans degerine gore

sitotoksisite diizeyleri asagidaki formiil ile Microsoft Office Excelde hesaplandi:

Yiizde canlilik = (Test kuyucugunun absorbansi (ODs7) / negatif kontrol kuyucugunun
absorbansi (ODs7g)) X 100

Deneyler her bir bilesik derisimi ve ¢6ziildiigii soliisyon i¢in tiger kez tekrarlandi (Resim

3.3). Bu sonuglara gore, bilesiklerin hiicre hatlarindaki sitotoksik etkileri degerlendirilerek

doz-cevap iliskisi tanimlandi.

Resim 3.3. Dihidropirol bilesiklerinin MTT ile kolorometrik 6l¢timii

3.2.3. Gerg¢ek zamanh hiicre canhlik testi (RTCA)

RTCA 1iCElligence sistemi ¢aligmalarda bilesiklerin MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki
sitotoksik aktiviteleri i¢in uygulandi (Resim3.4). iCELLingence RTCA cihazimnin E-
plakalarina 1x10* hiicre/400 uL olacak sekilde hiicre siispansiyonu hazirlanarak kuyulara
yiiklenmistir. Hiicrelerin elektrik ylikiine maruz kaldiginda sok gecirmemesi i¢in yarim
saat etlivde bekletildikten sonra cihaz ¢alistirilmistir. Hiicrelerin 24 saat siireyle e-plakalara
yapismasi beklendikten sonra, N-feniltriazolindione dihidropirol bilesiklerinin (50-25-
12,5-6,25 uM) degisen konsantrasyonlari taze besiyeri ile hazirlanarak e-plakaya eklendi.
24 saat silireyle gergek zamanli olarak bilesiklerin hiicre proliferasyonu tizerindeki etkileri

takip edilmistir. Hiicre indeksi (CI) degerlerindeki artis hiicre proliferasyonundaki artisi, bu
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degerlerdeki diigiis ise hiicre ¢ogalmasinin inhibisyonu ise sitotoksik aktivite olarak

degerlendirilmistir.

Resim 3.4. RTCA iCELLigence cihaz1 ve interted mikroskopta incelenen mikroelektrotlu
plaka

3.2.4. Gerg¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu analizleri (RT-PZR)

Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu yapmak amaciyla 6’li kuyulara kuyu basina 1.5x10° hiicre sayimi
yapilarak son hacim 4 mL olacak sekilde FBS’li RPMI-1640 besiyerine ekim yapildi.
Hiicrelerin hem yiizeye tutunmasi hem de proliferasyon i¢in gerekli proteinlerin sentezinin
saglanmasi igin 6 kuyucuklu flasklar 37 °C ve % 5 CO’li etiivde 24 saat boyunca
bekletildi. Siire sonunda eski besiyeri uzaklastirildi ve MTT deneyi ile belirlenen dozlar
taze besiyerinde hazirlanarak her kuyuya eklendi. Negatif kontrol olarak secilen kuyuya
her hangi bir doz uygulanmadan sadece taze besiyeri eklendi. Siire sonunda ilach besiyeri
uzaklastirildi ve tripsin-edtanin etkinligi igin her kuyu 500 pLPBS ile iyice yikandi. Daha
sonra 500 pL tripsin-edta eklendi ve 3 dk beklendi. Kuyulardaki hiicrelerin kaldirilmasi
isleminin ardindan 3 mL taze besiyeri i¢cinde 1600 rpm’da 10 dk santrifiij edildi.

Stipernatant uzaklastirilarak olusan pellet RNA izolasyonu i¢in hazir hale getirilmis oldu.

Bilesiklerin gen ekspresyonlar tizerindeki etkilerinin incelenmesi amaciyla kontrol ve doz

gruplarinda mRNA ekstraksiyonu GeneJET RNA saflastirma (Thermo KO0731) Kkitte
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onerilen yonteme uygun olarak calisilmistir. Izole edilen RNA'nin konsantrasyonu ve

saflig1 pdrop cihazi yardimi ile gergeklestirilmistir.

Protokole gore;

Oncelikle her 1 mL liziz tampona 20 pl B-mercaptoethanol olmak kaydiyla gerekli
hacimde liziz tampon hazirlandi.

1. Elde edilen hiicre pelletleri iizerine liziz tampondan 600 pl eklendi ve homojen bir
karisim goriilene kadar 10 saniye vortekslendi.

2. Tiiplere % 100’liik 360 pl etanol eklendi ve beyazimsi bir renk elde edilene kadar
pipetaj yapildu.

3. Her tiipteki karigimdan 700 pl alinarak Genejet RNA saflastirma kolonlarina aktarildi
ve 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Bu islem tiiplerdeki tiim karisim
kullanilarak tekrar edildi ve sonrasinda kolon yeni steril 2 mL’lik toplama tiipiine
yerlestirildi.

4. Etanol igeren yikama tamponu 1’den 700 pl her bir kolona alinarak kapagi iyice
kapatildi ve tiipler 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiinde biriken

s1v1 atild1 ve Kolon tekrar toplama tiiptine yerlestirildi.

5. Etanol i¢eren yikama tamponu 2’den kolonlara 600 pl eklendi ve tiipler 12 000 rpm’de
1 dakika santrifiij edildi, sonrasinda toplama tiiptindeki s1vi uzaklastirildi.

6. Etanollii yikama tamponu 2’den kolonlara 250 ul eklendi ve tiipler 12 000 rpm’de 2
dakika santrifiij edildi. Toplama tiipleri atilarak kolon steril 1,5 mL’ lik tiiplere
aktarildi.

7. Son olarak kolonlara 50 ul nukleaz igermeyen su eklendi ve tiipler 12 000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi.

Tiiplerde toplanan s1vi cDNA ¢alismalari i¢in -20°C’de saklandi.

cDNA (Komplementer Zincir) Sentezi

Izole edilen tek zincirli total RNA'larin komplementer zincirleri, oligo d(T) primeri ve
revers transkriptaz enzimi (RT) kullanilarak, “Maxima First Strand cDNA synthesis kit
with dsDNase (Thermo K1671)” ile sentezlenerek cDNA’ya donistiiriildii. cDNA sentezi
1. asama i¢in; 65°C’de 5 dakika bekletildi. 2. asama i¢in; 42°C’de 1 saat ve inkiibasyon
sonrasi enzimi inhibe etmek i¢in 70°C’de 5 dakika bekletildi. Sentezlenen cDNA’lar, RT-
PZR yapmak iizere -20°C’de muhafaza edildi.
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Protokole gore;
1. Her bir 6rnek i¢in 2pg total RNA olacak sekilde hesaplanarak uygun hacimde alindi.

2. Oligo (dT)1g primerlerinden her bir tiipe 1 ul eklendi toplam hacim 12 pl olacak
sekilde nukleaz icermeyen su ile tamamlandi. Karigtirildi ve 3-5 saniye santrifiijlendi.

3. Karisim olarak 6rnek basina; 5X Reaction Buffer’dan 4 pl, RiboLock RNase Inhibitor
(20 U/ul)’den 1 pl, 10 mM dNTP karisimindan 2 pl ve RevertAid M-MuLV RT (200
U/ul) enziminden 2 pl eklenerek hazirlandi.

4. Karisimdan her 6rnek i¢in toplam hacim 20 pl olacak sekilde tiiplere eklendi ve tiipler
santrifiij edilerek bilesenler ¢oktiiriildii.

5. Karisim PZR cihazinda; 42°C’de 1 saat ve inkiibasyon sonrasi enzimi inhibe etmek

icin 70°C’de 5 dakika bekletildi. Elde edilen cDNA 6rnekleri 5 ng/uL olacak sekilde
RNase free water ile diliie edildi ve kullanilmak iizere -20°C’de sakland.

Gen optimizasyon calismasi

N-feniltriazolindione dihidropirol tiirevlerinin etkin dozlarinin MCF-7 hiicre hattina
uygulanmasi sonucu hiicrelerde olusabilecek anti-kanserojenik etkilerin incelenmesi
amaciyla P53, BAX, BCL2 alfa, PARP, HSP27, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 alfa,
GRP78, GRP9%4 ve B-aktin genlerinin mRNA diizeyleri RT-PZR yontemiyle belirlendi.
Oncelikle insan meme dokusuna &zgii bu genlere gore tasarlanan primerlerin baglanma
sicakliklarinin tespiti icin 51-60 °C arasi 1s1 degerleri denendi. Optimizasyonlar kit
protokoliine uygun sekilde analiz edilerek baglanma sicakligi her bir gen i¢in belirlendi
(Cizelge 3.7).

RT-PZR

Calismalar Maxima SYBR Green RT-PZR Master Mix (2x) (Thermo KO0221) kit
protokoliine uygun sekilde yapilmistir. Syber Green Master Mix (2x) 5 ul, Forward primer
(10mM) 0,5 pl, Reverse primer (10mM) 0,5 pul cDNA 2 pl ve RNase free water 2 ul olacak
sekilde hazirlandiktan sonra amplifikasyon protokolii uygulanarak mRNA ekspresyon
diizeyleri incelendi (Cizelge 3.6, Cizelge 3.7 ve Cizelge 3.8). Caligmada kullanilan

primerler Oligomer firmasindan satin alindi.



Cizelge 3.6. RT-PZR karigim1

Kullanilan Malzeme Stok Konsantrasyonu Hacim  Son Konsantrasyon

Forward Primer 0,5 pl 0,5mM

cDNA - 2 ul 5ng

Toplam Hacim 10 pl

Cizelge 3.7. RT-PZR kosullar1

Reaksiyon Basamagi Sicakhik Siire Dongii

Denatiirasyon 95 °C 15 saniye

—_

59°C  (Bax- BCL2-parp-
grp78 grp94-hsp40)

40—

Primer Uzamasi
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Cizelge 3.8. Genlerin primer dizileri

Uriin

Gen ad1 Primer dizisi Aksesyon No uzunlugu
BAX F TCATGGGCTGGACATTGGAC op)
BAX R GAGACAGGGACATCAGTCGC NM_001291428.1 114
BCL2 alpha F ATCTGGGCCACAAGTGAAGTC
BCL2 alpha R TTCGACGTTTTGCCTGAAGAC NM_000633.2 209
Kaspaz 3 F GCGGTTGTAGAAGAGTTTCGT NM_001354777.1 149
Kaspaz 3 R TTATTAACGAAAACCAGAGCGCC  NM_001354777.1 149
P53 F GTTTTCCCCTCCCATGTGCTC
P53 R CAGTCTGGCCAATCCAGGGAAG M _OQR112.2 170
PARP F GAATGCCAGCGTTACAAGCC
PARP R TCTCCCTGAGACGTATGGCA [1M_0016184 212
HSP90 alpha F GCGCTAGCAGGAGATGGTTA
HSP90 alpha R TTTCTGTGCCTACGTGTGCT NM_Bg318.3 103
HSP40 F GAGGGGTTGTGAATGCAGGAG
HSP40 R CTCAGCAAACATGGCATGAGG NM_001300914.1 246
HSP27 F GAGGAGCATAAAAGCGCAGC NV 0015405 .
HSP27 R CTAACCACTGCGACCACTCC
HSP60 F GACGACCTGTCTCGCCG
HSP60 R GGACTTCCCCAACTCTGCTC NM_002156.5 258
B-Actin-F TGACGTGGACATCCGCAAAG
B-Actin-R CTGGAAGGTGGACAGCGAGG NM_001101.5 205
GRP94 F GCCAGTTTGGTGTCGGTTTC
GRP94 R GGGTAATTGTCGTTCCCCGT NM_003299.3 168
GRP78 F GAACGTCTGATTGGCGATGC
GRP78 R ACCACCTTGAACGGCAAGAA NM_005347.5 w
HSP70 F AAGGAGACAGCCGAAAGTGT 127232 "

HSP70 R CTTGGTTTCTCTTCTAAGCGAGG



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1519311590
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RT-PZR c¢alismalarinda elde edilen ham veriler Livak & Schmittgen’in delta delta Ct (2
AACY yéntemine gore [105] Mikrosoft Office excel programi kullamilarak ilag uygulanan ve

uygulanmayan gruplarin housekeeping gen olan aktin genine oranlanarak hesaplandi.

