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OZET

Meme kanseri kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiiridiir ve diinya ¢apinda tiim kanserlerin
yaklagik dortte birini olusturmaktadir. Kolon kanseri ise erkeklerde ve kadinlarda en ¢ok rastlanan
kanser tiiriidiir. Bu kanserlerin tedavi yontemlerinde karsilasilan en onemli sorunlar hiicrelerin
sitotoksik etkenler ile ilaca kars1 direng gelistirmeleri ve apoptozun baskilanmasidir.

Bu calismada, kanser hiicrelerinde proapoptotik ve antikanserojen etki gosterecegi diisiiniilen
heterohalkali bilesiklerin MCF-7 ve DLD-1 hiicrelerinde ¢oklu ilag direncine (MDR) ve apoptotik
sinyal yolaklarina etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Heterohalkali bilesiklerin antioksidan aktiviteleri serbest radikal siiptiriicii, indirgeyici ve metal
selatlama yontemleri kullanilarak belirlenmistir. MCF-7 (meme kanseri), MCF-12A (normal meme
epiteli), DLD-1 (kolon kanseri) ve CCD-18Co (normal kolon epiteli) hiicre hatlarinda, bilesiklerin
sitotoksik dozu ve ICso degeri MTT yoOntemiyle; hiicre canliligina etkisi gergek zamanli hiicre analizi
sistemi (RTCA) ile belirlenmistir. ICso degeri belirlenen bilesiklerin belirtilen hiicre hatlarinda; anti-
karsinojenik etkileri ¢oklu ilag direncinde rol oynayan genler ve apoptotik hiicre 6liimiinde 6nemli
rol oynayan genlerin mRNA diizeyleri Real Time-PCR yontemiyle tespit edilmistir. Ayrica apoptoz
ve iligkili sinyal yolaklarinda yer alan proteinlerin miktarlari membran iligkili protein array kit ile
Olclilmiistiir.

Heterohalkali bilesikler yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptirler ve 1Cso degerleri serbest radikal
stipiiriici (DPPH) yontem ile 98-108 pug / mL ve metal selatlama yontemi ile 21-35 ug / mL olarak
tespit edilmistir. Bilesiklerin MCF-7 ve DLD-1 hiicrelerinde antiproliferatif ve sitotoksik etkiye
sahip oldugu gozlenmis ve ICso degerleri 25-100 uM arasinda tespit edilmistir. Bilesikler ¢oklu ilag
direnci (ABCB1, ABCC10, ABCC11 ve ABCG2) genlerinin ifadelerinde anlamli bir azals,
apoptotik hiicre 6limii (p53, BAX ve CASP3) genlerinin ifadelerinde anlaml bir artis ve BCL2,
PARP, HSP27, HSP40, HSP60, HSP70 ve HSP90 genlerinin ifadelerinde anlamli bir azalis
gostermistir. Ayrica bilesiklerin apoptoz ve iliskili sinyal yolaklarinda yer alan proteinlerin
ifadelerinde anlamli bir sonug verdigi ve hiicreleri apoptoza yonlendirdigi belirlenmistir.
Bilesiklerin MCF-7 ve DLD-1 hiicrelerinde ¢oklu ila¢ direncini baskilama yetenegine sahip ve
apoptozun indiiklenmesini artiran yeni bir ilag aday1 olabilecegi diistiniilmektedir.
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ABSTRACT

Breast cancer is the most common cancer type among women and accounts for about a quarter of all
cancers worldwide. Colon cancer is the fourth most common form of cancer in men and women. The
most important problems encountered in the treatment methods of these cancers are the development
of the cells' resistance to cytotoxic factors and drugs and suppression of apoptosis.

In this thesis, it is aimed to investigate the effects of heterocyclic compounds, which are predicted to
have a proapoptotic and anticarcinogenic effect on cancer cells, on multiple drug resistance (MDR)
and apoptotic signal pathways in MCF-7 and DLD-1 cells.

The antioxidant activities of heterocycle compounds were determined using free radical scavenging,
reducing and metal chelating methods. In MCF-7 (breast cancer), MCF-12A (normal breast
epithelium) and DLD-1 (colon cancer), CCD-18Co (normal colon epithelium) cell lines, the
cytotoxic dose and ICsp value of the compounds are determined by MTT method; Its effect on cell
viability was determined by real-time cell analysis system (RTCA). ICso value of the specified
compounds in the specified cell lines; mRNA levels of anti-carcinogenic effects of genes involved
in multiple drug resistance and genes that play an important role in apoptotic cell death were
determined by RT-PCR method. In addition, the amounts of proteins contained in apoptosis and
associated signaling pathways were measured with the membrane-associated protein array Kkit.
Heterocyclic compounds have high antioxidant activity and 1Cso values were determined as 98 and
108 pg / mL by free radical scavenger (DPPH) method and 21 and 35 pg / mL by metal chelation
method. The compounds have antiproliferative and cytotoxic effects in MCF-7 and DLD-1 cell lines,
and ICsp values in MCF-7 and DLD-1 cells were determined between 25 and 100 uM. Expression of
the multiple drug resistance (ABCB1, ABCC10, ABCC11 and ABCG2) genes of compounds showed
a significant decrease. Compounds showed a significant increase in the expression of apoptotic cell
death (p53, BAX, CASP3, GRP94 and GRP78) genes. In addition, the compounds showed a
significant decrease in the expression of BCL2, PARP, HSP27, HSP40, HSP60, HSP70 and HSP90
genes. In addition, the compounds gave a meaningful result in the expression of the proteins involved
in apoptosis and associated signaling pathways, and it was found to direct cells to apoptosis.

The compounds are thought to be a new drug candidate capable of suppressing multiple drug
resistance in MCF-7 and DLD-1 cells and enhancing the induction of apoptosis.
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1. GIRIS

Organik kimyanin 6nemli bir sinifin1 olusturan izoindol tiirevli heterohalkali bilesikler,
yapisal olarak diger ilag aktif bilesiklerle kolaylikla tiirevlendirilebilen antikanserojen,
antiinflamatuvar, antiviral, antiproliferatif ve antiallerjik 6zellikleri bilinen bilesiklerdir.
Yapilan literatiir incelemelerine gore, heterohalkali bilesiklerin farkli disiplinlerde uygulama
alanina yonelik ¢cok fazla calisma olmasina ragmen, bu bilesigin izoindol tiirevleriyle ilgili

biyolojik aktivite caligmalarina az rastlanmaktadir.

Kanser giiniimiizde en 6nemli saglik problemlerinden biridir ve tedavisi i¢in cerrahi
miidahale, kemoterapi, immiinoterapi, gen terapisi, radyoterapi ve fotodinamik terapi olmak
iizere bircok yontem kullanilmaktadir. Bu tedavi yontemlerinde karsilasilan en 6nemli sorun
ise hiicrelerin tedaviye ya da ilaca karsi direng gelistirmeleridir. Yapilan arastirmalar,
apoptozu baskilayic1 faktorlerin kanser direncinin olusumunda c¢ok Onemli oldugunu
gostermektedir. Metastatik ve anjiyogenetik kanserli (meme ve kolon vb.) hastalarin %
90’1ndan fazlasinda kemoterapi direnci meydana gelmektedir ve bu durum tedavide basarisiz
sonuglara neden olmaktadir. Ilag tasima proteinleri timér yapisi olusturdugunda; apoptozun
baskilanmasina, proliferasyonun artmasina, ilag-hedef etkilesiminde degisikliklere, ilag

inaktivasyonuna ve sitotoksik etkenlere karsi direng olugsmasina sebep olmaktadir.

Kanser i¢in etkili terapotik tedavide engel olarak ortaya ¢ikan P-gp (P-glikoprotein) ¢oklu
ilag direncine (MDR, ABC tasiyici proteinler) ve antikanser ilaglarin tiimor hiicrelerinden
atilimina neden olmaktadir. P-gp islevini bloke eden molekiiller gelistirmeye yonelik birgok
arastirma yapilmaktadir ve coklu ila¢g direncini yok edebilecek ¢ok sayida molekiiller
sentezlenmektedir. P-gp’yi inhibe edici bu molekiiller P-gp modiilatérleri olarak
adlandirilmaktadir. Kanser tedavilerinde P-gp ekspresyonunun ve/veya modiilasyonunun da
substrat olusturabilecek antikanser ilaglarin arastirilmasi ve gelistirilmesi dikkat ¢ekici bir

strateji olarak diisiiniilmektedir.

Hiicre 6liimii (Apoptoz) normal gelisim ve olgunlagsma dongiisliniin 6nemli bir pargasidir.
Hiicre ¢ogalmasi ile hiicre 6liimii arasindaki homeostatik denge normal fizyolojik siireglerin
siirdiiriilmesi i¢in kritik 6neme sahiptir. Kanser tedavilerinde ortaya ¢ikan en Onemli
problem ila¢ direnci gelisimi ile birlikte hiicre 6liimiiniin engellenmesinden (apoptoz

baskilanmasi) kaynaklanmaktadir.



Son yillarda ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilabilecek biyolojik etkili bilesiklerin
kesfedilmesi en popiiler arastirma konular1 arasinda yer almaktadir. Bu nedenle tedaviye
yonelik farkli caligmalar yapilmakta ve terapdtik bilesiklerin bu hastalik tizerindeki etkileri
yogun bir sekilde arastirilmaktadir. Giiniimiizde ilag direncinin ortadan kaldirilmasini ve
direngli hiicrelerin apoptoza ydnlendirilmesini saglayacak anti-kanser ajanlarinin

arastirilmasi ve gelistirilmesi ana hedeflerdendir.

Bu tez calismasinda; MCF-7 (insan meme adenokarsinoma) ve DLD-1 (insan kolon
adenokarsinoma) hiicrelerinde proapoptotik ve antikanserojen etki gdsterecegi diisiiniilen
heterohalkal1 bilesiklerin ¢oklu ila¢ direncine (MDR) ve apoptotik sinyal yolaklaria
etkilerinin arastirllmast amaclanmistir. Boylece hiicre proliferasyonunu engelleyici,
apoptozun indiiklenmesini ve ilag-hedef etkilesimini artiran yeni ila¢ aday1 bilesiklerin in
vitro g¢aligilmasi1 planlanmistir. Heterohalkali bilesiklerin antioksidan aktiviteleri serbest
radikal siiptiriicii (DPPH), indirgeyici ve metal selatlama yontemleri kullanilarak
belirlenmistir. MCF-7 (meme kanseri), MCF-12A (normal meme epiteli) ve DLD-1 (kolon
kanseri), CCD-18Co (normal kolon epiteli) hiicre hatlarinda, heterohalkali bilegiklerin
sitotoksik dozu ve IC50 degeri MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) yontemiyle; hiicre canliligina etkisi ger¢cek zamanli hiicre analizi sistemi (RTCA)
ile tespit edilmistir. ICso degeri belirlenen heterohalkali bilesiklerin belirtilen hiicre
hatlarinda, anti-karsinojenik etkileri, kemoterapi direncinde 6nemli rol oynayan pompa
proteinleri ABCB1 (MDR1-P-gp), ABCC3 (MRP3), ABCC10 (MRP7), ABCC11 (MRPS),
ABCG?2 (BCRP) ve apoptotik hiicre 6liimii ve iliskili sinyal yolaklarinda énemli rol oynayan
proteinleri p53, PARP, BCL2, BAX, CASP3, 1s1 sok proteinlerinin (HSP27, HSP40, HSP60,
HSP70, HSP90a), endoplazmik retikulum stres genlerinin (GRP78 ve GRP94) mRNA
diizeyleri qPCR yontemiyle belirlenmistir. Ayrica apoptoz ve iliskili sinyal yolaklarinda yer
alan proteinler olan; BAD, BAX, BID, BIM, Casp3, Casp7, Casp8, CD40, CD40L, cIAP-2,
cytoC, DR6, Fas, FasL, HTRA, p38, p27, p53, SMAC, sTNF-R1, sTNF-R2, TNF-alpha,
TNF-beta, TRAILR-1, TRAILR-2, TRAILR-3, TRAILR-4, ATM, CHK1, CHK2, elF2a,
SMAD BCL-2, BCL-W, HSP27, HSP60, HSP70, IGF-I, IGF-II, IGFBP-1, IGFBP-2,
IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-5, IGFBP-6, IGF-1sR, Livin, p21, Survivin, XIAP, AKT,
Erk1/2, IkBa, JNK, NFKB, PARP, TAK1 miktarlart membran iligkili protein array kit ile

Olglilmiistiir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Heterohalkah Bilesikler

Heterohalkali bilesikler, en az bir heteroatom igeren halkali bilesiklerdir, bunlar yaygin
olarak azot, oksijen, fosfor ve kiikiirttiir. Heterohalkali bilesikler, olduk¢a yaygin biyolojik
aktiviteye sahip molekiillerdir (Gupta, 2015; Nirwan, Pareek ve Chohadia, 2015) (Resim
2.1). Ana iskeletinde heterohalkay1 igeren DNA ve RNA, klorofil, hemoglobin, vitaminler
gibi bir¢ok hayati 6nemi olan molekiiller bulunmaktadir. Triazin tiirevleri, antimikrobiyal
ve anti-inflamatuar aktiviteye sahiptir, ayni zamanda iriner antiseptikler olarak da
kullanilmaktadirlar. Benzimidazol tiirevlerinin antibakteriyel, antifungal, antiviral ve
antihelmintik gibi genis biyolojik aktivitelere sahip olduklar1 bilinmektedir (Gupta, 2015;
Nirwan ve digerleri, 2015; Al-Mulla, 2017).
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Resim 2.1. Heterohalkal1 bilesikler
(https://berrchem.com/intermediates/heterocyclic.html)

Heterohalkali bilesiklerin bircogu essiz fizikokimyasal oOzellikleri ve ¢ok yonliliigi
nedeniyle farmakolojinin ve tibbi kimyanin temel taglar1 haline gelmistir. Giiniimiizde satisa
sunulan ilaclarla birlikte maligniteye karst umut verici bircok da arastirma devam
etmektedir. Ozellikle, anti kanser arastirmalari, bu bilesiklerin ¢ok yonliiliigii ve dinamik

cekirdek iskeletinden yararlanmaktadir (Martins ve digerleri, 2015).



Dogal bilesiklerin yapisinda bulunan pirolidinler ve tiirevleri, hiicre sinyal yolaklarindaki
etkisi bilinen sentetik molekiillerdir (Harvey 1998; Dondas, Grigg ve Kilner, 2003; N'ajera
ve Sansano, 2009). Seksen civarinda pirolidin alkaloidi bilinmektedir (Taskiran, 2010).
Pirolidin halkas1 azot atomu igeren bes iiyeli bir halka olup, amino asit ve proteinler basta
olmak {iizere, dogal bilesiklerin yapisinda sikg¢a goriilmektedir. Pirolidin ve izoindol
fonksiyonel gruplar1 biyolojik aktivitesi bilenen fakat tiirevlendirmede yan yana

getirilmemis molekiillerdir.

Olefenik dipolarafillerle gerceklestirilen 1,3-dipolar siklokatilma reaksiyonlar1 en ¢ok
kullanim1 olan sentetik perisiklik reaksiyonlardandir. Ozellikle, dogal alkoloidlerin ve
biyolojik 6neme sahip oldukca fazla molekiiliin temel iskeletini olusturan pirolidin
tirevlerinin sentezi i¢in azometin ilidler ile alkenler arasindaki dipolar siklokatilma

tepkimeleri tercih edilmektedir (Michael, 2008).

Pirolidin tiirevli bilesiklerin bobrek kanseri hiicreleri (Morais, Pat, Gobe, Johnson ve Healy,
2006) ve vaskiiler diiz kas hiicreleri iizerine antiproliferatif etkileri oldugu bildirilmistir
(Cifarelli ve digerleri, 2008). Bu bilesiklerin, bobrek karsinom hiicrelerinde apoptozu
arttiran etkileri de gosterilmistir (Morais ve digerleri, 2006; Riera, Afonso, Collin ve Lomri,
2015). Kim, Mahidara ve Seolo (2001)’in ¢alismasinda; pirolidin tiirevli bilesigin bir
mekanizma araciliiyla DNA transkripsiyon faktoriine 1s1 sok faktoriiniin (HSF1)
baglanmasinmi indiikledigi bilinmektedir. Pirolidin ve ditiyokarbamat kombinasyonu olan
pirolidin ditiyokarbamat (PDTC), antioksidan, metal selatlayic1 ve giiclii NF-xB (Niikleer
Faktor kappa B) onleyici ozellikleri bilinen tiyol igeren sentetik bilesiklerdir (ilbey ve
digerleri, 2009). Ayrica PDTC’nin paradoksik pro-oksidan aktivite gosterdigi calismalar
bulunmaktadir (Chinery ve digerleri, 1997). Son zamanlarda PDTC potansiyel bir anti
kanser ajan olarak arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir ve in vitro arastirmalarda, birgok
kanser hiicresine kars1 sitotoksik etki olusturdugu gozlenmistir (Chinery ve digerleri, 1997;

Liu, Liu ve Zhang, 2008; Liu, Wang, Guo, Teng ve Yu, 2014).

Izoindol tiirevleri HIV-1 (insan immiin yetmezlik viriisii-1) revers transkriptazin inhibitdrii
olarak farmokolojik 6zellige sahiptirler (Enders, Braig ve Raabe, 2001). Piperidin tiirevli
izoindol halkas1 iceren bilesiklerin HT-29, K562 ve HepG2 hiicre hatlar1 {izerine
sitotoksisitesi calisilmis ve ozellikle HepG2 hiicre hatlar1 {izerine anti tiimor etkileri

saptanmigtir (Liu ve digerleri, 2014).



2.2. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz biiylime egilimini ve anormal yayilimini tanimlamak igin
kullanilan bir terimdir (Dunlop ve Campbell, 2000; Hanahan ve Weinberg, 2011; Sarkar ve
digerleri, 2013; Lopez-Lézaro, 2018) (Resim 2.2).

Normal hiicre gogalmasa Kanser hticresi ve gogalmasi
Kanserogenle kargilagmig,
omril bitmemesine kargin
anormallesmis hiicre
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Resim 2.2. Normal ve kanserli hiicre ¢cogalma mekanizmasi
(https://dogalbitkiselorganiksaglik.blogspot.com.tr/2015/10/kanserhakkndahersey.html)

Hipokrat (M.O. 460-377) organizmada iyilesme gostermeyen yeni yapilanmalari
tanimlamak igin ilk defa “Kanser” terimini kullanmistir. Hipokrat; kanseri viicut ylizeyinde
olusan, farkl karakterde, kirmizi, yavas bir sekilde biiyiiyen sislikler olarak bildirmistir ve
“Carcinos” ve / veya “Carcinoma” olarak adlandirmistir. Galen (M.S. 2. ylizyil) ise bu
sekildeki yapilarin goriiniimlerini yengece benzetmesi nedeniyle latince de yenge¢ anlamina
gelen “cancer” ismini vermistir (Resim 2.3). Tiirk tip tarihinde Tarsuslu Osman Hayri
Efendi’nin “Kenz iis-sihhat {il-ebdaniye” (1298) adl1 eserinde findik biiyiikliigiindeki, agril
ve etrafi damarli bir olusumu ifade etmek i¢in kanser terimi “seratan” olarak tanimlanmistir

(Atici, 2007; Gedikli, 2013).
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Resim 2.3. Kanser hiicresi (http://www.dailymail.co.uk/health/article-2402396/Monster-
inside-body-How-does-single-rogue-cell-turn-deadly-cancer.html)



Canlilarin temel yapi tast olan hiicreler, enzimler, hormonlar ve uyaranlarin etkisiyle,
homeostatik denge igerisinde biiyiir, boliiniir, yaslanir ve dliirler. Kanser hiicreleri ise ¢esitli
etkenlerle degisime ugrayarak diizensiz ve kontrolsiiz bir sekilde siirekli olarak biiylimeye
ve boliinmeye devam ederler (Topal, Oter ve Korkmaz, 2009; Oncel, 2012) (Resim 2.4).
Kanser bir genom hastaligi olup, temel sorunu DNA’da yap1 degisikligiyle baslayan siirecte

kontrolsiiz ¢cogalmasidir (Matsumoto, Shimizu, Takai ve Marusawa, 2015).

Mormal Hicre Kanserli Hicre

Resim 2.4. Normal ve kanser hiicresi arasindaki farklar
(http://www.primadonastems.com/wpcontent/uploads/2016/02/The Difference Between
Normal And Cancer Cells.jpg)

Kontrolsiiz ¢ogalan hiicreler kan ve lenf yoluyla primer lokalizasyonlar1 digina da sigrayarak
(metastaz) viicudun bagska yerlerinde siirekli biiyiimeye devam ederek yasamsal
fonksiyonlar1 tehdit etmeye baslamaktadir. Kanser hiicrelerinde yapisal ve islevsel
farkliliklar meydana gelmektedir. Hiicreler normalde gergeklestirdikleri fonksiyonlar1 ve

islevleri yapamazlar veya yeni fonksiyonlar olustururlar (Paduch, 2016) (Resim 2.5).
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Resim 2.5. Kanser metastaz olusumu (http://www.cancerhelpline.in/how-cancer-grows)

Metastaz ve anjiyogenez yaparak kan ve lenf yoluyla diger dokulara ve organlara tasinan
kanser hiicreleri, birbirine yapismayan (nonadherent), gelen sinyallere yanit vermeyen,

ozellesmeyen ve apoptoz yetenegini kaybeden bir yapiya sahiptir (Aslan, 2010) (Resim 2.6).



Normal Anormal Anormal Hiicre Kitii huylu veva
Hiicreler Hiicreler Cogalmas1 yayilabilen
Eanser

Resim 2.6. Tiimo6r olusumu (http://www.cancerhelpline.in/how-cancer-grows)

Kanser, % 22'lik oranla diinyada ve iilkemizde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci
o6liim nedeni olarak bildirilmektedir (Soylu, 2014). Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO; World
Health Organization) 2020 verilerine gore; 2040 yilinda yaklasik 30 milyon insanin kansere
yakalanacag1 ve her 6 kisiden birinin kanser nedeniyle yasamini yitirecegi rapor edilmistir.
2018 verilerine gore; kadinlarda % 24,2’lik oranla meme kanseri ve % 9,5’luk oranla kolon
kanseri ilk siralarda yer alirken, erkeklerde meme kanseri % 1°lik oranla nadir goriilmektedir

ve kolon kanseri % 10,9°luk oranla {igiincii sirada yer almaktadir (WHO, 2020) (Resim 2.7).
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Resim 2.7. Diinyada kadinlara ve erkelere ait 2020 kanser istatistikleri (WHO, 2020)

2.2.1. Meme kanseri

Meme kanseri kadinlar arasinda en yaygin goriilen ve 6zellikle Asyalilarda en sik rastlanan
kanser tiirtidiir (Polyak, 2007; Libson ve Lippman, 2014). Diinya ¢apinda, tiim kanserlerin
yaklagik dortte birini olusturur. Diinya ¢apinda kadinlarda ve bati yasam tarzina sahip
gelismis iilkelerde goriilen kanserlerin yaklasik % 25'ini olusturan ciddi bir saglik sorunudur
(Toriola, 2013; Becker, 2015; Baldassarre ve Belletti, 2016; WHO, 2020). Meme kanseri
yonetimi i¢in cerrahi, radyasyon tedavisi, endokrin tedavisi ve kemoterapi gibi cesitli
yaklagimlar kullanilmaktadir (Lukaszewicz, Wtorek, Bujnowski ve Skokowski, 2010;
Libson ve Lippman, 2017).

2012'deki Diinya Saglik Orgiitii raporuna gore, 2030'a kadar, kiiresel meme kanseri
insidansinin artmasi1 ongoriilmektedir (Bray, Jemal, Grey, Ferlay ve Forman, 2012). Meme
kanserinin dort asamasi vardir: En erken durumdaki kanser, asama 0 (yerinde karsinom)
olarak adlandirilir ve asama I'den IV'e kadar degisir. Evre IV, hastaligin en agresif evresidir.
Daha yiiksek bir asama daha gelismis bir metastatik kanser anlamina gelir. Baz1 agsamalar
ayrica A, B ve C olarak adlandirilan alt asamalara ayrilir. Erken tespit edildiginde (yani

asama I, lokalize meme kanserti), 5 yillik sagkalim orani1 % 100'diir. Kanserin diger organlara



yayilmas1 yaygindir. Meme kanseri tipik olarak akcigerlere, kemiklere, karacigere veya
beyine yayilir (DeSantis, Siegel ve Jemal, 2014). Meme kanseri 6zellikle siit iiretiminden
sorumlu lobiiller ve kanallar da ki meme dokusunda malign bir timor gelistiginde ortaya
cikar (Klevos ve digerleri, 2017) (Resim 2.8). Cogu hastada meme kanserinin kesin nedeni
belirsizligini korumaktadir, ancak gelisimi yaslanma, aile Oykiisii, obezite, alkol tiiketimi,
Ostrojen maruziyeti ve duyarlilik genlerinin, 6zellikle BRCA1 (meme kanseri duyarliligi
geni 1) ve BRCA2 (meme kanseri duyarlilig1 geni 2)'nin kalitim1 gibi ¢esitli risk faktorleri
ile iligkilidir. Uzun siireli 0strojen maruziyeti, erken adet, ge¢ menopoz, dogurmamaislik ve
hormon replasman tedavisi dahil eksojen Ostrojen maruziyetinden kaynaklanabilmektedir
(Klevos ve digerleri, 2017; Lee ve digerleri, 2017). Meme tiimorleri, olaylar dizisinin yeterince
anlasilmadigi ¢oklu gen degisikliklerinin tiim ayirt edici 6zelliklerini tasir. Meme kanseri
hiicrelerinin genomu genel olarak kararsizdir ve ¢gogunlukla kromozom instabilitesi olarak

smiflandirilir (Ingvarsson, 2004).
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Resim 2.8. Meme Kanser anatomisi (https://www.drozdogan.com/meme-kanseri-
belirtileri-evreleri-ve-tedavisi/)

Meme kanseri vakalarinin yaklasik % 5-10'unun kalitsal oldugu diisiiniilmektedir (Paveli¢
ve Gall-Troselj, 2001; Suter ve Marcum, 2007). Kalitsal meme kanseri sendromu, p53
(timor protein 53), ATM (ataksi telanjiektazi mutasyonu), PTEN (fosfataz ve tensin
homologu), DNA uyusmazligi onarim proteinleri (MSH2, MLH1, PMS1, PMS2, MSH3,
MSH6), BRCA1 ve BRCA2 gibi ¢esitli duyarlilik genlerindeki genetik degisiklikleri igerir
(Paveli¢ ve Gall-Troselj, 2001). Kanserin somatik veya germinal hiicrelerde sporadik
ve/veya kalitsal genetik mutasyonlarin sonucu oldugu belirtilmektedir (Edler ve Kopp-

Schneider, 2005; Schulz 2006; Wunderlich, 2007). Bu mutasyonlar, hiicre biiylimesi ve
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cogalmasindan sorumlu olan MAPK (mitojenle aktiflestirilen protein kinaz), RB/E2F
(Retinoblastoma protein/ E2 transkripsiyon faktorii), P13K/AKT/mTOR (Fosfosinositid 3-
kinazlar/Protein kinas B/Rapamisinin memeli hedefi) ve p53 yollarini i¢eren bir dizi hiicresel

yolu etkilemektedir (Vogelstein ve Kinzler, 2004; Schulz 2006; Suter ve Marcum, 2007).

Malign meme kanseri, hiicre biiylimesini ve proliferasyonunu yoneten genlerde
degisikliklerin meydana geldigi karmasik molekiiler bir hastaliktir (Sledge ve Miller, 2003;
Ingvarsson, 2004). Meme kanserinin baskin sekli, baslangigta mutasyona ugramis
onkogenlerin kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasia yol agtig1 sporadik niteliktedir (Kenemans,
Verstraeten ve Verheijen, 2004). Daha sonra, 6zellikle tiimor baskilayici genlerde (TSG)
diger genetik mutasyonlarin maligniteye yol actig1 diisiiniilmektedir (Suter ve Marcum,

2007).

Meme kanserinin gelisiminde sadece genetik degil ayn1 zamanda epigenetik olaylar da
onemli olabilmektedir. Kanser hiicreleri genellikle transkripsiyonel olarak baskici kromatin
olusumuna sikica bagli olan gen promotor bolgelerinin anormal bir metilasyonunu gosterir.
Bu fenomen, gen fonksiyonunun kaybi ile iliskilidir. Bu tiir epigenetik siirecler, alternatif
olarak tlimor duyarlilik genlerinin mutasyonlarina neden olurlar ve DNA onarim genlerinin

inaktivasyonu ile genetik degisikliklerle sonuglanirlar (Paveli¢ ve Gall-Troselj, 2001).

2.2.2. Kolon kanseri

Kolon kanseri, ekonomik olarak “gelismis” popiilasyonlarin bir hastaligidir. Avrupa'da
kolon kanseri hem erkeklerde hem de kadinlarda en sik goriilen kanser tiirlerindendir
(Labianca ve digerleri, 2004; Bogaert ve Prenen, 2014; Tariq ve Ghias, 2016; Granados-
Romero ve digerleri, 2017). Tiim malign tiimorlerin % 13'inii temsil eden gastrointestinal
sistemdeki en yaygin malign kanseridir (Granados-Romero ve digerleri, 2017) 2000 yilinda
tahmini 225.000 Avrupa’da kolon kanseri vakas1t meydana gelmistir ve yetiskinlerdeki tiim
habis tiimorlerin % 8'ini olusturmustur. Erkeklerde goriilme siklig1 kadinlardan yaklasik %

50 daha fazladir (Labianca ve digerleri, 2004).

Kolon kanseri, sigara kullanimi, fiziksel hareketsizlik, obezite, kirmizi islenmis et ve asiri
alkol tiiketimi gibi birgok risk faktorii nedeniyle hizla artan oranlara sahiptir ve 65-74 yas

aras1 kisilerde yaygin bir hastaliktir. (Jemal ve Bray, 2011; Birsu Cincin ve digerleri, 2015).
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Bununla birlikte, kanser genc hastalarda da, obezite, hareketsiz yasam tarzi, kotii beslenme
aliskanliklari (yag ve proteinlerde yliksek) ve sigara igme gibi risk faktorleri nedeniyle daha
sik teshis edilmektedir (Granados-Romero ve digerleri, 2017). Yiiksek alkol tiiketimi de

kolon kanseri riskini artirmaktadir (Labianca ve digerleri, 2004).

Baz1 epidemiyolojik ¢aligmalar et alimmi ve kolon kanseri riskini incelemistir. Kanitlar,
kirmizi etin ve islenmis etin kolon kanseri riskini artirdigini gostermektedir (Labianca ve
digerleri, 2004). Beslenme, kolon kanseri etiyolojisinde simdiye kadar belirlenen en 6nemli
ekzojen faktordiir. Kolon kanserlerin % 70'inin beslenme miidahalesi ile onlenebilecegi
tahmin edilmektedir (Stewart ve Kleihus, 2003). Sebzelerden zengin diyetlerin kolon
kanserine kars1 koruduguna dair kanitlar 6nemlidir ve gidalardan toplam lif aliminin yaklagik
iki katina ¢ikarilmasi kolon kanser riskini % 40 oraninda azaltabilmektedir. Ayrica fiziksel
aktivitenin, Omiir boyu kolon kanseri riskini azalttifina dair kanitlar bulunmaktadir

(Labianca ve digerleri, 2004).

Kolon kanseri hastalarinin % 10'undan daha azinda, gercek bir kalitsal yatkinlik vardir.
Bununla birlikte, kolon kanseri vakalarinin ¢ogu, aile Oykiisii veya genetik yatkinlig
olmayan sporadik temellidir (Stewart ve Kleihus, 2003; Labianca ve digerleri, 2004; Al-
Sohaily, Biankin, Leong, Kohonen-Corish ve Warusavitarne, 2012; Bogaert ve Prenen,
2014). Sporadik kolon kanserinin % 80'inde mevcut olan adenomun gelisimi kromozomal
instabilitenin bir yolu olarak bilinmektedir ve sporadik kanserin % 20'sinde ve kalitsal
kolorektal kanserin % 80'inde esas olarak APC % 60 (adenomat6z polipozis coli), p53 % 70,
DCC % 70 (kolorektal kanserde silinen bolge), KRAS % 40 (Kirsten si¢can sarkomu viral
onkogen homologu) ve BAX % 50 (BCL2 liskili X) oraninda bulunmaktadir (Granados-

Romero ve digerleri, 2017)

Kolon kanseri, uzun yillar boyunca kolonositlerin klonlarinda meydana gelen diizensiz
mutasyonlarin ve diger genetik olaylarin birikmesinin bir sonucu olarak meydana
gelmektedir (Church ve digerleri, 2016) (Resim 2.9). Kolon adenokarsinom geligimi,
gastrointestinal 6zellikte epitelyal hiicreler, spesifik onkogenler ve/veya tiimor baskilayici
genlerde sirali genetik ve epigenetik mutasyonlar kazanarak kanser baslangicina,
ilerlemesine ve metastazina neden olmaktadir (De Rosa ve digerleri, 2015; Tariq ve Ghias,

2016).
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Resim 2.9. Kolon Kanser anatomisi (https:/flashresim.com/blog/saglik/kolon-kanseri-
belirtileri-ve-tedavisi/)

Kolon kanserine, DNA'daki mutasyon hatalari, baskilayici tiimor genlerinin transkripsiyonel
olarak susturulmasi, hiicre dongiisiiniin kontroliinde yer alan genler, onarim ve apoptoz veya
baskilayic1 gen tiimorlerindeki mutasyonlarla iligkili genetik, sporadik veya kalitsal
olmayan faktorler neden olabilmektedir. APC, DCC, BRAF (v-Raf murin sarkomu viral
onkogen homolog B), PIK3CA (Fosfatidilinositol-4,5-Bisfosfat 3-Kinaz Katalitik Alt Unite
Alfa), AKT ve TP53 gibi veya KRAS ve CTNNBI (katenin beta 1) gibi onkogenlerin varligs,
ayrica kromozomal anomaliler, gen mutasyonlari, proliferasyon, farklilasma, apoptoz ve
anjiyogenez iceren epigenetik degisiklikler ile birlikte EGFR17 yoluyla tedaviye yaniti
ongoren biyobelirtecler olarak kabul edilmektedir (Martin ve digerleri, 2010; Poulogiannis,

Frayling ve Arends, 2010; Granados-Romero ve digerleri, 2017; Wong ve Xie, 2017).

Son birka¢ yildir, kolon kanserinin ¢ok heterojen bir hastalik olduguna ve tiimoriin
molekiiler ve genetik 6zelliklerinin prognozu ve hedefe yonelik tedaviye yanit verdigine dair
daha fazla kanit bulunmaktadir (Bogaert ve Prenen, 2014). Kanser Genom Atlasi, 2012°de;
kolon kanserinde genomik degisikliklerin kesfedilmesi i¢in bir¢ok ¢aba harcanmistir ve son
zamanlarda ekzon sekansi, DNA kopya numarasi, promotor metilasyonu, mRNA ve
microRNA ekspresyonunu analiz ederek 276 kolon kanseri Ornegindeki somatik
degisiklikler bildirilmistir (Cancer Genome Atlas Research Network, 2012; Bogaert ve
Prenen, 2014).
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Apoptotik fonksiyondaki anormallikler kolon kanserin patogenezine, kismen kanser
hiicrelerini 6ldiirerek hareket eden kemoterapoétik ilaglara ve radyoterapi direncine katkida
bulunmaktadir. Kolon epitel hiicreleri, kripta denilen kolon duvarina derin invajinasyonlarla
yapilandirilmaktadir. Bu hiicreler, kript’in tabaninda bulunan kok hiicrelerden
kaynaklanmaktadir. Kok hiicreler asimetrik olarak boliinmekte, 6zellikle habis bir klon
haline gelebilecek mutasyonlar gelistirmeye karsi savunmasizdir ve bu olasiliga kars

koymak i¢in hiicreler apoptoza oldukca yatkindir (Watson, 2004).

2.3. Kanser Hiicrelerinin Genel Ozellikleri

2.3.1. Klonal orijin

Cogu kanser hiicresi tek bir anormal hiicreden, bazi kanserler ise birden fazla sayida malign
klonlardan olusmaktadir. Bu klonlar ya bir saha hasar1 sonucu (dokunun birden fazla sayida
hiicresinin karsinojene maruz kalmasi) ya da bazi genlerdeki kalitimsal hasarlar sonucu

olusurlar (Dennis, Vass, Wit, Keith ve Oien, 2002) (Resim 2.10).

w3 Metastaz

Hiicre Tel anormal hiicre Kontrolsiiz
(klonal orijin) proliferasyon

Tiimir kitlesi

Resim 2.10. Kanser ve klonol orijin (Aiyengar, Chiranjeevi ve Rani, 2017)

Timorlerin kdkenleri, bir hiicreden veya birgok hiicreden olussa da, deneysel onkologlar i¢in
oldukca dikkat ¢ekicidir. Son yillarda tiimdrlerin ve onlarin 6nciillerinin klonal orijinleri
hakkinda temelde yeni molekiiler tekniklerin erisilebilirligi ile ger¢ek bir bilgi patlamasi
olmustur. Kanserler, doku ekosistemlerinin farklilagan goriintiileri iginde tekrarlayan bir
klonal genisleme, genetik cesitlendirme ve klonal sec¢im stireci ile gelismektedir. Kanserler,
farkli koken ve mutasyon spektrumlari ile karakterize edilen sira dis1 siniflarda, cinslerde ve
tiirlerde bulunmaktadir. Bu nedenle her kanser bireysel olarak essizdir. Kanserler degisken
zaman dilimlerinde (~ 1-50 yas) gelismekte ve herhangi bir hastada klonal yap1, genotip ve

fenotip zamanla degismektedir. Es zamanli olarak herhangi bir kanser, Ortiisen veya farkli
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doku habitatlarin1 isgal eden ¢ok sayida farkli sub-klonal kanser tiirleridir (Iannaccone,

Weinberg ve Deamant, 1987; Greaves ve Maley, 2012).

2.3.2.immortalite

Oliimsiizliik (immortalite), kanserlerin ortak bir dzelligidir. Mevcut kanser arastirmacilart
ve biyoloji ders kitaplari, 6liimsiizliigiin “kanserin ayirt edici 6zelliklerinden™ biri oldugunu
bildirmektedir (Hanahan ve Weinberg, 2000; Alberts ve digerleri, 2008; Lodish ve digerleri,
2008). Oliimsiizliik kanserlerin ortak bir 6zelligidir, ancak kokeni ve amaci hala belirsizlik
gostermektedir. Kanserler normal hiicrelerden rastgele karyotipik yeniden diizenlemeler ve
kansere 6zgii secilim ile tUretilmektedir. Bu tiir diizenlemeler de mitoz genleri diizensiz
oldugundan, kanser karyotipleri kendiliginden degismekle birlikte, spesifiklik i¢in klonal
secimlerle de siirekli olarak dengelenmektedir. immortalite ve tiimdrojenisite, tam olarak
bireysel klonal, degisken karyotiplerle eszamanli olarak ve telomeraz yoklugunda ortaya
cikmaktadir. Boylece klonal ve degisken karyotiplerin kanserlerin oliimsiizligiint

olusturdugu sonucuna varilmaktadir (Duesberg ve McCormack, 2013).