Hesaplama islemi su sekilde yapild;

AACt= ACt”bilesik - AC‘[”Negatifkontrol”

ACtbitesik”™= (Ct)bitesik~ (Ctipitesik

ACt”Negatif kontrol”= (CtT) Negatif kontrol ~ (Ctl) Negatif kontrol

Kat degisim degeri (Fold Change) 22" formiilii ile Microsoft excel kullamlarak

hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. PhTAD Tiirevli Dihidropirol Bilesiklerinin MCF-7 Hiicre Hattinda Sitotoksik

Dozlarmmin MTT Yoéntemi ile Belirlenmesi

Calismada birbirinin syn ve anti konformasyonuna sahip toplam 16 PhTAD tiirevli
dihidropirol bilesiginin MCF-7 ve MCF-12A hiicreleri tizerindeki en etkin sitotoksik
dozlarmin belirlenmesi amaciyla MTT testi uygulandi. Doz uygulama islemi 96’lik
plakalarda 24 saat siire ile ger¢eklesti. MTT deneyi her bir bilesik birbirinden bagimsiz 3
biyolojik tekrarli olarak galigildi. Kontrol grubu olarak hi¢ doz uygulanmayan kuyulardaki
hiicrelerin farkli konsantrasyonlardaki dihidropirol bilesiklerine gére daha yogun
proliferasyona sahip oldugu goriildii. Yiizde canlilik hesaplamasinda bilesik uygulanmayan
kontrol grubu % 100 canl1 kabul edildi.

Deneyler sonucunda absorbans-konsantrasyon degerlerine bagl olarak her bir bilesige ait
MCF-7 ve MCF-12A hiicresindeki yiizde canlilik ve etkin konsantrasyon degerlerine ait
grafikler Sekil 4.1-4.16 ‘da karsilastirmali olarak verilmektedir.

Bilesik 1 i¢cin MTT deneyi sonucunda elde edilen canlilik yiizdelerine gore MCF-7 i¢in 25
uM, MCF-12A igin 12,5 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.1).

2 MCF-7 ®MCF-12A Bilesik 1
100 [ rw
9 | bd
L b4
80 - b9
~ 70 | b4
S 60 | b
= 50 M
= & ]
S 40 [ e
O 30 b3
20 L b4
#
10 | w4 I I
0 "‘ 1 1 1 1 1 1 1

zZ
A

1,56 3,125 6,25 12,5 25 50 100
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.1. MCF-7 ve MCF12A hiicre hattinda Bilesik 1’e ait konsantrasyona bagli %
canlilik grafigi (NK: Negatif kontrol)
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Bilesik 2 i¢cin MTT deneyi sonucunda elde edilen canlilik yiizdelerine gére MCF-7 igin 25
uM, MCF-12A igin ise 25 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.2).

Bilesik 2

= MCF-7 mMCF-12A
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Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.2. MCF-7 ve MCF12A hiicre hattinda Bilesik 2’ye ait konsantrasyona bagli %
canlilik grafigi (NK: Negatif kontrol)

Bilesik 3 i¢cin MTT deneyi sonucunda elde edilen canlilik yiizdelerine gére MCF-7 i¢in 25
uM, MCF-12A igin ise 12,5 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.3).

= MCF-7 ®MCF-12A Bilesik 3
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Sekil 4.3. MCF-7 ve MCF12A hiicre hattinda Bilesik 3’e ait konsantrasyona bagli %
canlilik grafigi (NK: Negatif kontrol)
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Bilesik 4 i¢cin MTT deneyi sonucunda elde edilen canlilik yiizdelerine gére MCF-7 igin 25
uM, MCF-12A igin ise 3,125 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.4).

#MCF-7 BMCF-12A Bilesik 4
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Sekil 4.4. MCF-7 ve MCF12A hiicre hattinda Bilesik 4’e ait konsantrasyona bagli %
canlilik grafigi (NK: Negatif kontrol)

Bilesik 5 i¢cin MTT deneyi sonucunda elde edilen canlilik yiizdelerine gére MCF-7 i¢in 50
uM, MCF-12A igin ise 6,25 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.5).

Bilesik 5
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Sekil 4.5. MCF-7 ve MCF12A hiicre hattinda Bilesik 5’¢ ait konsantrasyona bagli %
canlilik grafigi (NK: Negatif kontrol)
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Bilesik 6 i¢cin MTT deneyi sonucunda elde edilen canlilik yiizdelerine gére MCF-7 i¢in
12,5 uM, MCF-12A igin ise 100 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.6).

= MCF-7 mMCF-12A Blleslk 6
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Sekil 4.6. MCF-7 ve MCF12A hiicre hattinda Bilesik 6’ya ait konsantrasyona bagli %
canlilik grafigi (NK: Negatif kontrol)

Bilesik 7 icin MTT deneyi sonucunda elde edilen canlilik yiizdelerine gore MCF-7 i¢in
12,5 uM, MCF-12A i¢in ise 100 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.7).

Bilesik 7
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Sekil 4.7. MCF-7 ve MCF12A hiicre hattinda Bilesik 7’ye ait konsantrasyona bagli %
canlhilik grafigi (NK: Negatif kontrol)
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Bilesik 8 i¢cin MTT deneyi sonucunda elde edilen canlilik yiizdelerine gére MCF-7 i¢in
12,5 uM, MCF-12A igin ise 25 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. MCF-7 ve MCF12A hiicre hattinda Bilesik 8’¢ ait konsantrasyona bagli %
canlilik grafigi (NK: Negatif kontrol)

Bilesik 9 i¢in MTT deneyi sonucunda elde edilen canlilik yiizdelerine gore MCF-7 igin
12,5 uM, MCF-12A igin ise 6,25 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. MCF-7 ve MCF12A hiicre hattinda Bilesik 9’a ait konsantrasyona bagli %
canlilik grafigi (NK: Negatif kontrol)
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Bilesik 10 i¢cin MTT deneyi sonucunda elde edilen canlilik yiizdelerine géore MCF-7 igin
12,5 uM, MCF-12A igin ise 1,56 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. MCF-7 ve MCF12A hiicre hattinda Bilesik 10’a ait konsantrasyona bagli %
canlilik grafigi (NK: Negatif kontrol)

Bilesik 11 i¢in MTT deneyi sonucunda elde edilen canlilik yiizdelerine gére MCF-7 igin
6,25 uM, MCF-12A i¢in ise 100 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. MCF-7 ve MCF12A hiicre hattinda Bilesik 11’e ait konsantrasyona bagli %
canlilik grafigi (NK: Negatif kontrol)
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Bilesik 12 i¢in MTT deneyi sonucunda elde edilen canlilik yiizdelerine gére MCF-7 i¢in
12,5 uM, MCF-12A igin ise 12,5 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. MCF-7 ve MCF12A hiicre hattinda Bilesik 12’e ait konsantrasyona bagli %
canlilik grafigi (NK: Negatif kontrol)

Bilesik 13 i¢in MTT deneyi sonucunda elde edilen canlilik yiizdelerine gére MCF-7 i¢in
12,5 uM, MCF-12A i¢in ise 100 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. MCF-7 ve MCF12A hiicre hattinda Bilesik 13’e ait konsantrasyona bagl %
canlilik grafigi (NK: Negatif kontrol)
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Bilesik 14 i¢in MTT deneyi sonucunda elde edilen canlilik yiizdelerine gére MCF-7 i¢in
50 uM, MCF-12A igin ise 50 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. MCF-7 ve MCF12A hiicre hattinda Bilesik 14’ya ait konsantrasyona bagli %
canlilik grafigi (NK: Negatif kontrol)

Bilesik 15 i¢in MTT deneyi sonucunda elde edilen canlilik yiizdelerine gére MCF-7 i¢in
25 uM, MCF-12A i¢in ise 50 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.15).

= MCF-7 ®MCF-12A Bilesik 15
100  rw
0 14
Lk
80 r:
o 70w
< 60+ 13
= 50 [ re
= 2 4
§ 40 b
S i
20 [ kb
0 f e

O !! 1 1 1 1 1 1
NK 1,56 3,125 6,25 12,5 25 50 100
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.15. MCF-7 ve MCF12A hiicre hattinda Bilesik 15’ye ait konsantrasyona bagli %
canlilik grafigi (NK: Negatif kontrol)



52

Bilesik 16 i¢in MTT deneyi sonucunda elde edilen canlilik yiizdelerine gére MCF-7 igin
25 uM, MCF-12A igin ise 3,125 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.16).

+MCF-7 aMCF-12A Bilesik 16
100 [ rw
0 e
L ki
80 2
a 70 ke
Se0f 1
= Lk
= 50 }:
S 40  re
& 4
© 30 - e
L ki
20 2 4
10 | ke
0 "‘ 1 1 1 1 1 1 1
NK 1,56 3,125 6,25 12,5 25 50 100
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.16. MCF-7 ve MCF12A hiicre hattinda Bilesik 16’¢ ait konsantrasyona bagli %
canlilik grafigi (NK: Negatif kontrol)

MTT deneyi sonucu elde edilen % canlilik grafiklerine gore belirlenen ve Cizelge 4.1, ‘de

gosterilen konsantrasyonlar sonraki ¢aligmalarda esas alinmustir.
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Cizelge 4.1. MCF-7 hiicre hattinda MTT yontemiyle elde edilen etkin doz ve ICsy degerleri

Dihidropirol bilesikleri MCF-7 Etkin doz (uM) 1Cso (uM)
Bilesik 1 MeS/OMe (syn) 25 48,41
Bilesik 2 MeS/OMe (anti) 25 26,90
Bilesik 3 EtS/OMe(syn) 25 43,78
Bilesik 4 EtS/OMe(anti) 25 33,77
Bilesik 5 PrS/OMe(syn) 50 67,85
Bilesik 6 PrS/OMe(anti) 12,5 7,07
Bilesik 7 iPrS/OMe(syn) 12,5 19,95
Bilesik 8 iPrS/OMe(anti) 12,5 1,56>1C50
Bilesik 9 BuS/OMe(syn) 12,5 54,64
Bilesik 10 BuS/OMe(anti) 12,5 35,10
Bilesik 11 BnzS/OMe(syn) 6,25 21,63
Bilesik 12 BnzS/OMe(anti) 12,5 5,49
Bilesik 13 MeS/OEt(syn) 12,5 37,53
Bilesik 14 MeS/OEt(anti) 50 43,65
Bilesik 15 MeS/OBnz(syn) 25 28,12
Bilesik 16 MeS/OBnz(anti) 25 19,29

Bilesik 8 icin en etkin doz 12,5 M bulunmustur. Bununla beraber bu bilesigin 1Cs
degerinin 1,56 yM’dan daha kii¢iik (1,56>1C50) oldugu tespit edilmistir.