Viicuttaki normal hiicrelerin ¢ogunda bdliinme sayisi sinirhidir. Kanser hiicreleri ise limitsiz
cogalirlar (boliiniirler) ve sinirsiz sayida hiicre olusturmaktadir. Kromozom ug yapilarina ait
telomerler immortalite mekanizmasi1 olarak da bilinmektedir. Hiicre diferansiye (kok
hiicreden tamamen farklilasmis) olurken, bir¢ok normal hiicrede telomerler zamanla
kisalmaktadir. Fakat kanser hiicrelerindeki ve kok hiicrelerindeki telomerler telomeraz
enziminin aktivitesiyle slirekli yenilenmektedirler. Telomeraz enzimi hiicreler farklilagirken
telomer programinin yapist geregi azalmaktadir. Tamamen diferansiye olmus bir hiicre
istirahat (senescent) durumuna gectiginde ise ¢ogalma kapasitesini yitirmektedir. Ama
kanser hiicrelerinde telomeraz enzimi etkinligini slirdiirmeye devam etmektedir veya enzim
aktive edilmektedir. Kanser hiicrelerinde telomerlerin uzunlugu sabit kalmaktadir ve
hiicreler sinirsiz sayida ¢ogalarak oliimsiizlesmektedir (Dennis ve digerleri, 2002) (Resim

2.11).
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Resim 2.11. Kanser ve immortalite (Lun ve digerleri, 2015)

2.3.3.Genetik instabilite

Genomik instabiliteye, kanserin ayirt edici Ozelliklerini olusturmaya yardimci olan
"kolaylastirict bir 6zellik" denilmektedir (Hanahan ve Weinberg, 2000; 2011). Kanser
hiicreleri binlerce mutasyon gecirmektedir. Kanser hiicreleri tiim kromozom segmentlerini
kaybetseler bile kazanglidirlar. Ciinkii kanser hiicrelerinin genomlariin ¢ogunun somatik
kopya sayisinin degistigi durumlarda bile, bu hiicreler gelismeye devam etmektedirler
(Andor, Maley ve Ji, 2016). Genomik biitiinliikteki degisiklikler gen dozajiyla sinirli oldugu
siirece, genellikle hiicre seviyesinde tolere edilebilirler (Gerstein ve Otto, 2009; Fehrmann
ve digerleri, 2015), ancak genomik instabilite artmaya devam ettiginde, hiicrede genomik

degisikliklerin sonuglar1 6liimciil bir seviyeye ulasmaktadir (Andor ve digerleri, 2017).

Genomik instabilite, hem kanser baslangicinda hem de ilerlemesinde kritik roller
oynamaktadir. Bu kararsizlik, basit deoksiriboniikleik asit (DNA) sekans degisikliklerinden
kromozomal seviyedeki yapisal ve sayisal anormalliklere kadar genetik olarak cesitli
seviyelerde kendini gosterebilmektedir (Ferguson ve digerleri, 2015; Wu, Zhu, Thompson
ve Hannun, 2018). Genetik anormallikler DNA tamirindeki veya DNA yanlis
eslesmelerindeki (mismatche) kusurlardan dolayidir ve kanser hiicrelerinin heterojen yapi1
olusturmasina yol a¢maktadir. Bu durum kanser hiicrelerinin proliferasyon kontrol
mekanizmalarindan kagarak klonlar olusturmasina neden olmaktadir. Klonlar ise yabanci
ortamlarda yasama yetenegi kazanmaya ve metastaz olusturmaya baglamaktadir (Dennis ve

digerleri, 2002) (Resim 2.12).
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Resim 2.12. Kanser ve genetik (https://www.nipd.com/products/oncology/presentia/)

Diinya ¢apinda tiim kanserlerin % 4'ii genetik materyalden dolay1 belirli kanserleri gelistirme
riski gostermektedir (Stewart ve Kleihues, 2003). Baz1 durumlarda, spesifik bir gen
mutasyonu, olaganiistii derecede yiiksek bir kanser riski anlamina gelebilmektedir. Ornegin,
BRCA1 geninde belirli mutasyonlari olan kadinlarin, yasamlarinin yaklasik % 70'inde meme
veya yumurtalik kanseri gelistirme riski bulunmaktadir. Neyse ki, bu tiir yiiksek ihtimale
sahip mutasyonlar popiilasyonda nadir goriilmektedir. Fakat tek gen kusurlarinin neden

oldugu yaklasik 20 kanser sendromu da bilinmektedir (Sloan ve Gelband, 2007).

Meme kanseri riskinde rol oynadigi bilinen genetik faktorler yaklasik 30 gen icermektedir.
Bunlar arasinda yiiksek penetrasyona sahip erken baslangicli BRCA1 ve BRCA2 meme
kanseri genleri ve daha 1limli penetrasyona sahip nadir genler bulunmaktadir (Collins ve
Politopoulos, 2011). Yaygin kanserlerin epidemiyolojisi, birgok malignitenin ailelerde
goriilme egilimini desteklemektedir. Aile dykiisii, prostat kanseri i¢in bir risk faktorii olarak
kapsamli bir gekilde incelenmistir (Hanahan ve Weinberg, 2000; Hemminki ve Czene, 2002)
Aile Oykiisii bulunan hastalarda benzer sekilde meme kanseri ve kolon kanseri gibi yaygin
maligniteler icin risk faktorii de olusturmaktadir (Fuchs ve digerleri, 1994; Pomerantz ve

Freedman, 2011).
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Kanser profilleri ve insidans (yeni olgu sayis1) hizlari, gelismislik diizeyi yiiksek tilkelerde
az gelismis {lilkelere oranla daha diisiik seviyeler gostermektedir. Gelismis iilkelerde
kadinlarda meme ve kolorektal kanseri goriiliirken erkeklerde akciger ve prostat kanseri
goriilmektedir. Az gelismis tilkelerde ise kadinlarda meme ve serviks kanseri sik goriiliirken
erkeklerde akciger, mide ve karaciger kanseri daha sik goriilmektedir. Tiirkiye’de kadinlarda
meme ve kolorektal kanserleri goriiliirken erkeklerde akciger ve mesane kanserleri daha

siklikla tespit edilmistir (Gedikli, 2013).

2.3.4.Kontakt inhibisyonu

Kiiltiir ortaminda biiyiitiillen ve ¢ogaltilan normal hiicreler, yapistig1 alt tabakaya
tutunamazlarsa boliinemezler. Normal hiicreler biiyiimeye, cogalmaya basladiklarinda ve
tiim ylizeyi tek tabaka halinde (monolayer) kapladiklarinda (konfluent hale geldiklerinde)
boliinme 6zelliklerini kaybetmektedirler. Ayrica besiyerleri icerisinde biiyiime faktorleri ve
besin elemanlari (niitrientleri) gibi boliinmeleri i¢in gerekli tiim ihtiyaglart mevcut olsa bile
boliinemezler. Kanser hiicrelerinde ise durum farklidir. Bir besiyeri icerisinde alt tabakaya
yapismaya gereksinim duymadan bagimsiz olarak bdliinmeye devam edebilirler. Hatta hiicre
kiiltiirii ortaminda birden fazla tabaka olugsa bile ¢ogalmaya devam edebilirler (Dennis ve

digerleri, 2002).

2.3.5.Proliferasyonun devamh artisi

Sinirsiz proliferasyon 6zelligi kiiltiir ortamindaki kanser hiicrelerinin bir 6zelligidir. Kanser
hiicreleri biiylimek ve c¢ogalmak icin gerekli besin faktorlerini tiikketmelerine ragmen
bliylimeye devam etmektedirler. Bu durum kiiltiir ortaminda kendi kendilerini 6ldiirene

kadar devam edebilmektedir (Dennis ve digerleri, 2002; Wu ve digerleri, 2018).

2.3.6.Metastaz

Metastaz, kanser hiicrelerinin birincil tiimdrden cevre dokulara ve uzak organlara
yayilmasint igerir, bu durum kanser morbidite ve mortalitesinin birincil nedenidir (Hanahan
ve Weinberg, 2000; Chambers, Groom ve MacDonald, 2002; Fidler, 2003; Welch, 2006;
Bacac, 2008; Lazebnik, 2010; Tarin, 2011). Metastatik kaskadin tamamlanmasi i¢in, kanser

hiicrelerinin primer tiimorden ayrilmasi, dolasim ve lenfatik sistemlere dahil olmasi,
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bagisiklik saldirisindan kaginmasi, uzak kilcal damarlara da dahil olmasi, uzak organlari da
istila etmesi ve ¢ogalmasi gerekmektedir. Kanser metastazinin kokenini agiklamak igin
cesitli hipotezler gelistirilmistir. Bunlar epitelyal mezenkimal gecisi, kok hiicrelerde
mutasyon birikimini ve makrofaj kolaylastirict siirecleri icermektedir. Ayrica metastatik
hiicreler, anjiyogenez, proliferasyonu kolaylastiran, makroskobik ve habis sekonder
tiimorler ile sonuglanan bir mikro ortam olusturmaktadir (Seyfried ve Huysentruyt, 2013)
(Resim 2.13). Metastazin kanserlerin yaklasik % 90'inda goriildiigii tahmin edilmektedir
(Chaffer ve Weinberg, 2011). Bu tahmin 50 yildan fazla bir siire i¢inde ¢ok az de§ismistir
(Chambers ve digerleri, 2002; Fidler, 2003; Welch, 2006; Dufty, McGowan ve Gallagher,
2008; Tarin, 2011). Her ne kadar sistemik metastaz kanser 6liimlerinin yaklasik % 90'indan
sorumlu olsa da, kanser arastirmalarinin ¢ogu in vivo durumda metastaz icermemektedir
(Lazebnik, 2010; Seyfried, 2012; Seyfried ve Huysentruyt, 2013). Metastaz 6zelligi benign
(iyt huylu) tiimorlerde veya normal hiicrelerde bulunmamaktadir. Metastaz siireci,
ekstraselliiler matrikse tutunabilen hiicresel proteinlerdeki anormalliklerinden veya
proteinlerin kaybolmasindan, hiicreler arasi etkilesim (interaksiyon) bozuklugundan,
hiicrelerin bazal membrana tutunmalarindaki anormalliklerden ve metalloproteinaz gibi
enzimlerle (kolejenazlar) bazal membranin yikilmasindan dolay1 gergeklesmektedir.
Sorumlu proteinler kesfedildik¢e ve onlarin mekanizmalari1 aydinlatildikca metastatik siireg

daha iyi anlagilmaktadir (Dennis ve digerleri, 2002).

_ Akciger Karsinoma
b / (Birincil heterojen tiimir)

Kanser Hiicresi

Karaciger

Metastaz |

Kirmuzi Kan
Hiicresi

Resim 2.13. Kanser ve Metastaz (https://www.shutterstock.com/tr/image-vector/primary-
lung-cancers-metastasize-liver-430612987)
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2.4. Kanser ve Hiicre Dongiisii

Normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniisiimii siirecinde bir¢ok mekanizma rol
oynamaktadir ve kanser arastirmalar1 i¢in bu mekanizmalarin nasil meydana geldigini
anlamak normal bir hiicrenin yasamsal dongiisiinii bilmekle miimkiindiir. Hiicre dongiisii,
hiicre igeriginin kopyalanmasini, hiicre boliinmesini igeren ve bu siireclerin tekrar ettigi
olaylar dizisidir. Yasamsal dongii (hiicre siklusu) dinlenme ve boliinme donemi olarak
bilinmektedir. Hiicre dongiisii dort asamaya ayrilmaktadir. Bunlar; dinlenme faz1 (GO),
senteze hazirlik fazi (G1), DNA sentezi fazi (S), hiicrenin kendini boéliinmeye hazirladigi
faz (G2) kromozomlarin ayrildig1 ve hiicrenin boliindiigli mitoz fazi (M)’dir. Bu donemlerin
art arda ve zamaninda baglayabilmesi ve hatasiz bir sekilde yiiriitiilebilmesi i¢in kontrol
gorevi Ustlenmis birgok protein bulunmaktadir (Resim 2.14). Dinlenme fazi, S-fazindaki
genetik materyali ¢ogaltmak i¢in metabolik roliin ve replikasyonun normal seyrinin
saglanmasi ve G2 fazinda meydana gelen mitoz i¢in hazirlamay1 icermektedir. Hiicrede
boliinme dongiisiiniin sik1 kontrolii, genetik bilginin en dogru sekilde aslina uygun olarak
cogaltilmasinin ve mitoz sirasinda bu bilgilerin dogru ayrilmasinin takibi i¢in cok dnemlidir.
Kontrol noktalar1 agirlikli olarak hiicre dongiisiiniin dort asamasinda meydana gelir: Bunlar;
Gl'de, G1 / S gecisinde, G2 / M gegisinde ve metafaz / anafaz gecisindedir. DNA hasar
kontrol noktas1, hasar meydana geldigi sirada hiicre dongiisiiniin durumuna bagli olarak G1,
S veya G2 fazindaki hiicreleri durdurmaktadir. Hiicre dongiisii ilerlemesinin
durdurulmasiyla birlikte, kontrol noktalar1 da gerekli onarim genlerinin uyarilmasini
tetiklemektedir. CDK molekiilleri hiicre dongiisii ilerlemesini diizenlediginden, kinaz
aktivitesinin diizenlenmesinde yer alan genler, hiicre dongiisii durmasina yol acan sinyal
iletim mekanizmasinda yer almaktadir. Hiicre dongiisiliniin durdurulmasi, genetik materyalin
onarimina izin vererek ikincil hatalarin olugsmasini 6nler ve dongiiniin bir sonraki fazina
uygun ilerlemeyi saglamaktadir. Bu kontrolleri ve takibi diizenleyen genler ya proto-
onkogenler ya da tiimor baskilayici genler (TSG; antionkogen) olarak bilinmektedir. Cesitli
nedenlerden dolay1 hiicrenin normal biiyiimesini ve farklilagmasini diizenleyen bu proto-
onkogenler ile timor baskilayici genler arasinda dengenin bozulmasi, hiicrelerdeki DNA
dizilerinde anormalliklere ve kanser olusumuna engel olan proteinlerin sentezinde ise
azalmaya sebep olmaktadir. DNA dizilerinde meydana gelen degisiklikler proto-
onkogenlerin kanser olusumunu baglatan onkogenlere donlismesine ve tiimor olusumunu

engelleyen timor baskilayici genlerin ise inaktif olmasina neden olmaktadir (Collins, Jacks
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ve Pavletich, 1997; Meeran ve Katiyar, 2008; Topal ve digerleri, 2009; Aslan, 2010; Leal-
Esteban ve Fajas, 2020).

’a DNA
Mitoz icin . Sentezi icin G
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Resim 2.14. Hiicre dongiisii kontrol noktalar1
(http://beta.bdbiosciences.com/br/research/apoptosis/analysis)

Hiicre biiylimesi hiicrelerin 6lme hizim1 astiginda kanserin ortaya ciktigi diistiniilmekte,
boylece hiicreler kontrol edilemeyen bir oranda boliinmektedir (Bergman ve Harris, 1997).
Artik  kanser hiicre doOngiisiiniin  diizenlenmesindeki  arizalarin  {irlinii  olarak
tanimlanmaktadir. Normalde oldiiriilen, yarali veya mutasyona ugramis hiicrelerin, hiicre
dongiisii boyunca ilerlemesine izin verilir (Story ve Kodym, 1998). Mutasyonlar ¢ogunlukla
proto-onkogenlerde ve tiimor baskilayict genlerde goriilmektedir. Proto-onkogenler
normalde farkli hiicre cogalmasi seviyelerinde hareket eder, ancak mutasyona ugradiginda
timor biiyiimesini tesvik edebilmektedir. Benzer sekilde, tiimor baskilayici genlerin
mutasyonu, hiicre dongiisii ilerlemesinin inhibisyonunu engelleyerek anormal biliyiimeyi

kolaylastiracaktir (Vermeulen, Van Bockstaele ve Berneman, 2003).

Normal kosullar altinda, biiylime diizenleyici mekanizmalar homeostazi siirdiirmeye
caligmaktadir (McDonnell, Meyn ve Robertson, 1995; Bergman ve Harris, 1997). Bir hiicre
icindeki homeostaz, proliferasyon, biiyiime durmasi ve apoptoz arasindaki denge ile
diizenlenmektedir (Story ve Kodym, 1998). Hiicre biiylimesi ve 6liim arasindaki dengede
bozulma sonucu hiperplazi olusmaktadir ve hiperplazi siireci geri doniisiimliidiir. Fakat
uyaran ¢ikarildiktan sonra, olusan kanser hiicreleri geri dontistimstizdiir. Kanser hiicreleri,

hiicre i¢i sinyal yollarinin mutasyonuna bagli olarak biiylime uyarimindan karakteristik
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olarak bagimsizdir. Bu bagimsizlik, pozitif veya negatif uyarandan bagimsiz olarak hiicre

dongiisiine yeniden girisi kolaylagtirmaktadir (Molinari, 2000).

DNA hasarimi takiben hiicre tahribatinin (apoptotik 6liim) diizenlenmesi, bu nedenle
mutasyona ugramis hiicrelerin ¢cogalmasini 6nlemede 6nemli bir yoldur, bu da kanser dncesi
hiicrelerin ¢ogalmasini 6nemli 6l¢iide artirmaktadir (Harms-Ringdahl, Nicotera ve Radford,
1996). Bircok protein, hiicre dongiisii ve apoptozda ikili bir rol oynar. DNA hasarinin
derecesi ve bu proteinlerin seviyesi hiicre ilerlemesini veya 6liimiinii belirlemektedir. DNA
hasari, hiicre dongiisii kontrol mekanizmalarinin bozulmasina yol acan bazi cevresel
hareketler kaynaklanabilmektedir (Harms-Ringdahl ve digerleri, 1996). Hiicre dongiisii
kontrol noktalari, hiicre biiyiimesini ve gelisimini kontrol eden, karmasik etkilesim agim
diizenleyen mekanizmalardir. Bu kontrol noktalarinin mutasyonu her tiirlii kansere neden

olmaktadir (Vermeulen, Berneman ve Van Bockstaele, 2003).

Biiylime durmasi, DNA onarimi ve apoptozun timor baskilanmasi, potansiyel kanserlerin
gelisiminde kritik yollardir (Bellamy, 1997; Foster, 2008). Tiimor baskilayici bir gen olan
p53, biiyiik bir rol oynadigr i¢in "genom koruyucusu" (Kirsch ve Kastan, 1998) olarak
tanimlanmaistir. p53 mutasyona ugramis hiicrelerin cogalmasina kars1 genomu korumaktadir.
Hiicre dongiisii kontrol noktalarmi takip eden tiimdr baskilayici genlerin mutasyonlari,
hasarl1 hiicrelerin hiicre dongiisii boyunca ilerlemesine izin vererek tiimor hiicrelerinin
gelisimine yol agmaktadir (Foster, 2008; DeVita, Lawrence ve Rosenberg, 2012). Karmasik
onkojenik sinyal aglarinin yakin noktalarinda ve regiilasyonu azaltmada, tiim kanserleri
karakterize eden anormal hiicre ¢ogalmasinin merkezinde yer alan hiicre dongiisii motoru,
kanserde umut verici bir teshis ve terapdtik hedeftir. Insan dokularinda klinik sonug
Olciitlerine sahip hiicre donglisii biyobelirtecleri, giiniimiizde hiicre dongiisiindeki temel
kesiflerin teshis ve terapotik uygulamalara donustiiriilmesinde o6nemli bir kaynak

olusturmaktadir (Williams ve Stoeber, 2012).

2.5. Onkogenler ve Tiimor Baskilayic1 Genler

Normal hiicreleri enfekte edebilen ve tiimor hiicrelerine doniistiirebilen timor viriisleri
iizerinde yapilan ¢aligsmalar, onkogenlerin ilk kesfine yol agmistir. Rous sarkom viriisii ile
iligkili onkogen Srcmin normal tavuk hiicrelerinin genomundan kaynaklandiginin

kesfedilmesi, bir viriis tarafindan aktive edilebilen onkojenik potansiyele sahip bir hiicresel
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genin (proto-onkogen) varligin1 ortaya koymustur. Hiicresel proto-onkogenlerin genetik
degisikliklerinin insan tiimdr olusumunda rol oynadigina dair kanitlar DNA transfeksiyon
deneylerinden kaynaklanmaktadir (Heaney ve Melmed, 2005). Onkogenlerin, proto-
onkogenlerin, tiimor baskilayicilarin ve mutasyon genlerinin kesfi ile karsinogenez
mekanizmalarinin anlagilmasinda énemli ilerleme saglanmistir. Onkogenler hiicresel veya
viral (yani, bir virlis tarafindan hiicreye sokulan) genlerdir. Proto-onkogenler normal
hiicresel genlerdir; onkogenlere doniismeleri, amplifikasyon veya modifikasyon gibi ¢esitli
mekanizmalar yoluyla meydana gelmektedir (Rice, Bryant, Handley ve Hall, 2014). Kanser
hiicreleri, proliferasyonu tetikleyen, biiyiime baskilanmasinin ve apoptoz sinyallerinin
kagmasina izin veren, anjiyogenez, invazyon ve metastazi tesvik eden molekiiler
degisikliklerin edinilmesi nedeniyle malign olmayan dokuda ortaya ¢ikmaktadir (Zhu ve
digerleri, 2015). Bu siire¢ stokastiktir (degisken/rastlantisal), zamanla tiimor farkli genetik
ve epigenetik 6zellikler tasiyan bir grup hiicre olusturarak dinamik bir sekilde gelismeye
devam etmektedir (Stratton, Campbell ve Futreal, 2009). Ortaya ¢ikan heterojenlik, tiimor
evriminin temelidir ve tiimor hiicrelerinin se¢imine yol agmaktadir. Bu hiicreler yeniden
baglanmis sinyal aglar1 ve onkogen bagimliligi ile ortaya ¢ikmaktadir (Cancer Genome Atlas
Research Network, 2014). Kanser hiicrelerinin kontrolsiiz biiyiimesi kismen anormal gen
ekspresyon diizenlenmeleri ile agiklanabilmektedir. Cogu kanser geni, tiimorlerde tipik
davraniglara bagli olarak onkogenler veya timor baskilayicilar olarak karakterize edilirken,
bazi genler ¢ift onkojenik ve tiimor baskilayici fonksiyonlar sergilemektedir (Hopkins ve

Groom, 2002; Zhang ve digerleri, 2014; 2015).

Hiicreleri doniistiirmek i¢in, bilinen bir¢ok onkogen alellerinin sadece birinde aktif bir
mutasyon gerektirirken, timdr baskilayici genler her iki alelde de deaktive edici mutasyonlar
gerektirmektedir. Genetik mutasyonlarin yani sira kanser, kromozomlardaki onkogenlerin
coklu kopyalarmma bagli gen ekspresyonundan, kovalent modifikasyonlardan, gen
promotorlerinin  hiperaktivasyonuna bagli asir1  ekspresyonundan ve epigenetik
rahatsizliklardan da kaynaklanabilmektedir (Brosh ve Rotter, 2009; Wrzeszczynski ve
digerleri, 2011; Rice ve digerleri, 2014; Aguda, del Rosario ve Chan, 2015; Zhu ve digerleri,
2015). Neoplastik doniisiimiin iiriinlerinin hiicre proliferasyonunu negatif olarak diizenleyen
genlerdeki degisiklikleri igerebilecegi diisiincesi, baslangicta hiicre hibrid deneylerinden
elde edilen kanitlardan, ailesel neoplazm calismalarindan ve tiimorlerde alelik heterozisite
de gozlenen kayiplardan kaynaklanmistir. Bu olusuma neden olan genler tiimor baskilayict

genlerdir. Onkogenlere dontistiiriildiigiinde timorleri indiikleyen proto-onkogenlerin aksine,
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tiimor baskilayici genler tiimor hiicrelerinde inaktif veya gecersiz bir allel olarak bulunur.
Tiimdr baskilayict genler normal olarak hiicrelerde ¢ogalmayr baskilarken, bu genlerden
yoksun olan tiimor hiicreleri de malignite ile iliskili kisitlanmamis biiyiime sergilemektedir

(Heaney ve Melmed, 2005).

Onkogenlerin ve tiimdr baskilayicilarin belirlendigi kriterler asagida verilmektedir:
+«»+ Belirli bir veya ¢esitli timor hiicrelerinde istenen bir genin yapisinda ve ekspresyonunda

uygun degisiklikler,

X/
°

Belirli tiimorlerin, istenen genin kalitsal mutasyonlar1 olan gen¢ bireylerde ortaya
cikmasi,

« Transgenik hayvanlarda tiimor oraninin, istenen bir genin aktiflestirilmis bir formunu
ifade eden (onkogenler) veya istenen bir genin nakavt mutasyonlarinin (timor

baskilayicilar) bulunmast,

X/
°e

Kiiltiirlenmis hiicrelerde in vitro olarak morfolojik transformasyona ve/veya sinirsiz
bliyimeye  (onkogenler),  hiicre = bliylimesinin ~ baskilanmasina  ve/veya
transformasyonuna (tiimor baskilayici) neden olma yetenegidir (Kopnin, 2000; Rice ve

digerleri, 2014; Zhu ve digerleri, 2015).

Onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu, kanserde iki ana itici
glictiir (Bowden, Schneider, Domann ve Kulesz-Martin, 1994). Bugiine kadar binden fazla
insan geninin TSG oldugu veya tiimor baskilayict rol oynadigi bildirilmistir (Davoli ve
digerleri, 2013; Zhao ve digerleri, 2016). Kanser Genom Atlasi (TCGA) gibi son
zamanlardaki yiiksek verimli projeler bircok yeni TSG'nin kesfedilmesine yol agmistir
(Davoli ve digerleri,2013). TSG'lerin fonksiyonlari, sinyal yollari, kromatinin yeniden
modellenmesi, DNA hasar ve onarim siirec¢leri de dahil olmak {izere ¢esitli hiicresel siire¢ler
arasinda genis capta bulunmaktadir (Zhao ve digerleri, 2016; Jia ve Zhao, 2019). Son
zamanlarda, onkogenik ve tiimor baskilayici fonksiyonlara sahip genler, Kanser Genom
Atlas (TCGA) veritabani kullanilarak 12 ana kanser tipi olarak tanimlanmistir (Hopkins ve
Groom, 2002). Bir veri madenciligi yaklasimi kullanilarak, arastirmacilar kinazlar (6rn.
BCR, CHEK2, MAP2K4, NTRK3 ve SYK) veya transkripsiyon faktorleri (6rn. BRCAI,
EZH2, NOTCHI1, NOTCH2, STAT3 ve TP53) ile temsil edilen genleri, genomik ve gen
ekspresyon seviyelerinde degerlendirmektedir (Lee ve Muller, 2010; Wrzeszczynski ve
digerleri, 2011; Rice ve digerleri, 2014; Zhu ve digerleri, 2015; Wang, Wu, Rajasekaran ve
Shin, 2018).
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Timor gelisiminde, onkogenler ve tiimdr baskilayicit genler anormal hiicre biiylimesini
tesvik etmek ve siirdiirmek i¢in tamamlayici olarak ¢alisilmaktadir (Morris ve Chan, 2015).
Onkogenler fonksiyon kazanci varyantlar ile kansere neden olurken TSG'ler fonksiyon
kayb1 ile calismaktadir. Birkag iyi bilinen onkogen (6rn. RAS) ve TSG (6rn. TP53) olsa da,
bir genin tiimor etkinlestirme aktivitelerinin tiim kanser tiirleri i¢in ayni olmadigi
anlasilmaktadir (Visvader, 2011; Zhu ve digerleri, 2015; Schaefer ve Serrano, 2016;
Schneider, Schmidt-Supprian, Rad ve Saur, 2017). Farkli kanser tiirlerinde hiicresel iliskili
genlerin fonksiyonel durumu yalnizca tiimdr biyolojisini anlamak i¢in degil, ayn1 zamanda
hedefli tedaviler ve ilag etkilesimi i¢in de kritiktir (Morris ve Chan, 2015; Zhu ve digerleri,
2015; Schneider ve digerleri, 2017; Sleire ve digerleri, 2017; Chandrashekar ve digerleri,
2020).

Proto-onkogenler ve tiimor baskilayici genler; sitokinler, biiylime faktorleri, sinyal
transdiiksiyon molekiilleri, transkripsiyon faktorleri i¢in hiicre yiizey reseptorlerinin
diizenlenmesinde yer alan proteinleri, hiicre dongiisii ve apoptozun epigenetik
diizenleyicilerini kodlamaktadir (Klein, 1988; Heaney ve Melmed, 2005; Rice ve digerleri,
2014; Kavianpour, Ahmadzadeh, Shahrabi ve Saki, 2016). Proto-onkogenler normal hiicre
biiyiimesini ve farklilagmasini diizenlemede 6nemli rol oynarlar ve bugiine kadar 200'den
fazla tamimlanmistir. Proto-onkogenlerin hiicresel fonksiyonlari, zara bagli reseptorler (6rn;
Erb2 ve epidermal biiyiime faktorii reseptorii), hiicre disi ligandlar1 (6rn; V-sis ve trombosit
tiirevli bliylime faktorii), sitoplazmik sinyal transdiiksiyon molekiilleri (6rn; Src, ras ve raf)
veya niikleer mitojenle indiiklenebilir transkripsiyon faktorleri (6rn; Jun, fos, myc) ve
niikleer transkripsiyon faktorleri (6rn; Ostrojen reseptorii-o)’dirler. Insan tiimérleri ile
iliskili bu farkl1 gruplar1 proto-onkogenler kapsamaktadir (Katoh ve Teradal, 1993; Stass ve
Mixson, 1997; Heaney ve Melmed, 2005; Rice ve digerleri, 2014).

Tiimor baskilayici genlerin tanimlanmasi, ailesel kanser calismalari ile biiyiikk olcilide
kolaylastirilmistir. Retinoblastoma yatkinlik geninin (Rb) tanimlanmasi ve izolasyonunda
bu durum en iyi sekilde gosterilmistir (Heaney ve Melmed, 2005; Rice ve digerleri, 2014).

Meme kanserine 6zgili timor baskilayict genler; ERBB2, PI3KCA, MYC, RBI1, BRCAL,
BRCA2, CCNDI1 TP53, PTEN, ATM, CHK2, RUNXI1, RUNX2, RUNX3’dir (Lee ve
Muller, 2010; Aguda ve digerleri, 2015; Wang ve digerleri, 2018). Kolon kanserine 6zgl



25

timor baskilayict genler; KRAS, BRAF, PI3KCA APC, TP53, TGFBRII, CTNNBI,
SMADA4’diir (Aguda ve digerleri, 2015; Qi ve Ding, 2017; Wang ve digerleri, 2018).

TP53, insan kanserinde, 6zellikle akciger tiimorlerinde en yaygin somut mutasyona ugramis
geni temsil eden iyi bilinen bir TSG'dir (Bailey ve digerleri, 2018). Sifrelenmis p53
proteininin klasik fonksiyonlar1 hiicre dongiisii regiilasyonu, DNA onarimu, stresin aracilik
ettigi yaslanma, apoptoz ve anjiyogenezdir. Bu fonksiyonlar esas olarak bir p53 tetramerin
hedef genlerin promotoriine baglanmasiyla meydana gelmektedir (Brosh ve Rotter, 2009).
Bir¢ok kanser tipinde TP53 mutasyonu, lokal ve uzak metastaz olaylari, tedaviye direng ve
sagkalimda azalma gibi kotii prognoz ile iliskilidir (Campling ve El-Deiry, 2003; Rice ve
digerleri, 2014; Zhou, Liu ve Myers, 2016; Wang ve digerleri, 2018). “Genomun
koruyucusu” olarak {in yapmasina ragmen, yakin zamanda yapilan caligmalar TP53
degisikliklerini aktive etmenin kanser gelisimini ve ilerlemesini destekleyebilecegini
gostermistir (Brosh ve Rotter, 2009, Soussi ve Wiman, 2015). Mutasyonun TP53 geni
icindeki yerine bagl olarak, protein yapisi ve DNA baglanma aktivitesi kaybolabilmekte
veya degistirilebilmektedir (Barros-Filho ve digerleri, 2019).

TSG'lerin ¢ogunun aksine, TP53 genellikle silme veya kisalma mutasyonlar: ile inaktive
degildir. Gergekten de, TP53 lokusundaki mutasyonlarin %74'i, insan tiimdrlerindeki
proteinlerde bulunabilen “missense (yanlis anlamli)” noktast mutasyonlaridir (Brosh ve
Rotter, 2009) Aslinda, degistirilmis TP53 baslangicta varsayilan onkojenik 6zelliklere sahip
bir kanser antijeni olarak diisiiniilmiistiir (Brosh ve Rotter, 2009; Rice ve digerleri, 2014;

Zhu ve digerleri, 2015; Wang ve digerleri, 2018; Barros-Filho ve digerleri, 2019).

Tiimor baskilayicilar  (anti-onkogenler, resesif tiimor genleri) hiicresel genlerdir,
inaktivasyonu tiimor olusumu olasiligmi arttinirken, islevlerinin  de8ismesi tiimor
hiicrelerinin biiyiimesini baskilayabilir. Tiimor baskilayicilarla iligkili mutasyon genlerinin
timor hiicrelerinin biliylimesini etkileyemedigine dikkat ¢ekilmektedir. Bununla birlikte,
islevlerindeki bozulma, mutasyonlarin ve/veya diger genetik anormalliklerin oranini
arttirmaktadir. Bu genlerin inaktivasyonu, g¢esitli onkojenik mutasyonlarin ortaya ¢ikma
olasiligini o kadar giiclii bir sekilde arttirir ki, timor olusumu kaginilmaz olarak er ya da geg

ortaya ¢ikmaktadir (Kopnin, 2000; Rice ve digerleri, 2014).

Bazi hiicrelerin asir1 ¢ogalmasi, tiimor olusumu i¢in bir temeldir ve bu nedenle hiicre

dongiislinlin diizenlenmesinde meydana gelen bozulmalar, tiimor hiicrelerinin en bilinen
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belirtileridir. Siral1 sikline bagl kinazlarin aktiviteleri, hiicre dongiisiiniin motorudur. Her
sikline bagiml kinaz (CDK), katalitik aktivitenin olugsmasi icin aktiflestirici alt birimin ve
siklin varligin1 gerektiren holoenzim kompleksinin katalitik bir alt birimidir. CDK
aktivitesinin diizenlenmesi, hiicre dongiisii fazlar1 sirasinda belirli siklinlerin yonlendirilmis
degisiklikleri yoluyla gerceklesir. CDK'nin aktivitesi de fosforilasyon ile diizenlenmektedir
(Kopnin, 2000; Rice ve digerleri, 2014).

Aktif formlarda siklin-CDK, belirli bir fazin calismasini kontrol eden diizenleyici proteinleri
fosforile etmektedir. Bircok onkogen ve tiimor baskilayici gen, bir veya daha fazla siklin-
CDK kompleksini diizenlemektedir. Protein iiriinleri, presentetik faz Gl'in baslangi¢
asamalarindan sorumlu olan sikline bagl kinazlarin aktivitesini (CDK4 ile D1-D3 siklin
kompleksleri veya hiicre tipine bagl olarak CDK6) ve G1'in DNA sentezinin (siklin E-
CDK2) S fazina gecisini arttirmaktadir. Bazi proto-onkogenler ve tiimdr baskilayicilar,
siklin A-CDK2 (CDK1) (DNA replikasyonu i¢in gereklidir) ve siklin B-CDK1 G2 fazinin
mitoza gecisinden sorumlu olan komplekslerin aktivitesini diizenlemektedir. (Kopnin, 2000;
Rice ve digerleri, 2014) (Resim 2.15). Insan hiicrelerinde CDK 1 ailesi simifi p21, p27 ve p57
olmak iizere ii¢ iiye igermektedir (Cuadrado, Gutierrez-Martinez, Swat, Nebreda ve
Fernandez-Capetillo, 2009). p27 proteini bir¢ok yerde fosforile edilmektedir. Bunlar serin
10, treoninler 157, 187, 198 ve tirosinler 74, 88, 89’dur (De Vita, Riccardi, Malanga, Scrima,
De Marco ve Viglietto, 2012).

Tiimor
Baskilay lCllal
Onkugenlﬂ
Cclc2 Cclk1}
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Onkogenler
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Resim 2.15 Onkogenler ve Tiimor baskilayici genlerin hiicre dongiisiine etkisi (Kopnin,

2000)
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Apoptozun kontrol altina alinmasi (programlanmis hiicre 6liimii), onkogenlerin ve timor
baskilayicilarin diizenleyici aktiviteleri i¢in bir baska dnemli noktadir. Apoptoz, spesifik
oldiiriicii ligandlarin reseptor baglanmasi, biiyiime / kurtarma faktorlerinin eksikligi, DNA
ve hiicre iskeleti, hipoksi ve diger olumsuz durumlar gibi ¢esitli sinyallerle
indiiklenebilmektedir. Ayrica substratlarin1 aspartat kalintilarina bdlen bir sistein proteaz

ailesi olan kaspazlarin aktivasyonu ile gergeklestirmektedir (Kopnin, 2000).

Kaspazlarin 3, 6, 7 aktivasyonunun en az iki farkli sinyal yolundan gergeklestirildigi
diisiiniilmektedir (Green, 1998; Nuiez, Benedict, Hu ve Inohara, 1998). Birincisi, adaptor
proteinlerin ve pro-kaspazlarin, 6zellikle prokaspaz 8'in toplanmasiyla sonuglanan 6ldiiriicii
molekiillerin (Fas-ligand, TNF-a, vb.) yoluyla spesifik reseptor baglanmasi ile baglatilmasi
ve aktif kaspaz 8 olusumudur. Kaspazlarin 3, 6, 7 aktivasyonunun alternatif bir
mekanizmasi, AIF (apoptoz indiikleme faktorii) proteaz ve/veya sitokrom C'nin
mitokondriden salinmasi ile aktive edilen kaspaz 9'u icermektedir (Kopnin, 2000) (Resim

2.16).
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Resim 2.16. Onkogenler ve Tiimor baskilayict genlerin Apoptoz mekanizmasina etkisi
(Kopnin, 2000)
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2.6. Telomerler

Kanser genellikle yasa bagli genetik bir hastaliktir, ancak normal hiicreler bir siire boyunca
genomik instabilite biriktiginde ve replikatif 6liimsiizliik kabiliyeti kazandiginda ortaya
cikmaktadir. Art arda hiicre boliinmeleri sirasindaki telomer asinmasi, kromozomal
dengesizligini indiikler ve tiimdér olusumu ile sonuglanabilecek genomik yeniden
diizenlemelere O©nemli Olgiide katkida bulunmaktadir. Kromozomlarin uglarindaki
tekrarlayan (TTAGGG) DNA-protein kompleksleri olan telomerler, kanser hiicrelerinin
hayatta kalmasi i¢in ¢gok dnemlidir. Tiimorlerin biiylik cogunlugu telomeraz adi verilen bir
enzim tarafindan korunmaktadir. Telomer uzunlugunu siirdiirme ve telomeraz
ekspresyonunun altinda yatan mekanizmalar transkripsiyonel, transkripsiyon sonrasi ve
epigenetik diizenlemeyi igermekte ve bu mekanizmalarin derinlemesine anlasilmasi,
hastaligin erken tespiti, hastalik prognozunun belirlenmesi ve terapdtiklerin gelistirilmesi
icin yeni biyobelirtegler ve hedefler saglayabilmektedir (Dahse, Fiedler ve Ernst, 1997;
Aubert ve Lansdorp, 2008; Artandi ve DePinho, 2010; Akincilar, Unal ve Tergaonkar, 2016;
Jafri, Ansari, Alqahtani ve Shay, 2016; Okamoto ve Seimiya, 2019; Olsson, Wapstra ve
Friesen, 2018).