4.2. PhTAD Tiirevli Dihidropirol Bilesiklerin MCF-7 Hiicrelerinde Canhhga

etkilerinin RTCA (Gercek Zamanh Hiicre Analizi) Yontemi ile Belirlenmesi

MCF-7 hiicre hatt1 tizerinde bilesiklerin syn/anti konformasyonlarinin sitotoksik etkisi ayni
plakada 3 farkli bilesik dozu ve iki kontrol olarak calisilmistir. Bu bilesiklerin MCF-7
hiicre hattinda MTT deneyleri sonucu elde edilen etkin dozlarin RTCA ile ger¢ek zamanl
olarak hiicre {izerindeki proliferasyonlarinin gézlemlenmesi amaciyla yapilmistir.
Hiicrelerin 24 saat siire ile plakalara yapigmasi beklendikten sonra farkli konsatrasyonlar
uygulanmistir. Bu andan itibaren 24 saatlik siire sonundaki hiicre indeksinden (CI) elde
edilen yiizde canlilik degerleri hesaplanmistir. Bilesiklere ait hiicre indeksi (Cl) ve yiizde

canlilik grafikleri asagida gosterilmistir.
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RTCA iCELLigence ile MCF-7 hiicre hattinda elde edilen canlilik yilizdelerine Bilesik 1
icin gore 25 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.17. MCF-7 ve MCF-12A hiicre hattinda Bilesik 1’e ait RTCA analizi
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Sekil 4.18. MCF-7 ve MCF-12A hiicre hattinda Bilesik 1’e ait konsantrasyona bagli %
canlilik grafigi

MCEF-7 hiicre hattinda Bilesik 2 icin RTCA iCELLigence sistemiyle elde edilen canlilik
yiizdelerine gore 25 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.19. MCF-7 ve MCF-12A hiicre hattinda Bilesik 2’¢ ait RTCA analiz
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Sekil 4.20. MCF-7 ve MCF-12A hiicre hattinda Bilesik 2’ye ait konsantrasyona bagl %
canlilik grafigi

MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 3 i¢cin RTCA iCELLigence sistemiyle elde edilen canlilik
yiizdelerine gére 25 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.22).



57

Hiicre indeksi (CI)
b S b =

=3
w“

0.1

01

00

143

194 289 286
Zaman (Saat)

Hiicre Indeksi (Cl)

e S S

PR T

Zaman (Saat)

Sekil 4.21. MCF-7 ve MCF-12A hiicre hattinda Bilesik 3’e ait RTCA analizi
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Sekil 4.22. MCF-7 ve MCF-12A hiicre hattinda Bilesik 3’e ait konsantrasyona bagli %
canlilik grafigi

MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 4 icin RTCA iCELLigence sistemiyle elde edilen canlilik
yiizdelerine gore 12,5 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.23. MCF-7 ve MCF-12A hiicre hattinda Bilesik 4’¢ ait RTCA analizi
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Sekil 4.24. MCF-7 ve MCF-12A hiicre hattinda Bilesik 4’¢ ait konsantrasyona bagli %
canlilik grafigi

MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 7 icin RTCA iCELLigence sistemiyle elde edilen canlilik
yiizdelerine gére 12,5 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.25. MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 7’ye bilesigine ait RTCA analizi
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Sekil 4.26. MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 7’ye ait konsantrasyona bagli % canlilik grafigi

MCEF-7 hiicre hattinda Bilesik 8 icin RTCA iCELLigence sistemiyle elde edilen canlilik

yiizdelerine gore 12,5 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.27. MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 8’e ait RTCA analizi
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Sekil 4.28. MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 8’e ait konsantrasyona bagli % canlilik grafigi

MCEF-7 hiicre hattinda Bilesik 9 icin RTCA iCELLigence sistemiyle elde edilen canlilik
yiizdelerine gére 25 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.29

. MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 9’a ait RTCA analizi
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Sekil 4.30. MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 9’a ait konsantrasyona bagli % canlilik grafigi

MCEF-7 hiicre hattinda Bilesik 10 i¢cin RTCA iCELLigence sistemiyle elde edilen canlilik

yiizdelerine gore 6,25 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.31. MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 10’a ait RTCA analizi
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Sekil 4.32. MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 10’a ait konsantrasyona bagli % canlilik grafigi

MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 11 i¢in RTCA iCELLigence sistemiyle elde edilen canlilik

yiizdelerine gore 12,5 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.33. MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 11°¢ ait RTCA analizi
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Sekil 4.34. MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 11’e ait konsantrasyona bagli % canlilik grafigi

MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 12 i¢cin RTCA iCELLigence sistemiyle elde edilen canlilik
yiizdelerine gore 6,25 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.35. MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 12’e ait RTCA analizi

Bilesik 12
100

80

Canhlik (% )
D
o

N
o
T

20

(-) Kontrol 12,5 6,25

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.36. MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 12’¢ ait konsantrasyona bagli % canlilik grafigi
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MCEF-7 hiicre hattinda Bilesik 13 i¢cin RTCA iCELLigence sistemiyle elde edilen canlilik
yiizdelerine gore 6,25 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.38).
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Sekil 4.37. MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 13’°¢ ait RTCA analizi
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Sekil 4.38. MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 13’e ait konsantrasyona bagl % canlilik grafigi
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MCEF-7 hiicre hattinda Bilesik 14 icin RTCA iCELLigence sistemiyle elde edilen canlilik

yiizdelerine gore 25 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.40).
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Sekil 4.40

. MCF-7 hiicre hattinda Bilesik 14’ya ait konsantrasyona bagli % canlilik grafigi
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MCEF-7 hiicre hattinda Bilesik 15 i¢cin RTCA iCELLigence sistemiyle elde edilen canlilik
yiizdelerine gore 12,5 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.41. MCF-7 ve MCF-12A hiicre hattinda Bilesik 15’ye ait RTCA analizi
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Sekil 4.42. MCF-7 ve MCF-12A hiicre hattinda Bilesik 15’ye ait konsantrasyona bagl %

canlilik grafigi

MCEF-7 hiicre hattinda Bilesik 16 icin RTCA iCELLigence sistemiyle elde edilen canlilik

yiizdelerine gore 25 uM etkin doz olarak belirlenmistir (Sekil 4.44).
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Sekil 4.43. MCF-7 ve MCF-12A hiicre hattinda Bilesik 16’¢ ait RTCA analizi
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Sekil 4.44. MCF-7 ve MCF-12A hiicre hattinda Bilesik 16’¢ ait konsantrasyona bagh %
canlilik grafigi
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Cizelge 4.2. MCF-7 hiicre hattinda RTCA sistemiyle bilesiklerin ICsy degerleri

Dihidropirol bilesikleri Etkin Doz(nM) 1Cso (M)
Bilesik 1 MeS/OMe (syn) 25 38,13
Bilesik 2 MeS/OMe (anti) 25 25,06
Bilesik 3 EtS/OMe(syn) 25 29,42
Bilesik 4 EtS/OMe(anti) 12,5 28
Bilesik 7 iPrS/OMe(syn) 12,5 34,55
Bilesik 8 iPrS/OMe(anti) 125 19,42
Bilesik 9 BuS/OMe(syn) 25 44,69

Bilesik 10 BuS/OMe(anti) 6,25 1,56>1C50
Bilesik 11 BnzS/OMe(syn) 12,5 37,29
Bilesik 12 BnzS/OMe(anti) 6,25 1,56>1C50
Bilesik 13 MeS/OEt(syn) 6,25 1,56>1C50
Bilesik 14 MeS/OEt(anti) 25 1,51
Bilesik 15 MeS/OBnz(syn) 12,5 1,56>1C50
Bilesik 16 MeS/OBnz(anti) 25 24,55

Etkin dozlar1 Bilesik 10 i¢in 6,25 puM, Bilesik 12 i¢in 6,25 uM, Bilesik 13 i¢in 6,25 uM,
Bilesik 15 i¢in ise 12,5 uM bulunmustur. Fakat bu bilesiklerin tamaminin 1Csy degerlerinin

1,56 yM’dan daha kiigiik (1,56>1Csp) oldugu tespit edilmistir.

4.3. PhTAD Tiirevli Dihidropirol Bilesiklerin MCF-7 Hiicrelerinde RT-PZR

Yontemiyle nRNA Gen Ekpresyon Diizeylerinin incelenmesi

4.3.1. PhTAD tiirevli dihdropirol bilesikleri uygulanan MCF-7 hiicrelerinden total

RNA izolasyonu ve miktar tayini

e Bilesikler % canliliklarina gore belirlenen konsantrasyonlarda sadece MCF-7
hiicrelerine uygulandi ve 24 saat sonrasinda total RNA izolasyonlari Kit iireticisinin
(Thermo) 6nerdigi sekilde yapildi.

e Hiicrelerden RNA izolasyonu gergeklestirildikten sonra RNA miktarlar1 pDrop
cihaziyla 6lgiildii.

e Elde edilen total RNA (ng/uL) ve A260/280 degerleri Cizelge 4.3.’deki gibi elde

edilmistir.
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Cizelge 4.3. Uygulanan dozlardaki total RNA (ng/uL) ve A260/280 degerleri

Bilesik No  Hiicreye uygulanan Doz (uM) Total RNA(ng/nL) A260/280
Bl 25 95,69 2,002
B2 25 373,2 1,997
B3 25 102,1 2,001
B4 25 2425 2,058
B5 50 162 2,022
B6 12,5 400 2,058
B7 12,5 466 2,068
B8 12,5 334 2,066
B9 12,5 974,8 2,049
B10 12,5 381 2,087
B11 6,25 198 2,059
B12 12,5 321 2,058
B13 12,5 174 2,052
B14 50 238,6 2,054
B15 25 110 2,099
B16 25 353,7 2,054

Negatif - 219,5 2,109
kontrol

4.3.2. PhTAD tiirevli dihidropirol bilesiklerinin MCF-7 hiicre hattinda apoptotik gen

ekspresyonlari iizerine etkisi

Bir hiicrenin apoptoza girmesi veya apoptozdan kacinmasindaki rolleriyle bilinen BAX,
BCL2, P53 ve PARP gibi apoptotik genlerin MCF-7 hiicre hatt1 {izerine mMRNA
ekspresyonlart RT-PZR ile belirlenmistir. PhATAD tiirevli dihidropirol bilesiklerinin her bir
gen ekspresyon diizeyi iizerindeki etkisi, B-aktin referans genine oranlanarak sonugclar kat

degisimi olarak agagida verilmistir.

MCF-7 hiicre hattinda kontrolle karsilastirildiginda bilesiklerden p53 gen ekspresyonu
tizerine B4 bilesiginde anlamli bir artis gozlenmemistir. Kontrole gore B1 ve B7 0,15 Kat,
B2 0,2 kat, B3 0,28 kat, B5 0,04 kat, B6 0,5 kat, B8 0,011 kat, B10 ve B15 0,05 kat, B11,
B12 ve B14 0,08 kat, B13 0,067 kat, B16 0,03 kat p53 gen ekspresyonu iizerine azaltici
etkisi gozlenmistir (Sekil 4.45.).
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Sekil 4.45. MCF-7 hiicresinde (1-16) no’lu bilesiklerin p53 mRNA ekspresyonuna etkisi

MCF-7 hiicre hattinda kontrolle karsilastirildiginda bilesiklerden B2 7,72 kat, B3 2,65 kat,
B4 5 kat, B5 1,45 kat, B7 2,65 kat, B11 3,11 kat, B12 2,79 kat BCL2 ekspresyon miktarini
artirict etki gostermistir. Bilesiklerden B1 0,15 kat, B6 0,28 kat, B8 0,38 kat, B9 0,009 kat,
B14 0,25 kat, B15 0,03 kat, B16 0,2 kat BCL2 gen ekspresyonu iizerinde énemli miktarda
azaltic1 etkisi gézlenmistir. Ayrica Bilesiklerden B10 ve B13 BCL2 iizerinde kontrole gore

anlamli bir azaltici etkisi gézlenmemistir (Sekil 4.46).
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Sekil 4.46. MCF-7 hiicresinde (1-16) no’lu bilesiklerin BCL2 mMRNA ekspresyonuna etkisi

MCF-7 hiicre hattinda kontrolle karsilastirildiginda bilesiklerden B5 0,64 kat, B6 0,2 kat,
B9 0,11 kat, B10 ve B14 0,5 kat, B15 0,23 kat, B16 0,27 kat BAX gen ekspresyon
diizeyini azalttig1 gozlenmistir. B1 1,8 kat, B2 2,9 kat, B3 3 kat, B4 2,7 kat, B7 1,3 kat,
B11 2,46 kat BAX gen ekspresyon diizeyini artict etkisi gozlenirken B8, B12, B13

bilesikleri kontrole gére anlamli bir degisim gostermemistir (Sekil 4.47).
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Sekil 4.47. MCF-7 hiicresinde (1-16) no’lu bilesiklerin BAX mRNA ekspresyonuna etkisi
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MCEF-7 hiicre hattinda kontrolle karsilastirildiginda bilesiklerden B8 0,41 kat, B13 0,46 kat
ve B6 0,77 kat kontrole gore PARP gen ekspresyonunu azaltici etki gostermistir. Kontrolle
karsilagtirildiginda bilesiklerden B1 0,035 kat, B2 ve B3 0,02 kat, B4 0,09 kat, BS 0,027
kat, B7 ve B15 0,23 kat, B9 0,045 kat, B10 0,29 kat, B11 0,011 kat, B12 0,12 kat, B14
0,33 kat,ve B16 0,111 kat PARP gen ekspresyon diizeylerini 6nemli miktarda azaltan bir
etkiye sahip olduklar1 gézlenmistir (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48. MCF-7 hiicresinde (1-16) no’lu bilesiklerin Parp mRNA ekspresyonuna etkisi

4.3.3. PhTAD tiirevli dihidropirol bilesiklerinin MCF-7 hiicre hattinda apoptotik

yolaklarda rol oynayan HSP gen ekspresyonlari iizerine etkisi

Is1 sok proteinlerinden HSP27, HSP40, HSP60, HSP70 ve HSP90, hiicre iginde 6nemli
sinyal yolaklarinda bulunan ve hiicre proliferasyonu ve metastatik aktivite ilizerindeki
rolleri ile siklikla kanser hiicrelerinde stratejik hedefler olarak calisilmistir. Bu stratejik
yaklagimlar 1s1ginda PhTAD tiirevli dihidropirol bilesiklerinin MCF-7 hiicre hatti
tizerindeki MRNA gen ekspresyonlar1 B-aktin referans gen ekspresyonuna oranlanarak

sonuglar kat degisimi olarak asagida verilmistir.

MCF-7 hiicre hattinda kontrolle karsilastirildiginda bilesiklerden B1 2 kat, B3 1,8 kat
kontrole gore HSP27 gen ekspresyon diizeyini artirmistir. Bilesiklerden B4 0,42 kat, B5
0,3 kat, B6 0,18 kat, B7 ve B13 0,11 kat, B8 0,22 kat, B9 0,002 kat, B10 0,10 kat, B11
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0,125 kat, B12 0,028 kat, B14 0,15 kat, B15 0,07 kat ve B16 0,03 kat HSP27 gen
ekspresyon diizeylerini kontrole kiyasla 6nemli miktarda azaltan bir etkiye sahip olduklari
gbzlenmistir. B2 bilesiginin ise kontrole gore HSP27 gen ekspresyon diizeyine anlamli bir

etksi gozlenmemistir (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49. MCF-7 hiicresinde (1-16) no’lu bilesiklerin Hsp27 mRNA ekspresyonuna etkisi

MCF-7 hiicre hattinda kontrolle karsilagtirildiginda bilesiklerden B1 1,18 kat, B2 1,125
kat, B5 1,2 kat HSP40 gen ekspresyon diizeyini artirdigi gozlenmistir. Kontrol ile
karsilastirildiginda B3 0,07 kat, B4, B13, B13 ve B14 0,5 kat, B6 0,28 kat, B7 0,009 kat,
B8 0,32 kat, B9 0,00009 kat, B10 0,26 kat, B12 0,16 kat, B15 0,026 kat, B16 0,264 kat
HSP40 gen ekspresyon diizeyini 6nemli miktarda azaltan bir etkiye sahip olduklar
gozlenmistir (Sekil 4.50.).
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Sekil 4.50. MCF-7 hiicresinde (1-16) no’lu bilesiklerin Hsp40 mRNA ekspresyonuna etkisi

MCF-7 hiicre hattinda kontrolle karsilastirildiginda B2 1,5 kat, B3 13,2 kat, B6 1,87 Kat,
B7 1,5 kat, B8 5,54 kat, B10 3,41 kat, B12 1,4 kat, B13 2,3 kat B14 1,32 kat ve B15 10,4
kat HSP60 gen ekspresyon diizeyini artirici etki gostermistir. Bilesiklerden B1 0,27 kat, B4
0,222 kat, B5 0,43 kat, B9 0,007 kat, B11 0,47 kat ve B16 0,82 kat kontrole gore HSP60
gen ekspresyon diizeyini onemli miktarda azaltici etkiye sahip olduklar1 gozlenmistir

(Sekil 4.51.).
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Sekil 4.51. MCF-7 hiicresinde (1-16) no’lu bilesiklerin Hsp60 mRNA ekspresyonuna etkisi
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MCEF-7 hiicre hattinda kontrolle karsilagtirildiginda bilesiklerden B1 0,17 kat, B2, B3, B5
ve B14 0,5 kat, B4 0,7 kat, B8 0,76 kat, B11 0,071 kat, B12 0,29 kat, B15 0,25 kat, B16
0,13 kat HSP70 gen ckspresyon diizeylerini dnemli miktarda azaltan bir etkiye sahip
olduklar1 gozlenmistir. Bilesiklerden B7, B9, B10 ve B13 kontrole gore anlamli bir
degisim gozlenmezken B6 2,85 kat HSP70 gen ekspresyon diizeyini artirdigi gézlenmistir

(Sekil 4.52.).
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Sekil 4.52. MCF-7 hiicresinde (1-16) no’lu bilesiklerin Hsp70 mRNA ekspresyonuna etkisi

MCF-7 hiicre hattinda kontrolle karsilagtirildiginda B1 0,6 kat, B2 0,21 kat, B4 0,125 Kat,
B5 0,11 kat, B7 0,24 kat, B8 0,5, B9 0,02 kat, B10 0,45 kat, B11 0,02 kat, B12 0,14 Kat,
B13 0,41 kat, B14 0,09 kat, B15 0,26 kat, B16 0,08 kat HSP90 gen ekspresyon diizeylerini
onemli miktarda azaltan bir etkiye sahip olduklari gozlenmistir. Kontrole gore
bilesiklerden B3 1,81 kat HSP90 gen ekspresyon diizeyinde artict etki gozlenirken B6°da

ise anlamli bir degisim goézlenmemistir (Sekil 4.53).
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Sekil 4.53. MCF-7 hiicresinde (1-16) no’lu bilesiklerin Hsp90 mRNA ekspresyonuna etKisi

4.3.4. PhTAD tiirevli dihidropirol bilesiklerinin MCF-7 hiicre hattinda ER stres gen

ekspresyonlari iizerine etkisi

PhTAD tiirevli dihidropirol bilesiklerinin MCF-7 hiicre hatti izerindeki GRP78 ve GRP94
mRNA gen ekspresyonlar1 B-aktin referans gen ekspresyonuna oranlanarak sonuglar kat

degisimi olarak asagida verilmistir.

MCF-7 hiicre hattinda kontrolle karsilastirildiginda GRP78 gen ekspresyon diizeyini Bl
0,78 kat, B2 0,73 kat, B5 0,76 kat, B7 ve B11 0,45 kat, B9 0,19 kat, B14 0,7 kat, B16 0,3
kat azaltmistir. Bilesiklerden B3 2,53 kat, B6 1,52 kat, B8 2,47 kat, B15 1,36 kat artirici
etki gosterirken B4, B10, B12, B13 GRP78 gen ekspresyon diizeyinde kontrole gore
anlamli bir degisim géstermemistir (Sekil 4.54.).
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Sekil 4.54. MCF-7 hiicresinde (1-16) no’lu bilesiklerin Grp78 mRNA ekspresyonuna etkisi

MCF-7 hiicre hattinda kontrolle karsilastirildiginda GRP94 gen ekspresyon diizeyini Bl
0,176 kat, B2 0,27 kat, B4 0,19 kat, B5 0,15 kat, B7 0,18 kat, B8, B10, B13, B14 ve B15
0,5 kat B9 0,011 kat ve B11 0,018 kat azaltic1 etkiye sahiptir. B3 ve B6 bilesikleri kontrole

gore anlamli bir degisim gostermemistir (Sekil 4.55).

MCF-7 GRP94 mRNA Ekspresyonu
14 ¢
1,2
- 1
E 4
Z08 4
D
06 | e
<
2 ¢
04 .4
4
02 4
4 + 5
0 L .
\ o < .0 ©
= — — — — —
m m m m m
Uygulanan Bilesikler

Sekil 4.55. MCF-7 hiicresinde (1-16) no’lu bilesiklerin Grp94 mRNA ekspresyonuna etkisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismanin amaci, diinya genelinde en sik karsilasilan ve kadinlarda mortalitesi en
yiiksek kanser tipi olan meme kanserine karsi antikanser potansiyeli yiiksek olabilecegini
diistindiigiimiiz PhTAD tiirevli dihidropirol bilesiklerinin etkilerini in vitro olarak
arastirmaktir. Hiicre kiiltlirii deney hayvanlarinin kullanildigi yontemlere gore etik kurul
gereksinimi olmadigindan ve kullanilan maddenin etkisinin kisa siirede ve dogrudan test
edilmesine olanak sagladigindan diinya genelinde yaygin kullanilan bir yontemdir. Bu
amagla, bu ¢alismada in vitro galismalarla hormon reseptor pozitif olan meme kanseri
hiicre hattt MCF-7 ve normal meme epitelyum hiicre hattt MCF-12A iizerine bu
bilesiklerin oncelikle MTT ve RTCA yontemiyle sitotoksik ve antiproliferatif etkileri
ortaya koyulmustur. Ayrica bu bilesiklerin apoptoza girme veya apoptozdan kaginmada
etkili olan genlerle kanser hiicrelerinde yiiksek oranda sentezlenen HSP’ler ve ER stres
genleri tizerindeki etkileri RT-PZR yontemiyle belirlenerek apoptotik genlerin potansiyel

antikanser etkilerinin oldugu gosterilmistir.