Telomerler kromozom uglarini fiizyondan ve DNA hasar1 bolgeleri olarak taninmasindan
korumaktadir. Progresif hiicre boliinmeleri sirasinda normal somatik hiicrelerdeki
telomerlerin kritik kisalmasiyla ortaya ¢ikan disfonksiyonel telomerler, hiicresel yaslanmay1
tetikleyen DNA hasar tepkilerini ortaya ¢ikarmaktadir. Onkojenik degisiklikler kazanan
hiicreler yaslanmayi atlamakta (uzun Omiir siiresi) ve kritik olarak kisaltilmis g¢oklu
telomerler krizi baslatana kadar boliinmeye devam etmektedir. Kriz donemi genis hiicre
Olimii ile sonuglanmaktadir. Bununla birlikte, baz1 nadir hiicreler krizden kacar ve hiicre
biliylimesini slirdiirmek i¢in kararli fakat genellikle kisaltilmis telomer uzunluklarini korur
ve sonunda malign bir fenotipe ilerlemektedir. Kanser hiicreleri, diger proteinlerle kompleks
olusturan ters transkriptaz aktivitesine sahip bir protein olan telomerazi kodlayan normal
olarak sessiz insan TERT genini (hTERT) aktive ederek ve/veya bir riboniikleoprotein
yapmak icin fonksiyonel bir RNA (hTERT tarafindan da kodlanir) enzim kompleksini
diizenleyerek proliferatif 6limsiizliige ulagmaktadir. Nadiren, telomerlerin (ALT) alternatif
uzatilmasi olarak adlandirilan baska bir DNA rekombinasyon mekanizmasi, yaslanmayi
atlamak i¢in telomer yipranmasini tersine ¢evirmektedir. hTERT genellikle tiim somatik

hiicrelerde susturulmasina ragmen, insan kanserlerinin yaklagik % 90'inda anlamli olarak
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ifade edilmektedir (Dahse ve digerleri, 1997; Artandi ve DePinho, 2010; Shay, 2013;
Blackburn, Epel ve Lin, 2015; Jafrive digerleri, 2016; Olsson ve digerleri, 2018; Okamoto
ve Seimiya, 2019; Savage, 2019) (Resim 2.17).

Normal somatik hiicrelerde bu telomer erozyonu, geri doniistimsiiz hiicre dongiisli durmasini
tetikleyen, replikatif yaslanma veya apoptozu tetikleyen orta derece kisalma ile boliinme
gecmisini izlemek icin hiicre tarafindan kullanilmaktadir (Arora ve Lee, 2014; Robin ve
digerleri, 2014; Cusanelli ve Chartrand, 2015). Devam eden bu proliferasyonun, transforme
edilmis hiicre klonlarinin kontrolsiiz biiyiimesini kisitlayarak ve sonunda kromozomal
instabiliteye yol acan telomerleri dengesizlestirerek uzun émiirlii organizmalarda kanserin
yeniden gelismesini 6nlemek i¢in gelistigi diistiniilmektedir (Ferguson ve digerleri, 2015)

Saglam telomerlerin kromozom stabilize edici rolii (Muller, 1938) ve (McClintock, 1941)
tarafindan yapilan bagimsiz arastirmalardan 1930'larda teshis edilmistir ve yeni ¢aligmalar,
telomer disfonksiyonu ve kromozomal instabilite arasindaki baglanttyr daha da

gliclendirmistir (Wong ve DePinho, 2003; Wright ve Shay, 2005).

A ¥ 5
| T-Loop -
N ]
- =
d Pres ah.
[ TTAGGGTTA-3'
¢ WL | 12 TRF/zj\ A
| . Besss g " 1 . -
WP’« :
Ke AAUCCCAAL-S hTR
0mozom n -

'l ] ! Sablun I

| . Baolgesi

1 ]

1 )
Telosom ! .
Proteinleri g
—
s
i)
[t

Resim 2.17. Kanserde Telomer ve Telomeraz (Jayaraman ve digerleri, 2016)
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2.7. Kanser ve Antioksidanlar

Kanser gelisimini tanimlamak i¢in kullanilan bir terim olan karsinogenez, kontrolsiiz
hiicrelerin baglatilmasi, tesviki ve ilerlemesinden olusan ¢ok asamali bir siirectir.
Karsinogenezi baglatma adiminda, deoksiriboniikleik aside (DNA) zarar verilmektedir.
Hiicreler ¢ogalma ve artis déneminde anormal hiicrelere doniismeye baslamaktadir. Ilerleme
doneminde ise, bu anormal hiicrelerde, malign hiicrelerin olusumuna yol acan baska
degisiklikler meydana gelmektedir (Klaunig ve Kamendulis, 2004; Bennett, Rojas ve
Seefeldt, 2012; Fuchs-Tarlovsky, 2013).

Kanser ilerlemesini azaltmanin 6nerilen yollar1 arasinda, dogal olarak olusan ajanlar1 veya
sentetik maddeleri kullanarak, kanser ilerlemesi baskilanmasi ve oksidatif stresi azaltarak
kanser gelisme riskinin azaltilmasi biiyiik ilgi gormiistiir (Bennett ve digerleri, 2012).
Oksidatif stres, ¢ok sayida bozuklugun ve kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet gibi
patofizyolojik siireglerin patogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Oksidatif stres, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) veya reaktif azot tiirlerinin (RNS) iiretimi ve uzaklastirilmasi
arasindaki dengesizligin sonucudur (Kowluru ve Chan, 2007). ROS veya RNS eksojen ve
endojen kaynaklardan {iretilebilmektedir (Bennett ve digerleri, 2012; Fuchs-Tarlovsky,
2013). Antioksidan savunma mekanizmalar1 arasinda bulunan glutatyon, siiperoksit
dismutaz ve katalaz oksidatif hasara karsi viicudu korumaktadir (Franco, Schoneveld,
Georgakilas ve Panayiotidis, 2008). ROS'un agir1 liretimi, niikleik asitlere, proteinlere veya
lipitlere zarar veren karsinogenez ile iligkilendirilmistir. Karsinogenez sirasinda, DNA
zincirlerinde kopmalar ve anormal DNA baglantilarinin olusumu goézlenmistir (Klaunig ve
Kamendulis, 2004; Valko ve digerleri, 2007; Khan, Afaq ve Mukhtar, 2008; Reuter, Gupta,
Chaturvedi ve Aggarwal, 2010; Bennett ve digerleri, 2012).

Kanseri dnleme veya tedavi etme ¢abalari, arastirmacilar1 oksidatif stres ile karsinogenez
siireci arasindaki baglantityr bulmaya ve potansiyel kimyasal onleyici bilesikler ve
antioksidan aktiviteleri olan bilesikleri kesfetmeye yonlendirmistir (Khan ve digerleri, 2008;
Bennett ve digerleri, 2012). Antioksidanlar, deney sistemlerinde serbest radikal iireten
antikanser ilaglar ile onkojenik transformasyona kars1 koruma saglamaktadir. Antioksidanlar
radyasyon ve kemoterapinin agrili yan etkilerini azaltmakta, boylece antioksidanlarin faydali

etkilerini desteklemektedir (Borek, 2004).
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Antioksidanlar tedavi sirasinda normal hiicrelerin korunmasinda ve bazi kanserlerin
tedavisinde adjuvan olarak hareket etmektedir. Deneysel caligmalar, antioksidanlarin kanser
hiicrelerini apoptoz ile segici olarak o6ldirdiigiinii, tiimor anjiyogenezini ve metastatik
bliylimeyi inhibe ettigini, normal hiicrelerde, in vitro ve in vivo apoptozu Onledigini

gostermektedir (Borek, 2004).

p53 veya PTEN gibi kalitsal tiimor baskilayici genlerin eksikligi nedeniyle yiiksek kanser
riski olan kisiler i¢in antioksidanlarla tedavi, tiimor gelisimini geciktirmekte veya hatta

onlemekte etkili olabilmektedir (Fuchs-Tarlovsky, 2013).

Antioksidanlar, endojen ve eksojen olmak tizere iki grup altinda toplanmaktadir ve bunlar
oksidan/antioksidan dengesini saglamak i¢in serbest radikallerden viicudu korurlar ve
serbest radikalleri etkisizlestirmek icin kullanilirlar (Sen ve Chakraborty, 2011; Karabulut,
ve Giilay, 2016). Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar
olarak iki alt grupta siniflandirilabilir (Pham-Huy, He ve Pham-Huy, 2008; Aydemir ve
Karadag Sari, 2009; Sen, Chakraborty, Sridhar, Reddy ve De, 2010). Enzimatik
antioksidanlara sliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz 6rnek
verilebilmektedir. Nonenzimatik antioksidanlara glutatyon, melatonin, {irik asit, bilurubin,
albiimin, koenzim Q10, selenyum, a-lipoik asit, seruloplazmin ve transferrin 6rnek
verilebilmektedir (Karabulut ve Giilay, 2016). Eksojen kaynakli antioksidanlar; vitamin
eksojen antioksidanlar [a-tokoferol (vitamin E), B-karoten (vitamin A), askorbik asit
(vitamin C) ve folik asit (vitamin B9)] ve ila¢ olarak kullanilan eksojen antioksidanlar olmak
lizere iki grupta siniflandirilmaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016). Endojen veya eksojen
uyaranlarla tiretilen ROS, anahtar genlerin mutasyonu yoluyla normal hiicrelerin kanser
hiicrelerine doniismesine yol agabilen DNA, proteinler ve lipitlere zarar verebilmektedir
(Sammar, Abu-Farich, Rayan, Falah ve Rayan, 2019). Kanser baglangic1 ve ilerlemesi,
dengesiz bir redoks dengesi, endojen olarak ROS {iretimi, DNA hasari, hiicre apoptozunun
onlenmesi ve sonug olarak daha yiiksek bir hiicre sagkalim oranina yol agan hiicrelerin dogal
bir savunma sistemi nedeniyle de ortaya ¢ikabilmektedir (Galaris, Skiada ve Barbouti, 2008;
Jambunathan, Bangarusamy, Padma ve Sundaravadivelu, 2014; Sammar ve digerleri, 2019).
Bu durum g6z 6niine alindiginda, hiicre i¢i ROS'un asir1 iiretimi, antioksidanlar tarafindan
kanser hiicrelerinin gelisimini ve yayilmasini 6nlemek veya bastirmak igin terapotik ajanlar

olarak hedeflenmektedir (Fuchs-Tarlovsky, 2013; Sammar ve digerleri, 2019).
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Hipoksi, serbest oksijen radikallerin olusumuna ve oksidatif stresin artmasina neden
olmaktadir. Hipoksi antikanser ilaglarin etkinligini etkileyerek MDR'yi tetikleyebilmektedir
(Wang ve digerleri, 2017). Ayrica hipoksi, yaygin bir MDR mekanizmasi olan hiicre igi
kemoterapotik ajanlart disar1 pompalayan ABCB1 ve ABCG2 ekspresyonunu da
indiikleyebilmektedir (He ve digerleri, 2016; Badowska-Kozakiewicz, Liszcz, Sobol ve
Patera, 2017). Bu nedenle oksidatif stresin hedeflenmesi, kanserde MDR'nin {istesinden

gelmek i¢in umut verici bir strateji olarak goriilmektedir (Ye ve digerleri, 2019).

2.8. Kanser ve Sitotoksisite

Sitotoksisite, bir bilesigin hiicreleri o6ldiirme o6zelligi olarak tanimlanmaktadir. Aktif
maddelerin kanser hiicreleri tizerindeki toksik etkisini belirlemek i¢in sitotoksisite deneyleri
yapilabilmektedir. Sitotoksik ajanlar, cok sayida kanser tiirii i¢in tercih edilen tedavi olmaya
devam etmektedir (Martinez-Serra ve digerleri, 2014; Adan, Kiraz ve Baran, 2016).
Sitotoksik kemoterapi ajanlar1 mitozda olan hiicreleri GO'dakilere goére daha fazla
etkilemektedir (Mycek, Finkel, Clark, Cubeddu ve Howland, 2000). Antikanser
bilesiklerinin potansiyelini degerlendirmek igin sitotoksisite deneylerinde, en diisiik
sitotoksik konsantrasyon arastirilmaktadir. Sitotoksik ilaclar, hiicrelerin ¢ogalmasindan
sorumlu hiicre i¢i sinyal molekiilleri, membran reseptorleri ve kinazlarin islevine miidahale
etmekte, hiicre Oliimiinii indiiklemeden Once hiicre biiylimesini ve bdliinmesini

engellemektedir (Elmore, 2007).

Kiiltiirlenmis hiicrelerle in vitro hiicre canlilifi ve sitotoksisite deneyleri, kimyasallarin
sitotoksisite testleri ve ila¢ taramasi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu testlerin
uygulanmasi son yillarda artan bir ilgi gostermektedir. Halen bu deneyler, ilag¢ gelistirme
sirasinda hem bilesik toksisitesini hem de timér hiicresi biiylime inhibisyonunu
degerlendirmek ic¢in onkolojik arastirmalarda da kullanilmaktadir (Ishiyama ve digerleri,

1996; Aslantiirk, 2018)

Sitotoksik ilaglarla kemoterapi, bazi kanser tiirleri i¢in ana tedavi yontemidir (Koch, Mayer,
Honecker, Schittenhelm ve Bokemeyer, 2003). Bu kemoterapdtik ilaclarin, hastaya
uygulanmasindan dnce giiclii ve etkili oldugunun izlenmesi ve saglanmasi1 dnemlidir. Birkag
bilesigin sitotoksik aktivitesini hizli bir sekilde belirlemek i¢in in vitro hiicre bazli deneyler

gelistirilmistir. Hiicre bazli analizler, farkli hedef hiicrelerin ¢esitli kemoterapdtik ajanlara
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duyarliligindaki varyasyonlarin belirlenmesinde de yararlidir (Carmichael, DeGraff, Gazdar,

Minna ve Mitchell, 1987; Alami ve digerleri, 2007; Florento ve digerleri, 2012).

Sitotoksisite, in vitro ¢aligmalarda biyolojik degerlendirme i¢in en 6nemli gostergelerden
biridir. [ vitro olarak, ilaglar ve pestisitler gibi kimyasallar, hiicre zarlarmin tahrip edilmesi,
protein sentezinin Onlenmesi, reseptorlere geri doniisiimsiiz baglanma vb. gibi farkh
sitotoksisite mekanizmalarma sahiptir. Bu hasarlarin neden oldugu hiicre Oliimiini
belirlemek i¢in ucuz, giivenilir ve tekrarlanabilir kisa stireli sitotoksisite ve hiicre canliligi
deneyleri bulunmaktadir. Sitotoksisite ve hiicre canliligi analizleri c¢esitli hiicre
fonksiyonlarina dayanmaktadir. Giiniimiizde toksikoloji ve farmakoloji alanlarinda genis bir
sitotoksisite deneyi spektrumu kullanilmaktadir. Bu deneyler i¢in farkli siniflandirmalar
vardir: (1) Boya diglama deneyleri (2) Kolorimetrik deneyler (3) Florometrik deneyler ve (4)
Liiminometrik deneyler. Bu testler arasindan uygun yontemi se¢mek, dogru ve giivenilir
sonuclar elde etmek i¢in 6nemlidir. Calismada kullanilacak sitotoksisite ve hiicre canliligi
tayinleri secilirken, calismanin gerceklestirilecegi laboratuvardaki kullanilabilirlik, test
bilesikleri, tespit mekanizmasi, 6zgiinliik ve duyarlilik gibi farkli parametrelerin géz 6niinde

bulundurulmasi gerekmektedir (Aslantiirk, 2018).

Hiicrelerin canlilik seviyeleri ve/veya proliferasyon oranlari hiicre sagliginin iyi
gostergeleridir. Fiziksel ve kimyasal ajanlar hiicre sagligini ve metabolizmasini etkileyebilir.
Bu ajanlar hiicre zarlarinin tahrip edilmesi, protein sentezinin 6nlenmesi, reseptorlere geri
dondiiriilemez baglanma, polideoksiniikleotid uzamasinin inhibisyonu ve enzimatik
reaksiyonlar gibi farkli mekanizmalar yoluyla hiicreler {izerinde toksisiteye neden
olabilmektedir (Ishiyama ve digerleri, 1996). Bu mekanizmalarin neden oldugu hiicre
Oliimiini belirlemek, ucuz, giivenilir ve tekrarlanabilir kisa siireli sitotoksisite ve hiicre
canlilifi deneylerine ihtiya¢ bulunmaktadir (Aslantiirk, 2018). Hiicre canliligi ve
sitotoksisite deneyleri, hiicre zar1 gecirgenligi, enzim aktivitesi, hiicre uyumu, ATP {iretimi,
ko-enzim iiretimi ve niikleotit alim aktivitesi gibi c¢esitli hiicre fonksiyonlarina
dayanmaktadir. Deneyin sonunda kag¢ canli hiicrenin kaldigin1 ve / veya kag¢ hiicrenin
oldiigiinii bilmek onemlidir. Gilinlimiizde toksikoloji ve farmakoloji alanlarinda genis bir
sitotoksisite ve hiicre canliligi tayini spektrumu kullanilmaktadir. Etkilesim tipinin
degerlendirilmesinde test yontemi secimi c¢ok Onemlidir (Sliwka ve digerleri, 2016;

Aslantiirk, 2018).
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Sitotoksisite ve hiicre canliligi deneyleri i¢in farkli siniflandirmalar olmasina ragmen, bu

deneyler 6l¢iim tiplerine (renk degisiklikleri, floresan vb.) gore siniflandirilir.

« Boya dislama deneyleri: Tripan mavisi, eozin, kongo kirmizisi, eritrosin B deneyleri

+» Kolorimetrik deneyler: MTT testi, MTS testi, XTT testi, WST-1 testi, WST-8 testi, LDH
deneyi, SRB deneyi, NRU deneyi ve Kristal viyole deneyi

% Florometrik deneyler: Alamar mavi deneyi ve CFDA-AM deneyi

« Luminometrik deneyler: ATP testi ve (RTCA) gercek zamanl canlilik testi (Aslantiirk,
2018)

2.9. Kanser ve Hiicre Membrani

Hiicre zarlari, onemli hiicresel bariyerleri ile normal ve kanser hiicrelerinin ilk temas
yapilarini temsil etmektedir. Iyonlar, hormonlar, sitokinler, enzimler, biiyiime ve hareketlilik
faktorleri, reseptorler, hiicre dis1 matris, diger stromal elementler ve hiicre alti zar
vezikillerinden hiicre dis1 sinyaller, sinyalleme islemlerini baglatmak i¢in 6nce hiicre
membrani ile etkilesime girmelidir (Resim 2.18). Bu nedenle, hiicre veya plazma zarlari,
sinyalleri ve maddeleri dis hiicrelerden ve bitisik hiicrelerden segici olarak bir hiicrenin igine
iletilebilen hiicresel filtrelerdir. Bunun tersine, adlandirilan karmasik bir siirecte diger
hiicrelere, mikro ile makro ¢evreye sinyaller ve molekiiller de serbest birakabilirler. Ayrica
hiicreler boliimlere ayrilmistir. Bunlar biyosentez, enerji liretimi, replikasyondan sorumlu
cesitli hiicre i¢i membran yapilari ile iletim, geri doniisiim, imha, salg1 ve diger hiicresel
faaliyetlerde gorevli organellerdir (Nicolson, 2015; Zalba ve Hagen, 2017).

Hiicre zarlar1, kanserleri tanimlayan biyokimyasal olaylarda yakindan rol oynar ve 6zellikle
kanser metastazinda yogun rol oynamaktadir (Nicolson, 1982). Metastazlarin olusturulmasi,
yeni mikro-ortamlarinda malign hiicreler, normal hiicreler, stroma ve hiicre dis1 matris
arasinda karmasik bir etkilesim gerektirmekte ve bu etkilesimlere dncelikle hiicre zarlari

aracilik etmektedir (Xu, Boudreau ve Bissell, 2009; Nicolson, 2015; Zalba ve Hagen, 2017).
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Resim 2.18. Hiicre membraninin genel yapisi (https://www.canlibilimi.com/hucre-zari-ve-
hucre-zarinin-gorevleri/)

Hiicrenin malign transformasyonu hiicre membraninda o kadar biiylik degisikliklere yol
acmaktadir ki, “kanser, bir membran hastaligidir” denilebilir. Kanserde goriillen membran
degisiklikleri asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1. Hiicre yiizeyindeki karbonhidrat kalintilarinda degisiklik sonucu membranda yeni
karbonhidratlar olusmaya baslar.

2. Membranda major histokompatibilite antijeni (MHA = Doku uygunlugu antijeni) kayb1
meydana gelir.

3. Sialik asid konsantrasyonunun artmasina bagli, membranin (-) yiikii artar.

4. Membrandan karbonhidratlarin ve aminoasidlerin transportu artar.

5. Alfa Feto Protein (AFP), Karsino Embriyojenik Antijen (CEA) gibi onkofetal antijenler
ortaya cikar. Bunlara ilaveten membranda ¢esitli hormon veya biiyiime faktdrlerinin
reseptorlerinde de degisiklikler olabilmektedir. Hatta bu degisikliklerin tespiti bazi kanser
vakalarinda spesifik tedaviye olanak saglamaktadir (Erdamar, Hacievliyagil Kazanci ve

Gok, 2014).

Tiimor hiicrelerinin ilaca hassasiyetini azaltan mekanizmalar:

+ Beyni periferal dolasimdan ayiran merkezi sinir sistemindeki (MSS) dogal savunma
mekanizmasi ve kan beyin bariyeri (KBB),

% Membran transport proteinlerini kodlayan genlerin ifadesinde artisa bagli olarak hiicre

icine ilag girisinin azalmasi,
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% Artan ilaca bagli olarak DNA tamir sistemlerindeki adaptif cevap,
% Ilacin hedef molekiiliinde mutasyonlara veya posttranslasyonel modifikasyonlara baglh
olarak, hedef molekiiliin ilaca baglanma etkinliginin azaltilmasi1 (Bozkurt, Atmaca ve

Uzunoglu 2013).

2.10. Kanserde Coklu Ila¢ Direnci

Tastyicr hipotezi, farmakokinetik direng mekanizmasi gelisiminde, kan beyin bariyerindeki
ilag tastyicilarinin asir1 ekspresyonu ve aktiviteleri sonucu hedef alanda ilacin yeterli
yogunluga ulasamamasi ve apoptoz direnci ile ilgilidir. Bu hipotez ilk olarak kanserde
kemoterapi direncinde agiklanmis ve popiiler olmustur (Taskiran ve digerleri, 2015; Kadkol,
Jain ve Patil, 2019) (Resim 2.19). Kanserin tedavisinde kullanilan ¢oklu dogal {iriin ilaglarina
kars1 direng kazandigini gosteren ilk ABC proteini baglangigta 1976'da tanimlanan 170 kDa
P-glikoproteinidir. Insanlarda bu protein MDR1 geni tarafindan kodlanir ve farelerde
MDRI1A (MDR1) ve MDR1B (MDR3) genleri tarafindan iiretilir. 10 y1ldan uzun siiredir, P-
glikoproteininin tip 1 izoformlari, memeli hiicrelerinde bir¢ok ilaca direng kazandiracak tek
protein olduguna inaniliyordu. Bununla birlikte, ¢esitli insan tiimoérlerinde P-glikoproteini
saptamada basarisiz olan caligmalarla birlikte, P-glikoproteinin asiri ekspresyonunun
olmadig1 durumlarda ¢oklu ila¢ direnci gdsteren insan tiimdr hiicre hatlarinin, diger ¢coklu
ilag direnci veren proteinlerle ilgili ¢alismalar rapor edilmistir. 1992 yilinda, doksorubisin
akciger kanseri hiicre hattindan 190 kDa MRP'yi kodlayan cDNA'nin klonlanmasi, kisa siire
sonra MRP cDNA transfeksiyon deneyleri ile izah edildi ve ikinci bir ABC proteini agir1
ekspresyonunun memeli hiicrelerinde bir¢ok ilaca direng gosterebilecegiyle ilgili kesin kanit
saglandi. P-glikoprotein ve MRP'nin sagladigi ¢oklu ilag direnci, ilag¢ birikiminde ATP'ye
bagli azalma ile karakterizedir. Bununla birlikte, ¢oklu ila¢ direncine aracilik etme
konusunda bu ortak kabiliyete ragmen, bu iki memeli ABC proteininin 6nemli yapisal,
mekanik ve farmakolojik 6zelliklere gore onemli Olclide farklilik gosteren bir iistiinligii
vardir (Boumendjel, Florin ve Boutonnat, 2009; Karvar, 2014; Kadkol ve digerleri, 2019;
Ye ve digerleri, 2019).
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Resim 2.19.Coklu ila¢ direnci ve apoptoz mekanizmasi (Hu, Li, Gao ve Cho, 2016)
2.11. Kanserde ABC Tasiyicilarinin Rolii

Kanserde MDR'yi daha iyi anlamak ve kanser hiicrelerinde ila¢ direncinin gelisimini
engelleyebilecek ilaglar1 bulmak icin birgok alanda arastirmalar devam etmektedir.
Arastirmacilar, ¢oklu ilag tasima araci olarak adlandirilan P glikoproteinin, bir¢ok anti
kanser ilacinin direncini arttirmak i¢in hiicrelerdeki genetik degisikliklerin bir sonucu olarak
artan miktarlarda eksprese edildigini belirlemistir (Thomas ve Coley, 2003; Karvar, 2014;
Kadkol ve digerleri, 2019). Genetik ve molekiiler arastirmalar, insanlarda bu ¢oklu ilaca
direngli hiicrelerin, gen ifadesinin artmasina neden olan artmis MDR1 genleri igerdigini
gostermistir. P-glikoproteini kodlayan MDR1 geni tiim insan kanserlerinin yaklagik
yarisinda belirgin seviyelerde eksprese edilir. Coklu ilag¢ tasiyicilar, hayvan hiicrelerinden
cikan ilaclarin akisi veya ekstraksiyonunda tanimlanan iki 6nemli mekanizmalardan biridir.
Ilag akis1 igin diger mekanizma, coklu ilag direnci ile iliskili protein (MRP) olarak bilinen
bir genin ekspresyonunu i¢cermektedir. Hem MDR1 hem de MRP genleri, ATP'ye bagh
tastyicilarin bir siiper ailesinin iiyesidir. Muhtemelen bu siiper ailenin tanimlanamayan diger
tiyeleri ila¢ direncinin diger bigimleriyle de ilgilidir. MDR etyolojisi ¢ok faktorlii olabilir,
ancak yukarida bahsedilen sitotoksik ilaglara klasik direng, cogunlukla bir ilag ¢ikis pompasi
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gorevi goren 170 kDa ATP'ye baglh bir zar tastyici olan P-glikoproteinin asir1 ifadesine
baghidir. Bu tasiyicilar, ¢esitli molekiillerin hiicre zar1 boyunca taginmasini saglamak i¢in
ATP'y1 hidroliz edince salinan enerjiyi kullanirlar. Normal dokulardaki fizyolojik ifadelerine
ek olarak, bircogu eksprese edilir ve daha da 6nemlisi insan tlimorlerinde asir1 eksprese
edilmektedir (Thomas ve Coley, 2003; Karvar, 2014; Domenichini, Adamska ve Falasca,
2019; Kadkol ve digerleri, 2019). Kanserli dokuda, P-glikoproteinin ekspresyonu, kolon,
bobrek, adrenal, pankreas ve karacigerin epitelyal hiicreleri gibi normal olarak P-
glikoproteini eksprese eden dokulardan tiiretilen tlimorlerde en yiiksek direng potansiyeline
neden olmaktadir. Kemoterapi baglamadan dnce tiimorlerde teshis aninda, P-glikoproteinin
ekspresyonu diisiik olabilir, ancak kemoterapi ajanlarina maruz kaldiktan sonra artar ve bu
hiicrelerde MDR gelisimine neden olmaktadir (Boumendjel ve digerleri, 2009; Karvar,

2014; Kadkol ve digerleri, 2019) (Resim 2.20).
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Resim 2.20. Kanserde ilag direnci (Kadkol ve digerleri, 2019)

Kanser hiicresi ¢oklu ila¢ direncinin 6nemli bir mekanizmasinin, apoptoza veya diger hiicre
olim sekillerine yol agan yollarin bastirilmasini icerdigi diisliniilmektedir (Sharma ve
digerleri, 2006; Baguley, 2010; Olson ve Hallahan, 2004). Antikanser ilaglar genellikle p38
kinaz gibi stres yollarini indiikler veya PI3K (fosfatidil-3-fosfat kinaz) ve ERK1 (hiicre dis1
diizenlenmis kinaz-1) tarafindan koordine edilenler gibi “hayatta kalma” yollarim

bastirmaktadir (Hersey, Zhuang ve Zhang, 2006; Baguley, 2010). Bu yollarin modiilasyonu,
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BCL-2 protein ailesinin ve akrabalarinin aktivite dengesini etkiler, bu da dis mitokondriyal
membranin stabilitesini kontrol etmektedir (Danial, 2007; Baguley, 2010). BCL-2 ailesi
iiyelerinin dengesindeki bir degisiklik, dis mitokondriyal zarin bozuldugu ve normal olarak
i¢ ve dis mitokondriyal zarlar arasindaki boslukta depolanan proteinlerin sitoplazmaya

gecisine yol agmaktadir (Forte ve Bernardi, 2006; Baguley, 2010; Fan ve digerleri, 2018).

2.12. ABC Tasiyic1 Proteinler

ABC (ATP-binding cassette) tastyici ailesi ¢esitli ilaclarin, ksenobiyotiklerin ve endojen
bilesiklerin, membranlardan tasinmasini saglayan proteinlerden olugmaktadir. ABC
proteinleri substratlarint membranlardan pompalayan, ATP’ye bagimli olarak ¢alisan primer
aktif tagiyicilardir (Resim 2.21). Bunlarin bagirsak segmentleri, karaciger, bobrek gibi ilag
emilimi, metabolizmasi ve atilimindan sorumlu organlarin yani sira, beyin ve kalp gibi diger
onemli dokulardaki varlig1 da bilinmektedir. ABC tasiyicilari, dizi ve yapisal homoloji
temelinde A'dan G'ye atanan 7 alt aileye sahip en biiylik transmembran protein ailesidir.
Insan ABC tastyicilari, ABC genlerinde polimorfizmlerden kaynaklanan gesitli hastaliklarla
ilgilidir. Bu hastaliklar; kistik fibroz, adrenoleukodistrofi, Stargardt hastaligi, Tangier
hastaligi, Mendel hastaliklari, ailesel intrahepatik kolestaz (karaciger i¢inde olan), Dubin-
Johnson sendromu, psdoksoksitoma elastikum, X baglantili sideroblastoz anemi, yasla
iliskili makiila dejenerasyonu, ailesel hipoapoproteinemi ve retinitis pigmentosum'dur
(Boumendjel ve digerleri, 2009; Calcagno ve Ambudkar, 2010; Karvar, 2014; Domenichini
ve digerleri, 2019).

ABC tastyici ailesinin 6nemli liyeleri olan P-glikoprotein (P-gp/MDR), coklu ilag direnci ile
iligkili proteinler (MRP’ler) ve meme kanseri rezistans proteini (BCRP), ilaglarin
bagirsaklardan atiliminda rol oynamakta; karaciger ve bobreklerde ise ilaglarin sirasiyla
safra ve idrar ile atilimlarim kolaylastirmaktadir. Insan ABCB (MDR / TAP) ailesi yapisal
olarak cesitli ilaglara karst MDR'den sorumludur. ABCBI1 veya MDR1 (P-glikoprotein),
lipid tasinmasi ana islev olan diger biyolojik siireclerde de yer almaktadir. Bu nedenle, ABC
tastyicilarinin ilag ve ilag metabolitlerinin farmakokinetiginde ve detoksifikasyonunda
Oonemli gorev iistlendigi bilinmektedir (Marchetti, Mazzanti, Beijnen ve Schellens, 2007;
Rees, Johnson ve Lewinson, 2009; Karvar, 2014). ABC tastyici proteinleri, saglikli doku-
larla birlikte bir¢cok tiimoér dokusunda da eksprese edilebilmektedir. Bu tasiyicilar,

kemoterapi ilaclarint hiicrelerden disar1 atarak, ilacin tiimér dokusunda toplanmasina
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engellemekte ve boylece uygulanan kemoterapinin basarisiz olmasina neden olmaktadir.
Coklu ilag direnci (MDR; multidrug resistance) olarak tanimlanan bu durum kanser tedavi-
sinde 6nemli bir sorun olarak énemini korumaktadir (Pala Kara, Oztiirk, Oztiirk ve Okyar,

2013).

ABC

ATP ADP + Pi
Drug

ATP  ADP +Pi ATP  ADP+Pi

Resim 2.21. ATP tasiyici proteinlerin yapisi (Prasad, Sharma ve Rawal, 2011)

Tastyici proteinler ¢cok sayida tasiyiciyn igerisinde barindiran ¢ok genis bir ailedir. insanda
ATP bagimh tasiyicilar, iyon kanallari, sekonder tasiyicilar ve siniflanmamis tastyicilar
olmak iizere dort ana grup tastyici protein bulunmaktadir. Bu ana gruplar agildiginda, birgok
alt grup tasiyici proteinin varligi goze carpar. Sonugta, organizmada gorev yapan binlerce
tasiyici proteinin oldugunu sdylemek miimkiindiir (Marchetti ve digerleri, 2007; Pala Kara
ve digerleri, 2013) (Resim 2.22 ve Resim 2.23). Insan genomunda 49 gen ile temsil
edilmekte olan bu iist aile, gen yapilari, domainlerinin sayisi ve organizasyonu, amino asit
dizilimleri temel alinarak 7 alt aileye ayrilmistir (Dean, Rzhetsky ve Allikmets, 2001;
Stavrovskaya ve Stromskaya, 2008; Braconi ve digerleri, 2020) (Resim 2.24).
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Resim 2.22. Insan ABC protein envanteri (ilag arastirmas1 yapilan)
(http://local.biochemistry.utoronto.ca/stagljar/research/)
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Resim 2.23. ABC proteinlerinin NBD'lere gore filogenetik agaci (Xiong, Feng, Yuan, Zhou
ve Miao, 2015)
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Resim 2.24. ABC iist ailesine ait proteinlerin siniflandirilmasi (Stavrovskaya ve Stromskaya,
2008)

Bu proteinlerin fonksiyonel bir birimi tipik olarak iki sitoplazmik ATP baglayan domain
(NBD, nucleotid-binding domain) ve membran ¢ift tabakasinin i¢ine dogru uzanan iki
transmembranal domainden (TMD) olugmaktadir. NBD’ler, ATP baglanmas1 ve hidrolizi
icin gerekli olan Walker A, Motif C ve Walker B motifleri denilen aminoasit dizileri
icermektedir. LO dimerlesme kabiliyetine sahiptir, yapisal ve diizenleyici islevlerde rol
oynamaktadir. Iki adet TMD ve NBD iceren ABC proteinlerine tam tasiyicilar (P-gp,
ABCBI1), birer adet TMD ve NBD igerenlere yarim tasiyicilar (BCRP, ABCG?2)
denilmektedir. Walker A: ATP'nin fosfat zincirini sarar; Walker B: ATP hidrolizi i¢in gerekli
olan bir magnezyum iyonunu koordine eder ve stabilize eden bir aspartat kalintiya katkida
bulunur. ABC imgesi (motif C) ve diger aromatik halkalar bulunduran D, H, Q motifleri ise
ozglnliik ve yiikksek oranda korunum saglanmaktadir. Yarim tasiyicilarin tasima
fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri i¢cin homodimer veya heterodimer olusturmalari
gerekir. Baz1 ABC proteinlerinde ise ilave bir TMD igeren 5 adet transmembranal segment
bulunmaktadir (MRP1, ABCC1) (Dean ve digerleri, 2001, Stavrovskaya ve Stromskaya,
2008; Atalay, 2007; Boumendjel ve digerleri, 2009; Anreddy ve digerleri, 2014;
Domenichini ve digerleri, 2019; Ye ve digerleri, 2019) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. ABC transport yapist (Boumendjel ve digerleri, 2009)

2.13. Meme ve Kolon Kanserinde ABC Tasiyici1 Proteinleri

2.13.1. ABCBI tasiyici proteini (P-gp, MDR1)

ABC (ATP-binding cassette) tastyict ailesinin ilk kesfedilen {iyesi olan P-glikoprotein (P-
gp), ATP hidrolizine bagimli olarak calisan ve efluks (disa atim) pompasi islevi goéren bir
membran proteinidir (Abaan, Mutlu, Baran, Atalay ve Gunduz, 2009; Fan ve digerleri,
2018). ABC ailesinin ABCB alt ailesine ait olan P-gp, insanlarda 7q21.1 kromozomunda yer
alan MDR1/ABCBI geni tarafindan kodlanmaktadir ve klonlanan ilk ABC tastyicisidir. P-
gp 1280 amino asitin birlesmesinden olusur ve molekiil agirligi 160-170 kDa’dur. Molekiil,
altisar transmembranal segment iceren iki transmembranal alan ve iki niikleotid baglayici
alandan olugmaktadir (Atalay, 2007; Pala Kara ve digerleri, 2013) (Sekil 2.2). ABCBI
bobrek, plasenta, karaciger, adrenal bezler, bagirsak ve kan-beyin bariyer hiicrelerinde
bulunan, ksenobiyotiklere ve hiicresel toksik maddelere karsi koruma islevi goren apikal bir
membran tasiyicidir (Sauna ve digerleri, 2001; Gottesman, Fojo ve Bates, 2002; Sarkadi,
Homolya, Szakéacs ve Varadi, 2006; Domenichini ve digerleri, 2019). ABCBI1'in asir1
ekspresyonu, kanser kemoterapisinde kullanilan c¢ok ¢esitli bilesiklere anlamli direng
kazandirir (Sauna, Smith, Miiller, Kerr ve Ambudkar, 2001; Peng ve digerleri, 2011;
Figueroa-Gonzalez, Jacobo-Herrera, Zentella-Dehesa ve Pereda-Miranda, 2012). ABCBI
tastyicisi, kiiciik ve kalin bagirsak epitelyumunun apikal membraninda, plasentanin
sinsitiotrofoblastinda, karaciger hepatositlerinin safra kanal membraninda, bobrek proksimal

tiibiillerinin apikal zarinda ve endotel hiicrelerinin luminal ylizeyinde, beyin kilcal damarlar,
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testisler de lokalizedir (Mathias, Hitti ve Unadkat, 2005; Zhou, 2008; Anreddy ve digerleri,
2014).

ABCBI1'in hiicresel lokalizasyonu, eksojen ve endojen toksiklerin hiicrelerden idrar ve
safraya akmasina aracilik ederek viicuttan atilmalarini tesvik eder (Sarkadi ve digerleri,
2006; Sita, Hrelia, Tarozzi ve Morroni, 2017). ABCB1'in asir1 ekspresyonu, akut miyeloid
16semi, ¢cocukluk ¢agi tiimorleri, meme kanserleri, hematolojik maligniteler ve kat1 tiimorler
gibi cesitli kanserlerle iliskilendirilmistir Tasiyici, MDR1 geninde kodlanmistir (Juliano ve
Ling, 1976; Verrelle ve digerleri, 1991; Leighton ve Goldstein, 1995; Schinkel ve digerleri,
1995). Insanlarda MDR1-ABCBI bir ilag tasiyici olarak islev géren MDR1 ve MDR2 ve
fosfolipid tasiyic1 olarak MDR2-ABCBI1 olmak iizere iki MDR geni bulunmaktadir
(Schinkel ve digerleri, 1995; Kuo, 2007; Anreddy ve digerleri, 2014).