Meme kanseri, diinya genelinde en sik teshis edilen kanser tipidir. Meme kanseri risk
faktorleri arasinda aile 6ykiisli, menopoz yasi, ilk dogum ve parite yas1 gibi lireme Oykiisii,
diyet, alkol kullanimi ve radyasyona maruziyet gibi sebepler sayilabilir [70]. GLOBOCAN
verilerine gore meme kanseri 2008 yilinda toplam kanser vakalarimin %23 {inii ve kanser
Oliimlerinin %14'inii olustururken 2018 yilinda bu oranlar sirastyla %46,3 ve %13 olarak
belirlenmistir [35, 106]. Kanserle miicadelede gelisen teknoloji ve tedavi yontemlerine

ragmen bu oranlarin daha da artacagi 6ngoriilmektedir [35].

Antikanser ilaglarin yapiminda; yiiksek iyilestirme, yiiksek segicilik ve diisiik toksisite
ozelligi barindiran ajanlarin kullanimi en 6nemli kriter haline gelmistir. Bundan dolay:
caligmalarda, antikanser ilac1 veya aday1 olarak bu ozelliklere sahip olduklart diisiiniilen
porfirinler [107], triazol tiirevleri [108], metal kompleksleri [109] giiniimiizde oldukga sik
denenmektedir.

Heterosiklik organik bilesikler, reaktivite profilini degistirmek i¢in birgok grup tarafindan
yaygin olarak kullanilmistir. Pirol, triazol, pirimidin, indol, kinolin ve piirin oldukg¢a

yiiksek sitotoksisite profilleri gosteren heterosiklik smiflaridir [110]. Yapilan birgok
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calisma heterosiklik bilesiklerin antikanserojenik etkisini ortaya koymustur [114, 115, 120,
121] Ayrica pirol ve 1,2,4-Triazol bilesiklerinin antibakteriyel, antitiimor, antitiiberkiiloz,
antikonviilsan, anti kanser ve analjezik gibi ¢esitli ilging biyolojik etkinliklere sahip oldugu
bilinmektedir [111, 112].

1,2,4-triazol, ¢ok sayida bilesikte bulunan 6nemli bir ¢ekirdektir. Bu ¢ekirdegi iceren otuz
besten fazla bilesik piyasaya sunulmustur. 1,2,4-triazol ¢ekirdegi metabolizmaya karsi, bir
reseptoriin aktif bolgesinde hidrojen bagi alicis1 ve bir dondr olarak 6nemli ve istikrarli bir
farmakofor gorevi gormektedir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, kutupsal yapisi nedeniyle,
triazol ¢ekirdeginin ligandin ¢oziiniirliiglini artirabilecegi ve ilacin farmakolojik 6zelligini

onemli dlciide gelistirebilecegi vurgulanmistir [113].

Triazol halkasi 1s1 soku inhibitorii, mikrotiibiil igeren bilesiklerin polimerizasyon inhibitorii
ve anjiyogenez inhibitorii olarak kullanilmaktadir. Ornegin anastrazol, letrozol ve vorozol

antikanser ilag olarak kullanilan 6nemli triazol bilesiklerindendir [114].

Triapazamin, antikanser aktivitesi bilinen ve ila¢ olarak kullanilan triazol tiirevi 3-
arilamino-1,2,4-benzotriazin yapisindaki bir bilesiktir. Bag ve boyun kanserleri igin faz 2
ve faz 3 denemeleri yapilan triapazamin bilesiginin kanserli hiicrelerde DNA hasarim

onarma yetenegi oldugu gosterilmistir [115].

1-2-4 triazol tiirevi anastrazol ilact meme kanseri hormon reseptor pozitif olan ve yiiksek
riskli ge¢ menopozdaki kadin hastalarda kullanilan bir antikanser ilagtir. Meme kanseri
hastalarindan 203 invaziv hastanin 165’1 ER+ olan bir randomize kontrollii ¢alismada

anastrazol kullanan hastalarda insidansin %54 oldugu bildirilmistir [116].

Bir diger triazol tiirevi olan vorozol ise dekstro-izomer olan aromataz enziminin
inhibisyonuna neden olmaktadir. Vorozol, aromatazin doza bagl inhibisyonunu saglar ve
dolasimdaki Ostrojen seviyelerini azaltir. Vorozoliin, mastektomi (meme dokusunun
alimmasi) yapilmadan 6nce 7 giin boyunca tedavi edilen postmenopozal meme kanseri
hastalarinda intratiimoralaromataz aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. Kadinlarda zayif
bir dstrojen olan doku Gstronu ve Ostradiol diizeylerinin de sirasiyla %64 ve %80 azaldigi
gosterilmistir. Dort farkli faz II klinik ¢alismada, vorozol, estradioliin segici inhibisyonuna

karsilik gelen %18-33 yanit oranlarini tiretmistir [117].
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Bununla birlikte antikanser tedavi ¢alismalarinda kemoterapinin yan etkilerinin ¢ok fazla
olmasi1 nedeniyle hedefe yonelik tedaviler 6n plana c¢ikmaktadir. Hedefli tedavide
tirozinkinazlar en ¢ok ilgilenilen gruptur. Ciinkii hiicre biiyiimesi ve metastazi igin
gereklidirler. Aktif tirozinkinaz formu, tiimor biiyiimesine ve ¢ogalmasina, anjiyogenez,
metastaz ve antiapoptotik etkilere neden olabilir. Pirol tiirevleri 6nemli tirozinkinaz
inhibitorleridir [118]. Tirozinkinaz inhibitdrii ajanlarmin ATP baglanma bdlgesine
baglanarak ATP ile rekabet etmesi beklenir. Kaur ve Singh (2019)’in yaptig1 bir ¢alismada
molekiiler modelleme ile ATP molekiiliiyle rekabet edebilen pirol halkasi ile tiirevlenmis
kursun molekiiliiniin meme kanseri hiicre hatlar1 olan MCF-7, MDA-MB-468 ve T-47D
iizerindeki sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Calisma sonucunda, pirol ve oxindol
tiirevlerinin ¢ hiicre hatt1 iizerindeki biiylime inhibisyonlarmin ¢ok gii¢lii oldugu (%92-

99) bildirilmistir [119].

Yapilan bagka bir ¢alismada biyolojik olarak olduk¢a 6nemli olan kiral 2,5-dihidropirol
tirevlerinin MCF-7 hiicre hattinda sitotoksik etkileri incelenmis ve sonugta orta diizeyde

sitotoksisite gosteren antitimor aktiviteye sahip ajan olabilecekleri bildirilmistir [120].

Bayadi ve ark. (2017)’nin siilfonamid grubu ile donatilmis pirol tiirevlerinin MCF-7 hiicre
hattt tizerinde MTT analizi kullanilarak in vitro antikanser aktivitesinin degerlendirildigi
calisma sonucunda; MCF-7 hiicresinde referans ila¢ olarak kullanilan sisplatinin 1Csg
degerinin 15,1uM iken pirol tiirevinin ICsp degerinin 39,0uM oldugu belirtilmistir [121].
Soares ve ark. (2013)’nin yaptig1 farkli bir ¢alismada ise; 6,7-bis (hidroksimetil)-1 H, 3H-
pirolo [1,2- ¢ ] tiazollerin MTT yontemiyle MCF-7 hiicre hattina kars: gii¢lii bir antikanser
aktivite gosterdigi ve bu etkinin yapisinda bulundurdugu C-5 metil ve C-3 fenil gruplarinin

birlikteliginden ileri geldigini vurgulamiglardir [122].

Calismamizda kullandigimiz  PhTAD  tiirevli  dihidropirol bilesikleri, yapisinda
bulundurdugu triazol ve dihidropirol halkalar1 ile yeni sentezlenmis heterosiklik
bilesiklerdendir [95]. Bu bilesikler, yapilar1 itibariyle antimikrobiyal ve antikanser ajan
olma adayidirlar. Bu nedenle bu bilesiklerin sitotoksik ve apoptotik etkilerinin incelenmesi,
diinya genelinde kadinlardaki goriilme siklig1 ve mortalitesiyle 6ne ¢ikan meme kanseriyle
miicadelede yeni ila¢ etken maddesi olabilme yolunda olduk¢a 6nem arz etmektedir. Bu
amagla, PhTAD tiirevli dihidropirol bilesiklerinin MCF-7 ve MCF-12A hiicrelerine 24 saat

siireyle uygulanan (1,56-100uM) konsantrasyonlardaki sitotoksik etkileri hormon
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reseptorii pozitif olan ve Her2 reseptorii olmayan meme kanseri alt tipi MCF-7 ve normal
epitelyum MCF-12A hiicre hattinda Mosman [100] tarafindan uygulanan yontem 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide (MTT) modifiye edilerek
kullanilmigtir. Calismamiz sonucunda, hiicre canlilik oranlarinin bilesik uygulanmayan
kontrol grubuna oranla azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.1-4.16). Analiz sonucunda ICs
degerleri bilesiklerin birbirinin steroizomerik durumlart g6z onlinde bulundurularak
degerlendirildiginde; 1-2, 3-4, 7-8, 9-10 ve 15-16 nolu bilesikleri ayn1 etkin doza sahip
olmasina ragmen farkli ICsy degerleri gostermistir (Cizelge 4.1). Calismamizda etkilerini
aragtirdigimiz  bilesiklerle yapilan daha oOnceki bir calismada; bilesiklerin syn/anti
diasteroizomerlerinin kimyasal agidan karsilastirilmast yapilmistir. Bu ¢alisma sonucunda
syn pozisyonunun anti pozisyona gore daha etkin aktivite gosterdigi belirlenmistir [95].
Ilag olarak kullanilacak ajanlarin farkli izomerlerinin bulunup bulunmadigi ve varsa bu
izomerlerin biyolojik aktivitelerinin tespiti onem arz etmektedir. Thalidomide ve Ketalar

isimli ilaglar bu ajanlarin farkli izomerlerinin 6nemini vurgulamistir [87, 88].

Bizim c¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore ise sadece 14 nolu anti
konformasyonunda bulunan bilesigin syn pozisyondaki 13 nolu bilesige gore daha yiiksek
etkin doza sahip olmasina ragmen ICsp dozunun daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Cizelge
4.1). MTT testinden elde edilen ICsg sitotoksik dozlarina gore uygulanan 1, 3, 4, 5, 9, 10,
13, 14 nolu bilesiklerin orta diizeyde sitotoksik iken 2, 6, 7, 8, 11, 12, 15, 16 nolu
bilesiklerin ise gii¢lii sitotoksik etkilerinin oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Bu
bakimdan anti pozisyondaki bilesiklerin syn pozisyonundaki bilesiklere gore MCF-7 hiicre
hattinda daha giiclii sitotoksik etkilerinin oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Ilaglarin sitotoksik etkilerini analiz etmek icin bir dizi sitotoksisite testi mevcuttur.
Tetrazolium tuzlart (MTS, WST, MTT veya XTT) bazli kolorimetrik yontemler, ilag
tarama protokollerinde hiicre canliligin1 ve proliferasyonunu tahmin etmek ic¢in yaygin
olarak tek u¢ nokta yontemleri olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bu tahliller,
azaltilmis glikoz konsantrasyonu, azalmis piridin niikleotidleri, asidik pH ve artan
stiperoksit olusumu gibi c¢esitli kosullarda yanlis sonuglar vermek gibi birtakim
dezavantajlara da sahiptirler [123]. Sitotoksik ve metabolik etkileri ilk defa MCF-7 hiicre
hatt1 {lizerinde test edilen PhTAD tiirevli dihidropirol bilesiklerinin daha genis aralikli
konsantrasyonlar1 ¢alisma kolaylig1 ve ekonomik olmasindan 6tiirii calismamizda oncelikli

olarak MTT yontemi kullanilmistir. Her bilesigin etkin dozlarinin belirlenmesinden sonraki
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asamada ise MTT yoOnteminin dezavantajlarini elimine etmek amactyla MCF-7 hiicresi

izerindeki proliferatif aktivitelerinin incelenmesinde RTCA yontemi kullanilmistir.