Domain Organizasyonu Domain Ornekler
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Sekil 2.2. ABCB1/MDRI1 yapist (Pohl, Devaux ve Herrmann, 2005)

2.13.2. ABCC alt ailesi tasiyic1 proteinleri (MRP’ler)

Coklu ilag direnci iliskili protein (Multidrug Resistance Associated Protein, MRP), ABC
tastyici ailesinin ABCC alt ailesine dahildir. ABCC alt ailesine ait proteinler kromozomun
cesitli bolgelerinde konumlanmistir (Boumendjel ve digerleri, 2009) (Resim 2.25). ABCC
alt ailesi (ABCC genleri), molekiiler agirliklar1 180—-195 kDa arasinda olan; yap1i, membran
lokasyonu, substrat Ozgiilliigii ve afinitesi agisindan farklilik gosteren 13 proteinden
olusmaktadir (Bozkurt ve digerleri, 2013) (Resim 2.26). Bunlardan dokuzu MRP iligkilidir
ve MRP1’den MRP9’ a kadar isimlendirilmistir (sirastyla ABCC1-6 ve ABCC10-12). Diger
ticl ise kistik fibrozis transmembran kondiiktans diizenleyici proteini (CFTR/ABCC7) ve
siilfoniliire reseptorleridir (SUR1/ABCCS8 ve SUR2/ABCC9). MRP1-9°da sekilsel ve fonk-
siyonel benzerlikler bulunmaktadir. Herbirinde iki tane ¢oklu membrana baglanan alan

[membran baglanma domaini (MBD)] bulunmaktadir. Bunlara ek olarak MRP1-3, 6 ve 7°de
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ek bir MSD daha bulunmaktadir (MSDO) (Toyoda ve digerleri, 2008; Pala Kara ve digerleri,

2013) (Sekil 2.3). insan dokularmin birgogunda ABCC proteinlerinin ekspresyonu

goriilmektedir (Boumendjel ve digerleri, 2009) (Resim 2.27).
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Resim 2.25. ABCC’lerin kromozomdaki lokasyonlari (Boumendjel ve digerleri, 2009).
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Resim 2.26. ABCC’lerin siiflandirilmasi (Boumendjel ve digerleri, 2009).
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Sekil 2.3. ABCC’lerin genel yapist (Boumendjel ve digerleri, 2009).
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Resim 2.27. ABCC proteinlerinin insan dokularinda ekspresyonlar1 (Boumendjel ve

digerleri, 2009).
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Beyin tiimorlerinde, bilhassa glioblastomalarda, ABCC geninin asir1 ifadesinin ¢oklu ilag
direnciyle baglantili oldugu tespit edilmistir. P-gp proteininin sentezlenmedigi kanser
hiicrelerinde ABCC proteinlerinin yliksek miktarda sentezlendigi gosterilmistir (Bozkurt ve
digerleri, 2013). Abe ve arkadaslarinin insan glioblastoma hiicre kiiltiirlerinde yaptig1 bir
calismada; ABCC mRNA diizeyleriyle, vinkristin ve etoposid kemoterap6tik ajanlarina karsi
gelisen direng arasinda korelasyon tespit edilmistir (Abe ve digerleri, 1994; Benyahia ve
digerleri, 2004). ABCC2 ve ABCC3’iin ise doksorubisin, epirubisin, vinkristin, vinblastin
ve etoposid gibi kemoterapdtik ilaglara karst gelisen ilag direncinde rol aldigi gosterilmistir
(Borst, Zelcer ve van Helvoort, 2000). ABCC4 geni susturulmus farelerde yapilan
caligmalarda, Topotekan’in (topoizomeraz inhibitdrii) beyin hiicrelerine aliminda artis tespit
edilmistir (Leggas ve digerleri, 2004). Ayrica farkl evrelerdeki glioblastomali hastalardan
alman dokularda yapilan diger bir ¢alismada, farkli evrelerdeki gliomlarda ABCC1 mRNA
diizeylerinin de farklilastig1 gdsterilmistir. Bu diizeylerin normal beyin dokularinda en az
olmasina karsin, ileri evredeki malign glioblastomalarda en iist seviyede oldugu tespit
edilmistir (Abe ve digerleri, 1994; Bronger ve digerleri, 2005; Bozkurt ve digerleri, 2013;
Boumendjel ve digerleri, 2009).

ABCC3 (MRP3)

Insan, si¢an ve fare ile klonlanmis karaciger, bagirsak ve adrenal bezde tespit edilen ABCC3,
intrahepatik safra kanali epitel hiicrelerinin (kolanjiyositler) bazolateral membranlarinda,
portal yollar1 ¢evreleyen hepatositlerde ve bagirsak epitel hiicrelerinde bulunmaktadir.
ABCC3’lin ekspresyonu kolonda ileumda oldugundan daha yiiksektir. Bundan baska,
ABCBI1'in en yiiksek ekspresyon gosterdigi terminal ileum haricinde, insan bagirsaginin
incelenen kisimlarinda ABCC3’lin en fazla eksprese edilen tasiyici oldugu goriilmiistiir
(Boumendjel ve digerleri, 2009). ABCC3'iin MDR aracili kii¢iik hiicreli akciger kanseri
(KHDAK), meme kanseri, prostat kanseri, kolorektal kanser, yumurtalik kanseri ve tiim akut
lenfoblastik 16semide 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir (Choi, 2005; Kruh, Guo, Hopper-
Borge, Belinsky ve Chen, 2007; Sodani, Patel, Kathawala ve Chen, 2012; Anreddy ve
digerleri, 2014; Domenichini ve digerleri, 2019).
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ABCCI10 (MRP?7)

Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu kullanarak ABCC10 transkriptleri, pankreas,
testis, kolon, omurilik, bademcikler, akciger, trakea ve ciltte nispeten daha yiiksek
seviyelerde bildirilen ¢ogu dokuda tespit edilmistir. Bagirsak, yumurtalik, rahim, karaciger
ve plasentada orta derecede ekspresyon tespit edilmistir. Testis, yumurtalik, bagirsak, bobrek
ve akcigerde en yiiksek seviyelerde bulunan bircok dokuda transkripsiyonu eksprese
edilmektedir. Miiren balig1 (muraenidae) ve insanda ki ABCC10’un % 84 oraninda amino
asit benzerligi bulunmaktadir (Boumendjel ve digerleri, 2009). Ayrica, son bulgular
ABCCI10 (MRP7)'in ¢esitli antikanser ilaglara diren¢ saglamada rol oynayan fonksiyonel
tagiyicilar oldugunu gostermistir. Hopper ve digerleri ¢alismalarinda; ters transkripsiyon-
PCR analizi kullanilarak cilt, testis, dalak, mide, kolon, bobrek, kalp ve beyinde diisiik
diizeyde MRP7 transkripsiyon ekspresyonu bildirilmistir (Hopper ve digerleri, 2001; Choi,
2005; Kruh ve digerleri, 2007; Anreddy ve digerleri, 2014; Domenichini ve digerleri, 2019).

ABCC11 (MRPS)

Dokularda ABCC11 transkript ekspresyonu ile ¢elisen verilere ragmen ABCC11 seviyeleri,
normal gogiis, yumurtalik, akciger, testis, bobrek, karaciger, kolon ve beyin dahil olmak
iizere c¢esitli insan dokularinda eksprese edilmektedir. Transfekte MDCKII ve HepG2
hiicrelerinde, ABCC11 apikal kutupta lokalizedir (Boumendjel ve digerleri, 2009). Ayrica,
son bulgular ABCC11 (MRPS) 'in ¢gesitli antikanser ilaglara diren¢ saglamada rol oynayan
fonksiyonel tasiyicilar oldugunu gostermistir (Choi, 2005; Kruh ve digerleri, 2007; Kuang
ve digerleri, 2010; Anreddy ve digerleri, 2014; Lang, Wu, Pan, Qu ve Zhang, 2018).

2.13.3.ABCG?2 tasiyici proteini (BCRP)

Meme kanseri direng proteini (Breast cancer resistance protein- BCRP/ABCG2), ABC
ailesinin en son kesfedilen iiyesidir. Ilk olarak 1998 yilinda Doyle ve digerleri tarafindan
doksorubisine direngli MCF7 meme kanseri hiicre dizisinden (MCF-7/AdrVp) klonlanmistir
ve bu sebeple meme kanseri direng proteini adini almigtir. ABC ailesinin ABCG alt ailesine
ait olan BCRP geni, insanlarda 422 kromozomunda bulunmaktadir. 655 amino asit igeren
BCRP proteini, 72 kDa agirligindadir ve tek NH2-terminal sitozolik niikleotid baglayici ve

alt1 transmembranal segmentten olusan tek bir transmembranal alan icermektedir (Doyle ve
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digerleri, 1998; Chearwae, Shukla, Limtrakul ve Ambudkar 2006; Atalay, 2007; Matsuo ve
digerleri, 2011; Pala Kara ve digerleri,2013; Anreddy ve digerleri, 2014; Fan ve digerleri,
2018) (Sekil 2.4). Farelerdeki BCRP1 geni ile insandaki BCRP arasinda % 81 homoloji
bulunmaktadir. Insandaki BCRP tasiyici proteinin ATP bagimli efluks (disa atim) pompasi
substrati olan ilaglara kars1 dirence neden oldugu bilinmektedir. BCRP/BCRP1, hidrofobik
bilesikler, zayif bazlar, organik anyonlar, bir¢ok endojen ve eksojen molekiillerin
glukuronid, siilfat ve glutatyon konjugatlar1 da dahil, genis substrat se¢iciligi yiiksek olan
bir tasiyici proteindir. BCRP ile P-gp ve MRP2 tastyic1 proteinleri arasindaki substrat
benzerligi oldukca fazladir (Pala Kara ve digerleri, 2013; Anreddy ve digerleri, 2014).

ABCG?2, esas olarak plazma zarinda bulunan ve plasentada, ince bagirsaklarin apikal
yilizeyinde, kolon epitelinde, karaciger kanalikiiler zarinda, insan beyninin mikrodamar
endotelinin liiminal yiizeylerinde, kan damarlarinda ve kilcal damarlarda yaygin bir
tastyicidir (Doyle ve digerleri, 1998; Rocchi ve digerleri, 2000; Maliepaard ve digerleri,
2001; Cooray, Blackmore, Maskell ve Barrand 2002; Choi, 2005; Anreddy ve digerleri,
2014; Domenichini ve digerleri, 2019). Genis dagilimi ve ekspresyonu, fetiisiin ve yetiskinin
toksinlere ve ksenobiyotiklere karsi korunmasinda rol oynadigimi diisiindiirmektedir

(Schinkel ve Jonker, 2012; Anreddy ve digerleri, 2014).
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Sekil 2.4. ABCG2/BCRP yapist (Pohl ve digerleri, 2005)
2.14. Kanser ve Apoptoz

Apoptoz, embriyonik gelisim ve yetigkin doku homeostazinda kritik rol oynayan kontrollii
hiicre eliminasyonunun bir metazoan islemidir (Ashkenazi, 2015). Programlanmis hiicre
Oliimiiniin veya apoptozun inaktivasyonu, kanser gelisiminin merkezinde yer almaktadir

(Brown ve Attardi, 2005; Jan ve Chaudhry, 2019). Apoptoz, doku homeostazinda hastalikli
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ve gereksiz veya baska bir sekilde faydali amaglarina hizmet etmis olan anormal hiicrelerin
ortadan kaldirilmasinda kritik ve dogal bir fizyolojik rol oynamaktadir. Apoptoz gelisimsel
sinyaller, hiicresel stres ve hiicre dongiisiiniin bozulmasi dahil olmak iizere c¢esitli
uyaranlarla baslatilabilir. Ayrica, apoptozun uygulanmasi, karakteristik morfolojik ve
biyokimyasal degisiklikleri i¢eren nispeten bigimsiz bir sinyal iglemidir. Tiimdrlerde hiicre
olim mekanizmalarin1 hedefleyen ve dogrudan hedef ilaglarin gelistirilmesi, kanser

tedavisinin 6nemli bir yolunu olusturmaktadir (Karna ve Yang, 2009).

Apoptoz diizensizligi, kanser de dahil olmak {izere bircok ©nemli hastaliga katkida
bulunmaktadir. Iki ayri ama birbirine baglt olan sinyal yolu, kaspaz adi verilen 6liim
proteazlarinin ¢ekirdek hiicre i¢i mekanizmasini aktive ederek apoptozu kontrol etmektedir.
I¢sel apoptotik yol, ciddi hiicresel hasara veya strese tepki olarak BCL-2 protein ailesinin
iiyeleri ve mitokondri yoluyla kaspazlarla etkilesime girer. Dissal yol, bagisiklik efektor
hiicreleri iizerinde eksprese edilen kognat 6liim ligandlarina cevap veren hiicre yiizeyi 6lim
reseptorleri yoluyla kaspazlar1 aktive etmektedir (Debatin, 2004; Fulda, 2013; Ashkenazi,
2015; Jan ve Chaudhry, 2019). Apoptoz, 6liim reseptorii (dissal) yoluyla ve mitokondri
bagimli (i¢sel) yolla olmak tizere iki sekilde baslatilmaktadir. Digsal yol, hiicre yiizeyindeki
oliim reseptdrlerine baglanan ligandlarin kaspaz-8i aktive etmesiyle baslamaktadir. I¢sel
yol ise mitokondriden salinan sitokrom C’nin sitoplazmada apoptozom olusumuna neden
olarak sirasiyla kazpaz-9 ve kazpaz-3’iin aktivasyonuna neden olmaktadir. Kaspaz-3 ise
efektor kaspazlari keserek hiicreyi 6liime gotiirmektedir (Wei, Jin, Cao ve Li, 2016). Kanser
ilk olarak, hiicre kiitlesinin artmasina ve birikmesine yol agcan hizlandirilmis ve diizensiz
hiicre proliferasyonuna baglandig1 daha sonra, bazi kanserlerin, artan hiicre proliferasyon
hizindan ziyade fizyolojik hiicre 6liimii eksikliginden (hiicresel intihar veya apoptoz olarak
da bilinir) kaynaklandig1 bulunmustur (Burz, Berindan-Neagoe, Balacescu ve Irimie, 2009).
Gilinlimiizde, iyi tanimlanmis iki apoptotik sinyal yolunun diizensizligi; ekstrinsik / dliim
reseptorleri ve intrinsik / mitokondriyal yol, kanser tedavisinde iistesinden gelinmesi gereken
klinik problem olarak kabul edilmektedir (Debatin, 2004; Fulda, 2013; Belkacemi, 2018).
Dissal apoptotik yollar; dissal apoptotik sinyalleme yollarina veya oliim reseptor yollarina,
hiicre 6liim efektorlerinin aktivitesi i¢in ligand-reseptor etkilesimlerine bagli olan zar-otesi
oliim reseptorleri aracilik etmektedir (Elmore, 2007). Bu reseptorler, Tiimor Nekroz Faktori
(TNF) reseptor geni siiper ailesinin bir pargasidir. TNF, sitokinlerin TNF siiper ailesinin
(TNFSF) kurucu tiyesidir. TNFSF ligandlar i¢in reseptorler, TNF reseptorii siiper familyast
(TNFRSF) olarak bilinmektedir. Bazilar1 hiicre 6liimiinii indiikleyebilir. Clinkii sitoplazmik
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oliim alan1 (DD) igerirler. DD'nin varligt TNFRSF'nin 6liim reseptorleri olarak bilinen bir
alt grubunu tanimlamaktadir. En iyi karakterize edilmis ligandlar ve karsilik gelen 6liim
reseptorleri; FasL / Fas (Apol veya CD95 olarak da bilinir), TNF-a / TNFR1, Apo3L / DR3
(Apo3 olarak da bilinir), Apo2L / DR4 (ayrica Apo2, TRAILR1, Apo2L / DR5 (Apo2,
TRAILR2 olarak da bilinir)’dir (Chicheportiche ve digerleri, 1997; Ashkenazi ve Dixit,
1998; Debatin, 2004; Karna ve Yang, 2009; Plati, Bucur ve Khosravi-Far, 2011; Fulda,
2013; Belkacemi, 2018; Pfeffer ve Singh, 2018; Jan ve Chaudhry, 2019) (Resim 2.28).
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Resim 2.28. Apoptoz ve digsal yollar (https://www.creative-diagnostics.com/extrinsic-

apoptosis-pathway.htm)

Igcsel apoptotik yollar; mitokondri tarafindan kontrol edilen hiicre i¢i sinyalleri
cogaltmaktadir. Bu, i¢ yollar mitokondriyal membranin degismesine, mitokondriyal zarda
potansiyel kaybina ve sitokrom C ve SMAC / DIABLO'nun mitokondriden salmimini isaret
etmektedir (Du, Fang, Li, Li ve Wang, 2000). Bundan sonra sitokrom C, apoptozom
olusturmak i¢in Apaf-1'in yani sira prokaspaz-9'u baglar ve (Hill, Adrain, Duriez, Creagh ve
Martin, 2004) kaspaz-9 aktivasyonuna neden olmaktadir (van Loo ve digerleri, 2002;
Debatin, 2004; Schimmer, 2004; Karna ve Yang, 2009; Plati ve digerleri, 2011; Fulda, 2013;
Belkacemi, 2018; Pfeffer ve Singh, 2018) (Resim 2.29). Apoptoz, hedef proteinleri
parcalayan bir sistein proteinleri sinifi olan kaspazlar (sistein aspartil-spesifik proteazlar)

tarafindan gercgeklestirilmektedir (Kerr, 1972; Pfeffer ve Singh, 2018).
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Resim 2.29. Apoptoz ve igsel yollar (https://www.creative-diagnostics.com/intrinsic-
apoptosis-pathway.htm)

Model organizmalardaki temel bulgular, mitokondriyal dis zarin gegirgenligini kontrol
ederek apoptoza olan bagliligi diizenleyen bir protein ailesini, BCL-2 ailesini ortaya
cikarmak i¢in klinik sitogenetikteki bulgularla birlestirilmistir (Letai, 2017). Apoptoz ve
BCL-2 ailesi artik insan kanserine ayrilmaz bir sekilde bagli gibi goriinse de, bu baglanti
apoptozun erken ¢aligmalarinda net degildi (Kerr, 1972; Letai, 2017). Apoptozu (Yunanca
da “agacgtan yapraklar gibi“ diisme) cesitli memeli doku kesitlerinde gozlemledikleri
morfolojik olarak farkli bir hiicre o6liimii paterniyle iliskilendirmeyi Onermislerdir.
Gozlemledikleri apoptoz, niikleer yogunlasma ve hiicresel fragmantasyon ile karakterize
edilmistir, ardindan fragmanlarin yakindaki hiicreler tarafindan fagositozu izlenmistir (Letai,

2017).
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2.15. Kanser ve Apoptotik Sinyal Yolaklar

Kanser gelisiminde, apoptoz ve hiicre proliferasyonu arasinda ciddi bir iligki bulunmaktadir.
Hiicre siklusunun sorunsuz olarak caligsmasi, hiicre biliyiimesi ve hiicre proliferasyonu igin
onemlidir (Yu ve digerleri, 2005; Tian ve digerleri, 2015;). Genomik mutasyonlar oldugu
kadar mitokondriyel mutasyonlar da kanserlere sebep olmaktadir (Segal ve Saltz, 2007;

Ekmekgi, Tanyolac ve Ayhan, 2008).

Meme kanserindeki temel genetik kusurlar; TP53 (p53), PTEN (fosfataz ve tensin
homologu), Rb (retinoblastom geni), BRCA-1 (meme kanseri duyarlilik geni-1), BRCA-2
(meme kanseri duyarlilik geni-2) gibi tiimor baskilayici genlerdeki heterozigotlugun
kaybolmas1 (LOH) ya da c-erbB-2 ve c-Myc (myelositomatozis seliiler onkogen) gibi
onkogenlerdeki amplifikasyonlardir (Lee ve Muller, 2010). Apoptoz; hiicrelerde cep
olusturmasi, hiicre biiziismesi, kromatin yogunlagmast ve DNA fragmentasyonu gibi
morfolojik degisiklikler ile sistein proteazlarinin aktivasyonuyla karakterizedir (Lee ve

digerleri, 2005).

Apoptotik hiicre limiinde sitokrom C’nin mitokondriden sitoplazmaya ge¢mesi, MMP
(mitokondriyal membran potansiyeli), BCL-2 protein ailesi tarafindan yonetilmektedir
(Chandrappa ve digerleri, 2014). Apoptozun kontrolii, antiapoptotik ve proapoptotik
iiyelerden olusan ve apoptozu diizenlemede gorevli bir onkoprotein grubu olan BCL-2
protein ailesidir (Vargas ve Burd, 2010; Cort, Ozben, Saso, De Luca ve Korkina, 2016).
BCL-2, BCL-XL ve BCL-W anti-apoptotik iiyeleri BAX / BAK'm aktivasyonunu inhibe
ederken, BAD, BID, BIK ve BIM pro-apoptotik iiyeleri ise BAX / BAK aktivasyonunu
tesvik eder (O’Neill, Huang, Zhang, Chen ve Luo, 2016; Zhang, Huang, O'Neill, Pang ve
Luo, 2016). BAD, PKA (Protein Kinaz A) tarafindan Serl12'de ve AKT tarafindan
Ser136'da fosforile edilmektedir (Thejer ve digerleri, 2020).

Hiicrenin apoptoza gidip gitmeyeceginin belirlenmesinde hiicre i¢i BCL-2/BAX orani son
derece onemlidir. Eger BAX fazla ise hiicre apoptoza gidecektir, BCL-2 fazla ise apoptoz
inhibe edilecektir. Kemoterapotik ilaclara karsi gelisen direngte, apoptotik hiicre liimiinii
engelleyici faktorlerin de etkili rol oynadig tespit edilmistir (Lee ve digerleri, 2005; Vargas
ve Burd, 2010; Bozkurt ve digerleri, 2013). Kaspazlar hiicreyi apoptozdan koruyan

proteinleri ortadan kaldiran veya inaktive eden bir protein grubudur. Ayrica apoptozu inhibe
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eden negatif regiilatorleri de yikarak hiicre oliimiinii tetiklemektedirler. Kaspazlar sistein
aspartat proteazlardir ve bunlardan kaspaz 3 bircok ligandi kendisine hedef segerek
parcalanmalarina neden olur. Bunun sonucunda, DNA ve ¢ekirdek fragmentasyonu, hiicre
zarinda balonlagma ile meydana gelen apoptotik yapilar ile hiicrenin apoptotik 6limi
gerceklesir (Vargas ve Burd, 2010; Gedikli, 2013). Apoptozda yer alan proapoptotik ve
antiapoptotik mekanizmalarda gorevli proteinler hedeflenerek yapilan ¢aligmalar, kanser
tedavisinde umut verici gelismeler olarak goriilmektedir. Hiicrenin apoptoza gitmesinde
birgok sinyal protein onemli rol oynamaktadir. Bu proteinlere 6rnek olarak; PKC, PI3K,
PTEN, mTOR (rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi), Akt (protein kinaz B), p38,
MAPK (mitojen aktif protein kinaz), JNK (c-Jun N-terminal kinaz) gibi molekiiller
verilebilir. Kaspaz aktivitesini ve Ras sinyal yolunu hedefleyen bilesikler, BCL-2 (B-hiicreli
lenfoma-2) kontrol noktasina miidahale eden molekiiller, pS3 antogonistleri gibi bazi
potansiyel ilaglar gelistirilme asamasindadir. Bu molekiillerin tek basina ya da kombine
olarak terapotik ajanlarla birlikte kullanimi kanser tedavisi i¢in Onerilmektedir (Musdal,

2012).

Insan kaspaz 8 ve 9 enzimlerinde CARD (kaspaz aktivasyonu ve giiclendirme bolgesi)
kisimlart vardir. Bu sayede, adaptor proteinleri ile etkileserek 6liim reseptér kompleksine
baglanabilir (Parrish, Freel ve Kornbluth, 2013). Kaspaz 8, bircok 6liim ligand reseptore
sinyal komplekslerinin baglanmasi yolu ile aktive olmaktadir. Bu reseptorler, sinir biiyiime
faktorli (NGF) ve tiimor nekrozis faktor (TNF) ailesindendir ve TNFa, FasL (Fas ligand) ile
TRAIL (tiimdr nekroz faktorii ile iliskili apoptoz indiikleyici ligand) igerirler. Prokaspaz 8’in
N-terminal prodomain kisminda iki 6liim efektor bolgesi (DED) homologu bulunmaktadir.
Prokaspaz 8 reseptor iligkili adaptére (Mort 1) baglanir ve bu yolla DED kisimlarmin
homofilik etkilesimlerine neden olmaktadir. Proenzimin baglanmasi proteolitik siirece ve
aktivasyona yol acar, bdylece otokataliz veya ilgili kaspazlar ile etkilesim a¢iga ¢ikmaktadir.
Aktivasyondan sonra, kaspaz 8 apoptotik sinyali artirmaktadir, artan sinyal sonucunda da
kaspaz 3 aktivasyonu proteolitik yolla saglanir ya da indirekt olarak kesme ve aktivasyon
yoluyla BID iizerinden saglanmaktadir. BID, mitokondriyal sitokrom C salinimina ve kaspaz
9 aktivasyonuna yol agmaktadir (Kim ve digerleri, 2001; Meller, Skradski, Simon ve
Henshall, 2002).

U.V 15181, kimyasal maddeler, DNA hasarina yol agan ajanlar ve ¢esitli kemoterapotikler

apoptozu baglatmaktadir. Burada mitokondriyal hasara bagl sitokrom C’nin sitoplazmaya
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salimimi yoluyla kaspaz 9 aktivasyonu saglanmaktadir. Memelilerde CED-4 (kaspaz efektor
bolgesi-4) homologu olan Apaf-1 (apoptoz aktive edici faktor-1) sitokrom C’ye baglanir, bu
da dATP veya ATP baglanmasin1i uyarmaktadir. Apaf-1/Sitokrom C/dATP kompleksi
“Apoptozom ” adin1 almaktadir. Prokaspaz 9, bu kompleksi CARD ile Apaf-1 arasindaki
homofilik i¢ etkilesimler yolu ile baglar. Otoproses sonucu olgun kaspaz 9, 35 kDa genis alt
iinite ve buna N-terminal prodomain kismina 12 kD kii¢iik alt iinite eklenmesi ile meydana
gelir ve aktif enzim olusturmaktadir. Bu apoptozom ile bagli kaspaz 9, prokaspaz 3 gibi
kaspaz zimojenlerinin aktivasyon siirecini baslatmaktadir (Salvesen ve Dixit, 1999). Kaspaz
3, 6 ve 7 efektor grubu olusturup baslatici kaspazlardan 8 veya 9 tarafindan “asagi akis” yolu
ile aktive olmaktadirlar ve fonksiyonlari hiicrelerdeki hedef proteinleri (non-kaspaz) 6zel
yerlerinden kesmektedir. Bu hedefler arasinda klasik bir 6rnek; poly (ADP-riboz) polimeraz-
1 (PARP-1) enziminin kaspaz 3 veya 7 tarafindan kesilmesidir ya da Lamin-A’nin kaspaz 6
tarafindan kesilmesidir. Bugiin itibariyle 17 kaspaz hedefi bilinmektedir. Kaspazlarin kesme
islemi tek bir noktada, hedefe ¢esitli yollarla direk veya indirek etki ederek olmaktadir.
Ornegin; endoniikleaz CAD (kaspaz aktive edici deoksiriiboniikleaz) inhibitdrii olan ICAD
(kaspaz aktive edici deoksiriiboniikleaz inhibitorii) kesildigi zaman aktive olmaktadir ve
kesilen aktif fragment ortama salinmaktadir. Ote yandan, PARP’1n elimine edilmesi DNA
tamirinde bozukluga yol agmaktadir. Sonug olarak; tiim bu kesilme islemleri fonksiyonel ve
morfolojik degisiklikler yaparak apoptotik hiicrelerin olusumuna yol agmaktadir (Kim ve

digerleri, 2001; Elmore, 2007) (Resim 2.30).

En yaygin dagilim gosteren hiicre boliinme inhibitorii ve apoptoz indiikleyicisi (TP53)
p53'tiir. Bunun nedeni, degisik kaynaklardan sinyalleri alip bliylime duraklamasina neden
olabilmesi ve apoptoz i¢in onemli bir¢ok geni aktive edebilmesidir. Normal biiyiime ve
onkojenik sinyal yolaklar1 TP53 gen ekspresyonunu azaltmak i¢in STAT3'ii kullanirlar. Bu
durum, p53 mutasyonlart ya da p53 ile etkilesen ARF ve MDM?2 gibi proteinlerde
mutasyonlar olmadan normal hiicre boliinmesinin ve timoral gelisimin ger¢eklesebildiginin
bir agiklamasi olabilmektedir. TP53 mutasyonu her ne kadar insan tlimdrlerinin yarisinda
goriilse dahi, ARF veya MDM2 fonksiyonunu bozan mutasyonlar sadece bazi kanserlerde
goriilmektedir; bir¢ok kanser bu mutasyonlar1 tagimadiklart halde azalmis p53 ekspresyonu
gostermektedir. Ornegin, meme kanserlerinin % 80'inde RNA diizeyinde azalmis TP53
ekspresyonu gosterilmesine karsilik TP53 mutasyonuna rastlanilmamistir. Ancak, STAT3
sinyallesmesi engellendiginde, p53 fonksiyonu tekrardan geri kazanilip, p53-aracili timor

hiicre apoptozu gerceklestirilebilmistir. Bu 6zellik, diisiik diizeyde p53 ifade eden degisik
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kanser hiicrelerindeki p53 fonksiyonunu geri kazanabilmek icin olasit bir yolu teskil
edebilmektedir (Perry, 2010; Pascal ve digerleri, 2018). Tiimdr baskilayici proteinler hiicre
dongiisiinii diizenler ve/veya apoptozu tesvik etmektedir. Tiimor baskilayict genlerden p53
ve proto-onkogen BAX (BCL-2 iligkili X proteini) apoptozu indiikledigi bilinen ve en yogun
caligilan genler arasindadir. p53 genetik mutasyonu ve genomik kararsizligi 6nlemektedir.
Ayrica p53 birgok preoksidan ve antioksidan genlerin ekspresyonunu diizenleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir. Diislik regiilasyon ve p53 kaybi, redoks dengesizligi, ROS
iiretiminin artmasi, mutajenez ve agresif timor gelisimi ile iligkilidir (Tanigawa, Fujii ve
Hou, 2008). Genellikle p53, kanser hiicrelerinde, 6zellikle MDR kanser hiicrelerinde
upregiile etmektedir veya mutasyona ugramaktadir (Stiewe ve Haran, 2018; Ye ve digerleri,
2019). Bugiine kadar, N ve C - terminus bolgelerinde spesifik serin / treonin kalintilarinda
apoptoz ig¢in p53'li fosforile etmek i¢in 10 kinaz tanimlanmistir. Apoptoz i¢in dokuz
fosforilasyon bolgesi (serin 20, 33, 46, 366 ve 392 ve treonin 81, 304, 377 ve 387) tespit
edilmistir (Yogosawa ve Yoshida, 2018).

Rel / NF-kappaB (NK-kB) transkripsiyon faktorleri, programlanmis hiicre 6liimiiniin
(apoptoz) anahtar regiilatorleridir. Aktiviteleri, ¢esitli dokularda normal gelisim ve
homeostaz i¢in énemli fizyolojik ilgiye sahiptir ve 6nemli patolojik sonuglar, hepatosit
apoptozu, nérodejenerasyon ve kanser dahil olmak iizere anormal NF-kappaB aktivitesi ile
iliskilidir. NF-kappaB en iyi proapoptotik uyaranlara yanit olarak koruyucu aktivitesi ile
karakterize edilirken, programlanmis nekrozun baskilanmasindaki rolii daha yakin zamanda
ortaya ¢ikmistir. NF-kappaB en ¢ok antiapoptotik proteinlerin ve antioksidan molekiillerin
ekspresyonunu aktive ederek programlanmis hiicre 6liimiinii antagonize eder, ancak belirli
kosullar altinda ve belirli hiicre tiplerinde apoptozu da tesvik etmektedir (Fan, Dutta, Gupta,
Fan, ve Gélinas, 2008). Memeli NF-xB ailesi 5 iiye icermektedir. Bunlar; NF-xB1 (p105 ve
p50), NF-xkB2 (pl00 ve p52), c-Rel, RelB ve RelA (p65)’dir. Bu proteinler DNA
baglanmasina, dimerizasyonuna ve sitoplazmada NF-kB dimerlerini tutan spesifik inhibitor
faktorlerle IxB'lere aracilik eden bir Rel homoloji domaini (RHD) igermektedir. Birgok
uyaran, cogunlukla IkB kinaza bagli fosforilasyona neden olur ve IkB proteinlerinin inaktive
etmesiyle NF-kB'yi aktive etmektedir. Serbest kalan NF-xB dimerleri ¢ekirdege girer,
burada sitokinleri, bliylime faktorlerini, hiicre yapisma molekiillerini, pro- ve antiapoptotik
proteinleri kodlayan farkli genlerin transkripsiyonunu diizenlermektedir (Luo, Kamata ve

Karin, 2005).
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Resim 2.30. Apoptotik sinyal yolaklar1 (https://en.wikipedia.org/wiki/Apoptosis)

Chkl (CHEKI) ve Chk2 (CHEK2), yapisal olarak serin / treonin kinazlar olup, ¢esitli
genotoksiklere yanit olarak aktive edilmektedir. Chkl ve Chk2'nin temel gorevi, ozellikle
ATM ve ATR olmak iizere fosfatidilinositol 3-kinaz ailesinin proksimal kontrol noktasi
kinazlarindan ve ATX'ten kontrol noktasi sinyallerini iletmektir ve bunlar Chkl ve / veya
Chk2'yi fosforile ederek aktive etmektedir. Chk?2, hiicre dongiisti boyunca eksprese edilen
stabil bir proteindir, DNA hasar1 olmadiginda biiylik ol¢lide aktif olmadig1 goriiliir, esas
olarak c¢ift zincirli DNA kopmalarina yanit olarak ATM tarafindan aktive edilmektedir ve

aktivasyonu dimerizasyon ve otofosforilasyonu icermektedir (Bartek ve Lukas, 2003)
(Resim 2.31).
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Resim 2.31. Kanserde Chk1 (CHEKT1) ve Chk2 (CHEK2) mekanizmasi (Beishline ve
Azizkhan-Clifford, 2014)

IGF'lerin varlig1 ilk olarak Salmon ve Daughaday tarafindan onerilmistir (Salmon ve
Daughaday 1957). Bu durum kikirdaga siilfat katilmasinin biiyiime hormonu aracili
stimiilasyonunun bir serum faktoriiniin aracilik ettigini gosteren ¢alismalara dayanmaktadir.
Bu faktore baslangigta “siilfatlama faktorii”, ardindan “somatomedin” adi1 verilmistir. Daha
sonra, insiilin ile kismi yapisal homolojiye, yag ve kas hiicrelerine glikoz aliminin
uyarilmasina dayanan “insiilin benzeri” terimi kullanilmistir (Brahmkhatri, Prasanna ve
Atreya, 2015). IGF1 ve IGF2, c¢ok sayida hiicre tipi ve dokusunun biliyiimesinde,
farklilagmasinda ve hayatta kalmasinda rol oynayan hem mitojenik hem de metabolik
fonksiyonlara sahip biiylime faktorleridir. IGF'ler bliylime faktorleri arasinda benzersizdir,
clinkii sistemik olarak (hormonlar gibi), lokal olarak (otokrin / parakrin faktorleri gibi)
hareket edebilirler. Insiilin / IGF ekseninin metabolik fonksiyonlar1 iyi bilinmektedir, ¢iinkii
insiilin, hiicresel glikoz, amino ve yag asidi aliminin yani sira glikojen, lipit ve protein
sentezini, diger ilgili metabolikleri kontrol eden 6nemli bir diizenleyicidir. (Mohan ve
Baylink, 2002; Sipos, Szekely, Kis, Tulassay ve Muzes, 2017). Ayrica IGF'ler birden fazla
islevide gosterir. Oto-, para- ve endokrin biyolojik etkiler uygulayarak, cesitli doku ve
hiicrelerde farkli miktarlarda ve oranlarda olmasina ragmen, farkli yerlerde ifade
edilebilmektedir. Esas olarak biiylime hormonlar1 gibi davranirlar, insan hiicrelerinin ve

dokularinin biiyiimesini diizenleyerek Omiirlerini etkilerler. Doku homeostazin1 koruma
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tizerinde onemli bir etkiye sahiptirler ve normal dokuda farklilasmis bir fenotip mevcuttur,
anjiyogenez, hiicre yapismasi, migrasyon ve yara iyilesmesinde rol oynamaktadirlar (Iams
ve Lovly, 2015; Sipos ve digerleri, 2017). IGF'ler diger sinyal yollariyla birlikte apoptoz ile
hiicre sagkalimi arasindaki dengenin belirlenmesinde de rol oynamaktadir. Antiapoptotik ve
sagkalim yanlis1 etkiler bazi kanser tiirlerinin gelisimi ve ilerlemesi i¢in biliyiik 6nem
tasimaktadir. Insiilin / IGF sinyaline hiicresel yanitlarmn cesitliligi biiyiime faktdrlerinin
mevcudiyetine, reseptorlerin ve sinyal molekiillerinin oranlarina, hiicre ve doku tiplerine
ayrica doku mikro ¢evresine baglidir (Massoner, Ladurner-Rennau, Eder ve Klocker, 2010;

Sipos ve digerleri, 2017) (Resim 2.32).

-7 jg

|R$1O ——+ Ras/Raf

FISI-( t MEK
Rac ' |
pﬂkf t ERKs ,

n
' Gét; pFKHRT pBad t ’

Proliferasyon

AW t ve sitokrom C 1

Kaspaz Aktivitesi |

Apoptoz Inhibisyonu

Resim 2.32. Kanserde IGF/IGFR mekanizmasi ve apoptoz (Delafontaine, Song ve Li, 2004)

Hiicre sinyal yolaklarindaki Protein Kinaz C’nin (PKC)’nin tiimdr gelisiminde 6nemli bir
rol oynadig1 diisinlilmektedir. Memeli hiicrelerinde PKC'nin asir1 aktivasyonunun hiicre
biliytimesi ve farklilagsmasinin diizenlenmesinde onemli bir rolii vardir. Ayrica, PKC hiicre
proliferasyonu ve canlilik diizenleyicisi olarak bilinen fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)
protein sinyalizasyonunu aktive etmektedir. Protein Kinaz C (PKC) ROS tarafindan
diizenlenen sinyal enzimlerinden biridir ve tiimor gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.
PKC’deki ¢oklu sistein residulari, ROS tarafindan oksidatif olarak aktive edilebilir. PKC,
hiicre biiylimesini baskilayici ve hiicre Oliimiiniin diizenlenmesine katkida bulunan
serin/treonin kinaz ailesini temsil etmektedir. PKC fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K), protein
sinyalizasyon i¢in efektorlere akis yoniinde hareket edebilir. PI3K aracili sinyal yolu; hiicre
proliferasyonu, hiicrenin hayatta kalmasini, farklilasmasini ve apoptozu diizenlemektedir

(Maurya ve Vinayak, 2015).
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Hiicresel onkogenlerin aktivasyonu ya da tlimor baskilayict genlerin inaktivasyonu sonucu,
Ras ve PTEN/Akt yolaklar1 gibi cesitli sinyal yolaklarinin regiilasyonunun bozuldugu
bildirilmistir. Tiimor baskilayici bir gen olan PTEN’in iirtinii, Akt ve mTOR proteinlerini
defosforile eden bir fosfatazdir. PTEN’in mutasyona ugramasi sonucu, Akt ve mTOR
proteinleri fosforile durumda kalir ve hiicrede ¢cogalma sinyalleri baglar. Akt, apoptozdan
kacis1, proliferasyonu ve hiicre dongiisii i¢in protein sentezini artirict etkisi ile timor
biliytimesi ve ilerlemesini etkilemektedir (Kii¢iikoner ve Isikdogan, 2013). mTOR hiicre
biliylimesi ve metabolizmasinda 6nemli role sahiptir. Kanserde onemli oldugu saptanan ii¢
temel sinyalizasyon yolu; (PI3K)/AKT kinaz zinciri, Protein Kinaz C (PKC) ailesi ve
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)/Ras bulunmaktadir (Wei ve digerleri, 2016).
mTOR; PI3K/AKT sinyal yolaginin akis aktivasyonunda anahtar bir kinazdir. Bu yolaklar
kanserde siklikla bozulur ve bu ylizden de mTOR 6nemli bir antitiimor hedeftir. Antikanser
ajanlar olarak; mTOR inhibitorleri bir¢ok kanser tipinde 6nem tagimaktadir (Kiigiikoner ve

Isikdogan, 2013) (Resim 2.33).
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Resim 2.33. Apoptoz ve sinyal yolaklari (Cao ve digerleri, 2014)
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Memeli hiicreleri 1s1ya yanit olarak ve ¢ok sayida stresli uyarana karsi, oldukca korunmus
bir protein ailesini eksprese etmektedir (Lindquist ve Craig, 1988). Stres proteinlerinin bu
ailesi, 1s1 soku proteinleri (HSP) ve glikozla diizenlenmis proteinler (GRP) igerirler (Little,
Ramakrishnan, Roy, Gazit ve Lee, 1994; Garrido, Gurbuxani, Ravagnan ve Kroemer, 2001).
Tiimor hiicrelerini apoptoza, konaker savunma mekanizmalarina ve gesitli tedavi sekillerine
kars1 direngli hale getirir. HSP’ler, birgok fonksiyona sahip molekiiler koruyuculardir. Isinin
yani sira hipoksi, 1s1nlama, enfeksiyon veya toksik ajanlar da dahil olmak {izere bir¢ok baska
stres bicimine tepki olarak tiim organizmalarda iiretilen, olduk¢a korunmus bir protein
grubudur (Lindquist ve Craig, 1988). Stres genleri olarak da belirlenen gen seti HSP’ler, bir
grup proteinin sentezini indiikler. HSP’ler, stres bagimli olarak yanlis katlanan ya da yeni
sentezlenen proteinlerin dogru katlanmasimi saglayan ve agregasyonunu engelleyen
molekiiler saperonlar olarak rol oynamaktadir (Gupta ve digerleri, 2010). Bu proteinler ¢ok
fonksiyonlu molekiiler saperonlardir. Neoplazmlarda HSP'nin ekspresyonu apoptozun
diizenlenmesinde, tiimorlere kars1 immiin yanitta ve ¢oklu ilag direncinde rol oynamaktadir
(Levine, Momand ve Finlay, 1991; Ciocca ve digerleri, 1993). Artan HSP seviyeleri,
hiicrelerin apoptoza karsi daha direngli olmasini saglamaktadir. Bilinen en immiinojenik
molekiillerden biri olan HSP’ler, hiicresel bagisikligr artirmaktadir (Kaufmann, 1990).
Karsinogenezdeki HSP'lerin rollerinin anlagilmasi, tiimdr davranist ve potansiyel prognoz
ile ilgili 6nemli etkilere sahiptir (Lebret, William, Watson ve Fitzpatrick, 2003). Cesitli
kanserlerde (gogiis kanseri, bobrek kanseri, ¢esitli losemiler, mesane kanseri vb.) HSP'lerin
regiilasyonu arttirdigi bildirilmistir (Jolly ve Morimoto, 2000; Lebret ve digerleri, 2003). Bu
nedenle, karsinogenez sirasinda HSP ekspresyonu bir¢ok tiimorde degismektedir (Fuller ve
digerleri, 1994). HSP'lerin tiimorlii dokulardaki asiri ekspresyonu, meme, bobrek ve mesane
kanseri olan hastalarda prognostik degere sahip olmakla iliskilendirilmistir (Lebret ve
digerleri, 2003; Mosser ve digerleri, 2004). HSP60, HSP70 ve HSP90 regiilasyonlarinin
artt1g1 proteom analizi ile gézlenmistir (Lim ve digerleri, 2002). HSP’ler normal hiicresel
fonksiyonlarda, 6rnegin hiicre dongiistiniin devamliliginda 6nemlidir. Saperon fonksiyonu
olan major HSP’ler; HSP104, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 ve kiicik HSP’ler
(HSP27)’dir (Thomas ve digerleri, 2005). HSP27 ii¢ serin kalintisinda (S15, S78 ve S82)

fosforilasyon edilmektedir (Jovcevski ve digerleri, 2015).

Glikoz regiilasyon iliskili proteinler (GRP'ler), kanser dokularindaki glikoz yoksunlugu,
oksidatif stres ve hipoksi gibi ¢esitli stres kosullarina hiicresel tepki ile upregiile edilen

molekiiler saperonlardir (Zhang, Zhang, Wang, Wu ve Yang, 2015; Tsai ve digerleri, 2018;
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Lu ve digerleri, 2019). GRP'ler yapisal olarak tiim organlarda bazal seviyelerde eksprese
edilir ve strese neden olabilen ER saperonlar1 olarak protein katlanmasi, toplanmasi ve
bozulmasinda baslica rol oynamaktadir. GRP'ler proliferasyon, apoptoz ve bagisikligi
diizenleyen islevlerde tespit edilmistir. GRP78 / BiP ER saperonu, protein translokasyonu,
protein katlanmasi sirasinda yol gosteren ve parcalanma ic¢in yanlis katlanmis proteinleri
hedefleyen ER'nin gecirgenlik bariyerini korumaktan sorumlu olan 78 kilodalton glikoz
ayarli proteindir. GRP78 ayni zamanda bir ER kalsiyum baglayic1 proteindir (Ma ve
Hendershot, 2004; Zhu ve Lee, 2015). Bir diger biiylik ER saperonu, ER'de en bol bulunan
glikoprotein olan 94 kilodalton glikoz diizenlenmis proteindir (GRP94 / Gp96). GRP78
mayadan insana kadar farkli organizmalarda bulunurken, GRP94 sadece c¢ok hiicreli
organizmalarda bulunmaktadir. GRP94, GRP78 gibi, protein katlanmasina katilir, ER
kalsiyumunu depolar ve ER ile iligkili yanlis katlanmis proteinlerin hedeflenmesine yardime1
olmaktadir (Marzec, Eletto ve Argon, 2012; Zhu ve Lee, 2015). GRP78 ile
karsilastirildiginda, GRP94'iin proteinleri bagisiklik, biiylime sinyali ve hiicre yapismasinda
kritik rollerle daha segicidir. GRP94 istemci proteinlerinin Ornekleri arasinda
histokompibilite sinif I (MHC 1), insiilin benzeri biiyiime faktorii II (IGF II), Toll benzeri
reseptdr I (TLR1) ve bir dizi integrin bulunur. (Eletto, Dersh ve Argon, 2010; Staron ve
digerleri, 2010; Zhu ve Lee, 2015).

Bu bilgiler dogrultusunda; meme ve kolon kanserlerinin tedavilerinde ortaya cikan ilag
direncinin ortadan kaldirilmasini ve direngli hiicrelerin apoptoza yonlendirilmesini
saglayacak bir anti-kanser ajan olabilecegi diisiiniilen heterohalkali bilesiklerin etkilerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Calismamda ilag direncinde rol oynayan ABCB1, ABCCC3,
ABCCI10, ABCCI11 ve ABCG2 genleri, apoptotik mekanizmada 6nemli rol alan p53 PARP,
BCL2, BAX, CASP3, 1s1 sok proteinleri (HSP27, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90a),
endoplazmik retikulum stres proteinleri (GRP78 ve GRP94) bu hedefler dogrultusunda
secilmistir. Ayrica heterohalkali bilesiklerin meme ve kolon kanserleri iizerindeki etkileri,
apoptoz ve iliskili sinyal yolaklarinda 6nemli olan BAD, BAX, BID, BIM, Casp3, Casp7,
Casp8, CD40, CD40L, cIAP-2, cytoC, DR6, Fas, FasL, HTRA, p38, p27, p53, SMAC,
sTNF-R1, sTNF-R2, TNF-alpha, TNF-beta, TRAILR-1, TRAILR-2, TRAILR-3, TRAILR-
4, ATM, CHKI1, CHK2, elF2a, SMAD BCL-2, BCL-W, HSP27, HSP60, HSP70, IGF-I,
IGF-II, IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-5, IGFBP-6, IGF-1sR, Livin, p21,
Survivin, XIAP, AKT, Erk1/2, IkBa, JNK, NFKB, PARP, TAK1 proteinleri hedeflenerek

incelenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Antioksidan analizlerinde kullamlan kimyasal malzemeler

Etanol (32205), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH, 300267), demir (II) kloriir FeCl>
(372870), ferrozin (160601), sodyum fosfat monobazik dihidrat (NaH2PO4+2H>0, 71505),
sodyum fosfat dibasik (Na2HPOs, 255793), potasyum ferrisiyanit (KsFe(CN)s, 702587),
trikloroasetik  asit (TCA, T4885), demir (III) Kklorir (FeCls, 157740),
(Ethylenedinitrilo)tetraasetik asit (EDTA, 798681), gallik asit (GALLIC) (C7HsOs, 842649),
biitillenmis hidroksianisol (BHA, B1253), biitillenmis hidroksitoluen (BHT, W218405) ve
(+)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-carbokzilik asit (Trolox, 238813) Sigma-

Aldrich firmasindan temin edilmistir.

3.1.2. Hiicre Kkiiltiiriinde kullanilan kimyasal malzemeler

L-glutamin ve yiiksek glukoz igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM,
D6429), Eagles Minimum Essential Medium (EMEM, M4655), penisilin-streptomisin
(P4333), Sodyum piriivat (S8636), Sodyum bikarbonat (31437), Horse serum (H1270),
Hidrokortizon (H0888), HEPES (H0887), EGF (E9644), insiilin (I0516), Mitomycin C
(M0503), MTT (M2128) ve C. toxin (C8052) Sigma-Aldrich; RPMI-1640 (21875), Thermo
Fisher Scientific; FBS (04-007-1A), tripsin-EDTA (03-052-1B) Biological Industries

firmasindan temin edilmistir.

3.1.3. Molekiiler analizlerde kullanilan kimyasal malzemeler

KCI (P9333), NaCl (S9888), KH2PO4 (1551139), Na2HPO4 (S7907), HCI (H1758), etanol
(32205), dimetil siilfoksit (DMSO, D8418), NaOH (S0899), Trypan blue Cozeltisi (T8154),
Sigma-Aldrich; RNA izolasyon kiti (K0731), cDNA sentez kiti (K1622), Maxima SYBR
Green gPCR Master Mix 2X (K0221), Thermo Fisher Scientific firmasindan temin
edilmistir. p-Aktin, ABCB1 (MDR1-P-gp), ABCC3 (MRP3), ABCC10 (MRP7), ABCC11
(MRP8), ABCG2 (BCRP) primerleri Invitrogen; p53, PARP, BAX, BCL2, CASP3, GRP94
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ve GRP78, HSP27, HSP40, HSP60, HSP70 ve HSP90a primerleri Oligomer firmasindan

temin edilmistir.

3.1.4. Protein analizlerinde kullanilan kimyasal malzemeler

RIPA buffer (9806S), B-mercapto ethanol (M131) ve BCA Protein Assay kit (23225)
Thermo Fisher Scientific; Human Apoptosis Array C1 (AAH-APO-1-8), Human Apoptosis
Signaling Array C1 (AAH-APOSIG-1-8) Raybiotech firmasindan temin edilmistir.

3.1.5. Besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Antioksidan aktivitede kullanilan ¢ozeltiler

0,25 mM 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH):

5 mg DPPH 50 mL etanol icerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir ve karanlikta stoklanmistir.

2 mM demir (1) kloriir (FeCl»):

0,0397 g FeCl> 100 mL saf suda ¢6ziilerek hazirlanmistir ve karanlikta stoklanmustir.

5 mM ferrozin:

0,123 g ferrozin 50 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanmustir.

0,2 M 6,6 pH fosfat tamponu:

31,20 g 0,2 M NaH2PO4+2H;0 1 L saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir. 35,59 g 0,2 M
Na;HPO4 1 L saf suda c¢oziilerek hazirlanmistir. 250 mL NaH2PO4+2H20, 93,75 mL
Na2HPO4 ve 50 mL saf su karistirilarak 0,1 M HCI veya KOH ile pH ayarlanmistir. Hacim

500 mL’ye tamamlanmustir.
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% 1’lik potasyum ferrisiyanit (K3Fe(CN)g):

1 g K3Fe(CN)s 100 mL saf suda ¢6ziilerek hazirlanmstir.

% 10’luk trikloroasatik asit (TCA):

10 g TCA 100 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

% 0,1’lik demir (I1I) kloriir (FeCl3)

100 mg FeCls 100 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir ve karanlikta stoklanmuastir.

Hiicre kiiltiirii ve molekiiler calismalarda kullanilan ¢ozeltiler

DMEM (1X):

250 mL DMEM ig¢in, 0,60 g NaHCO3 ve 0,8962 gr HEPES kullanilarak besiyeri i¢erisinde
¢cOziilmiistiir. pH 7,2-7,4 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 0,20 pm filtre yardimu ile steril

edilerek +4°C’de saklanmustir.

Calismada kullanilan 250 mL 1X DMEM miktar1 asagida belirtildigi gibi hazirlanmastir.

Igerik Miktar

1X DMEM 217,195 mL
% 10 Horse serum 25 mL
Sodyum piriivat 2,5mL
Penisilin/streptomisin 2,5mL
Hidrokortizon, 2,5mL
Insiilin 250 puL
Clostridium botulinum toxin (C.toxin) 50 uL

EGF 5uL
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EMEM (1X):

250 mL EMEM i¢in, 0,375 g NaHCO3 kullanilarak besiyeri igerisinde ¢oziilmiistiir. pH 7,2-
7,4 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 0,20 pum filtre yardimi ile steril edilerek +4 °C’de

saklanmistir.

Calismada kullanilan 250 mL 1X EMEM miktar1 asagida belirtildigi gibi hazirlanmustir.

Igerik Miktar
1IX EMEM 219,75 mL
% 10 FBS 25 mL
Sodyum piriivat 2,5mL
Penisilin/streptomisin 2,5mL
Insiilin 250 uL

RPMI (1X):

250 mL RPMI i¢in, 0,5 g NaHCO3 kullanilarak besiyeri igerisinde ¢oziilmiistiir. pH 7,2-7,4
olacak sekilde ayarlandiktan sonra 0,20 um filtre yardimi ile steril edilerek +4 °C’de

saklanmastir.

Calismada kullanilan 250 mL 1X RPMI miktar1 asagida belirtildigi gibi hazirlanmistir.

Igerik Miktar
1X RPMI 2245 mL
% 10 FBS 25 mL
Penisilin/streptomisin 2,5mL

1X PBS:

800 mL dH20 igerisine NaCl, KCI, Na2HPO4 ve KH2PO4 eklenmistir. pH 7,4 olacak sekilde
ayarlanmistir. Hacim 1 L olana kadar dH20 ile tamamlanmistir ve 121 °C’de 15 dk

otoklavlanmustir.
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Bilesik Kiitle Molarite

NaCl ( 8.4 g/mol) 80 0.137 M

KCI (74.551 g/mol) 0,29 0.0027 M

Na>HPO4 (41.96 g/mol) 144 ¢ 0.01 M

KH2PO4 (136.086 g/mol) 0,24 g 0.0018 M
Primerler:

Invitrogen ve Oligomer firmas1 tarafindan HPLC (Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi)  saflikta  sentezlenen  primerler 100 uM  olacak  sekilde
niikleaz igermeyen H20’da (Sigma-Aldrich) stok soliisyonlar hazirlanmistir. Stok ¢6zeltiden
1/10 seyreltme yapilarak 10 pM’lik primer stogu elde edilmis ve ¢alismalarda kullanilmak

tizere -20 °C’de saklanmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Test bilesikleri

Tez calismasinda kullanilan test bilesikleri; Amasya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Béliimii 6gretim iiyesi Dog. Dr. Melek Giil tarafindan iki baslangic (BM) ve iki son
madde (SM) olarak sentezlenmistir. Baslangic maddeleri glisin imin tirevlidir. Son
maddeler ise izoindol ve pirolidin halkalidir, bu nedenle heterohalkali bilesikler
grubundadir. Baslangi¢ ve son madde olarak secilen bilesikler ilk iiriin ve son {iriin olarak
karsilastirmali caligmalar yapmak ig¢in tercih edilmistir. Glisin imin tiirevli baglangic
bilesiklerin ve son iiriin olarak sentezlenen heterohalkali bilesiklerin kimyasal yapilar1 ve
isimleri Sekil 3.1°de gosterilmistir. Bilesiklerin sentezine ait bilgiler Dog. Dr. Melek Giil

tarafindan hazirlanmistir ve sentez yapilar1 Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’de gosterilmistir.
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BM-1: Methyl 2-((bis(propylthio)methylene)amino)acetate
SM-1:  Methyl (3aR,4aS,7aS,8aR)-1,3,5,7-tetraoxo-2,6-diphenyl-8-(propylthio)decahydro-4,8-epiminopyrrolo[3,4-
flisoindole-4(1H)-carboxylate:

Me—S o
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BM-2 SM-2

BM-2: Methyl 2-((bis(methylthio)methylene)amino)acetate
SM-2: Methyl (3aR,4aS,7aS,8aR)-8-(methylthio)-1,3,5,7-tetraoxo-2,6-diphenyldecahydro-4,8-epiminopyrrolo[3,4-
flisoindole-4(1H)-carboxylate

Sekil 3.1. Test bilesiklerinin kimyasal yapilari ve isimleri

SM-1 Sentezi:

Metil-2-((bis(propiltiyo)metilen)amino)asetat- BM-1 (1 mmol) ve N-fenilmaleimid (5.5
mmol) 10 mL toluene igerisinde 185 °C kapali kapta Ar ile doldurularak isitilmistir. 72
saatin sonunda, tepkime sonlandirilmis ve saflagtirmak icin 1:1 hekzan:etilasetat ile kolon
kromotografisi yapilmistir. Verim % 32; erime noktasi 215 °C; Rf 0.065 FTIR: 3159, 3063,
2963, 1780, 1730, 1709, 1596, 1574, 1498, 1424, 1377, 1204, 792, 759 cm-1; 1H NMR (400
MHz, CDCI3, ppm) 6 1.022 (3H, t, J=7.3 Hz), 1.690-1.723 (4H, m), 3.008 (2H, m), 3.64-
3.711 (2H, d, J=7.07 Hz), 3.948 (3H, -OCH3, s), 7.280-7.49 (10H, m, Harom.), 7.675 (1H,
NH, s) ppm, 13C NMR (101 MHz, CDCI3, ppm) & 13.82, 13.717, 22.332, 32.030, 52.932,
53.842, 72.352, 126.129, 128.801, 129.010, 129.229, 131.326, 171.033, 172.288, 172.412
ppm; HRMS(EIC): Exact Mass 519.15; [M+H]+ ion 520.1503, [M-H]+ iyon 518.1445 m/z.
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Sekil 3.2. SM-1’in sentezine ait kimyasal yap1

SM-2 Sentezi:

SM-1’in sentezinde kullanilan ayni yontem ile birlikte BM-2 kullanilarak SM-2’nin sentezi
gerceklestirilmistir. Verim % 38; erime noktasi: 209-207 °C. 1H NMR (400 MHz, CDCI3)
0H 7,67 (s, 1H), 7.47-7.42 (m, 7H), 7.36-7.28 (m, 3H), 3.94 (s, 3H), 3.67 (d, J = 6.8 Hz, 2H),
3.30 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 2.49 (s, 3H), 13C NMR (101 MHz, CDCI3) 6C 173.68, 172.10,
171.42, 131.91, 128.95, 128.67, 127.05, 69.54, 60.74, 52.18, 49.62, 42.27, 13.19 ppm;
HRMS(EIC): Exact Mass 491.12; [M+H]+ ion 492.1502, [M-H]+ ion 490.1452 m/z. anal.
Hesaplanilan C25H21N306S: C, 61.09; H, 4.31; N, 8.55 Found: C, 60.86; H, 4.25; N, 8.46.

IIDh
N (@)
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o _r Pha\ - N NH
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—_—
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—S dry PhMe Ph
185 °C, 72h MeO o 9

Sekil 3.3. SM-2’in sentezine ait kimyasal yap1

3.2.2. Antioksidan aktivite

Izoindol tiirevli bilesiklerin antioksidan aktiviteleri (25-200 uM) serbest radikal siipiiriicii
(Brand-Williams ve digerleri, 1995), indirgeme (Oyaizu, 1986) ve metal selatlama (Decker

ve Welch, 1990) yontemleri kullanilarak belirlenmistir.

Ana stok i¢in bilesikler DMSO’da Img / mL olacak sekilde hazirlanmistir. Calisilacak dozlar
belirlenerek (25-50-100-150-200 uM) bes farkli konsantrasyonda bilesikler elde edilmistir
(Resim 3.1).
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Resim 3.1. Antioksidan aktivite ¢alismasi

Serbest radikal siipiiriicii aktivite (DPPH)

Serbest radikal siipiiriicii aktivitesi; 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH) ile Brand-Williams,
Cuvelier ve Berset (1995) tarafindan kullanilan yontemle belirlenmistir. Farkli
konsantrasyonlart hazirlanmis olan bilesiklerden {i¢ tekrar yapilarak calisilmistir. Her ii¢
tekrarli konsantrasyondan 100 uL alinarak i¢erisine 600 uL EtOH ve 60 pL (20 mg/L) DPPH
cozeltisi eklenmistir. Kontrol grubu 3,5 mL EtOH ve 0,5 DPPH ¢d6zeltisi hazirlanarak
calistlmistir ve blank olarak sadece EtOH kullanilmistir. Standart olarak biitillenmis
hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve Trolox (25-200 pg/mL)
kullanilmigtir. Hazirlanan karisimlar kuvvetlice ¢alkalanmis, 30 dakika oda sicakliginda
karanlik ortamda bekletilmis ve 517 nm'de absorbanstaki azalma Ol¢iilmiistiir. Yiizde
inhibisyon aktivitesi, asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir.

Serbest radikal siipiiriicti etki % = [(Ao - A1) / Ao] X 100. (Ao = kontrol absorbansi ve A1 =

ornek soliisyon absorbansi)
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Metal selatlama aktivitesi (Fe?* iyonlarimin selatlama aktivitesi)

Demirli iyonlar (Fe?") iizerinde bilesiklerin selat aktivitesi Decker ve Welch (1990)’in
onerdigi protokole gore Ol¢iilmiistiir. Farkli konsantrasyonlardaki bilesiklerden 125 pL
alinarak 462,5 pL deiyonize su ile karistirilmistir. Karisim 30 dakika boyunca oda
sicakliginda 12,5 pL FeClz (2 mM) ile inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra reaksiyon,
oda sicakliginda 25 dakika boyunca 25 pL ferrozin (5 mM) ilave edilerek baslatilmistir ve
daha sonra absorbans 562 nm'de 6l¢iilmiistiir. Blank; 55 pL FeCl, ve 925uL deiyonize su ile
kontrol grubu; 55 pL FeClz, 925uL deiyonize su ve 25 pL ferrozin hazirlanmistir. 562 nm'de
absorbanstaki azalma 6l¢iilmiistiir. Bilesiklerin Fe?" iizerindeki selatlama aktivitesi, ayni
konsantrasyonlarda biitillenmis hidroksitoluen (BHT), Trolox ve EDTA kullanilmistir.
Metal selatlama aktivitesi (%) = [(Ao - A1) / Ao] X 100.

Indirgeme aktivitesi

Bilesiklerin indirgeme aktivitesinin dl¢timleri Oyaizu (1986) yontemine gore yapilmistir.
Farkli konsantrasyonlardaki bilesiklerden 1,5 mL mikrosantrifiij tiiplere 12,5 pL alinarak
500 puL fosfat tamponu (0.2 M) (pH 6.6) ve 625 uL potasyum ferrisiyanit [KsFe(CN)g] (%
1, w/v) ile karistirilmistir. Karisim 20 dakika boyunca 50 °C'de inkiibe edilmistir. Daha sonra
625 pL trikloroasetik asit (TCA) (% 10, w/v) ilave edilmistir ve 10 dakika boyunca 3.000
rpm'de santrifiijlenmistir. Son olarak 625 pL st katman ¢ozeltisinden alinarak 625 pL
deiyonize su ve 125 upuL FeClz (% 0.1, w/v) ile kanstirlmistir ve absorbans,
spektrofotometrede 700 nm'de ol¢iilmiistiir. Blank-1; 625 uL trikloroasetik asit (TCA) (%
10, wiv), 62,5 pL FeCls ve 312,5 pL deiyonize su ile blank-2; 62,5 pL FeCls, 312,5 uL
deiyonize su hazirlanmistir. Blank-1 ¢alkalanmadan ve 1sitilmadan santrifiijlenmistir. Blank-
2 calkalanmis ve 1sitilmig ancak santrifiijlenmemistir. Kontrol grubu; 12,5 pL deiyonize su,
50 uL fosfat tamponu ve 625 pL potasyum ferrisiyanit [KaFe(CN)s] (% 1, w/v) karigtirilarak
50 °C'de 20 dakika inkiibe edilmistir. 625 pL trikloroasetik asit (TCA) (% 10, w/v) eklenerek
10 dakika boyunca 3.000 rpm'de santrifiijlenmistir. Son olarak 625 pL st katman
cozeltisinden alinarak 625 pL deiyonize su ve 125 pL FeCls (% 0.1, w/v) ile karistirilmstir.
700 nm'de absorbanstaki azalma ol¢iilmiistiir. Standart olarak EDTA, Gallic ve Trolox

kullanilmustir.
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3.2.3. Hiicre kiiltiirii

Bu ¢alismada, ATCC (Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu)’den satin alinan MCF-7 (meme
kanseri) (ATCC® HTB22™)/MCF-12A (normal meme epiteli) (ATCC® CRL-10782™) ve
DLD-1 (kolon kanseri) (ATCC® CCL221™)/CCD-18Co (normal kolon epiteli) (ATCC®
CRL-1459™) hiicre hatlar1 (Resim 3.2) Gebze Teknik Universitesi Temel Bilimler Fakiiltesi
Kimya Boliimiinden temin edilmistir. Hiicre hatlar1 0,2 g / 100 mL sodyum bikarbonat, %
10’luk hiicre hattina uygun serum ve % 1 penisilin/streptomisin igeren hiicre hattina uygun
besiyeri kullanilarak (Cizelge 3.1) 25 cm? veya 75 cm?’lik flasklarda, % 5 CO, ve 37 °C
sicakliktaki etiivde (Memmert) 24 saat inkiibasyona birakilarak tiretilmistir. Hiicreler % 80
doygunluga ulasincaya kadar biiyiitiildiikkten sonra fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltisi
(phosphate buffered saline; PBS) ile yikama islemi uygulanmistir. Hiicrelerin
pasajlanmasinda 1X Tripsin-EDTA kullanilmistir. Hiicre morfolojisi ters mikroskop (Leica/

DM IL LED) ile fotograflanmistir.

Cizelge 3.1. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyerleri ve serumlar

Hiicre Hatlan Besiyerler Serumlar
MCF-7 RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) FBS (Fetal bovine serum)
MCF-12A DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) Horse Serum

DLD-1 RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) FBS (Fetal bovine serum)

CCD-18Co EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium) FBS (Fetal bovine serum)
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3

Resim 3.2. Tez ¢alismasinda kullanilan hiicre hatlarinin goriintiileri; a8) MCF-7, b) MCF-
12A, ¢) DLD-1 ve d) CCD-18Co

Test bilesiklerinin hazirlanmasi

Bilesikler DMSO i¢inde ¢oziilerek, 100 mM stok ¢ozelti hazirlanmis ve 151k gérmeyecek
sekilde karanlikta +4 °C’de saklanmistir. Calismada farkli dozlarda 1,56 uM, 3,125 uM, 6,25
uM, 12,5 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM bilesikler hazirlanarak kullanilmistir. Hiicrelere

uygulanan tiim dozlarin DMSO oran1 % 0,1’in altinda olmasina dikkat edilmistir.

3.2.4. Hiicre proliferasyon analizleri
MCF-7 ve MCF-12A, DLD-1 ve CCD-18Co hiicre hatlarinda, izoindol tiirevli bilesiklerin
sitotoksik dozu (1,56-100 uM) MTT testi (van Meerloo ve digerleri, 2011) ve RTCA

yontemiyle (Moniri ve digerleri, 2015) belirlenmistir.
MTT yontemi

MTT testi, formazan boyalarnin ya da MTT azalmasina bagli olarak enzimatik aktivitenin
inkiibe edilen hiicrelerde meydana gelen renk degisiminin kolorimetrik dl¢limiine dayanan,
hiicre ¢ogalma miktarinin tespit edildigi bir yontemdir. Bu yontemle kullanilacak olan

herhangi bir terapotik ajanin hiicre iizerindeki sitotoksik ya da proliferatif etkileri
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belirlenebilmektedir. Bilesiklerin, MCF-7 (meme kanseri), MCF-12A (normal meme
epiteli), DLD-1 (kolon kanseri) ve CCD-18Co (normal kolon epiteli) hiicre hatlari
tizerindeki olasi sitotoksik etkisi MTT (Sigma-Aldrich) ile firetici firmanin kullanim
talimatina gore uygulanmistir. Olusan renk degisikligi sar1 ile renklendirilmis formazan
tuzlarinin aktif hiicre mitokondrilerinde tetrazolyum tuzunun azalmasi sonucunda
olugsmaktadir. Bu bilesiklerin absorbans degeri metabolik olarak aktivitelerinin
belirlenebilmesi ile orantilidir.

MTT testinde kullanilacak hiicre sayisini belirlemek i¢in optimizasyon c¢alismalari
yapilmustir. 96 kuyulu hiicre kiiltiir plakasinin her kuyucugunda 100 puL’de 2x10%, 1,5x10%,
1x10* ve 5x10°® hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Optimizasyon ¢alismasi sonucu hiicre

sayisinin 1x10% olmasina karar verilmistir.

MTT yénteminin uygulamasindan bir giin dnce, 96’lik plaka igerisine 1x10%kuyu olacak
sekilde hiicre sayimi1 yapilmistir. Hiicre hattina uygun besiyeri kullanilarak 100 pL / kuyu
medyum hazirlanmig ve plakaya ekimi yapilmistir. Mikroplakalar, 24 saat 37 °C ve % 5 CO.
ayarlt inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin yiizeye yapismalari saglanmistir. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra seri diliisyonlar halinde (100 uM — 1,56 uM) hazirlanan bilesikler
kuyulara ilave edilmistir. Inkiibasyon sonrasi hiicrelere 100 uL MTT (5 mg / mL) ¢dzeltisi
eklenerek 2 saat bekletilmis ve daha sonra kuyulara 100 pL DMSO (dimetilsiilfoksit)

eklenerek reaksiyon sonlandirilmigtir (van Meerloo, Kaspers ve Cloos, 2011).

Inkiibasyonu yapilan hiicreler, mikroplaka okuyucu spektrofotometre (Thermo Fisher
Scientific/Multiskan) ile 570 nm absorbans degerinde Olglimleri {i¢ tekrarli olarak
yapilmustir. Microsoft Excel programi yardimi ile uygulanan doz ve % hiicre canlilig1 egrisi
belirlenerek % 50 baskilayict konsantrasyon (ICso) degeri logaritmik egim grafigi ile
hesaplanmustir. (Sitotoksite=test absorbans degeri/kontrol absorbans deger ortalamasi x 100)
Deneyler her bir bilesik derisimi ve ¢oziildiigii soliisyon igin tiger kez tekrarlanmistir. Bu
sonuglara gore, bilesiklerin hiicre hatlarindaki sitotoksik etkileri degerlendirilmistir ve doz-
cevap iligkisi tanimlanmistir. Elde edilen veriler, ¢6ziicli kontrolle (% 0,1 DMSQO’lu hiicre)
ve canlilik oranlari % 100 olarak kabul edilen negatif kontrolle (besiyerithiicre)
karsilastirtlmistir. Her bir konsantrasyon ii¢ kuyu igin tekrarli olarak ¢alisilmistir (Resim
3.3).
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Resim 3.3. MTT testi ¢alismasi

Istatistik

Veri setleri arasindaki farkliliklarin 6nemi, MCF-7 ve MCF-12A, DLD-1 ve CCD-18Co
hiicre hatlarinda MTT testinin en etkili dozlar (liglii tekrar) segilerek SPSS 20.0 programi
kullanilarak ANOVA testi ile istatistiksel olarak analiz edilmistir. Sonuglar tiim hiicre hatlari
icin ID50 + SE (ortalamanin standart hatasi) olarak belirtilmistir.

Gruplar arasindaki iligkileri anlamak i¢in Post Hoc analizler de gergeklestirilmistir. Bu
nedenle ilk olarak varyans testi sonucunun homojenligi gozlenmistir ve bu sonuglara bagh
olarak farkl testler uygulanmigtir. Games-Howell ve Tukey testleri, MCF-7 ve MCF-12A,
DLD-1 ve CCD-18Co hiicre hatlarinda heterohalkali bilesiklerin ¢oklu karsilastirmalari igin

kullanilmistir.

Gergek zamanli hiicre analizi sistemi (RTCA)

Gergek Zamanl Hiicre Analizi Sistemi (RTCA) kullanilacak hiicre sayisini belirlemek i¢in
optimizasyon ¢alismalart yapilmistir. 8 kuyulu e-plakalarina her kuyucugunda 400 pl’de
2x10* 1,5x10* 1x10* ve 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Optimizasyon
calismasi sonucu hiicre sayisinin 1x10* olmasina karar verilmistir. MCF-7 (meme kanseri),
MCF-12A (normal meme epiteli), DLD-1 (kolon kanseri) ve CCD-18Co (normal kolon
epiteli) hiicreleri % 10°luk hiicre hattina uygun serum igeren besiyeri kullanilarak %5 CO.
ve 37 °C’de inkiibe edilmistir. Deney sirasinda hiicre proliferasyonu ve bilesiklerin olasi
sitotoksik aktivitelerinin belirlenebilmesi igin hiicreler iCELLingence RTCA cihazinin
(ACEA) e-plakalarma 1x10* hiicre / 400 uL olacak sekilde yiiklenmistir. 24 saat siireyle



76

hiicrelerin e-plakalara yapigsmasi beklendikten sonra, bilesiklerin uygun konsantrasyonlari
(100-50-25 uM) belirlenmistir ve 24 saate kadar gergek zamanli olarak bilesiklerin hiicre
proliferasyonu tizerindeki etkileri takip edilmistir. Hiicre indeksi degerlerindeki artis hiicre
proliferasyonundaki artisi, bu degerlerdeki diislis ise hiicre ¢ogalmasinin inhibisyonu
ve/veya hiicre 6liimiiniin gostergesi ise sitotoksik aktivite olarak degerlendirilmistir. Elde
edilen veriler sadece besiyeri ve hiicre ekilen e-plakalarin canlilik oranlar1 % 100 olarak

kabul edilerek analiz edilmistir (Moniri ve digerleri, 2015) (Resim 3.4).

Resim 3.4. RTCA testi ¢alismasi

3.2.5.Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu analizleri

Bilesiklerin anti-karsinojenik etkileri; meme ve kolon dokusuna 6zgii olan, kemoterapi
direncinde 6nemli rol oynayan pompa proteinleri ABCB1 (MDR1-P-gp), ABCC3 (MRP3),
ABCC10 (MRP7), ABCC11 (MRP8), ABCG2 (BCRP) ve apoptotik hiicre 6limii ile iligkili
sinyal yolaklarinda 6nemli rol oynayan p53, PARP, BAX, BCL2, CASP3, GRP94, GRP78,
HSP27, HSP40, HSP60, HSP70 ve HSP90a genlerinin mRNA diizeyleri gPCR yontemiyle
belirlenmistir. B-Aktin geni ise housekeeping kontrol geni olarak kullanilmustir.

Total RNA izolasyonu

MCF-7 (meme kanseri) ve DLD-1 (kolon kanseri) hiicreleri 24 saat 37 °C’de inkiibe
edildikten sonra 6’1 plakalara 2x10° hiicre sayimi yapilarak ekilmistir. MTT ve RTCA
sonuglarma gore sitotoksik dozu 50 uM olarak belirlenen bilesiklerin uygulandigi hiicreler

24. saatin sonunda 1X PBS ile yikanmistir ve 1X tripsin EDTA ile kaldirilmistir. Gen
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ekspresyon degerlendirmesi yapabilmek amaciyla kontrol ve doz gruplarinda mRNA miktari

kitte 6nerilen yonteme uygun olarak caligilmistir.

Protokole gore;

R/
A X4

Siispanse edilen hiicreler (2x10° hiicre) bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmis, 250 x g'de
5 dakika santrifiij ile pellet elde edilmis ve supernatanti atilmistir. 600 plL -
mercaptoethanol’lii Lysis Buffer eklenmis ve homojen bir karisim goriilene kadar 15
saniye vortekslenmistir.

% 100’Lik 360 pL etanol eklenmis ve pipetaj yapilmistir.

Tiip igindeki karisimdan 700 pL alinarak RNA saflastirma kolonuna (Thermo Fisher
Scientific / GeneJET) aktarilmis ve 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Kolon
yeni steril 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmistir.

Yikama tamponu-1’den 700 pL kolonun i¢ene aktarilmig ve kolon igeren tiip 12 000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilmistir.
Yikama tamponu -2’den kolona 600 pL eklenmis ve 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmistir.

Yikama tamponu-2’den kolona 250 pL eklenmis ve 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Kolonda biriken sivi atilmig ve kolon steril yeni bir 1,5 mL’ lik tiipe
aktarilmistir.

Son olarak 50 pL niikleaz igermeyen H20 eklenmis ve 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Tiipte toplanan s1vi qPZR ¢aligmalar1 i¢in -20°C’de saklanmistir.