RTCA, adherent hiicrelerin altin kaplamali mikroelektrot sensdrlii plakalara yapistiginda
meydana gelen alternatif akim olan empedansin 6l¢iimiiniin bir program yardimiyla hiicre
indeksi (CI) olarak analiz edilmesi teknolojisidir [124]. Bu teknoloji ilag gelistirme,
toksikoloji, mikrobiyoloji, viroloji ve tibbi uygulamalarda siklikla kullanilmaya
baslanmistir [125, 126]. Gergek zamanli hiicre analizi (RTCA) iCELLigence sistemi,
RTCA xCELLigence sisteminin bir bi¢imidir; temelde ayni teknoloji kullanilirken
iCELLigence kullanicilara hacimce biiyiik fakat sayica daha az kuyu (8 kuyu) ile ¢alisma
firsat1 vermektedir. iCELLigence sistemi, hiicre kiiltiirli diizeyinde ger¢ek zamanli olarak
proliferasyon, migrasyon ve invazyon dahil olmak {izere kanser hiicrelerinin
yasayabilirligi, istilasi ve ilaglarin hiicre lizerindeki sitotoksisite davranigini incelemek i¢in

kullanilmaktadir [127].

RTCA sistemlerinin  kullamildigi  ¢alismalar {iretici firmanin resmi sitesinde
listelenmektedir [128]. Listelenmis ¢alismalarda triazol ya da pirol halkasinin kullanildig:
kimyasal bilesiklerle ilgili sadece iki ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan triazol
tirevli  bilesiklerin  (3,5-diiodo-4-metoksiariltriazol)timoér damarlanmasint  etkileme
potansiyeline sahip olup olmadigin1 arastirmak i¢in primer insan umbilikalven endotel
hiicreleri (HUVEC'ler) kullanilarak biiyiime inhibisyon analizleri xCELLingence
teknolojisi ile incelenmistir. Calisma sonucunda Triazol tlirevlerinin ortalama olarak 1 nM-
6 nM konsantrasyonlarinda antiproliferatif aktivite gosterdikleri belirtilmistir [129]. Pirol
tirevi ile yapilan c¢alismada ise arastirmacilar, iyonize radyasyon sonrasinda pirol
tirevlerinin DNA onarimma olan etkisini XCELLigence sistemini kullanarak
incelemiglerdir. Yapilan ¢aligma sonucunda pirol tiirevlerinin LN428-LIG3 tiimor hiicre

hattinda 8-6 kat daha duyarli olduklar tespit edilmistir [130].

Deney sonuglar1 degerlendirildiginde kontrole gore (50-12,5 pM) konsantrasyonlarda ilag
uygulanan 1, 2, 3, 4, 15, 16 nolu bilesiklerin canlilik degerleri (%30-%70) arasinda oldugu
goriilmiistiir. Diger yandan (25-6,25 uM) konsantrasyonlarda bilesik uygulanan 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14 nolu bilesiklerinin ise genel olarak (%60- %70) arasinda canlilik

degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle Calismamiz sonucunda, RTCA ile elde
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edilen yiizde canlilik verileri ile MTT yonteminden elde edilen verilerin benzer oldugu

gorilmiistir.

Programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoz, gen seviyesinde diizenlenerek DNA hasarindan
sonra veya gelisim sirasinda meydana gelen hasarli hiicrelerin diizenli ve verimli bir
sekilde ortadan kaldirilmasini saglar [131]. Apoptoz mekanizmasi olduk¢a karmasik olup
bircok sinyal yolagimi igermektedir. Apoptoz, hiicrede kaspaz aracili ekstrinsik veya
intrinsik yollarla tetiklenebilir. Her iki yol da sonug olarak effektor apoptotik kaspazlarini
aktive etmek ig¢in is birligi yapmaktadir [132]. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein
diizenleyicileri arasindaki denge, bir hiicrenin apoptoza girip girmedigini belirlemede kritik
bir noktadir. Apoptoz siirecindeki herhangi bir diizensizlik, kontrolsiiz hiicre
proliferasyonu, kanser gelisimi ve ila¢ direnci gibi durumlara yol acabilmektedir [133]. Bu
nedenle apoptoz diizensizligi kanserin ayirt edici Ozelliklerinden biri olarak kabul
edilmektedir [10]. Apoptotik siirece dahil olan molekiillerin hedeflendigi terapotik
stratejiler kanser hiicrelerinin apoptoza duyarliligini diizeltmek ve tedaviye direncin
ortadan kaldirilmasinda 6nemli bir yaklasim olmaktadir [134]. Bu anlamda literatiirde,
caligmamizda kullandigimiz bilesiklere benzer triazol veya pirol tiirevlerini ihtiva eden
bilesiklerle ilgili MCF-7 hiicre hattindaki sitotoksik etkilerin MTT ydntemi kullanilarak
yapildig1 calismalar olsa da bu bilesiklerin apoptotik molekiiller olan p53, BCL2, BAX,
PARP1 ve CASP3 genlerinin mRNA ekspresyon seviyeleriyle ilgili yapilmig RT-PZR
caligmalarina ¢ok az rastlanmistir. Bu galismalardan birinde, arastiricilar triazol iskelesi
tasiyan sila-ikameli tioalkin ve merkapto-tiyon bilesiklerinin MCF-7 hiicre hattindaki ICsg
degerlerini tespit edip bu bilesiklerin anti-apoptotik BCL2 gen ekspresyonunun
housekeeping gen olan aktine normallestirildiginde mRNA seviyesinin diistiigiinii ifade
etmislerdir [135]. Diger bir ¢alismada ise arastiricilar, kiigiik molekiil bazli ilaglarin
glikosilasyonunun, ana iskelenin biyolojik aktivitelerini 6nemli dlgiide iyilestirebilecegini
varsayarak benzotriazol pargasi ile baglanmis ¢ok fonksiyonlu piridin- bifenil sisteminin
S- glikozitleri ve N- glikozitleri tasarlayip sentezlemislerdir. Sentezlenen bilesiklerin
MCF-7 hiicre hattinda sitotoksisite etkinligi MTT yontemi ile test edilmis ve bu
bilesiklerin apoptotik genler olan p53 ile BAX ve anti-apoptotik gen olan BCL2 gen
ekspresyon diizeyleri RT-PZR yoOntemiyle arastirilmistir. Sonug olarak, bu triazol
tirevlerinin p53 ve BAX seviyelerini 6nemli miktarda artirirken (p<0,05), anti-apoptotik

BCL2 gen seviyesini azalttigin1 vurgulamiglardir [136].
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Timor baskilayict p53, otofaji ve kanser metabolizmasini degistirip diizenlemenin yani
sira hiicre biiylimesinin G1-S gecisinde negatif diizenlenmesi, DNA onarimi, yaglanma ve
hiicre 6liimiinii tesvik ederek genomu korur ve tiimor olusumunu onler [137]. Bununla
birlikte, kanser hiicreleri, hayatta kalma ve daha fazla biiylimek i¢in ¢oklu yollarla p53'i
etkisiz hale getirirler. Bu nedenle p53 geni insan kanserlerinde en sik mutasyona ugrayan
gendir ve bu gendeki mutasyonlarin birikimi meme kanserinde potansiyel bir belirleyici

olarak kabul edilmektedir [138].

MTT testi ve RTCA ICELLigence sistemiyle sitotoksik etkileri ve anti-proliferatif
ozellikleri kanitlanmis olan bilesiklerin p53 geni iizerine aktine gére normalize edildiginde
sadece B4 bilesiginin aktinle ayn1 seviyede etkili oldugu goriilmiistiir. Calisilan diger tiim
bilesiklerin p53 mRNA gen ekspresyonunu azaltict etki gosterdigi goriilmiistiir. Elde
ettigimiz bu sonuglarin triazol tiirevleri ile yapilmig ¢aligmalardaki sonuglarla uyumlu
olmadig1 goriilmiistiir. Ote yandan yabanil=wild tip p53 proteini ¢ok kisa bir yar1 émre
sahiptir ve genellikle normal hiicrelerde birikmez, bu nedenle tespit edilemez. Bunun
aksine, p53 genindeki mutasyon, uzun bir yarilanma démriine sahip, konformasyonel olarak
degistirilmis ve fonksiyonel olmayan proteine yol agar. Bu nedenle, genellikle
immiinokimyasal tekniklerle tespit edilebilen tiimor hiicrelerinde mutant pS3 birikmesine
yol agar. Bununla birlikte, tim mutasyonlar kararli bir protein vermez ve baz1 mutasyonlar,
analiz sonrasi tespit edilemeyen kesilmis bir proteine yol acar [139]. Yabanil tip p53, DNA
hasarma bir yanit veya pozitif bir IHC sonucuna yol agan diger hiicresel proteinlere
baglanma sonucu bazi tiimdrlerde birikebilir [140]. DNA'ya zarar veren bir ilag olan
Adriamisin ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinde p53' iin RT-PZR ile mRNA gen
ekspresyon diizeyini inceleyen bir c¢alismada p53 gen ekspresyonunun azaldigi
gosterilmistir [141]. Baska bir raporda ise ER™ ile p53 arasinda fiziksel etkilesim
olusturuldugu ve ER™ ‘in p53'iin insan cift minute 2 (hdm2) tarafindan etkisiz hale
gelmesini 6nlemek icin Gi¢lii kompleks olusturmustur. Bu olusum p53 seviyesinde bir artis
ortaya koymustur. Bu nedenle MCF-7 hiicre hattinda biriken proteinin yabanil tip p53
olmasinin muhtemel olabilecegini 6ne siirmiislerdir. [142]. Bu sonuglar 1s18inda bizim
calismamiz sonucunda da PhTAD tiirevli dihidropirol bilesiklerinin MCF-7 hiicrelerinde

apoptozu p53’ten bagimsiz olarak tesvik ettigi kanaatine varilmistir.
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BCL-2 ailesi tiiyeleri mitokondriyal biitiinliiglin ve mitokondri ile baslatilan kaspaz
aktivasyonunun ana diizenleyicileridir. BCL-2 ailesi hem antiapoptotik hem de

proapoptotik liyelere sahiptir [143].