Izole edilen RNA'nin konsantrasyonu ve safligi nanodrop (Thermo Fisher Scientific

/Multiskan) cihazi yardimu ile gergeklestirilmistir. Nanodrop ile RNA 6rneklerinin dl¢iilmesi

isleminde oncelikle uygun konsantrasyonlarda (ng / uL) sulandirilan RNA &rnekleri 260 ve

280 nm'de okutulmustur. RNA konsantrasyonu (pug / mL) = [OD (Optik yogunluk) 260 x

sulandirma orani x 40 (ug / mL)] formiilii aracihigiyla hesaplanmistir. A260 / A280 = 2.0

RNA ornekleri ¢alismaya dahil edilmistir.

cDNA (komplementer zincir) sentezi

Izole edilen total RNA'larin komplementer zincirleri, oligo d(T) primeri ve revers

transkriptaz enzimi (RT) kullanilarak, “Thermo Fisher Scientific, cDNA sentez Kiti

(K1622)” ile sentezlenerek cDNA’ya dontistiiriilmiistiir (Techne Prime/Thermal Cycler).
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cDNA sentezi 1. asama i¢in; 65 °C’de 5 dakika bekletilmistir. 2. asama igin; 42 °C’de 1 saat
ve inkiibasyon sonrasi enzimi inhibe etmek i¢in 70 °C’de 5 dakika bekletilmistir.

Sentezlenen cDNA’lar, qPZR yapmak tizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Protokole gore;

% Herbir 6rnek 100 ng total RNA olacak sekilde hesaplanarak uygun hacimde
kullanilmastir.

% Oligo (dT)18 primerlerinden her bir tiipe 1 uL eklenmis ve toplam hacim 12 uL olacak
sekilde niikleaz igermeyen H2O ile tamamlanarak 3-5 saniye santrifiijlenmistir.

% 5X Reaksiyon tamponun’dan 4 uL, RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL)’den 1 uL, 10
mM dNTP karisimindan 2 pL ve RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) enziminden 2 pL
eklenmistir.

% Toplam hacim 20 uL olacak sekilde santrifiij edilerek bilesenler ¢oktiiriilmiistiir.

¢ Karisim PZR cihazinda; 42 °C’de 1 saat ve inkiibasyon sonrasi enzimi inhibe etmek i¢in

70 °C’de 5 dakika bekletilmistir. Elde edilen cDNA 6rnekleri -20 °C’de saklanmustir.

PZR g¢alismalarinda ABCB1 (MDR1-P-gp), ABCC3 (MRP3), ABCC10 (MRP7), ABCC11
(MRP8), ABCG2 (BCRP), BAX, BCL2, PARP, p53, CASP3, HSP27, HSP40, HSP6O0,
HSP70, HSP90o, GRP94, GRP78 ve B-Aktin genlerine ait spesifik primerlerin baglanma
sicakliklarin tespiti ic¢in sicaklik optimizasyon denemeleri yapilmistir. Bu baglamda
toplam hacim 20 pL olacak sekilde karisim hazirlanmigtir. Her bir gen i¢in ayni1 karigim ve

ayn1 PZR programi uygulanmistir.

Gergek zamanli PZR (qRT-PCR)

NCBI veri tabani araciligi ile genlerin dizileri belirlenmistir. Cizelge 3.2 ‘de belirtilen
aksesyon numaralari dogrultusunda NCBI primer blast programi
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) yardimiyla gercek zamanli PZR ig¢in
gerekli olan primerler tasarlanmistir. Syber Green Master Mix (2x) 5 uL, Forward primer
(10 mM) 1 uL, Reverse primer (10mM) 1 uL, cDNA 2 uL ve niikleaz igermeyen H20 1 pul
olacak sekilde hazirlandiktan sonra Piko Real 96 (Thermo Fisher Scientific) cihazi
kullanilarak ve amplifikasyon program uygulanarak mMRNA ekspresyon diizeyleri

incelenmistir (Cizelge 3.3). Tiim 6rnekler iki tekrarl olarak ¢alisilmistir. Gergek zamanl
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PZR sonrasinda erime egrisi (melt curve) analizi yapilarak primerlerin 6zgiinliigii test

edilmistir.

Cizelge 3.2. Primer dizileri, referanslar ve tiriin uzunlugu

Genler Primer Dizileri (5°-3°) Referanslar Uriin Uzunlugu
AR CTGOAAGGTGGACAGOGAGS —— NM-0011019 205
ABCBIR  AGCOATGACGTCAGCATTAC —— M08l o3
ABCCI R CCGGTAGCOCACAGAATAAT ——  NML0037854 1
ABCCI0R AACTGGCACCTCTGGTTTAG —— NM_OUusssser 133
ABCCITR —CCATGGTTCCATTGOTCTCT —— XM_Ovo:soz 100
ABCGZR  GTTGOTCOTCAGGAAGAAGAG — M_0U008822 101
SAX R CAGACAGGGACATCAGTOGE —— NWLOUuzs1 1
T TR
PARPR TCTCCCTOAGACGTATGGCA ——  NML00i6184 212
785K CAGTCTGGCCAMCCAGGGARG — NM_00I26122 110
CASPIR TTATTAACGAAAACCAGAGCGEE NM_00I3#T7TL 140
HSP2TR  CTARGCACTGEOACCACTCE —— NM_0015405 7
HSP 40 CTCAGCARACATGGOATGAGG — NML00I008141 246
HSP 60K GOACTTCCCCAACTCTGGTC ——  NM_0021565 259
HSP70 F AAGGAGACAGCCGAAAGTGT L12723.2 21
HSP70 R CTTGGTTTCTCTTCTAAGCGAGG
HSPO0 R TTTCTGTGOCTACGTGTOCT ——  NM-0053463 103
GRPTE R ACCACCTTGAACGGOAAGAA —  NM00S3475 143
ol SCOTICSICTSSSTTIC — y ooms
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Cizelge 3.3. Gergek zamanli PZR (qRT-PCR) amplifikasyon programi

Amplifikasyon Program

Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C 10 dakika
Denatiirasyon 95°C 15 saniye
B-Aktin i¢in 51 °C —

ABCBI icin 55 °C
ABCC3 i¢in 53 °C
ABCC10 i¢in 49 °C
ABCCl11 i¢in 53 °C
ABCG2 i¢in 53 °C

BAX i¢in 59 °C
BCL2 icin 59 °C
Baglanma PARP igin 59 °C e
) — 40 dongii
sicakligi p53i¢in 60 'C 30 saniye

CASP3 i¢in 59 °C
HSP27 icin 60 °C
HSP40 igin 59 °C
HSP60 i¢in 60 °C
HSP70 i¢in 57 °C
HSP90a igin 59 'C
GRP94 icin 59 °C

GRP78 i¢in 59 °C -
Uzama 72°C 30 saniye
Final uzama 72°C 10 dakika

qPZR analizinde Ct (cycle threshold) degeri, floresan sinyal miktarinin tespit edilebilmesi
icin gereken minimum degeri (esik degeri) gecen dongii sayisinin belirlemesi agisindan
onemlidir. Ct degeri ne kadar kii¢iik olursa gen ifadesi o kadar erken dongiide baslamaktadir.
Gen ifadesinin belirlenmesi igin 224¢T  degerinin hesaplanmas1 gerekmektedir.
Hesaplamalar asagida belirtilen islem basamaklar1 ile gergeklestirilmistir (Livak ve
Schmittgen, 2001).

Referans gen i¢cin ACT degeri hesaplanmuigtir.
ACT = Ct (hedef gen) — Ct (referans gen)

Her primer grubu i¢in AACT degeri hesaplanmustir.
AACT = ACt (hedef gen) — ACt (referans gen)
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Genlerin ifadelerinin upregiile (yukar1 dogru regiilasyon) veya downregiile (asagr dogru

regiilasyon) olup olmadig1 2 24T degerlerinin hesaplanmasiyla elde edilmistir.

3.2.6. Apoptotik hiicre oliimii ile ilgili proteinlerin miktarlarimin membran iliskili

protein array ile dl¢iilmesi

Apoptoz ve iliskili sinyal yolaklarinda yer alan proteinler olan; BAD, BAX, BID, BIM,
Casp3, Casp7, Casp8, CD40, CD40L, clAP-2, cytoC, DR6, Fas, FasL, HTRA, p38, p27,
p53, SMAC, sTNF-R1, sTNF-R2, TNF-alpha, TNF-beta, TRAILR-1, TRAILR-2, TRAILR-
3, TRAILR-4, ATM, CHK1, CHK2, elF2a, SMAD BCL-2, BCL-W, HSP27, HSPG60,
HSP70, IGF-1, IGF-II, IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-5, IGFBP-6, IGF-
1sR, Livin, p21, Survivin, XIAP, AKT, Erk1/2, IkBa, INK, NFKB, PARP, TAK1 miktarlar

membran iligkili protein array kit ile 6l¢tilmiistiir.

Protein izolasyonu

MCF-7 (meme kanseri) ve DLD-1 (kolon kanseri) hiicreleri 24 saat 37 °C’de inkiibe
edildikten sonra 75°lik flasklara 5x10° hiicre sayis1 hesaplanarak ekilmistir. MTT ve RTCA
sonuglarma gore sitotoksik dozu 50 uM olarak belirlenen bilesikler hiicrelere uygulanmustir.
24. saatin sonunda hiicreler 1X PBS ile yikanmig ve 1X tripsin EDTA ile kaldirilmigtir. 15
mL’lik santrifiij tiipler igerisine alinan hiicreler 16 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
pellet elde edilmistir. Tiip igerisine 500 uL RIPA tamponu (Thermo Fisher Scientific, 9806)
eklenererek pipetaj yapilmig ve tiipler buz {izerine alinarak 5 dakika bekletilmistir. Daha
sonra steril bir mikrosantrifiij tiip igerisine alinan drnekler 14 000 x g de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Orneklere ait siipernatantlar steril mikrosantrifiij tiip ierisine alinmis ve izole

edilen proteinler -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Protein miktar tayini

Protein konsantrasyonlar1 “Thermo Fisher Scientific BCA Protein Assay” ile belirlenmistir
(Cizelge 3.4). BCA’nin iki soliisyonu (Reagent A ve B) 50:1 oraninda karistirilarak, 96-
kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 200 pL eklenmistir. Elde edilen protein lizatlarindan
ve konsantrasyonlar1 bilinen protein standartlarindan her bir kuyucuga iki tekrarli olacak

sekilde 10’ar pL eklenerek BCA kimyasali ile iyice karigmasi saglanmistir. Ayrica
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kuyucuklara ripa tamponu blank olarak eklendikten sonra olusan {iriiniin 1giktan
etkilenmemesi i¢in 96-kuyucuklu plaka aliiminyum folyo ile sarilarak tepkimenin olusmasi
icin 37 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir. 96-kuyucuklu plakanin oda sicakliginda beklendikten
sonra 562 nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir (Thermo Fisher Scientific). Standartlarin
absorbans degeri kullanilarak standart grafik ¢izilip, dogrusal grafigin formiilii ile R2 degeri
hesaplanmis ve ilgili yere absorbans degerleri yazilarak protein lizatlarinin

konsantrasyonlari pg / mL cinsinden hesaplanmistir (Resim 3.5).

Cizelge 3.4. BCA protein testi kit standardi konsantrasyonlari

Tiipler Diliisyon hacmi (mL) BSA’nmin kaynagi ve hacmi (mL) Final BSA konsantrasyonu (pg/mL)

A 0 Stoktan 300 2

B 125 Stoktan 375 15

C 325 Stoktan 325 1

D 175 B diliisyon tiipiinden 175 0,75

E 325 C diliisyon tiipiinden 325 0,50

F 325 E diliisyon tiipiinden 325 0,25

G 325 F diliisyon tiipiinden 325 0,125
H 400 G diliisyon tiiplinden 100 0,025

| 400 0 0 (Blank)

Rt g ooy . 9. 30,4012
- 8 18900
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Resim 3.5. MCF-7 ve DLD-1 hiicre hatlarinda BCA protein testi ¢aligmast
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Membran iliskili protein array analizleri:

Apoptoz array

X/
°e

X/
°e

e

AS

K/

K/
°e

Kit icerisindeki tiim materyaller oda sicakligina gelene kadar bekletilmistir.

Protein 6rnekleri bloklama tampon ile 300 pg olacak sekilde diliie edilmis ve buz
ilizerine alinmustir.

Tiim inkiibasyonlar ve yikamalar hafif rotasyon / sallanma (~ 0.5-1 devir / sn) altinda
yapilmistir.

Membranlarin antikor olan yiiziiniin sol iist kismi isaretlenmis ve tray iizerine
yerlestirilmistir.

2 mL bloklama tamponu membran {izerine eklenmis ve 30 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonras1 tampon kismi pipetle aspire edilmistir.

1 mL protein 6rnegi membran tizerine pipetlenerek 5 saat inkiibasyona birakildiktan
sonra 6rnek pipetle aspire edilmistir.

2 mL yikama tamponu-l membran iizerine eklenmis, oda sicakliginda 5 dakika
inkiibasyona birakilmis ve sivi kisim pipetle aspire edilmistir. Bu islem 3 kere
tekrarlanmistir (yitkama tamponu-1 hazirlanmasi: 10 mL 20X yikama tamponu-1
icerisine 190 mL niikleaz igermeyen H20 eklenmistir).

2 mL yikama tamponu-2 membran {lizerine eklenmis, oda sicakliginda 5 dakika
inkiibasyona birakildiktan sonra sivi kisim pipetle aspire edilmistir. Bu islem 2 kere
tekrarlanmigtir (yikama tamponu-2 hazirlanmasi: 10 mL 20X yikama tamponu-2
igerisine 190 mL niikleaz icermeyen H2O eklenmistir).

1 mL biotinlenmis antikor membran: iizerine eklenmis ve 2 saat ya da gece boyu
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra sivi kisim pipetle aspire edilmistir (Biotinlenmis
antikor membrani hazirlanmasi: 150 pL biotinlenmis antikor membran1 vial igerisine
pipetlenmis ve karistirtlmistir. Mikrosantrifiij tipe alinmis ve 1,85 mL bloklama
tamponu eklenmis ve pipetle karigtirilmistir.

2 mL yikama tamponu-1 eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona
birakilmigtir. Daha sonra sivi kisim pipetle aspire edilmistir. Bu islem 3 kere
tekrarlanmistir.

2 mL yikama tamponu-2 membran iizerine eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika
inkiibasyona birakildiktan sonra sivi kisim pipetle aspire edilmistir. Bu islem 2 kere

tekrarlanmistr.
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2 mL 1X HRP-Streptavidin membran iizerine eklenmis ve 2 saat inkiibasyona
birakildiktan sonra pipetle s1vi kisim ¢ekilmistir (HRP Streptavidin hazirlanmasi: 10 pLL
HRP Streptavidin igerisine 9990 pL bloklama tamponu eklenmistir).

2 mL yikama tamponu-1 membran lizerine eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra sivi kisim pipetle aspire edilmistir. Bu islem 3
kere tekrarlanmistir.

2 mL yikama tamponu-2 membran lizerine eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra sivi kisim pipetle aspire edilmistir. Bu islem 2
kere tekrarlanmustir.

250 uL tespit etme tamponu-C ve 250 uL tespit etme tamponu-D steril bir
mikrosantrifiij tiip icerisinde karistirilarak membran {izerine pipetlenmis ve 5 dakika
bekletilmistir.

Membranin resimleri kemiliiminesans goriintiilleme cihazina (Vilber Lourmat/FX5)
alinarak her bir spottaki protein ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.

Membran resimlerindeki protein ekspresyonlarina ait dizi goriintiisiinden elde edilen
sayisal verilerin otomatik hesaplanmasi Excel tabanli analiz yazilimi araclariyla ve

Image J programi yardimiyla gergeklestirilmistir.

Apoptoz sinyal array

Kit icerisindeki tiim materyaller oda sicakligina gelene kadar bekletilmistir.

Protein ornekleri bloklama tamponu ile 300 ug olacak sekilde diliie edilmis ve buz
iizerine alinmstr.

Tiim inkiibasyonlar ve yikamalar hafif rotasyon / sallanma (~ 0.5-1 devir / sn) altinda
yapilmustir.

Membranlarin antikor olan yiiziiniin sol {ist kismi isaretlenmis ve tray iizerine
yerlestirilmistir.

2 mL bloklama tamponu membran iizerine eklenmis ve 30 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi buffer kismi pipetle aspire edilmistir.

1 mL protein 6rnegi membran iizerine pipetlenmis ve 5 saat inkiibasyona birakilmistir.
Daha sonra 6rnek pipetle ile aspire edilmistir.

2 mL yikama tamponu-1 membran iizerine eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika

inkiibasyona birakildiktan sonra sivi kisim pipetle aspire edilmistir. Bu islem 3 kere
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tekrarlanmigtir (yikama tamponu-1 hazirlanmasi: 10 mL 20X yikama tamponu-1
icerisine 190 mL niikleaz igermeyen H2O eklenmistir).

2 mL yikama tamponu-2 membran iizerine eklenmistir ve oda sicaklifinda 5 dakika
inkiibasyona birakildiktan sonra sivi kisim pipetle aspire edilmistir. Bu islem 2 kere
tekrarlanmigtir (yikama tamponu-2 hazirlanmasi: 10 mL 20X yikama tamponu-2
icerisine 190 mL niikleaz igermeyen H20 eklenmistir).

1 mL tespit etme antikor kokteyli membran tizerine eklenmis ve 1,5-2 saat ya da
geceboyu inkiibasyona birakildiktan sonra sivi kisim pipetle aspire edilmistir (Tespit
etme antikor kokteyli hazirlanmasi: tespit etme antikor kokteyl viali igerisine 2 mL
bloklama tamponu eklenmis ve pipetle karigtirilmistir).

2 mL yikama tamponu-1 eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona
birakidiktan sonra sivi kisim pipetle aspire edilmistir. Bu islem 3 kere tekrarlanmistir.
2 mL yikama tamponu-2 membran iizerine eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra sivi kisim pipetle aspire edilmistir. Bu islem 2
kere tekrarlanmastir.

2 mL 1X HRP-Anti-Rabbit IgG konsantrasyonu membran iizerine eklenmis ve 2 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra pipetle sivi kisim ¢ekilmistir (HRP-Anti-Rabbit 19G
konsantrasyonunun hazirlanmasi: 10 uLL HRP-Anti-Rabbit IgG konsantrasyon igerisine
9990 uL bloklama tamponu eklenmistir).

2 mL yikama tamponu-1 membran iizerine eklenmis ve oda sicaklifinda 5 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra sivi kisim pipetle aspire edilmistir. Bu islem 3
kere tekrarlanmistir.

2 mL yikama tamponu-2 membran iizerine eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika
inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra sivi kisim pipetle aspire edilmistir. Bu iglem 2
kere tekrarlanmustir.

250 uL tespit etme tamponu-C ve 250 uL tespit etme tampon- D steril bir mikrosantrifiij
tiip icerisinde karistirilarak membran iizerine pipetlenmis ve 5 dakika bekletilmistir.
Membranin resimleri kemiliiminesans goriintiilleme cihazina (Vilber Lourmat/FX5)
alinarak her bir spottaki protein ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.

Membran resimlerindeki protein ekspresyonlarina ait dizi goriintiisiinden elde edilen
sayisal verilerin otomatik hesaplanmasi Excel tabanli analiz yazilimi araclariyla ve

Image J programiyla gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Antioksidan Analizleri

Izoindol tiirevli bilesiklerin antioksidan aktiviteleri (25-200 pM) serbest radikal siipiiriicii
(Brand-Williams ve digerleri, 1995), indirgeme (Oyaizu, 1986) ve metal selatlama (Decker ve
Welch, 1990) yontemleri kullanilarak belirlenmistir. Ayrica Microsoft Excel programi yardimi
ile uygulanan doz ve % hiicre canlilig1 egrisi belirlenerek % 50 baskilayict konsantrasyon (ICso)

degeri logaritmik egim grafigi ile hesaplanmigtir.

BM-1 ve SM-1 i¢in; DPPH aktivitesi BHT, BHA ve Trolox standartlarina gore
karsilagtirtlmistir. ICso degeri BM-1 i¢in 175 pg / mL iken SM-1 i¢in 96 pg / mL bulunmustur
(Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2) (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Metal selatlama aktivitesi BHT, EDTA ve
Trolox standartlarina gore karsilastirilmistir. ICso degeri BM-1 i¢in 81 pg / mL iken SM-1 icin
21 pg / mL bulunmustur (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4) (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). DPPH ve metal
selatlama aktivitesi sonucu SM-1 > BM-1 olarak degerlendirilmistir. BM-1 ve SM-1 yapisal
olarak karsilastirdigimizda en biiyiik farklilik SM-1’in heterohalkal1 yap1 haline getirilmesidir.
SM-1"de toplam ii¢ heterohalkal1 yap1 bulunmaktadir. Heterohalkali yapilar segici baglanmaya
sebep olan enerji diizeyine sahip olmalar1 nedeniyle biyolojik aktivite 6zelliklerini genis skala
da gosteren molekiillerdir. SM-1 olarak sentezlenen molekiilde bulunan N-H pirolidin halkasi
da bu segiciligi arttiran H-baglanma 6zelligi nedeniyle BM-1 bilesigine gore etkin olarak tespit

edilmistir.

Indirgeme aktivitesi EDTA, GALLIC ve Trolox standartlarma gére karsilastirilmustir.
Indirgeme aktivitesi sonuglari standart sentetik antioksidan bilesiklere oranla ¢ok diisiik bir
deger olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6) (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6). Bu degerler,
hiicre canlilig1 i¢in yapilan MTT ve RTCA analizlerinin ICso degerleri ile yaklasik olarak

benzer sonuclar vermistir.

BM-2 ve SM-2 i¢in; DPPH aktivitesi BHT, BHA ve Trolox standartlarina gore
karsilagtirilmistir. ICso degeri BM-2 i¢in 142 pg / mL iken SM-2 i¢in 108 pg / mL bulunmustur
(Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8) (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8). Metal selatlama aktivitesi BHT, EDTA ve
Trolox standartlarina gore karsilastirilmistir. ICso degeri BM-2 i¢in 148 pg / mL iken SM-2 i¢in
35 nug/ mL bulunmustur (Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10) (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10). DPPH ve metal
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selatlama aktivitesi sonucu SM-2 » BM-2 olarak degerlendirilmistir. BM-2 ile SM-2 arasindaki
temel farklilik diger BM-1 ve SM-1 molekiillerinde oldugu gibi heterohalkali ve hetero atoma
bagl aktif hidrojen bagi icermesiyle aciklanmaktadir. BM-2 bilesigine gore karsilastirildiginda
SM-2 molekiiliiniin bisiklik yapida olmasi nedeniyle aktif bolge ile etkilesimde segiciligi

arttirict 6zellige sahip oldugu 6ngoriilmektedir.

Indirgeme aktivitesi EDTA, GALLIC ve Trolox standartlarma gore karsilastirilmstir.
Indirgeme aktivitesi sonuglar1 standart sentetik antioksidan bilesiklere oranla ¢ok diisiik bir
deger olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.11 ve Cizelge 4.12) (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12). Bu
degerler, hiicre canlilig1 i¢in yapilan MTT ve RTCA analizlerinin ICso degerleri ile yaklagik

olarak benzer sonuclar vermistir.

4.1.1. Serbest radikal siipiiriicii aktivite (DPPH)

Serbest radikal siipiiriicti aktivitesi; 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH) ile Brand-Williams ve
digerleri tarafindan kullanilan yontemle belirlenmistir. Standart olarak biitillenmis
hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve Trolox (25-200 pg/mL)
kullanilmigtir.  Yiizde inhibisyon aktivitesi, asagida verilen denklem kullanilarak
hesaplanmistir: Serbest radikal siipiiriicli aktivitesi (%) = [(AO - A1) / A0] x 100 (A0 = kontrol

absorbansi ve Al = 6rnek soliisyon absorbansi)

Cizelge 4.1. BM-1, SM-1 bilesiklerinin DPPH absorbans 6l¢iimleri

Bilesikler 25 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL 150 mg/mL 200 mg/mL 1C50
BM-1 38,53 33,94 34,25 48,64 51,28 175,75
SM-1 35,76 37,28 51,92 53,67 62,58 93,44
BHT 61,84 74,57 76,67 78,36 80,65

Trolox 59,59 70,52 71,38 72,54 75,68
BHA 50,45 53,97 56,29 60,99 65,82

Cizelge 4.2. BM-2, SM-2 bilesiklerinin DPPH absorbans 6l¢iimleri

Bilesikler 25 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL 150 mg/mL 200 mg/mL 1C50
BM-2 31,65 39,57 45,27 50,84 54,03 142,46
SM-2 40,72 44,16 49,08 54,38 58,09 108,68
BHT 61,84 74,57 76,67 78,36 80,65

Trolox 59,59 70,52 71,38 72,54 75,68

BHA 50,45 53,97 56,29 60,99 65,82




88

BM-1 ve SM-1 DPPH Radikal Siiplirme Aktivitesi

25 mg/mL
=50 mg/mL
= 100 mg/mL

% Aktivite
i
S

® 150 mg/mL
m200 mg/mL

BM-1 SM-1 BHT Trolox BHA
Bilesikler

Sekil 4.1. BM-1, SM-1 bilesiklerinin DPPH aktivitesi

BM-2 ve SM-2 DPPH Radikal Siiplirme Activitesi

25 mg/mL
=50 mg/mL
= 100 mg/mL

% Aktivite
i
S

150 mg/mL
m200 mg/mL

BM-2 SM-2 BHT Trolox BHA
Bilesikler

Sekil 4.2. BM-2, SM-2 bilesiklerinin DPPH aktivitesi

4.1.2. Metal selatlama aktivitesi (Fe?* iyonlarinin selatlama aktivitesi)

Demir iyonlar1 (Fe?") iizerinde bilesiklerin selat aktivitesi Decker ve Welch ydntemine gore
Olcililmiistiir. Standart olarak biitillenmis hidroksitoluen (BHT), Trolox ve EDTA (25-200

pg/mL) kullanilmistir. Metal selatlama aktivitesi (%) = [(AO - A1) / A0] x 100

Cizelge 4.3. BM-1, SM-1 bilesiklerinin metal selatlama absorbans 6l¢iimleri

Bilesikler 25 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL 150 mg/mL 200 mg/mL 1C50

BM-1 21,66 43,54 54,33 63,15 71,04 81,34
SM-1 52,29 70,61 73,72 78,26 80,19 21,88
BHT 62,37 68,29 77,00 81,25 89,09
Trolox 50,38 52,01 54,27 67,84 74,25

EDTA 60,28 65,38 70,85 72,32 79,47
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Cizelge 4.4. BM-2, SM-2 bilesiklerinin metal selatlama absorbans dlgiimleri

Bilesikler 25 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL 150 mg/mL 200 mg/mL I1C50
BM-2 10,00 15,82 31,51 57,24 62,35 148,39
SM-2 45,62 53,87 66,21 73,12 76,09 35,67
BHT 62,37 68,29 77,00 81,25 89,09

Trolox 50,38 52,01 54,27 67,84 74,25
EDTA 60,28 65,38 70,85 72,32 79,47

BM-1 ve SM-1 Metal Sclatlama Aktivitesi

25 mg/mL
=50 mg/mL
=100 mg/mL
® 150 mg/mL
m200 mg/mL

% Aktivite
N
SO

BM-1 SM-1 BHT Trolox EDTA
Bilesikler

Sekil 4.3. BM-1, SM-1 bilesiklerinin metal selatlama aktivitesi

BM-2 ve SM-2 Metal Sclatlama Aktivitesi

25 mg/mL
=50 mg/mL
= 100 mg/mL
m 150 mg/mL
m200 mg/mL

% Aktivite
N
SO

BM-2 SM-2 BHT Trolox EDTA
Bilesikler

Sekil 4.4. BM-2, SM-2 bilesiklerinin metal selatlama aktivitesi

4.1.3. indirgeme aktivitesi

Bilesiklerin indirgeme aktivitesinin dl¢limleri Oyaizu yontemine gore yapilmistir. Standart
olarak EDTA, GALLIC ve Trolox kullanilmistir. indirgeme Aktivitesi: 700 nm absorbans

Ol¢lim degeri olarak verilmistir.



Cizelge 4.5. BM-1, SM-1 bilesiklerinin indirgeme absorbans 6l¢timleri

Bilesikler 25 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL 150 mg/mL 200 mg/mL
BM-1 0,296 0,272 0,219 0,394 0,733
SM-1 0,629 0,660 0,666 0,770 1,212
EDTA 2,178 1,503 3,865 3,975 4,231
Trolox 1,506 2,765 2,837 3,188 3,270

GALLIC 1,506 1,273 1,511 1,876 2,078

Cizelge 4.6. BM-2, SM-2 bilesiklerinin indirgeme absorbans 6l¢iimleri
Bilesikler 25 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL 150 mg/mL 200 mg/mL
BM-2 0,072 0,093 0,130 0,554 0,841
SM-2 0,623 0,648 0,686 0,786 0,995
EDTA 2,178 1,503 3,865 3,975 4,231
Trolox 1,506 2,765 2,837 3,188 3,270
GALLIC 1,506 1,273 1,511 1,876 2,078
BM-1 ve SM-1 Indirgeme Aktivitesi
5 —
Ea
§ 5 | 25 mg/mL
a 50 mg/mL
< 2
g =100 mg/mL
—5 L “I ® 150 mg/mL
0 -.l m200 mg/mL
BM-1 SM-1 EDTA Trolox GALLIC
Bilesikler
Sekil 4.5. BM-1, SM-1 bilesiklerinin indirgeme aktivitesi
BM-2 ve SM-2 indirgeme Aktivitesi
5 —
Eal
[% 3| 25 mg/mL
a 50 mg/mL
< 2 |

.xg II =100 mg/mL

Sl ® 150 mg/mL

< g

0 ——. “ m200 mg/mL
BM-2 SM-2 EDTA Trolox GALLIC
Bilesikler

Sekil 4.6. BM-2, SM-2 bilesiklerinin indirgeme aktivitesi

90
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4.2. Hiicre proliferasyon analizleri

MCF-7 ve MCF-12A, DLD-1 ve CCD-18Co hiicre hatlarinda, heterohalkali bilesiklerin
sitotoksik dozu (1,56-100 uM) MTT testi (van Meerloo ve digerleri, 2011) ve RTCA
yontemiyle (Moniri ve digerleri, 2015) belirlenmistir. Ayrica Microsoft Excel program1 yardimi
ile uygulanan doz ve % hiicre canlilig1 egrisi belirlenerek % 50 baskilayict konsantrasyon (ICso)

degeri logaritmik egim grafigi ile hesaplanmigtir.

4.2.1. MTT yontemi

Heterohalkali bilesiklerin, MCF-7 ve MCF-12A, DLD-1 ve CCD-18Co hiicre hatlar1 tizerindeki
olast sitotoksik etkisi MTT (Sigma-Aldrich) ile iiretici firmanin kullanim talimatina gore
uygulanmigtir. Anti-kanser bilesigi olan kurkumin (100 pM) ve mitomisin C (100 uM) pozitif

kontrol olarak kullanilmistir.

MCF-7 hiicre hattinda; BM-1 bilesiginin in vitro hiicre canlilig1 izerine etkisi negatif kontrole

gore karsilagtirildiginda en iyi etkiyi 50 uM konsantrasyonda, SM-1 bilesiginin ise en iyi etkiyi
100 uM konsantrasyonda gostermistir. BM-2 bilesiginin hiicre canlilig1 iizerine etkisi negatif
kontrole gore karsilagtirildiginda en iyi etkiyi 25 uM konsantrasyonda, SM-2 bilesiginin ise en
iyi etkiyi 100 uM konsantrasyonda gostermistir. MCF-7 hiicre hattinda bilesiklerin % canlilik
aktiviteleri 83 ile 56 arasinda belirlenmistir. Bu nedenle BM-1, SM-1, BM-2 ve SM-2
bilesiklerin MCF-7 hiicresinde antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu diisiiniilmektedir
(Cizelge 4.7) (Sekil 4.7). Bilesikler arasinda karsilagtirilma yapildiginda; BM-1’in % canlilik
aktivitesi 83,51 iken SM-1’in % canlilik aktivitesi 69,18 olarak tespit edilmistir. SM-1 bilesigi
BM-1 bilesigine oranda MCF-7 hiicrelerinde daha etkili sitotoksik aktiviteye sahiptir. BM-2’in
% canlilik aktivitesi 60,90 iken SM-2’in % canlilik aktivitesi 56,03 olarak tespit edilmistir. SM-
2 bilesigi BM-2 bilesigine oranda MCF-7 hiicrelerinde daha etkili sitotoksik aktiviteye sahiptir.
BM-1 ve BM-2 ile SM-1 ve SM-2 arasindaki en biiylik farklilik heterohalkali yapidan
kaynaklanmaktadir. Heterohalkali yapilar secici baglanmaya sebep olan enerji diizeyine sahip

olmalar1 nedeniyle biyolojik aktivite 6zellikleri daha yiiksek orana sahip molekiillerdir.
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Cizelge 4.7. Bilesiklerin MCF-7 hiicre hattinda MTT absorbans 6l¢timleri

MCF-7 Hiicre Hatt1 BM-1 SM-1 BM-2 SM-2
(-) Kontrol 1,9130 2,0121 23733 1,5800
(+) Kontrol 1,7510 1,7138 2,2402 1,5250

100 pM 1,6832 13921 1,7520 0,8854
50 uM 1,5976 1,7289 1,5981 1,2575
25 uM 1,8076 1,5749 1,4454 1,1978
12,5 uiM 1,8150 1,6396 1,4626 1,2386
6,25 pM 1,7970 14131 1,5158 12147
3,13 uM 1,7648 1,3779 1,6808 1,3493
1,56 pM 1,4859 1,5749 2,1942 1,3699
DMSO 1,8673 2,1201 2,4070 1,9292
% Aktivite 83,51 69,18 60,90 56,03

MCF-124 hiicre hattinda; BM-1 bilesiginin in vitro hiicre canlilig1 iizerine etkisi negatif

kontrole gore karsilastirildiginda tiim konsantrasyonlarda yiiksek aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. SM-1 bilesigi negatif kontrole gore karsilastirildiginda en yiiksek aktivite 100 uM
konsantrasyondadir. BM-2 ve SM-2 bilesiklerinin tiim konsantrasyonlarda yiiksek aktivite
gosterdigi bulgulanmistir (Cizelge 4.8) (Sekil 4.7). SM-1 ve SM-2 heterohalkali yapilari
nedeniyle yiiksek biyolojik aktiviteye sahiptirler ve MCF-12A normal hiicrelerinde de belirli
oranda sitotoksik aktivite gosterdikleri tespit edilmistir. Bu sitotoksik aktivitenin (+) kontrol

olarak kullanilan anti kanserojen ajanlara oranla benzer nitelige sahip oldugu gozlenmistir.

Cizelge 4.8. Bilesiklerin MCF-12A hiicre hattinda MTT absorbans 6l¢timleri

MCF-12A Hiicre Hatt1 BM-1 SM-1 BM-2 SM-2
(-) Kontrol 1,4500 1,2029 1,2436 1,2649

(+) Kontrol 0,5189 0,3522 0,4509 0,4099

100 pM 0,5808 0,6091 0,3824 0,5631

50 uM 0,5821 0,8758 0,5799 0,6082

25 utM 0,6595 1,0268 0,5670 0,4932

12,5 yM 0,7543 0,9314 0,4185 0,4674

6,25 pM 0,4496 0,9295 0,4684 0,4590

3,13 tM 0,4785 1,0411 0,4711 0,4737

1,56 pM 0,5842 0,7576 0,3632 0,3317

DMSO 1,4379 1,3977 0,9057 1,2465




MCF-7 ve MCF-12A Hiicre Hatlarinda BM-1'in MTT Analizi
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MCF-7 ve MCF-12A Hiicre Hatlarinda SM-2'nin MTT Analizi
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Sekil 4.7. Bilesiklerin MCF-7 ve MCF-12A hiicre hatlarinda MTT analizleri

DLD-1 hiicre hattinda; BM-1 bilesiginin in vitro hiicre canlilig1 lizerine etkisi negatif kontrole

gore karsilastirildiginda en iyi etkiyi 50 uM konsantrasyonda, SM-1 bilesigi ise en iyi etkiyi
100 uM konsantrasyonda gostermistir. BM-2 bilesiginin hiicre canlilig1 iizerine etkisi negatif
kontrole gore karsilastirildiginda en iyi etkiyi 50 uM konsantrasyonda, SM-2 bilesigi ise en iyi
etkiyi 100 pM konsantrasyonda gostermistir. DLD-1 hiicre hattinda bilesiklerin % canlilik
aktiviteleri 71 ile 43 arasinda belirlenmistir. BM-1, SM-1 ve BM-2 bilesikleri DLD-1
hiicresinde antiproliferatif aktiviteye sahiptir. SM-2 bilesigi ise DLD-1 hiicresinde sitotoksik
aktiviteye sahiptir (Cizelge 4.9) (Sekil 4.8). Bilesikler arasinda karsilastirilma yapildiginda;
BM-1’in % canlilik aktivitesi 69,98 iken SM-1’in % canlilik aktivitesi 71,31 olarak tespit
edilmigtir. BM-1 ve SM-1 bilesigi DLD-1 hiicrelerinde benzer sitotoksik aktiviteye sahiptir.
BM-2’in % canlilik aktivitesi 65,02 iken SM-2’in % canlilik aktivitesi 43,91 olarak tespit
edilmistir. SM-2 bilesigi BM-2 bilesigine oranda DLD-1 hiicrelerinde daha etkili sitotoksik
aktiviteye sahiptir. SM-2 molekiiliiniin bisiklik yapida olmas1 nedeniyle BM-2 bilesigine gore

biyolojik aktivitede seciciligi arttirict 6zellige sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.9. Bilesiklerin DLD-1 hiicre hattinda MTT absorbans 6l¢iimleri

DLD-1 Hiicre Hatt1 BM-1 SM-1 BM-2 SM-2
(-) Kontrol 1,0681 1,1193 0,9917 0,9290
(+) Kontrol 0,7345 0,6282 0,7517 0,3658

100 pM 0,7733 0,6120 0,7795 0,2836
50 pM 0,7475 0,6851 0,6301 0,3831
25 pM 0,9428 0,7429 0,7588 0,4028
12,5 pM 0,8789 0,6899 0,6320 0,3689
6,25 pM 0,9098 0,6528 0,8763 0,3297
3,13 pM 0,8494 0,5422 0,6341 0,3947
1,56 pM 0,8160 0,4493 0,5865 0,3446
DMSO 1,4458 0,6093 1,3154 0,6069

% Aktivite 69,98 71,31 65,02 43,91
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CCD-18Co hiicre hattinda; BM-1 bilesiginin in vitro hiicre canlilig1 {izerine etkisi negatif

kontrole gore karsilastirildiginda tiim konsantrasyonlarda diisiik aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. SM-1 bilesigi ise tim konsantrasyonlarda yiiksek aktivite gostermistir. BM-2
bilesiginin hiicre canlilifi iizerine etkisi negatif kontrole gore karsilastirildiginda tim
konsantrasyonlarda diisiik aktivite gosterdigi tespit edilmistir. SM-2 bilesiginin ise tiim
konsantrasyonlarda yliksek aktivite gostermistir (Cizelge 4.10) (Sekil 4.8). SM-1 ve SM-2
heterohalkal1 bilesikleri yiiksek biyolojik aktiviteye sahip olmalarmma ragmen CCD-18Co
hiicrelerinde diisiik oranda sitotoksik aktivite gosterdikleri gozlenmistir. Ayrica sitotoksik
aktivitenin (+) kontrol olarak kullanilan anti kanserojen ajanlara oranla daha az sitotoksik

aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.10. Bilesiklerin CCD-18Co hiicre hattinda MTT absorbans sonuglari

CCD-18Co Hiicre Hatt1 BM-1 SM-1 BM-2 SM-2
(-) Kontrol 1,1378 1,1189 1,0686 1,0614
(+) Kontrol 0,4288 0,4288 0,4296 0,4296

100 pnM 0,8329 0,4364 0,7243 0,4166
50 pM 0,8540 0,5379 0,7182 0,5071
25 pM 0,8324 0,5341 0,8229 0,5133
12,5 pM 0,9409 0,6555 0,8229 0,5144
6,25 ptM 0,9404 0,6571 0,8392 0,6170
3,13 pM 0,9374 0,7136 0,8371 0,6191
1,56 pM 0,9937 0,7364 0,9295 0,7147
DMSO 0,9145 0,9145 0,9293 0,9293

DLD-1 ve CCD-18Co Hiicre Hatlarinda BM-1'in MTT Analizi

mDLD-1 = CCD-18Co

Absorbans 570nm

“) +) 100 50 25 12,50 6,25 3,13 1,56 DMSO
Kontrol Kontrol

Konsantrasyon (uM)




DLD-1 ve CCD-18Co Hiicre Hatlarinda SM-1'in MTT Analizi

2r mDLD-1 ®=CCD-18Co

Absorbans 570nm

) ) 100 50 25 1250 625 313 156 DMSO

Kontrol Kontrol
Konsantrasyon (nM)

DLD-1 ve CCD-18Co Hiicre Hatlarinda BM-2 MTT Analizi
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Sekil 4.8. Bilesiklerin DLD-1 ve CCD-18Co hiicre hatlarinda MTT analizleri
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4.2.2. MTT verilerinin istatistiksel analizi

Veri setleri arasindaki farkliliklarin 6nemi, MCF-7 ve MCF-12A, DLD-1 ve CCD-18Co hiicre
hatlarinda MTT testinin en etkili dozlar1 (li¢lii tekrar) segilerek (100-50-25 uM) SPSS 20.0
programi kullanilarak ANOVA testi ile istatistiksel olarak analiz edilmistir. Sonuglar hiicre

hatlar1 i¢in ID50 + SE (ortalamanin standart hatasi) olarak belirtilmistir.

Gruplar arasindaki iligkileri anlamak i¢in Post Hoc analizler de gergeklestirilmistir. Bu nedenle
ilk olarak varyans testi sonucunun homojenligi gozlenmistir ve bu sonuglara bagl olarak farkli
testler uygulanmistir. Games-Howell ve Tukey testleri, MCF-7 ve MCF-12A, DLD-1 ve CCD-

18Co hiicre hatlarinda heterohalkali bilesiklerin ¢oklu karsilagtirmalari i¢in kullanilmistir.

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde; MCF-7 ve MCF-12A, DLD-1 ve CCD-18Co
hiicre hatlar1 ile bilesiklerin hiicre canliligi konsantrasyonlar1 kiyaslandiginda istatistiksel

olarak anlamli fark oldugu gériilmiistiir (p<0,005).

MCF-7 ve MCF-12A hiicre hatlar1 arasinda BM-1 ve SM-1 bilesiklerinin hiicre canliligi
acisindan konsantrasyon farklari istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.11) (Sekil

4.9).

BM-1 bilesiginin MCF-7 ve MCF-12A hiicre hatlar arasinda sitotoksik aktiviteleri istatistiksel
olarak karsilastirildiginda; MCF-7 hiicresinin 25 uM konsantrasyonu ile MCF-12A hiicresinin
25 uM konsantrasyonu arasinda, MCF-7 hiicresinin 50 pM konsantrasyonu ile MCF-12A
hiicresinin 50 uM konsantrasyonu arasinda ve MCF-7 hiicresinin 100 uM konsantrasyonu ile
MCF-12A hiicresinin 100 uM konsantrasyonu arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir. SM-
1 bilesiginin MCF-7 ve MCF-12A hiicre hatlar1 arasinda sitotoksik aktiviteleri istatistiksel
olarak karsilastirildiginda; MCF-7 hiicresinin 50 uM konsantrasyonu ile MCF-12A hiicresinin
50 uM konsantrasyonu arasinda ve MCF-7 hiicresinin 100 uM konsantrasyonu ile MCF-12A

hiicresinin 100 uM konsantrasyonu arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir.
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Cizelge 4.11. MCF-7 ve MCF-12A hiicre hatlarinda BM-1 ve SM-1 bilesiklerinin istatistik
verileri

Bilesikler ID50 [pm] = SE

Hiicre Hatlan Konsantrasyon (uM) BM-1 SM-1
25 1,807+0,085 1,574+0,164
MCF-7 50 1,597+0,009 1,728+0,167
100 1,683+0,042 1,392+0,103
25 0,659+0,167 1,026+0,097
MCF-12A 50 0,582+0,077 0,875+0,179
100 0,580+0,048 0,609+0,125

BM-1 ve SM-1'in Istatistiksel Analizi

EBM-1 mSM-1

E 15
(=]
o~
Ue}
w 1 L
E a
g b c Z
< 0,5

0

MCEF7-25 MCF7-50 MCEF7-100 MCF12A-25 MCF12A-50 MCF12A-100

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.9. MCF-7 ve MCF-12A hiicre hatlarinda BM-1 ve SM-1 bilesiklerinin hiicre
canlilig1 agisindan istatiksel analizi. (a, b, ¢ ve x, y, z hiicre hatlar1 arasindaki istatistiksel
anlamlilig1 géstermektedir.)

BM-1 ve SM-1 bilesikleri arasinda CCD-18Co hiicre hattinda hiicre canlilig1 agisindan
konsantrasyon farklari istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.12) (Sekil 4.10).

CCD-18Co hiicre hattinin BM-1 ve SM-1 bilesikleri arasinda sitotoksik aktiviteleri istatistiksel
olarak karsilastirildiginda; BM-1 bilesiginin 25 uM konsantrasyonu ile SM-1 bilesiginin 25 uM
konsantrasyonu arasinda, BM-1 bilesiginin 50 uM konsantrasyonu ile SM-1 bilesiginin 50 uM
konsantrasyonu arasinda ve BM-1 bilesiginin 100 pM konsantrasyonu ile SM-1 bilesiginin 100

uM konsantrasyonu arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir.



99

Cizelge 4.12. DLD-1 ve CCD-18Co hiicre hatlarinda BM-1 ve SM-1 bilesiklerinin istatistik
verileri

Hiicre Hatlar1 ID50 [um] £+ SE

Bilesikler Konsantrasyon (uM)

DLD-1 CCD-18Co

25 0,942+0,025 0,832+0,005

BM-1 50 0,747+0,082 0,854+0,012
100 0,773+0,002 0,832+0,003

25 0,742+0,074 0,534+0,021

SM-1 50 0,685+0,047 0,537+0,026
100 0,612+0,048 0,436+0,02

DLD-1 ve CCD-18Co'nin Istatistiksel Analizi

2 r mDLD-1 ®=CCD-18Co
£ 15
S
o~
wv
2] -
g 1
=
2 X I y I
“ I. Z
0
BM1-25 BM1-50 BMI1-100 SM1-25 SM1-50 SM1-100

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.10. DLD-1 ve CCD-18Co hiicre hatlarinda BM-1 ve SM-1 bilesiklerinin hiicre
canlilig1 agisindan istatiksel analizi. (a, b, ¢ ve x, y, z bilesikler arasindaki istatistiksel
anlamlilig1 géstermektedir.)

MCF-7 ve MCF-12A hiicre hatlar1 arasinda BM-2 ve SM-2 bilesiklerinin hiicre canlilig
acisindan konsantrasyon farklari istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.13) (Sekil

4.11).

BM-2 bilesiginin MCF-7 ve MCF-12A hiicre hatlar1 arasinda sitotoksik aktiviteleri istatistiksel
olarak karsilagtirildiginda; MCF-7 hiicresinin 25 uM konsantrasyonu ile MCF-12A hiicresinin
25 uM konsantrasyonu arasinda, MCF-7 hiicresinin 50 uM konsantrasyonu ile MCF-12A
hiicresinin 50 pM konsantrasyonu arasinda ve MCF-7 hiicresinin 100 uM konsantrasyonu ile
MCF-12A hiicresinin 100 uM konsantrasyonu arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir. SM-
2 bilesiginin MCF-7 ve MCF-12A hiicre hatlar1 arasinda sitotoksik aktiviteleri istatistiksel
olarak karsilagtirildiginda; MCF-7 hiicresinin 25 uM konsantrasyonu ile MCF-12A hiicresinin
25 uM konsantrasyonu arasinda ve MCF-7 hiicresinin 50 uM konsantrasyonu ile MCF-12A

hiicresinin 50 uM konsantrasyonu arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir.
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Cizelge 4.13. MCF-7 ve MCF-12A hiicre hatlarinda BM-2 ve SM-2 bilesiklerinin istatistik
verileri

Hiicre Hatlar1 ID50 [um] = SE

Bilesikler Konsantrasyon (uM) BM-2 SM-2
25 1,445+0,075 1,197+0,086
MCF-7 50 1,598+0,127 1,257+0,067
100 1,752+0,079 0,885+0,100
25 0,566+0,106 0,493+0,059
MCF-12A 50 0,579+0,139 0,608+0,097
100 0,382+0,059 0,563+0,040

BM-2 ve SM-2'nin Istatistiksel Analizi

EBM-2 mSM-2

2

15t

IS

w

o a b

x Y

o | C
0

MCF7-25 MCF7-50 MCF7-100 MCFI12A-25 MCF12A-50 MCF12A-100
Konsantrasyon (LM)

Sekil 4.11. MCF-7 ve MCF-12A hiicre hatlarinda BM-2 ve SM-2 bilesiklerinin hiicre
canlilig1 ac¢isindan istatiksel analizi. (a, b, ¢ ve X, y, z hiicre hatlar1 arasindaki istatistiksel
anlamlilig1 gostermektedir.)

BM-2 ve SM-2 bilesikleri arasinda DLD-1 ve CCD-18Co hiicre hatlarinin hiicre canliligi
acisindan konsantrasyon farklar1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.14) (Sekil

4.12).

DLD-1 hiicre hattinin BM-2 ve SM-2 bilesikleri arasinda sitotoksik aktiviteleri istatistiksel
olarak karsilastirildiginda; BM-2 bilesiginin 25 uM konsantrasyonu ile SM-2 bilesiginin 25 uM
konsantrasyonu arasinda ve BM-2 bilesiginin 100 pM konsantrasyonu ile SM-2 bilesiginin 100
uM konsantrasyonu arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir. CCD-18Co hiicre hattinin BM-
2 ve SM-2 bilesikleri arasinda sitotoksik aktiviteleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda;
BM-2 bilesiginin 25 uM konsantrasyonu ile SM-2 bilesiginin 25 uM konsantrasyonu arasinda,
BM-2 bilesiginin 50 uM konsantrasyonu ile SM-2 bilesiginin 50 uM konsantrasyonu arasinda
ve BM-2 bilesiginin 100 uM konsantrasyonu ile SM-2 bilesiginin 100 uM konsantrasyonu

arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir.
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Cizelge 4.14. DLD-1 ve CCD-18Co hiicre hatlarinda BM-2 ve SM-2 bilesiklerinin istatistik

verileri
R Hiicre Hatlar1 ID50 [um] = SE
Bilesikler Konsantrasyon (uM) DLD-1 CCD-18Co
25 0,758+0,056 0,822+0,003
BM-2 50 0,630+0,037 0,71840,001
100 0,779+0,027 0,724+0,007
25 0,402+0,037 0,822+0,003
SM-2 50 0,383+0,086 0,71840,001
100 0,283+0,062 0,724+0,007
DLD-1 ve CCD-18Co'nin istatistiksel Analizi
2 —
EDLD-1 mCCD-18Co
15
(=]
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2 I I
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Sekil 4.12. DLD-1 ve CCD-18Co hiicre hatlarinin BM-2 ve SM-2 bilesiklerinin hiicre
canlilig1 agisindan istatiksel analizi. (a, b, ¢ ve x, y, z bilesikler arasindaki istatistiksel

BM2-25 BM2-50

anlamlilig1 gostermektedir.)

4.2.3. Ger¢cek zamanh hiicre analizi (RTCA)

SM2-25

Konsantrasyon (uM)

SM2-100

Heterohalkali bilesiklerin, MCF-7 ve MCF-12A, DLD-1 ve CCD-18Co hiicre hatlar1 tizerindeki

olas1 sitotoksik etkisi RTCA yontemi ile iCELLigence tiretici firmanin kullanim talimatina gére

uygulanmistir. Ayrica Microsoft Excel programi yardim ile uygulanan doz ve % hiicre canliligi

egrisi belirlenerek % 50 baskilayict konsantrasyon (ICso) degeri logaritmik egim grafigi ile

hesaplanmustir.

MCF-7 hiicre hattinda; BM-1 bilesiginin in vitro hiicre canlilig1 izerine etkisi negatif kontrole

gore karsilagtirildiginda en iy1 etkiyi 25 uM konsantrasyonda gostermistir. BM-1 bilesiginin

ICso degeri 59 uM olarak tespit edilmistir. SM-1 bilesiginin hiicre canlilig1 iizerine etkisi negatif

kontrole gore karsilastirildiginda en iyi etkiyi 100 uM konsantrasyonda gostermistir. SM-1

bilesiginin ICso degeri 25 pM’dan daha kiigiik olarak tespit edilmistir. BM-2 bilesiginin hiicre
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canlilig1 lzerine etkisi negatif kontrole gore karsilastirildiginda en iyi etkiyi 100 pM
konsantrasyonda gostermistir. BM-2 bilesiginin ICso degeri 100 puM’dan daha biiyiik olarak
tespit edilmistir. SM-2 bilesiginin hiicre canlilig1 iizerine etkisi negatif kontrole gore
karsilagtirildiginda en iyi etkileri 100 ve 50 uM konsantrasyonlarda gostermistir. SM-2
bilesiginin ICso degeri 76 uM olarak tespit edilmistir. BM-1, SM-1, BM-2 ve SM-2 bilesikleri
MCF-7 hiicresinde sitotoksik aktiviteye sahiptir (Cizelge 4.15) (Sekil 4.15) (Resim 4.1).

SM-1 bilesigi BM-1 bilesigine oranda MCF-7 hiicrelerinde daha etkili sitotoksik aktiviteye
sahiptir. SM-2 bilesigi BM-2 bilesigine oranda MCF-7 hiicrelerinde benzer oranda sitotoksik

aktivite gostermistir.

Cizelge 4.15. Bilesiklerin MCF-7 hiicre hattinda RTCA absorbans degerleri

MCF-7 Hiicre Hatt1 BM-1 SM-1 BM-2 SM-2
(-) Kontrol 1,0140 1,3699 0,6332 0,7226

100 pM 0,5592 0,5329 0,3488 0,3669

50 pM 0,5097 0,5638 0,3661 0,3623

25 pM 0,4449 0,6079 0,3909 0,4439

MCF-124 hiicre hattinda; BM-1, SM-1, BM-2 ve SM-2 bilesiklerinin in vitro hiicre canlilig

tizerine etkisi negatif kontrole gore karsilastirildiginda tiim konsantrasyonlarda ytiksek aktivite

gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.16) (Sekil 4.13) (Resim 4.2).

SM-1 ve SM-2 heterohalkal1 yapilar1 nedeniyle yiiksek biyolojik aktiviteye sahiptirler ve MCF-

12A normal hiicrelerinde de belirli oranda sitotoksik aktivite gosterdikleri tespit edilmistir.

Cizelge 4.16. Bilesiklerin MCF-12A hiicre hattinda RTCA absorbans degerleri

MCF-12A Hiicre Hatti BM-1 SM-1 BM-2 SM-2
(-) Kontrol 1,6297 2,0143 1,2536 1,1994

100 pM 0,4768 0,6924 0,3848 0,3490

50 pM 0,4088 1,0860 0,2941 0,2977

25 uM 0,4659 0,9722 0,3478 0,2918




MCF-7 ve MCF-12A Hiicre Hatlarinda BM-1 RTCA
5 - ®MCF-7 ®MCF-12A

Absorbans

0,5 F
0
(-) Kontrol 100 50 25
Konsantrasyon (uM)
MCF-7 ve MCF-12A Hiicre Hatlarinda SM-1 RTCA
5 mMCF-7 mMCF-12A
L5

Absorbans

o
[}
T

(-) Kontrol 100 50
Konsantrasyon (LM)

MCF-7 ve MCF-12A Hiicre Hatlarinda BM-2 RTCA

®mMCF-7 mMCF-12A

Absorbans

(-) Kontrol 100 50 25
Konsantrasyon (LM)
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MCF-7 ve MCF-12A Hiicre Hatlarinda SM-2 RTCA

®MCF-7 mMCF-12A

Absorbans

(-) Kontrol 100 50 25
Konsantrasyon (M)

Sekil 4.13. Bilesiklerin MCF-7 ve MCF-12A hiicre hatlarinda RTCA analizleri

Absorbans

Absorbans

MCF-7 Hiicre Hatt: BM-1 RTCA

bed
en

03 E

0.1

0o 48 92 138 184 230 276 3232 368 414 460
Zaman (Saat)

MCF-7 Hiicre Hatti BM-2 RTCA

0.05 P S S (S RS TS Y (T SN AU R HNE S U SR
0.0

48 95 143 19.0 23.8 285 333 36.0 428
Zaman (Saat)
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MCEF-7 Hiicre Hatt: SM-1 RTCA

Absorbans

0.0 46 82 13.8 18.4 23.0 276 322

Zaman (Saat)

MCF-7 Hiicre Hatti SM-2 RTCA

0.20

070

0.60

0.50

0.40

Absorbans

0.20

0.10

0.00

-0.10
0.0 48 95 14.3 19.0 238 285

Zaman (Saat)

Resim 4.1. Bilesiklerin MCF-7 hiicre hattinda RTCA goriintiileri (Kirmizi: (-) kontrol,
yesil: 100 uM, mavi: 50 uM, pembe: 25 uM)

MCF-12A Hiicre Hatti BM-1 RTCA

Absorbans

0.0 45 9.2 13.8 18.4 23.0
Zaman (Saat)



Absorbans

Absorbans

Absorbans

MCF-12A Hiicre Hatti BM-2 RTCA

19.0

Zaman (Saat)

MCF-12A Hiicre Hatti SM-1 RTCA

I N (IR R T T TN NN TN S T NN TR SR TR N T T R
0.0 48 8.2 138 18.4 23.0 278 322 3568 41.4 45.0
Zaman (Saat)
MCF-12A Hiicre Hatt: SM-2 RTCA
————— T T T T T T T—T—T—T —— T

14.3 19.0 238 285 33.3 380 428

Zaman (Saat)
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Resim 4.2. Bilesiklerin MCF-12A hiicre hattinda RTCA goriintiileri (Kirmizi: (-) kontrol,
yesil: 100 uM, mavi: 50 uM, pembe: 25 uM)
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DLD-1 hiicre hattinda; BM-1 bilesiginin negatif kontrole gore karsilastirildiginda in vitro hiicre

canlilig1 lizerine etkisi olmadig: tespit edilmistir. SM-1 bilesiginin hiicre canlilig tizerine etkisi
negatif kontrole gore karsilastirildiginda en iyi etkiyi 25 uM konsantrasyonda gostermistir, %
canlilik aktivitesi ise 83 olarak belirlenmistir. BM-2 bilesiginin negatif kontrole gore
karsilagtirildiginda hiicre canlilig1 lizerine etkisi olmadigi tespit edilmistir. SM-2 bilesiginin,
hiicre canlilig1 iizerine etkisi negatif kontrol ile karsilastirildiginda tiim konsantrasyonlarda ayni
etkiye sahip oldugu bulunmustur. SM-1 ve SM-2 bilesikleri DLD-1 hiicresinde antiproliferatif
aktiviteye sahiptir (Cizelge 4.17) (Sekil 4.14) (Resim 4.3).

SM-1 ve SM-2 bilesikleri BM-1 ve SM-1 bilesiklerine oranda DLD-1 hiicrelerinde daha etkili
sitotoksik aktiviteye sahiptir. SM-1 ve SM-2 bilesikleri heterohalkali yapilara sahiptirler ve
sec¢ici baglanmaya sebep olan enerji diizeyleri nedeniyle biyolojik aktivite 6zelliklerini genis

skala da gosteren molekiillerdir.

Cizelge 4.17. Bilesiklerin DLD-1 hiicre hattinda RTCA absorbans degerleri

DLD-1 Hiicre Hatti BM-1 SM-1 BM-2 SM-2
(-) Kontrol 2,1536 1,4177 2,9003 0,7817

100 pM 3,6410 1,4587 3,5096 0,7236

50 pM 4,0237 1,4327 3,8196 0,7387

25 pM 4,6064 1,1792 3,6072 0,7783

CCD-18Co hiicre hattinda; BM-1, SM-1, BM-2 ve SM-2 bilesiklerinin in vitro hiicre canlilig

iizerine etkisi negatif kontrole gore karsilastirildiginda tiim konsantrasyonlarda diisiik aktivite

gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.18) (Sekil 4.18) (Resim 4.4).

SM-1 ve SM-2 heterohalkal1 bilesikleri yiiksek biyolojik aktiviteye sahip olmalarina ragmen

CCD-18Co hiicrelerinde diisiik oranda sitotoksik aktivite gosterdikleri gozlenmistir.

Cizelge 4.18. Bilesiklerin CCD-18Co hiicre hattinda RTCA absorbans degerleri

CCD-18Co Hiicre Hatt1 BM-1 SM-1 BM-2 SM-2
(-) Kontrol 1,4509 3,5082 1,1820 1,2892

100 pM 1,5988 2,4487 0,8945 0,9359

50 uM 1,4471 2,7894 0,9719 0,8984

25 pM 1,4189 2,1496 0,8604 0,8827




Absorbans

Absorbans

Absorbans

DLD-1 ve CCD-18Co Hiicre Hatlarinda BM-1 RTCA

EDLD-1 mCCD-18Co

(-) Kontrol 100 50 25
Konsantrasyon (uM)

DLD-1 ve CCD-18Co Hiicre Hatlarinda SM-1 RTCA

EDLD-1 mCCD-18Co

(-) Kontrol 100 50 25
Konsantrasyon (M)

DLD-1 ve CCD-18Co Hiicre Hatlarinda BM-2 RTCA
EDLD-1 mCCD-18Co

(-) Kontrol 100 50
Konsantrasyon (uLM)
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DLD-1 ve CCD-18Co Hiicre Hatlarinda SM-2 RTCA

EDLD-1 mCCD-18Co

Absorbans
—
— W
T T

=
(%)}
T

(-) Kontrol 100 50
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.14. Bilesiklerin DLD-1 ve CCD-18Co hiicre hatlarinda RTCA analizleri

DLD-1 Hiicre Hatt: BM-1 RTCA

Absorbans

L L
0.0 a7 9.4 141 18.8 235 282 330

Zaman (Saat)

DLD-1 Hiicre Hatt: BM-2 RTCA
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- - [ Ind b b
= & = =@ in
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1=

'
b
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338 386 435

L
0.0 48 97 145 19.3 241 29.0
Zaman (Saat)
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DLD-1 Hiicre Hatt: SM-1 RTCA

g
8
=1
[=]
B8
<
0.0 a7 94 14.1 1838 235 282 33.0 37T 424
Zaman (Saat)
DLD-1 Hiicre Hatti SM-2 RTCA
079
0.69
0.59
o
5 048
£
g
2 0.39
-
029
0.18
0.09
-0
0.0 43 97 145 19.3 242 290 338 386 435

Zaman (Saat)

Resim 4.3. Bilesiklerin DLD-1 hiicre hattinda RTCA goriintiileri (Kirmizi: (-) kontrol,
yesil: 100 uM, mavi: 50 uM, pembe: 25 uM)

CCD-18CO Hiicre Hatt1 BM-1 RTCA

Absorbans

.
235 282 33.0 377 424
Zaman (Saat)

L
0.0 47 9.4 141 18.8



Absorbans

Absorbans
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CCD-18CO Hiicre Hat BM-2 RTCA

Zaman (Saat)

CCD-18CO Hiicre Hatt1 SM-1 RTCA

0.0 47 9.4 14.1 188 235 282 33.0 w7 424
Zaman (Saat)
CCD-18CO Hiicre Hatti SM-2 RTCA
g
E
g
&
<1

193 242 29.0

Zaman (Saat)

Resim 4.4. Bilesiklerin CCD-18Co hiicre hattinda RTCA goriintiileri (Kirmizi: (-) kontrol,
yesil: 100 uM, mavi: 50 uM, pembe: 25 uM)
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4.3. Molekiiler Analizler

4.3.1. Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu analizleri

MTT ve RTCA testleri sonucundaki veriler dikkate alindiginda MCF-7 ve DLD-1 hiicrelerinde
tiim bilesikler i¢in ortalama ICso degeri 50 uM olarak belirlenmistir. Bu hiicrelere bilesiklerin

50 uM konsantrasyonu uygulanarak qRT-PCR analizleri ¢aligilmistir.

MCF-7 ve DLD-1 hiicre hatlarindan izole edilen RNA'larin konsantrasyonu ve safli§i nanodrop
cihaz1 yardimi ile gergeklestirilmistir. Nanodrop ile RNA 6rneklerinin 6lgiilmesi isleminde
oncelikle uygun konsantrasyonlarda (ng/puL) sulandiritlan RNA 6rnekleri 260 ve 280 nm'de
Olciilmiistiir. RNA konsantrasyonu (ug/mL) = [OD (Optik yogunluk) 260 x sulandirma oran1 x
40 (ug/mL)] formiilii araciligiyla hesaplanmistir. A260/A280 = 2.0 RNA 06rnekleri ¢alismaya
dahil edilmistir (Cizelge 4.19 ve Cizelge 4.20) (Resim 4.5).

Cizelge 4.19. MCF-7 hiicre hattindan izole edilen RNA’nin konsantrasyonu ve saflig1

Bilesikler ng/uL 260/280
BM-1 528,6 2,037
BM-2 616,7 2,043
SM-1 705,6 2,036
SM-2 649.5 2,040

Cizelge 4.20. DLD-1 hiicre hattindan izole edilen RNA’nin saflig1 ve konsantrasyonu

Bilesikler ng/nL 260/280
BM-1 422,0 2,031
BM-2 1037,0 2,032
SM-1 1210,0 2,039
SM-2 471,1 2,036

Izole edilen tek zincirli total RNA'lar 100 ng olacak sekilde hesaplanarak oligo d(T) primeri ve
revers transkriptaz enzimi (RT) kullanilarak (Thermo Fisher; cDNA sentez kiti (K1622))
cDNA’ya doniistliriilmistiir.

MCF-7 ve DLD-1 hiicre hatlarinda, heterohalkali bilesiklerin anti-karsinojenik etkileri,
kemoterapi direncinde 6nemli rol oynayan pompa proteinleri; ABCB1 (MDR1-P-gp), ABCC3
(MRP3), ABCC10 (MRP7), ABCCI11 (MRP8), ABCG2 (BCRP) ve apoptotik sinyal
yolaklarinda 6nemli rol oynayan proteinleri; BAX, BCL2a, CASPS3, p53, PARP, HSP27,



113

HSP40, HSP70, HSP60, HSP90a, GRP78 ve GRP94 mRNA ekspresyon diizeyleri qRT-PCR
yontemiyle tespit edilmistir. Bilesiklere ait mRNA gen ifadesindeki kat (fold) artis1 ve azalist

Microsoft Excel programi yardimi ile hesaplanmistir.

MCF-7 hiicresinde coklu ilac direnc genlerinin gercek zamanli gRT-PCR sonuclari analiz
edildiginde; BM-1 bilesiginde; ABCB1, ABCC10, ABCC11 ve ABCG2 genlerinin ifadeleri

kontrol grubuna gore 0,5 kat azalis gostermis ve ABCC3 gen ifadesinde ise artig tespit
edilmistir. SM-1 bilesiginde; ABCB1, ABCC10 ve ABCC11 genlerinin ifadeleri kontrol
grubuna gore yaklasik 0,5 kat azalis gostermis ve ABCC3 ve ABCG2 genlerinin ifadelerinde
artig tespit edilmistir. BM-2 bilesiginde; ABCB1, ABCC10, ABCC11 ve ABCG2 genlerinin
ifadeleri kontrol grubuna gore yaklasik 0,5 kat azalis gdstermis ve ABCC3 gen ifadesinde artis
tespit edilmistir. SM-2 bilesiginde; ABCB1, ABCC10 ve ABCCI11 genlerinin ifadeleri kontrol
grubuna gore yaklasik 0,5 kat azalis gostermis, ABCC3 ve ABCG2 genlerinin ifadelerinde ise
artis tespit edilmistir. (Sekil 4.15).

BM-1, BM-2, SM-1 ve SM-2"nin MCF-7 hiicrelerinde ¢oklu ila¢ direncinde rol oynayan ABC
transport genlerinde kontrole gore gen ifadelerini azalttigi (ABCC3 geni disinda) ve boylece
ilag direncini baskiladig1 tespit edilmistir. BM-1 ve SM-1 karsilastirildiginda sadece ABCB1
gen ifadesinin SM-1 i¢in daha etkili sonu¢ verdigi gézlenmistir. BM-1 ABCC10, ABCC11 ve
ABCG?2 gen ifadelerinin azaltilmasi ve ilag¢ direncini baskilamada daha etkili sonug¢ vermistir.

BM-2 ve SM-2 karsilastirildiginda ABCB1 gen ifadesinin BM-2 ve SM-2 aymi etkide sonug
verdigi gozlenmistir. BM-2"nin ABCC10, ABCG2 ve SM-2’nin ise ABCC11 gen ifadelerinin

azaltilmasi ve ilag¢ direncini baskilamada daha etkili sonug verdigi tespit edilmistir.
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BM-1 ve SM-1'in MCF-7 Hiicrelerinde mRNA Ekspresyonu

EBM-1 ®mSM-1

Kat Degisimi

"

(-) Kontrol ABCBI ABCC3 ABCCI10 ABCCI11 ABCG2

BM-2 ve SM-2'nin MCF-7 Hiicrelerinde mRNA Ekspresyonu

EBM-2 ®mSM-2

Kat Degisimi
V= N >
DN = L DD W W Wn b~
1

mn us BN

(-) Kontrol ABCBI ABCC3 ABCCI10 ABCCI11 ABCG2

=

(=)

Sekil 4.15. Bilesiklerin MCF-7 hiicre hattinda ¢oklu ila¢ direnci (MDR) genlerine ait
mRNA ekspresyonlari

DLD-1 hiicresinde coklu ilac direng genlerinin gercek zamanli gRT-PCR sonuclari analiz

edildiginde; BM-1 bilesiginde; ABCB1 ve ABCG2 genlerinin ifadeleri kontrol grubuna gore
0,5 kat azalig gostermis ve ABCC3, ABCC10 ve ABCC11 genlerinin ifadelerinde ise artig tespit
edilmigtir. SM-1 bilesiginde; ABCB1 ve ABCG2 genlerinin ifadeleri kontrol grubuna gore
yaklagik 0,5 kat azalis gostermis, ABCC3, ABCC10 ve ABCC11 genlerinin ifadelerinde ise
artis tespit edilmistir. BM-2 bilesiginde; ABCBI1 ve ABCG2 genlerinin ifadeleri kontrol
grubuna gore 0,5 kat azalis géstermis, ABCC3, ABCC10 ve ABCC11 genlerinin ifadelerinde
ise artig tespit edilmistir. SM-2 bilesiginde; ABCB1, ABCC10, ABCC11 ve ABCG2 genlerinin
ifadeleri kontrol grubuna gore yaklasik 0,5 kat azalis gostermis ve ABCC3 gen ifadesinde artis
tespit edilmistir (Sekil 4.16).
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BM-1, BM-2, SM-1 ve SM-2’nin DLD-1 hiicrelerinde ¢oklu ilag direncinde rol oynayan ABC
transport genlerinde kontrole gore gen ifadelerini azalttigi (ABCC3 geni disinda) ve boylece
ilag direncini baskiladig1 tespit edilmistir. BM-1 ve SM-1 karsilastirildiginda sadece ABCB1
gen ifadesinin BM-1 i¢in daha etkili sonug¢ verdigi gézlenmistir. BM-1 ve SM-1 ABCCI10,
ABCCI1 ve ABCG2 gen ifadelerinin azaltilmasi ve ilag direncini baskilamada ayni etkide
sonug¢ verdigi gozlenmistir. BM-2 ve SM-2 karsilagtirildiginda SM-2’nin tiin ABC transport
gen ifadelerinin azaltilmasi ve ilag direncini baskilamada BM-1’e gore daha etkili sonug verdigi

tespit edilmistir.

BM-1 ve SM-1'in DLD-1 Hiicrelerinde mRNA Ekspresyonu

EBM-1 mSM-1
16
14
12 F
S0 |
4 -
2 -
(-) Kontrol ABCBI1 ABCC3 ABCCI10 ABCCl11 ABCG2
BM-2 ve SM-2'nin DLD-1 Hiicrelerinde mRNA Ekspresyonu
EBM-2 ®mSM-2
12 ¢
10
E st
54t
J| . 0. .
0

(-) Kontrol ABCB1 ABCC3 ABCCI10 ABCCI1 ABCG2

Sekil 4.16. Bilesiklerin DLD-1 hiicre hattinda ¢oklu ilag¢ direnci (MDR) genlerine ait
mRNA ekspresyonlari
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MCF-7 hiicresinde apoptotik sinyal yolak genlerinin gercek zamanli gRT-PCR sonuclari analiz

edildiginde; BM-1 bilesigi uygulanan MCF-7 hiicresinde; kontrol grubuna gore p53 gen ifadesi
8 kat, BAX gen ifadesi 2 kat, CASP3 gen ifadesi 1,5 kat artis gostermistir. BCL-2 gen ifadesi
0,9 kat, PARP gen ifadesi 0,6 kat, HSP27 gen ifadesi 0,3 kat, HSP40 gen ifadesi 0,6 kat, HSP60
gen ifadesi 0,4 kat ve HSP90 gen ifadesi 0,7 kat azalig gostermistir. GRP78 ve GRP94

genlerinin ifadelerinde anlamli bir azalig tespit edilmemistir.

SM-1 bilesigi uygulanan MCF-7 hiicresinde; kontrol grubuna gore p53 gen ifadesi 5 kat, BAX
gen ifadesi 1,5 kat ve CASP3 gen ifadesi 1,5 kat artig gostermistir. BCL-2 gen ifadesi 1 kat,
PARP gen ifadesi 0,5 kat, HSP40 gen ifadesi 0,5 kat, HSP60 gen ifadesi 0,5 kat ve HSP90 gen
ifadesi 0,3 kat azalig gostermistir. HSP27, GRP94 ve GRP78 gen ifadelerinde anlamli bir azalig

tespit edilmemistir.

BM-2 bilesigi uygulanan MCF-7 hiicresinde; kontrol grubuna goére p53 gen ifadesi 5,5 kat ve
BAX gen ifadesi 1,5 kat artis gostermistir. CASP3 gen ifadesinde anlamli bir artig tespit
edilmemigstir. BCL-2 gen ifadesi 0,9 kat, PARP gen ifadesi 0,7 kat, HSP40 gen ifadesi 0,5 kat,
HSP60 gen ifadesi 0,6 kat ve HSP90 gen ifadesi 0,4 kat azalis gostermistir. HSP27, GRP78 ve

GRP94 gen ifadelerinde anlaml1 bir azalis tespit edilmemistir.

SM-2 bilesigi uygulanan MCF-7 hiicresinde; kontrol grubuna gore p53 gen ifadesi 5 kat artis
gostermistir. BAX ve CASP3 genlerinin ifadelerinde anlamli bir artis tespit edilmemistir. BCL-
2 gen ifadesi 0,9 kat, PARP gen ifadesi 0,6 kat, HSP40 gen ifadesi 0,3 kat ve HSP60 gen ifadesi
0,4 kat azalis gostermistir. HSP27, GRP78 ve GRP94 genlerinin ifadelerinde anlamli bir azalig
tespit edilmemistir. (Sekil 4.17).

BM-1, BM-2, SM-1 ve SM-2’nin MCF-7 hiicrelerinde apoptotik sinyal yolaklarinda rol
oynayan p53, BAX ve CASP3 gen ifadelerini artirdigi, BCL-2, PARP ve HSP gen ifadelerini
azalttig1 ve boylece hiicreyi apoptoza yonlendirerek hiicre 6liimiine yol agtig1 diisiintilmektedir.
BM-1 ve SM-1 karsilastirildiginda; P53, BAX ve CASP3 gen ifadelerini artirmada BM-1, HSP
gen ifadelerini azaltmada ise SM-1 daha etkili kat degisimi gostermistir. BM-2 ve SM-2
karsilagtirildiginda; P53 ve BAX gen ifadelerini artirmada, HSP gen ifadelerini azaltmada BM-
2, BCL-2 gen ifadesini azaltmada ve CASP3 gen ifadelerini artirmada ise SM-2 daha etkili kat
degisimi gostermistir. Bilesiklerin endoplazmik retikulum stres genleri olan GRP’lerin

ifadelerinde anlamli bir kat degisimi tespit edilmemistir.
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BM-1 ve SM-1'in MCF-7 Hiicrelerinde mRNA Ekspresyonu
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Sekil 4.17. Bilesiklerin MCF-7 hiicre hattinda apoptotik sinyal yolaklarina ait mRNA
ekspresyonlari

MCF-7 hiicresinde apoptotik sinyal yolak genlerinin gercek zamanli gRT-PCR sonuclari analiz

edildiginde; BM-1 bilesigi uygulanan DLD-1 hiicresinde; p53 gen ifadesi 5 kat ve BAX gen
ifadesi 2,5 kat artis gostermistir. CASP3 gen ifadesinde anlamli bir artis tespit edilmemistir.
BCL-2, PARP, GRP78, GRP94 ve HSP genlerinin ifadelerinde anlamli bir azalis tespit
edilmemistir.

SM-1 bilesigi uygulanan DLD-1 hiicresinde; p53 gen ifadesi 8,5 kat ve BAX gen ifadesi 2,5
kat artis gostermistir. CASP3 gen ifadesinde anlamli bir artig tespit edilmemistir. BCL-2,
PARP, GRP78, GRP94 ve HSP genlerinin ifadelerinde anlamli bir azalis tespit edilmemistir.
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BM-2 bilesigi uygulanan DLD-1 hiicresinde; pS3 gen ifadesi 15,5 kat ve BAX gen ifadesi 3 kat
artis gostermistir. CASP3 gen ifadesinde anlamli bir artig tespit edilmemistir. HSP40 gen
ifadesi 0,5 kat azalis gostermistir. BCL-2, PARP, GRP78, GRP94 ve HSP40 disindaki diger

HSP genlerinin ifadelerinde anlamli bir azalis tespit edilmemistir.

SM-2 bilesigi uygulanan DLD-1 hiicresinde; p53 gen ifadesi 2 kat ve BAX gen ifadesi 1,5 kat
artig gostermistir. CASP3 gen ifadesinde anlamli bir artis tespit edilmemistir. PARP ve HSP27
disindaki diger HSP genlerinin ifadeleri anlamli bir azalis gostermistir. BCL-2, GRP78, GRP94
ve HSP27 genlerinin ifadelerinde anlamli bir azalis tespit edilmemistir (Sekil 4.18).