Apoptotik sinyaller mitokondriyal dis zar gecirgenligi (MOMP) ile sonuglanarak sitokrom
cnin salinmasint ve kaspazlarin aktivasyonunu BCL-2 ailesi liyeleri olan BAX/BAK
kompleksleri araciligiyla tetikler [144]. Bunun tersine, antiapoptotik BCL-2, BAX / BAK'
nin homooligomerizasyonunu onlemek i¢in BH3 aktivatoriiniin  veya kismen
aktiflestirilmis, BH3'e maruz kalan BAX/BAK monomerlerininin aktive edilmesiyle
mitokondriyal biitlinliigii korur [145]. Ek olarak tiimor hiicrelerinin kemoterapdtik ajanlar
tarafindan apoptoz indiiksiyonuna duyarliligi, mitokondrideki BCL-2/BAX proteinlerinin
orani ile kontrol edilir [146]. Apoptotik kontrol noktalarindan kaginmak icin, kanser
hiicreleri siklikla antiapoptotik BCL-2 proteinlerini asir1 eksprese eder. Bu nedenle BCL-2
ailesi liyeleri terapotik gelisim icin ilgi ¢ekici hedefler olarak ortaya ¢ikmistir [147]. Ayrica
Wang ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢alismada D vitamini analogu olarak fenil-pirol
tirevinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkinligi belirlendikten sonra pirol
tirevinin qPZR ile gen ekspresyonlar iizerindeki etkinligi incelendiginde onemli dlclide
BAX gen ekspresyonu artirdigr ve BCL2 gen ekspresyonunu azalttigini ifade etmislerdir
[148].

Bizim c¢alismamizda kullandigimiz 1, 6, 8, 9, 14, 15 ve 16 nolu bilesikler BCL-2 mMRNA
gen ekspresyonunu kontrole kiyasla azaltmistir. Yine 1, 2, 3, 4, 7, 11 ve 13 nolu bilesikler
ise BAX geni ekspresyonunu artirmistir. Bu sonuglarin hem triazol tiirevi hem de pirol ile
yapilan ¢aligsmalarda elde edilen sonuglarla uyumlu oldugu goriilmiistiir [135, 136, 148].
Bununla birlikte 1, 8, 9, 14, 15 ve 16 nolu bilesiklerin BAX/BCL-2 oranini artirdigi tespit
edilmistir. Bu sonuglarin BAX/BCL-2 oranmi artiran bilesiklerin hiicreyi apoptoza

yonlendirdigini diisiindiirmektedir.

BRCA1 ve BRCAZ2 proteinlerinin her ikisi de, DNA biitiinliigii ve genomik stabilitenin
korunmas1 i¢in gerekli bir siire¢ olan ¢ift zincirli DNA kopmalarinin homolog
rekombinasyon (HR) ile onarilmasinda rol oynar. Meme ve yumurtalik kanserlerinin
yaklagik %5-10'u, bu genlerdeki kalitsal degisiklikler veya mutasyonlardan kaynaklanir.
[149]. Niikleer bir enzim olan Poli (ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP1); DNA onarimi,
kromatin yeniden modellenmesi ve gen ekspresyonunda rol oynar [150]. BRCA1 ve
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BRCA2 genlerinin yetersiz oldugu hiicreler (MCF-7) PARP1'in se¢ici inhibisyonuna karsi
asirt  duyarlidir. Bununla birlikte PARP inhibisyonu ¢esitli anti-kanser ilaglarinin
sitotoksisitesini onemli 6l¢iide giliclendirir [151]. Bu tezde, iizerinde ¢alisilan tim PhTAD
tiirevli dihidropirol bilesiklerinin PARP1 mRNA gen ekspresyonunu azalttigi goriilmiistiir.
Bilesik 6’nin ise giiclii sitotoksik etkisine ragmen PARP1 inhibisyonu, kontrole yakin etki

gostermistir.

Stres veya 1s1 sok proteinleri (HSPler) hipoksi, hiperoksi, kimyasallara maruz kalma,
duygusal, mekanik stres v.b etkiler altinda hiicresel homeostazin korunmasina yardimci
olan veya hiicrenin dliimciil kosullarda hayatta kalmasina izin veren molekiillerdir [152].
HSP’ler molekiiler boyutlarina gore; kiiciik HSP (HSP27), HSP (40, 60, 70, 90, 110)
olmak tizere alt1 gruba ayrilmislardir [153]. HSP'ler tiim organizmalarda ve farkl: hiicre alt
bolmelerinde evrimsel olarak korunur ve her yerde ifade edilir [154]. HSP'ler dkaryotik
hiicrelerde birden fazla rol oynar, ancak birincil islevleri molekiiler saperonlar olarak
hizmet etmektir [155]. Saperon fonksiyonlarina, proteinlerin katlanmasini kolaylastirarak
ve hiicreler homeostatik zorluklara maruz kaldiklarinda istemci proteinlerinin dogal

yapilarini ve fonksiyonlarini koruyarak aracilik ederler [156].

Kiiciik HSP ailesi, ATP'den bagimsiz bir sekilde islev goren 12-42 kDa yapisinda iken
bliyiik HSPler ATP bagiml saperonlardir [157]. Strese yanit olarak olusturulan
sitoprotektif fonksiyonlar normal hiicrelerin bir 6zelligi olmasina kargin HSPlerin diizensiz
ifadesi kanserle birlikte cesitli hastaliklarin gelisimine katki saglar. Hayatta kalmaya
odaklanmis kanser hiicrelerinin metabolik hizlarmin yiiksek olmasi HSP’lere olan
gereksinimini de artirir [10]. Protein katlanmasi ve stabilizasyonundaki rollerinden dolay1
HSP'ler ¢cok sayida 6nemli onkojenik yolun kesisme noktasinda bulunmaktadir. Bu nedenle
HSP'lerin inhibisyonu, ayni zamanda, timor ilerlemesi i¢in gerekli olan birkag¢ yola ayni

anda saldirarak, birden fazla onkoproteini engellemede bir avantaj sunmaktadir [158].

HSP27, HSP70 ve HSP90, iyi calisilmis ve stresle indiiklenebilir HSP'ler arasindadir. Bu
saperonlarin ekspresyonunun / aktivitesinin malignitede anlamli olarak daha yiiksek
oldugu ve farkli 6lim uyaranlarina yanit verdigi gosterilmistir [159]. Meme kanseri alt
tiplerine gore HSP genlerinin ekspresyonlari luminal A (ER+ PR+- Her2- Ki 67 diisiik),
luminal B (ER+ PR+- Her2- Ki 67 yiiksek), HER2, bazal benzeri (TNBC; ER, PR, Her2
negatif) seklinde siralanmistir [160].
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Bu nedenle, HSP27, HSP70, HSP90 ve diger HSP'lerin inhibisyonu, diger kanser tiplerinde
oldugu gibi meme kanserinin tedavisi i¢in giiglii bir antiapoptotik strateji olarak ortaya

cikmustir.

Apoptotik yolaklarda yer alan kaspazlarin inhibisyonuna neden olarak anti apoptotik roller
iistlenen HSP’lerin 6nemli bir grubunu olusturan HSP (27, 40, 60, 70 ve 90) {izerine daha
once MCF-7 hiicre hattinda triazol veya pirol tiirevi ile ¢alisma yapilmamistir. Ayrica bu
genlerin mRNA diizeyinde gen ekspresyon ¢alismasi da bulunmamaktadir. Hem pirol hem
de triazol halkasii igceren N- feniltriazolindion tiirevli dihidropirol bilesiklerinin aktif
olarak MCF-7 hiicre hattinda sitotoksik etkilerinin tespit edilmesi sonrasi1 bu bilesiklerin
HSP gen ekspresyonlarini RT-PZR yontemiyle arastirilmistir. Elde edilen sonuglar bu
bilesiklerin HSP’ler {lizerine etkinliklerini gostermistir (Sekil 4.49-Sekil 4.53).

HSP27 gen ekspresyonuna bilesikler igerisinden 1, 2 kat; 2, 1.3 kat; 3, 1.7 kat artirici
etkiye sahipken; bilesiklerden 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 ve 16 kontrole gore
anlamli derecede azaltict etki gosterdikleri bulunmustur. Bilesik 4 ise kontrole gore yari
yariya azaltict etki gostermistir (Sekil 4.49). HSP40 gen ekspresyonuna bilesikler
icerisinden 1, 1.8 kat artirirken 2 ve 5 cok az miktarda artirici etki gostermistir.
Bilesiklerden 3, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15 ve 16 kontrole gore anlamli olarak azaltici etkiye
sahiptir. Ayrica bilesiklerden 4, 11, 13 ve 14 kontrole gbre yarit yariya azaltict etki
gostermistir (Sekil 4.50). HSP60 gen ekspresyonuna bilesikler igerisinden 2, 1.5 kat; 3,
13.2 kat; 6, 1.9 kat; 7, 1.5 kat; 8, 5.5 kat; 10, 3,4 kat; 12, 1.4 kat; 13, 2,3 kat; 14, 1.3 Kat;
15, 10 kat artiric1 etkiye sahiptir. Bilesiklerden 1, 4, 9 kontrole gére anlamli olarak azaltici
etkiye sahiptir. Ayrica bilesiklerden 5 ve 11 kontrole gore yar1 yariya azaltici etki
gosterirken bilesik 16 kontrole yakin etkiye sahiptir (Sekil 4.51). HSP70 gen
ekspresyonuna bilesikler igerisinden 1, 11, 12, 15 ve 16 bilesikleri anlamli olarak azaltic
etkiye sahiptir. Uygulanan 2, 3, 4, 5, 14 nolu bilesikler kontrole gore yar1 yariya azaltici
etki gostermistir. Ayrica bilesiklerden 6, 2.8 kat artic1 etki gosterirken; 7, 8, 9, 10, 13
kontrole yakin etki gostermistir (Sekil 4.52). HSP90 gen ekspresyonuna bilesikler
igerisinden 2, 4, 5, 7, 9, 11, 12, 14, 15 ve 16 nolu bilesikleri kontrole gére anlamli olarak
azaltici etkiye sahiptir. Uygulanan 1, 8, 10, 13 nolu bilesikler kontrole gére yar1 yariya
azaltic1 etki gostermistir. Bilesiklerden 3, 1.8 kat artic1 etki gosterirken; bilesik 6 kontrolle
ayni etkiyi gostermistir (Sekil 4.53).
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Endoplazmik retikulum (ER), zarli bir hiicre i¢i organel ve salgi yolunun ilk bolmesidir.
Bu nedenle, ER, hiicresel proteinlerin yaklasik {igte birinin iiretimine ve katlanmasina
katkida bulunur ve ayrilmaz bir sekilde hiicresel homeostazin korunmasi ve saglik ile
hastalik arasindaki ince dengeyle baglantilidir [S1]. ER, salg1 ve transmembran proteinlerin
sentezi, katlanmasi, olgunlagmasi, kalite kontrolii ve degradasyonuna dahil olur ve islev

bolgelerine sadece uygun sekilde katlanmis proteinlerin verilmesini saglar [161].

ER proteinlerinin olgunlagsma islemi retikiiler bolmenin spesifik saperonlari tarafindan
hassas bir sekilde diizenlenir. Bunlar {i¢ gruba ayrilir: (1) spesifik olmayan proteinlerin
toplanmasini ve katlanmasini kolaylastiran GRP78 ve GRP94; (2) kalinksin ve kalretisin,
glikoproteinlerin olgunlasma siirecinde yer alan lektinler; (3) ve 6zellikle kollajen igin 1s1

sok proteini 47 (Hsp47)’dir [162].

Terminal olarak yanlis katlanan salgi proteinleri, ER ile iliskili bozunma (ERAD) adi
verilen bir islemle elimine edilir. Kalsiyum bu siirecte merkezi bir role sahiptir. Ciinkii
retikiiler saperonlar kalsiyum igin farkli afinite degerlerine sahiptir ve aktiviteleri bu

iyonun konsantrasyonundaki dalgalanmalarla modiile edilir [163].

ER'de meydana gelen diizensizlikler ER stres olarak bilinen hiicresel bir durumu meydana
getirir. ER stresine hiicresel yanit, stresin iistesinden gelmek ve ER homeostazin
diizeltmek icin uyarlanabilir mekanizmalarin aktivasyonunu igerir. Bu yanit, rahatsiz edici

ajan/ duruma ve stresin yogunluguna / siiresine baghdir [164].

UPR, ER kaynakli hiicresel stres tepkisidir ve enzim 1 gerektiren inositol (IRE1), protein
kinaz RNA ile aktive benzeri ER kinaz (PERK) ve aktive edici transkripsiyon faktorii 6
(ATF6) li¢ ana sensor tarafindan kontrol edilir. Her {ic ER stres sensorii normal durumda
ER yerlesik saperon GRP78 ile bagli ve inaktiftir. ER liimeninde biriken yanlis katlanmis

proteinlerin birikmesi GRP78 ile birleserek ii¢ sensorii serbest birakir [165].

UPR, ER protein katlama homeostazini yeniden dengelemeye ve hiicre sagkalimini tesvik
etmeye caligir. UPR bilesenlerinin uzun stireli aktive edilmesi kanser baglaminda timor
ilerlemesini ve hayatta kalmasini1 saglar. ER stresi giderilemezse, hiicre Olimiini

desteklemek i¢in mekanizmalar tetiklenir [51].
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ER stresi sinyal bilesenleri terapdtik hedefleri temsil eder. GRP78 kanser ve bakteriyel /
viral enfeksiyonlar gibi insan hastaliklar1 i¢in evrensel bir terapdtik hedef olarak kabul
edilmistir [166]. GRP78 (BIP)’i hedefleyen antikorlar, fare ksenograft modellerinde kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri ve glioblastommultiforme'de antitiimoral aktivite ve radyasyon
etkinligini arttirdig1r gosterilmistir [167]. GRP78'e kars1 bir monoklonal antikor ile kisa
stireli sistemik tedavinin, endometriyal adenokarsinomlu farelerde AKT aktivasyonunu ve
apoptozu arttirdig1 gosterilmistir [168]. Ayrica, ER'de yerlesik GRP94, boyut veya sekansa
bakilmaksizin hiicresel peptitlerle iliski kurma kabiliyeti nedeniyle terapodtik bir hedef
olarak degerlendirilmektedir [169]. Klinik oOncesi c¢aligmalar GRP94 ekspresyonunu
multiplmiyelom, hepatoseliilerkarsinom, kolon kanseri ve meme kanserinin ilerlemesiyle
iligkilendirmigtir. Son olarak, bu protein antikanser immiinoterapisinde kullanilabilecek

giiclli bir bagisiklik sistemi modiilatorii olarak tanimlanmistir [170].

Calismamizda, MCF-7 hiicre hattinda N- feniltriazolindion tiirevli dihidropirol
bilesiklerinin ER stresinin ana regiilatorii olan GRP78 ve protein katlanmasina destekleyici
etkisi ile timorlesmenin ilerlemesinde 6nemli rol oynayan GRP94 mRNA gen ekspresyon
seviyeleri incelenmistir. Sonugta; GRP78 gen ekspresyonuna bilesikler icerisinden 3, 2.5
kat; 6, 1.5 kat; 8, 2.5 kat; 15, 1.4 kat artiric1 etkiye sahipken; 9 ve 16 nolu bilesiklerin
anlamli olarak azaltici etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bilesiklerden 7 ve 11 nolu
bilesikler kontrole gore yari yariya azaltici etki gosterirken; 1, 2, 4, 5, 10, 13 ve 14 nolu
bilesikler kontrole yakin etki gostermistir (Sekil 4.54). GRP94 gen ekspresyonu iizerine
bilesiklerden 1, 2, 4,5, 7,9, 11, 12 ve 16 kontrole gore anlamli olarak azaltici etkiye sahip
olduklar tespit edilmistir. Uygulanan bilesiklerden 8, 10, 13, 14 ve 15 nolu bilesikler
kontrole gore yar1 yartya azaltici etki gOstermistir. Ayrica bilesiklerden 3 ve 6 nolu

bilesikler kontrole yakin etki gostermistir (Sekil 4.55).

Bilesik 9 6zellikle HSP90 ve bu proteinin ER’deki yerlesik tiyesi olan GRP94 gen
ekspresyonu lizerine dikkate deger azaltici etki gostermistir. Bununla beraber HSP70 gen
ekspresyonunu kontrole gore ¢cok az oranda artirirken bu saperonun ER’deki yerlesik tiyesi
GRP78’1 azaltici etkisi diisiindiiriictidiir. Bilesik 16 ise hem GRP78 (0,3) hem de GRP94
(0,2) gen ekspresyonu lizerine yakin bir etki gostermistir. Bu bilesik HSP70 gen
ekspresyonu iizerine (0,13) ve HSP90 gen ekspresyonu flizerine ise (0,08) azaltict etki

gostermektedir. ER stresinin kanserlesme i¢in 6nemi goéz Oniine alindiginda 6zellikle
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bilesik 9 ve 16 ‘in hem ana diizenleyici GRP78 hem de GRP94 iizerinde azaltici etkisinin
hiicrenin apoptoza yoOnlendirilmesinde 6nemli etkinlige sahip iki bilesik olabilecegini

diistindiirmektedir.

MCEF-7 hiicrelerinin kaspaz 3 genine sahip olup olmadig: tartismalidir. Baz1 ¢aligmalarda
kaspaz 3 varlig1 immiinofloresan hiicre boyama (SABC-Cy3) [171] ile kabul edilmis olsa
da diger bir¢ok calismada kaspaz 3 geninin ekson 3 {izerindeki 47. baz ¢iftinin eksikligine
bagli olarak MCF-7 hiicrelerinde ifade edilemedigi vurgulanmistir [172, 173].
Calismamizda RT-PZR yontemiyle yapilan testlerde MCF-7 hiicrelerinde hem kontrol

grubunda hem de bilesiklerin uygulandigi gruplarda kaspaz 3 geni ifade edilmemistir.

Bu tezdeki N-feniltriazolindione tiirevli Dihidropirol molekiillerinin meme kanseri hiicre
hattt MCF-7 ve normal meme epiteli MCF-12A {izerindeki sitotoksik ve antiproliferatif
calismalar1 ile mRNA diizeyindeki gen ekspresyonlari ¢aligmalar1 6zgiin niteliktedir. Bu
tezden elde edilen sonuglar asagidaki sekilde 6zetlenebilir;

1. Dihidropiroliin N-feniltriazolindione g¢ekirdegi ile tlirevlendirilerek elde edilen hedef
molekiillerin bir stereoizomerinin digerinden farkli aktiviteleri incelenmistir. Elde
edilen sonuglar ileri ¢calismalarda hangi izomer {izerinden etkinin daha fazla olacagini
gostermesi acisindan dnemlidir.

2. Calismadan elde edilen bir diger bilgi ise siilfiir grubuna bagli R1 olarak isimlendirilen
ve ester oksijen atomuna bagli R2 olarak isimlendirilen ve artan karbon sayisina gore
secilen alkil gruplarinin etkileridir.

3. Hedef molekiillerin tamaminin MCF-7 ve MCF-12A iizerinde sitotoksik ve proliferatif
etkinlikleri tespit edilmistir. Diger yandan anti pozisyonundaki tiirevlerin hiicre
iizerinde daha sitotoksik etkinlikte oldugu MTT ve RTCA yontemlerinden gelen benzer
sonuglarla anlagilmistir.

4. Alkil grubu olarak segilen benzil grubunun da farkli etkinlikte oldugu goriilmiistiir. Bu
bilesiklerden benzil siilfiir (Bnz-S) iceren Bilesik (11-12, 15-16)’in giiclii sitotoksik
etkide oldugu goriilmiistiir. Bilesik 12 (syn), MCF-7 iizerindeki 1Cso degerinin MTT
yontemiyle 5,49 uM oldugu RTCA yontemiyle ise 1,56uM’dan diisiik oldugu tespit
edilmigtir. MCF-12A iizerindeki % canlilik oran1 ise %50 civarinda oldugu

gorilmiistir.
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5. Yine Benzil iceren Bilesik 16(syn) MTT yontemine gére MCF-7 ve MCF-12A
iizerindeki sitotoksik etkileri benzerdir ve % canlilik oranlart %50 civarinda oldugu
gorilmiistiir.

6. Benzil gruplarimin mezomerik etkinliklerinin literatiire 6nemli katki saglayacagi
diistiniilmektedir.

7. mRNA diizeyinde gen ekspresyonlar1 incelendiginde BAX/BCL2 oranimi B1 (syn); 12
kat, B9(syn) 11,7 kat, B15(syn) 7,7 kat artirmistir.

8. DNA’nin onariminda 6nemli gorevler iistlenen PARP-1 gen diizeyini 6nemli ol¢ilide
azaltarak hiicrenin apoptoza girmesini sagladig1 goriilmiistiir.

9. Bu bilesiklerin p53 gen diizeyini azaltmasi ise bu bilesiklerin hiicreyi p53°ten bagimsiz
olarak apoptoza yonlendirdigi kanaati olusturmustur.

10. Bilesik 9 6zellikle meme kanserinde énemli bir molekiil olarak goriilen HSP90 ve bu
proteinin ER’deki yerlesik liyesi olan GRP94 gen ekspresyonu iizerine dikkate deger
azaltici etki gostermistir. Bununla beraber HSP70 gen ekspresyonunu kontrole gore ¢ok
az oranda artirirken bu saperonun ER’deki yerlesik iiyesi GRP78’i azaltict etkisi
diistindiiriiciidiir. Ayrica bu bilesik mitokondriye 6zgii HSP60 diizeyini de onemli
miktarda azalmistir.

11. Benzil grubu iceren bilesiklerden B15(syn) HSP60 gen diizeyini 10 kat artirirken diger
HSP ve ER stres genleri tizerinde etkili azaltic aktivite gdstermistir.

12. Bilesik 16 ise hem GRP78 (0,3) hem de GRP94 (0,2) gen ekspresyonu lizerine yakin
bir etki gostermistir. Bu bilesik HSP70 gen ekspresyonu iizerine (0,13) ve HSP90 gen
ekspresyonu lizerine ise (0,08) azaltic1 etki gostermektedir.

13. Bu bilesiklerin sitotoksik etkinlikleri ve hiicre iizerindeki anti proliferatif etkinlikleri
de g6z Oniinde bulundurularak MCF-7 hiicre hatt1 lizerinde biiylime faktorlerini ve
hiicre tamir mekanizmalarin1 baskilayarak apoptotik mekanizmalar1 tesvik ettigi ve

boylece hiicreyi apoptoza yonlendirdigini diisiindiirmektedir.

Literatiirde, apoptotik sinyal yolaklar1 ve diger onkojenik yollarin kesisme noktalarinda
bulunarak tiimorlesmede onemli roller iistlenen HSP (27, 40, 60, 70, 90) ve ER stresin
diizenlenmesindeki rolleriyle bilinen GRP78 ve GRP94 molekiilleri {izerine N-feniltirazol
veya pirol ihtiva eden hetero halkali bilesiklerle yapilmis RT-PZR c¢alismast yer
almamaktadir. Bu calismamizin literatiire bu anlamda Onemli katki saglayacagi

diistiniilmektedir.
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