BM-1, BM-2, SM-1 ve SM-2’nin DLD-1 hiicrelerinde apoptotik sinyal yolaklarinda rol
oynayan p53 ve BAX gen ifadelerini artirdigi, PARP ve HSP gen ifadelerini azalttigi ve boylece
hiicreyi apoptoza yonlendirerek hiicre 6liimiine yol agtig1 diisiiniilmektedir. BM-1, BM-2, SM-
1 ve SM-1 karsilastirildiginda; P53, BAX ve CASP3 gen ifadelerini artirmada SM-1’in ve SM-
2, HSP gen ifadelerini azaltmada ise BM-1 ve SM-2’nin daha etkili kat degisimi gosterdigi
gozlenmistir. Bilesiklerin endoplazmik retikulum stres genleri olan GRP’lerin ifadelerinde

anlamli bir kat degisimi tespit edilmemistir.

BM-1 ve SM-1'in DLD-1 Hiicrelerinde mRNA Ekspresyonu
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BM-2 ve SM-2'nin DLD-1 Hiicrelerinde mRNA Ekspresyonu

EBM-2 ®mSM-2
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Sekil 4.18. Bilesiklerin DLD-1 hiicre hattinda apoptotik sinyal yolaklarina ait mRNA
ekspresyonlari
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Resim 4.5. Gen bolgelerine ait erime egrisi analizi
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4.4. Protein Analizleri

4.4.1. Membran iliskili protein array analizi

MCF-7 (meme kanseri) ve DLD-1 (kolon kanseri) hiicreleri 24 saat 37 °C’de inkiibe edildikten
sonra 75’lik flasklara 5x10° hiicre sayis1 hesaplanarak ekimleri yapilmis ve RIPA tamponu ile
protein izolasyonlar1 kit protokoliine uygun sekilde gerceklestirilmistir. Protein
konsantrasyonlar1 Thermo BCA Protein testi ile belirlenmistir ve pg cinsinden hesaplanmustir.
Protein 6rnekleri bloklama tamponu ile 300 pg olacak sekilde diliie edilmistir (Cizelge 4.21 ve
4.22) (Sekil 4.19) (Resim 4.6-4.9).

Cizelge 4.21. MCF-7 ve DLD-1 hiicrelerinden izole edilen proteinlerin konsantrasyonu

Bilesikler MCF-7 hiicre konsantrasyonu (ug) DLD-1 hiicre konsantrasyonu (ug)
BM-1 1669 3363
SM-1 1602 3153
BM-2 1628 3552
SM-2 1708 3269
(-) Kontrol 2420 2524

MCF-7 ve DLD-1 hiicre hatlarinda, heterohalkali bilesiklerin apoptoz ve iligkili sinyal
yolaklarinda yer alan proteinler olan; BAD, BAX, BID, BIM, Casp3, Casp7, Casp8, CD40,
CD40L, cIAP-2, cytoC, DR6, Fas, FasL, HTRA, p38, p27, pS3, SMAC, sTNF-R1, sTNF-R2,
TNF-alpha, TNF-beta, TRAILR-1, TRAILR-2, TRAILR-3, TRAILR-4, ATM, CHK1, CHK2,
elF2a, SMAD BCL-2, BCL-W, HSP27, HSP60, HSP70, IGF-I, IGF-II, IGFBP-1, IGFBP-2,
IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-5, IGFBP-6, IGF-1sR, Livin, p21, Survivin, XIAP, AKT, Erk1/2,
IkBa, JNK, NFKB, PARP, TAK1 miktarlart membran iliskili protein array kit ile 6l¢tilmiistiir.
Bilesiklere ait protein miktarindaki kat (fold) artis1 ve azalis1t Microsoft Excel programi yardimi

ile hesaplanmustir.

Cizelge 4.22. BCA protein testinin 562 nm absorbans degerleri

Konsantrasyon (pg/mL) Absorbans (562 nm)

2 1,9025

1,5 1,5113

1 1,0252

0,75 0,7564

0,5 0,5366

0,25 0,2554

0,125 0,1250

0,025 0,0266

0 0,0034
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Sekil 4.19. BCA protein testi standart egrisi

BMI SM1  BM2  SM2 (K

Resim 4.7. DLD-1 (kolon kanseri) hiicresinde apoptoz array goriintiileri
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Resim 4.8. MCF-7 (meme kanseri) hiicresinde apoptoz sinyal array goriintiileri
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Resim 4.9. DLD-1 (kolon kanseri) hiicresinde apoptoz sinyal array goriintiileri
A B C D E F G H I 1 K L M N
12 Poxitif Pozitf Negatf | Negaff Blank Blank bad bax bel-2 bel-w ED BIM | Kaspaz3 | Kaspaz-§
34 | Do | cDdL | AP | oteC | DRS Fas Fasl | Blak | HSPY7 | HSP&) | HSP0 | HTRA | IGF1 | IGRII
56 | IGFEP-l | IGFBP) | IGFBP-3 | IGFBP4 | IGFBPS | IGFBP6 | IGFAIR | vin | plt | g7 | 5 | SMAC | Survivia | sINFRI
78 | SINFR? | TNFaalpha | TNF-beta | TRAILR-L | TRAIR- | TRARS | TRAIR4 | XIAP | Blank | Blank | Negatif | Negatif | Negatif | Posit

Cizelge 4.23. Apoptoz array haritasi

A B C D E F G H
1.2 Pozitif Pozitif Megatif | AKT(3473)| ATM |BAD(112)| Kaspaz3 | Kaspaz.7
34 |CHKI(S230)|CHK2(T68)| eIF2a(352) |Erkl/2(t202) hsp27(382) | IiBa (332) | INK(T193)| NFKB
5.6 PARP | P27(T198) [P38(T180/Y182) P53(515) | SMAD2 | TAK1 Negatif | Pozitif

Cizelge 4.24. Apoptoz sinyal array haritasi

Apoptoz array sonuclari analiz edildiginde; BM-1 bilesigi uygulanan MCF-7 hiicresinde

kontrol grubuna gore; BAX protein miktar1 5 kat, BID protein miktar1 4 kat, BIM protein
miktart 1,8 kat, CASP3 protein miktar1 2,8 kat, CASP8 protein miktar1 4,2 kat, CD40 protein
miktar1 4,5 kat, CD40LG protein miktar1 3,5 kat, cIAP-2 protein miktar1 2,5 kat, cytoC protein
miktar1 1,6 kat, DR6 (TNFRSF21) protein miktar1 4 kat, FAS protein miktar1 3 kat, FASLG
protein miktar1 3,7 kat, HTRA?2 protein miktar1 1,5 kat, p27 protein miktar1 3,3 kat, p53 protein
miktart 1,8 kat, SMAC protein miktar1 1,8 kat, sSTNF-R2 protein miktar1 7 kat, TNF-alpha
protein miktar1 4 kat, TNF-beta protein miktar1 8,6 kat, TRAILR-1 protein miktar1 4,1 kat,
TRAILR-2 protein miktar1 4,5 kat, TRAILR-3 protein miktar1 5,3 kat, TRAILR-4 protein
miktar1 6 kat, IGFBP1 protein miktar1 5,8 kat, IGFBP2 protein miktar1 1,9 kat, IGFBP3 protein
miktart 1,8 kat, IGFBP4 protein miktar1 6,3 kat, IGFBPS5 protein miktar1 1,3 kat ve IGFBP6
protein miktar1 1,9 kat artig gdstermistir. BAD ve sSTNF-R1 protein miktarinda anlamli bir artis
tespit edilmemistir. BLC-2, BCL-w, HSP27, HSP60, HSP70, IGF1, IGF2, IGF1sR, livin,

survivin, p21 ve XIAP protein miktarinda anlamli bir azalis tespit edilmemistir.
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SM-1 bilesigi uygulanan MCF-7 hiicresinde kontrol grubuna gore; BAX protein miktar1 2,8
kat, BID protein miktar1 1,8 kat, CASPS8 protein miktar1 1,7 kat, CD40 protein miktar1 4 kat,
CDA40LG protein miktar1 2,6 kat, cIAP-2 protein miktart 1,5 kat, DR6 (TNFRSF21) protein
miktar1 2 kat, FAS protein miktar1 2,1 kat, FASLG protein miktar1 2,7 kat, p27 protein miktari
2 kat, sSTNF-R2 protein miktar1 3,3 kat, TNF-alpha protein miktar1 2,3 kat, TNF-beta protein
miktar1 4,3 kat, TRAILR-1 protein miktar1 3,5 kat, TRAILR-2 protein miktar1 3,3 kat, TRAILR-
3 protein miktar1 4,2 kat ve TRAILR-4 protein miktar1 4,2 kat, IGFBP4 protein miktar1 2,7 kat,
IGFBP6 protein miktar 1,3 kat artis gdstermistir. BAD, BIM, CASP3, cytoC, HTRA2, p53,
SMAC, IGFBP1, IGFBP2, IGFBP3, IGFBPS5 ve sTNF-R1 protein miktarinda anlamli bir artig
tespit edilmemistir. HSP27 protein miktart 0,4 kat, ve survivin protein miktart 0,5 kat azalig
gostermistir. BLC-2, BCL-w, HSP60, HSP70, IGF1, IGF2, IGF1sR, livin, p21 ve XIAP protein

miktarinda anlaml bir azalis tespit edilmemistir.

BM-2 bilesigi uygulanan MCF-7 hiicresinde kontrol grubuna gore; BAD protein miktart 2,6
kat, BAX protein miktar1 14 kat, BID protein miktar1 14 kat, BIM protein miktar1 3 kat, CASP3
protein miktar1 2,8 kat, CASPS8 protein miktar1 9,3 kat, CD40 protein miktar1 11 kat, CD40LG
protein miktar1 7,8 kat, cIAP-2 protein miktar1 5,2 kat, cytoC protein miktart 2,6 kat, DR6
(TNFRSF21) protein miktar1 2,9 kat, FAS protein miktar1 6,7 kat, FASLG protein miktar1 8,7
kat, HTRA?2 protein miktar1 2,2 kat, p27 protein miktar1 5,5 kat, pS3 protein miktar1 2,5 kat,
SMAC protein miktar1 4,7 kat, sSTNF-R2 protein miktar1 6,6 kat, TNF-alpha protein miktar1 6,9
kat, TNF-beta protein miktar1 17,9 kat, TRAILR-1 protein miktar1 10 kat, TRAILR-2 protein
miktart 11 kat, TRAILR-3 protein miktar1 18,5 kat, TRAILR-4 protein miktar1 11,5 kat IGFBP1
protein miktar1 3,7 kat, IGFBP2 protein miktar1 1,9 kat, IGFBP3 protein miktar1 2,8 kat,
IGFBP4 protein miktar1 8,8 kat, IGFBPS5 protein miktar1 2,6 kat ve IGFBP6 protein miktar1 4,4
kat artig gostermistir. sSTNF-R1 protein miktarinda anlamli bir artis tespit edilmemistir. BLC-2,
BCL-w, HSP27, HSP60, HSP70, IGF1, IGF2, IGF1sR, livin, survivin, p21 ve XIAP protein

miktarinda anlaml bir azalis tespit edilmemistir

SM-2 bilesigi uygulanan MCF-7 hiicresinde kontrol grubuna gore; BAD protein miktar1 1,3
kat, BAX protein miktar1 10,3 kat, BID protein miktar1 4,2 kat, BIM protein miktar1 2 kat,
CASP3 protein miktar1 2 kat, CASP8 protein miktar1 6 kat, CD40 protein miktar1 4,5 kat,
CD40LG protein miktar1 5,8 kat, cIAP-2 protein miktar1 2,2 kat, cytoC protein miktar1 2 kat,
DR6 (TNFRSF21) protein miktar1 3,7 kat, FAS protein miktar1 4,2 kat, FASLG protein miktar1
4,8 kat, HTRA?2 protein miktar1 1,7 kat, p27 protein miktar1 2,1 kat, p53 protein miktar1 1,8 kat,
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SMAC protein miktar1 2 kat, STNF-R2 protein miktar1 4,2 kat, TNF-alpha protein miktar1 1,8
kat, TNF-beta protein miktar1 13 kat, TRAILR-1 protein miktar1 9,8 kat, TRAILR-2 protein
miktar 8,5 kat, TRAILR-3 protein miktar1 12,8 kat, TRAILR-4 protein miktar1 10 kat IGFBP1
protein miktar1 3,3 kat, IGFBP2 protein miktar1 1,2 kat, IGFBP3 protein miktar1 1,4 kat,
IGFBP4 protein miktar1 2,4 kat, IGFBPS5 protein miktar1 1,2 kat ve IGFBP6 protein miktar1 1,9
kat artig gostermistir. STNF-R1 protein miktarinda anlamli bir artis tespit edilmemistir. HSP27
protein miktar1 0,9 kat ve IGF1 protein miktar1 0,4 kat azalis gostermistir. BLC-2, BCL-w,
HSP60, HSP70, IGF2, IGF1sR, livin, survivin, p21 ve XIAP protein miktarinda anlaml bir
azalis tespit edilmemistir (Sekil 4.20).

BM-1 bilesigi uygulanan DLD-1 hiicresinde kontrol grubuna gore; BAX protein miktart 2,5
kat, CASPS protein miktar1 2,9 kat, CD40 protein miktar1 3,3 kat, CD40LG protein miktar1 2,3
kat, cIAP-2 protein miktar1 4 kat, cytoC protein miktar1 3,2 kat, DR6 (TNFRSF21) protein
miktar1 2,5 kat, FAS protein miktar1 1,5 kat, FASLG protein miktar1 3,4 kat, HTRA2 protein
miktar1 1,8 kat, p27 protein miktar1 2 kat, p53 protein miktart 1,5 kat, SMAC protein miktari
2,4 kat, sSTNF-R1 protein miktar1 1,5 kat, sSTNF-R2 protein miktar1 4,8 kat, TNF-alpha protein
miktar1 7,2 kat, TNF-beta protein miktar1 2,2 kat, TRAILR-1 protein miktar1 3,5 kat, TRAILR-
2 protein miktar1 1,8 kat, TRAILR-3 protein miktar1 5,8 kat, TRAILR-4 protein miktar1 1,3 kat,
IGFBP3 protein miktar1 1,3 kat, IGFBP4 protein miktar1 5 kat ve IGFBP6 protein miktar1 2,3
kat artis gdstermistir. BAD, BID, BiM, CASP3, IGFBP1, IGFBP2 ve IGFBPS5 protein
miktarlarinda anlamh bir artis tespit edilmemistir. HSP27 protein miktar1 0,4 kat ve azalig
gostermistir. BLC-2, BCL-w, HSP60, HSP70, IGFI1, IGF2, IGFIsR, livin, survivin, p21 ve

XIAP protein miktarlarinda anlamli bir azalig tespit edilmemistir.

SM-1 bilesigi uygulanan DLD-1 hiicresinde kontrol grubuna gore; BAX protein miktar1 1,5 kat,
CASPS protein miktar1 1,6 kat, CD40 protein miktar1 1,4 kat, CD40LG protein miktar1 1,2 kat,
cIAP-2 protein miktar1 2,3 kat, cytoC protein miktar1 1,5 kat, DR6 (TNFRSF21) protein miktari
1,2 kat, FASLG protein miktar1 1,6 kat, p27 protein miktar1 1,3 kat, SMAC protein miktar1 1,3
kat, STNF-R2 protein miktar1 1,6 kat, TNF-alpha protein miktar1 2,7 kat, TNF-beta protein
miktar1 3,3 kat, TRAILR-3 protein miktar1 1,3 kat, IGFBP4 protein miktar1 2,7 kat ve IGFBP6
protein miktar1 1,6 kat artis gdstermistir. BAD, BID, BIM, CASP3, FAS, HTRA2, p53, sTNF-
R1, TRAILR-1, TRAILR-2, TRAILR-4, IGFBP1, IGFBP2, IGFBP3 ve IGFBP5 protein
miktarinda anlamli bir artis tespit edilmemistir. HSP27 protein miktar1 0,5 kat, HSP60 protein
miktar1 0,3 kat, HSP70 protein miktar1 0,2 kat, survivin protein miktar1 0,3 kat, IGF1 protein
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miktar1 0,4 kat ve IGF2 protein miktar1 0,2 kat azalig gostermistir. BLC-2, BCL-w, IGF1sR,

p21, livin ve XIAP protein miktarlarinda anlamli bir azalis tespit edilmemistir.

BM-2 bilesigi uygulanan DLD-1 hiicresinde kontrol grubuna gore; CD40 protein miktart 1,8
kat, CD40LG protein miktar1 1,2 kat, cIAP-2 protein miktar1 5,2 kat, cytoC protein miktar1 1,2
kat, DR6 (TNFRSF21) protein miktar1 1,5 kat, FASLG protein miktar1 1,2 kat, sSTNF-R2 protein
miktar1 2 kat, TNF-alpha protein miktar1 1,8 kat ve TNF-beta protein miktar1 1,4 kat artis
gbstermistir. BAD, BAX, BID, BIM, CASP3, CASPS8, FAS, HTRA2, p27, p53, SMAC, sTNF-
R1, TRAILR-1, TRAILR-2, TRAILR-3, TRAILR-4, IGFBP1, IGFBP2, IGFBP3, IGFBP4,
IGFBP5 ve IGFBP6 protein miktarlarinda anlamli bir artis tespit edilmemistir. BLC-2 protein
miktar1 0,5 kat, BCL-w protein miktar1 0,2 kat, HSP27 protein miktar1 0,7 kat, HSP60 protein
miktar1 0,5 kat, HSP70 protein miktar1 0,6 kat, IGF1 protein miktar1 0,6 kat, IGF2 protein
miktar1 0,8 kat, IGF1sR protein miktar1 0,5 kat ve survivin protein miktar1 0,8 kat azalig

gostermistir. Livin, p21 ve XIAP protein miktarlarinda anlamli bir azalis tespit edilmemistir.

SM-2 bilesigi uygulanan DLD-1 hiicresinde kontrol grubuna gore; BIM protein miktari 1,1 kat,
CDA40 protein miktar1 2,1 kat, CD40LG protein miktar1 1,3 kat, cIAP-2 protein miktar1 3,5 kat,
cytoC protein miktar1 1,5 kat, DR6 (TNFRSF21) protein miktar1 2 kat, FASLG protein miktar1
1,6 kat, sSTNF-R2 protein miktar1 2,6 kat, TNF-alpha protein miktar1 2,2 kat, TNF-beta protein
miktar1 1,7 kat, TRAILR-1 protein miktar1 1,5 kat ve TRAILR-3 protein miktar1 1,4 kat artig
gbstermistir. BAD, BAX, BID, CASP3, CASPS8, FAS, HTRA2, p27, p53, SMAC, sTNF-R1,
TRAILR-2, TRAILR-4, IGFBP1, IGFBP2, IGFBP3, IGFBP4, IGFBP5 ve IGFBP6 protein
miktarlarinda anlamli bir artis tespit edilmemistir. BLC-2 protein miktarinde 0,2 kat, HSP60
protein miktar1 0,3 kat, HSP70 protein miktar1 0,5 kat, IGF1 protein miktar1 0,6 kat, IGF2
protein miktar1 0,8 kat, IGF1sR protein miktar1 0,5 kat ve survivin protein miktar1 0,8 kat azalis
gostermistir. BCL-w, HSP27, p21, livin ve XIAP protein miktarlarinda anlamli bir azalis tespit
edilmemistir (Sekil 4.21).

Apoptoz sinyal array sonuclar analiz edildiginde; BM-1 bilesigi uygulanan MCF-7 hiicresinde

kontrol grubuna gore; P27 (T198) protein miktar1 2,5 kat ve P53 (S15) protein miktar1 2,7 kat
artis gostermistir. ATM (S1981), BAD (S112), CASP3 (ASP175), CASP7 (ASP198), CHK1
(S280), CHK2 (T68), elF2a (S52), P38 (T180/Y182) ve SMAD2 (S245/250) protein
miktarlarinda anlamli bir artig tespit edilmemistir. ERK1/2 (T202) protein miktar1 0,5 kat,
HSP27 (S82) protein miktar1 0,2 kat, IkBa (S32) protein miktar1 0,6 kat, NFKB (S536) protein
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miktar1 0,7 kat ve TAK1 (S412) protein miktar1 0,5 kat azalig gostermistir. AKT (S473), INK
(T193) ve PARP (ASP214) protein miktarlarinda anlamli bir azalis tespit edilmemistir (Sekil
4.20).

SM-1 bilesigi uygulanan MCF-7 hiicresinde kontrol grubuna gore; elF2a (S52) protein miktari
1,2 kat, P27 (T198) protein miktar1 3 kat ve P53 (S15) protein miktar1 3 kat artis gostermistir.
ATM (S1981), BAD (S112), CASP3 (ASP175), CASP7 (ASP198), CHKI1 (S280), CHK2
(T68), P38 (T180/Y182) ve SMAD?2 (S245/250) protein miktarlarinda anlamli bir artis tespit
edilmemistir. ERK1/2 (T202) protein miktar1 0,4 kat, HSP27 (S82) protein miktar1 0,3 kat, IkBa
(S32) protein miktar1 0,7 kat ve NFKB (S536) protein miktar1 0,6 kat azalis gostermistir. AKT
(S473), INK (T193), PARP (ASP214) ve TAKI1 (S412) protein miktarlarinda anlamli bir azalig
tespit edilmemistir (Sekil 4.21).

BM-2 bilesigi uygulanan MCF-7 hiicresinde kontrol grubuna goére; P27 (T198) protein miktari
2,3 kat ve P53 (S15) protein miktar1 2 kat artis gostermistir. ATM (S1981), BAD (S112),
CASP3 (ASP175), CASP7 (ASP198), CHK1 (S280), CHK2 (T68), elF2a (S52), P38
(T180/Y182) ve SMAD?2 (S245/250) protein miktarlarinda anlamli bir artis tespit edilmemistir.
AKT (S473) protein miktar1 0,2 kat, ERK1/2 (T202) protein miktar1 0,7 kat, HSP27 (S82)
protein miktar1 0,3 kat, IkBa (S32) protein miktar1 0,8 kat, JNK (T193) protein miktar1 0,3 kat,
NFKB (S536) protein miktar1 0,7 kat, PARP (ASP214) protein miktar1 0,3 kat ve TAK1 (S412)
protein miktar1 0,4 kat azalig gostermistir (Sekil 4.22).

SM-2 bilesigi uygulanan MCF-7 hiicresinde kontrol grubuna gére; P27 (T198) protein miktari
2,2 kat ve P53 (S15) protein miktar1 12 kat artis gostermistir. ATM (S1981), BAD (S112),
CASP3 (ASP175), CASP7 (ASP198), CHK1 (S280), CHK2 (T68), elF2a (S52), P38
(T180/Y182) ve SMAD?2 (S245/250) protein miktarlarinda anlamli bir artis tespit edilmemistir.
AKT (S473) protein miktar1 0,3 kat, ERK1/2 (T202) protein miktar1 0,6 kat, HSP27 (S82)
protein miktar1 0,4 kat, IkBa (S32) protein miktar1 0,8 kat, JNK (T193) protein miktar1 0,3 kat,
NFKB (S536) protein miktar1 0,7 kat, PARP (ASP214) protein miktar1 0,2 kat ve TAK1 (S412)
protein miktar1 0,3 kat azalis géstermistir (Sekil 4.23).

BM-1 bilesigi uygulanan DLD-1 hiicresinde kontrol grubuna gore; ATM (S1981), BAD (S112),
CASP3 (ASP175), CASP7 (ASP198), CHK1 (S280), CHK2 (T68), elF2a (S52), P27 (T198),
P38 (T180/Y182), P53 (S15) ve SMAD?2 (S245/250) protein miktarlarinda anlamli bir artig



128

tespit edilmemistir. AKT (S473) protein miktar1 0,8 kat, ERK1/2 (T202) protein miktar1 0,5
kat, HSP27 (S82) protein miktar1 0,5 kat, IkBa (S32) protein miktar1 0,6 kat, JNK (T193)
protein miktar1 0,5 kat, NFKB (S536) protein miktar1 0,8 kat, PARP (ASP214) protein miktar1
0,5 kat ve TAK1 (S412) protein miktar1 0,8 kat azalis gostermistir (Sekil 4.24).

SM-1 bilesigi uygulanan DLD-1 hiicresinde kontrol grubuna goére; CASP7 (ASP198) protein
miktart 3,5 kat ve CHK1 (S280) protein miktar1 2,6 kat artig gostermistir. ATM (S1981), BAD
(S112), CASP3 (ASP175), CHK2 (T68), elF2a (S52), P27 (T198), P38 (T180/Y182), P53
(S15) ve SMAD2 (S245/250) protein miktarlarinda anlamli bir artis tespit edilmemistir. AKT
(S473) protein miktar1 0,5 kat, NFKB (S536) protein miktar1 0,3 kat ve TAK1 (S412) protein
miktar1 0,1 kat azalis gdstermistir. ERK1/2 (T202), HSP27 (S82), IkBa (S32), INK (T193) ve
PARP (ASP214) protein miktarlarinda anlamli bir azalis tespit edilmemistir (Sekil 4.25).

BM-2 bilesigi uygulanan DLD-1 hiicresinde kontrol grubuna gére; ATM (S1981) protein
miktar1 0,1 kat, CASP7 (ASP198) protein miktar1 5,7 kat, elF2a (S52) protein miktar1 1,7 kat,
P38 (T180/Y182) protein miktar1 1,5 kat, P53 (S15) protein miktar1 2,5 kat ve SMAD2
(S245/250) protein miktar1 0,1 kat artis gostermistir. BAD (S112), CASP3 (ASP175), CHK1
(S280), CHK2 (T68) ve P27 (T198) protein miktarlarinda anlamli bir artis tespit edilmemistir.
NFKB (S536) protein miktar1 0,1 kat azalis gostermistir. AKT (S473), ERK1/2 (T202), HSP27
(S82), IkBa (S32), JNK (T193), PARP (ASP214) ve TAK1 (S412) protein miktarlarinda
anlamli bir azalig tespit edilmemistir (Sekil 4.26).

SM-2 bilesigi uygulanan DLD-1 hiicresinde kontrol grubuna goére; CASP7 (ASP198) protein
miktar1 3,9 kat, CHK1 (S280) protein miktar1 1,2 kat, P38 (T180/Y182) protein miktar1 1,5 kat
ve P53 (S15) protein miktar1 2 kat artis gostermistir. ATM (S1981), BAD (S112), CASP3
(ASP175), CHK2 (T68), elF2a (S52), P27 (T198) ve SMAD?2 (S245/250) protein miktarlarinda
anlamli bir artis tespit edilmemistir. ERK1/2 (T202) protein miktar1 0,3 kat, HSP27 (S82)
protein miktar1 0,3 kat, IkBa (S32) protein miktar1 0,5 kat, JNK (T193) protein miktar1 0,3 kat
ve NFKB (S536) protein miktar1 0,7 kat azalis gostermistir. AKT (S473), PARP (ASP214) ve
TAKI1 (S412) protein miktarlarinda anlamli bir azalis tespit edilmemistir (Sekil 4.27).
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BM-1'in MCF-7 Hiicresinde Pro-apoptotik Aktivitesi
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BM-1'in MCF-7 Hiicresinde Anti-apoptotik Aktivitesi
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Sekil 4.20. BM-1 bilesiginin MCF-7 hiicre hattinda pro-apoptotik ve anti-apoptotik aktiviteye etkileri
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SM-1'in MCF-7 Hiicresinde Pro-apoptotik Aktivitesi
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SM-1'in MCF-7 Hiicresinde Anti-apoptotik Aktivitesi

Sekil 4.21. SM-1 bilesiginin MCF-7 hiicre hattinda pro-apoptotik ve anti-apoptotik aktiviteye etkileri
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BM-2'nin MCF-7 Hiicresinde Pro-apoptotik Aktivitesi
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BM-2'nin MCF-7 Hiicresinde Anti-apoptotik Aktivitesi
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Sekil 4.22. BM-2 bilesiginin MCF-7 hiicre hattinda pro-apoptotik ve anti-apoptotik aktiviteye etkileri
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SM-2'nin MCF-7 Hiicresinde Pro-apoptotik Aktivitesi
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SM-2"min MCF-7 Hiicresinde Anti-apoptotik Aktivitesi
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Sekil 4.23. SM-2 bilesiginin MCF-7 hiicre hattinda pro-apoptotik ve anti-apoptotik aktiviteye etkileri
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MCF-7 hiicresinde BM-1 bilesiginin hiicreyi 6liime siiriikleyen pro-apoptotik yolaklar olan
BAX, BID, BIM, CASP3, CASP8, CD40, CD40LG, cIAP-2, cytoC, DR6 (TNFRSF21), FAS,
FASLG, HTRA2, p27, p53, SMAC, sTNF-R2, TNF-alpha, TNF-beta, TRAILR-1, TRAILR-2,
TRAILR-3, TRAILR-4, IGFBP1, IGFBP2, IGFBP3, IGFBP4, IGFBP5 ve IGFBP6 protein
ifadelerinde kat artisinda etkili oldugu gozlenirken hiicreyi 6liimden koruyan anti-apoptotik
yolaklar olan HSP27, survivin, ERK1/2, IkBa, NFkB ve TAKI protein ifadelerinde ise kat

azalisina etkisi oldugu tespit edilmistir.

MCF-7 hiicresinde SM-1 bilesiginin hiicreyi oliime siiriikleyen pro-apoptotik yolaklar olan
BAX, BID, CASPS, CD40, CD40LG, cIAP-2, DR6 (TNFRSF21), FAS, FASLG, p53, p27,
elF2a, sTNF-R2, TNF-alpha, TNF-beta, TRAILR-1, TRAILR-2, TRAILR-3, TRAILR-4,
IGFBP4 ve IGFBP6 protein ifadelerinde kat artisinda etkili oldugu goézlenirken hiicreyi
oliimden koruyan anti-apoptotik yolaklar olan HSP27, survivin, ERK1/2, IkBa ve NFkB protein

ifadelerinde ise kat azalisina etkisi oldugu tespit edilmistir.

MCF-7 hiicresinde BM-2 bilesiginin hiicreyi 6liime siiriikleyen pro-apoptotik yolaklar olan
BAD, BAX, BID, BiM, CASP3, CASP8, CD40, CD40LG, cIAP-2, cytoC, DR6 (TNFRSF21),
FAS, FASLG, HTRA2, p27, p53, SMAC, sTNF-R2, TNF-alpha, TNF-beta, TRAILR-1,
TRAILR-2, TRAILR-3, TRAILR-4, IGFBP1, IGFBP2, IGFBP3, IGFBP4, IGFBPS5 ve IGFBP6
protein ifadelerinde kat artisinda etkili oldugu goézlenirken hiicreyi 6liimden koruyan anti-
apoptotik yolaklar olan AKT, ERK1/2, HSP27, 1kBa, JNK, NFxB, PARP ve TAKI protein

ifadelerinde ise kat azalisina etkisi oldugu tespit edilmistir.

MCF-7 hiicresinde SM-2 bilesiginin hiicreyi oliime siiriikleyen pro-apoptotik yolaklar olan
BAD, BAX, BID, BiM, CASP3, CASP8, CD40, CD40LG, cIAP-2, cytoC, DR6 (TNFRSF21),
FAS, FASLG, HTRA2, p27, p53, SMAC, sTNF-R2, TNF-alpha, TNF-beta, TRAILR-1,
TRAILR-2, TRAILR-3, TRAILR-4, IGFBP1, IGFBP2, IGFBP3, IGFBP4, IGFBPS5 ve IGFBP6
protein ifadelerinde kat artisinda etkili oldugu goézlenirken hiicreyi 6liimden koruyan anti-
apoptotik yolaklar olan HSP27, IGF1, AKT, ERK1/2, IkBa, JNK, NFxB, PARP ve TAKI

protein ifadelerinde ise kat azalisina etkisi oldugu tespit edilmistir.
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BM-1'in DLD-1 Hiicresinde Pro-apoptotik Aktivitesi
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BM-1'in DLD-1 Hiicresinde Anti-apoptotik Aktivitesi
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SM-1'in DLD-1 Hiicresinde Pro-apoptotik Aktivitesi
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SM-1'in DLD-1 Hiicresinde Anti-apoptotik Aktivitesi

Sekil 4.25. SM-1 bilesiginin DLD-1 hiicre hattinda pro-apoptotik ve anti-apoptotik aktiviteye etkileri
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BM-2"nin DLD-1 Hiicresinde Pro-apoptotik Aktivitesi
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BM-2"nin DLD-1 Hiicresinde Anti-apoptotik Aktivitesi

Sekil 4.26. BM-2 bilesiginin DLD-1 hiicre hattinda pro-apoptotik ve anti-apoptotik aktiviteye etkileri
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SM-2"min DLD-1 Hiicresinde Pro-apoptotik Aktivitesi
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SM-2"min DLD-1 Hiicresinde Anti-apoptotik Aktivitesi

Sekil 4.27. SM-2 bilesiginin DLD-1 hiicre hattinda pro-apoptotik ve anti-apoptotik aktiviteye etkileri
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DLD-1 hiicresinde BM-1 bilesiginin hiicreyi 6liime siiriikleyen pro-apoptotik yolaklar olan
BAX, CASP8, CD40, CD40LG, cIAP-2, cytoC, DR6 (TNFRSF21), FAS, FASLG, HTRA2,
p27, p53, SMAC, sTNF-R1, sTNF-R2, TNF-alpha, TNF-beta, TRAILR-1, TRAILR-2,
TRAILR-3, TRAILR-4, IGFBP3, IGFBP4 ve IGFBP6 protein ifadelerinde kat artisinda etkili
oldugu gozlenirken hiicreyi 6limden koruyan anti-apoptotik yolaklar olan AKT ERKI1/2
HSP27, IkBa JNK, NFxB, PARP ve TAKI1 protein ifadelerinde ise kat azalisina etkisi oldugu
tespit edilmistir.

DLD-1 hiicresinde SM-1 bilesiginin hiicreyi 6liime siirlikleyen pro-apoptotik yolaklar olan
BAX, CASPS8, CD40, CD40LG, cIAP-2, cytoC, DR6 (TNFRSF21), FASLG, p27, SMAC,
sTNF-R2, TNF-alpha, TNF-beta, TRAILR-3, IGFBP4, IGFBP6, CASP7 ve CHKI1 protein
ifadelerinde kat artisinda etkili oldugu gozlenirken hiicreyi 6liimden koruyan anti-apoptotik
yolaklar olan HSP27, HSP60, HSP70, survivin, IGF1, IGF2, AKT, NFkB ve TAK1 protein

ifadelerinde ise kat azalisina etkisi oldugu tespit edilmistir.

DLD-1 hiicresinde BM-2 bilesiginin hiicreyi 6liime siiriikleyen pro-apoptotik yolaklar olan
CD40, CD40LG, cIAP-2, cytoC, DR6 (TNFRSF21), FASLG, sTNF-R2, TNF-alpha TNF-beta,
ATM, CASP7, elF2a, p38, p53 ve SMAD?2 protein ifadelerinde kat artisinda etkili oldugu
gozlenirken hiicreyi 6liimden koruyan anti-apoptotik yolaklar olan BCL-2, BCL-w, HSP27,
HSP60, HSP70, IGF1, IGF2, IGFIsR, survivin, NFkB protein ifadelerinde ise kat azalisina
etkisi oldugu tespit edilmistir.

DLD-1 hiicresinde SM-2 bilesiginin hiicreyi 6liime siiriikkleyen pro-apoptotik yolaklar olan
BiM, CD40, CD40LG, cIAP-2, cytoC, DR6 (TNFRSF21), FASLG, sTNF-R2, TNF-alpha,
TNF-beta, TRAILR-1 ve TRAILR-3, CASP7, CHKI1, p38 ve p53 protein ifadelerinde kat
artiginda etkili oldugu gdzlenirken hiicreyi 6liimden koruyan anti-apoptotik yolaklar olan BCL-
2, HSP60, HSP70, IGF1, IGF2, IGFI1sR, survivin, ERK1/2, HSP27, IkBa, INK ve NFxB

protein ifadelerinde ise kat azalisina etkisi oldugu tespit edilmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Heterohalkali bilesik tiirevleri ve gesitli kanser tiirleri ile ilgili ¢alismalara ait kapsamli
olarak literatiir bilgileri asagida verilmistir.

Literatiir aragtirmasinda bir¢ok heterohalkali yapiya sahip izoindol ve/veya pirolidin tiirevli
bilesikler ile ¢alismalarin mevcut oldugu tespit edilmistir. Bu bilesikler ile bir¢ok kanser
hiicresinde antikanser aktivite (antioksidan, sitotoksisite, gen ekspresyonu, ila¢ direnci,
apoptotik sinyal yolaklar1) c¢alismalar1 yapilmistir. Heterohalkali bilesiklerin kanser
hiicrelerine etkisi iizerine yapilan ¢aligmalar, arastirmacilar tarafindan uzun yillardir 6n

planda tutulmaktadir ve glinlimiizde 6nemi devam etmektedir.

Aiyengar ve digerleri, 2017 ¢alismalarinda; nitrik oksitler lizerine antioksidan aktivite
arastirmalarini rapor ederek NO'nun endotel sentezinden sorumlu oldugunu, iltihaplanma,
anjiyogenez, apoptoz, hiicre dongiisti, istila ve metastaz gibi kansere bagl olaylar1 modiile
ettigini bildirmislerdir. Endotel nitrik oksit’in se¢ici olarak hedeflenmesinin, meme kanseri
tedavisi i¢in faydali bir terapotik veya kemopreventif dnlemi saglamada yararl olacagini

belirtmislerdir (Aiyengar ve digerleri, 2017).

Tez ¢alismamda; heterohalkal1 bilesiklerin antioksidan aktiviteleri serbest radikal siipiiriicii
(DPPH), indirgeyici ve metal selatlama yontemleri kullanilarak belirlenmistir. Antioksidan
caligmalarinin verilerine gore pirolidin yapiya sahip SM-1 ve SM-2 bilesiklerinin oksidatif

hasar1 6nlemede ve azaltmada 6n plana ¢iktig1 tespit edilmistir.

Kiictik hiicreli akciger kanseri hiicrelerinde pirolidin ditiyokarbamatin sitotoksik etkileri
tespit edilmistir. Tahata ve digerleri, 2014’tin arastirmalarina gore; pirolidin
ditiyokarbamatin (PDTC) sitosidal (sitotoksik) etkisi, kiiciik hiicreli akciger kanseri (SCLC)
hiicre hatlarinda (NCI-H196 ve NCI-H889) hiicre canliligi, hiicre dongiisii durmast ve
apoptoz indiiksiyonu iizerine odaklanarak arastirilmistir. PDTC, NCI-H889'a kiyasla NCI-
H196'ya kars1 ¢cok daha giiclii bir doza bagh sitotoksik aktivite sergilerken, normal insan
embriyonal akciger fibroblast MRC-5 hiicrelerinde boyle bir aktivite gozlenmemistir. NCI-
H196 hiicrelerinde, S fazinda, DNA fragmantasyonuna eslik etmeyen c-myc
ekspresyonunun baskilanmasina paralel olarak hiicre dongiisii durmasi gozlenmistir. NCI-
H196 hiicrelerinde, oksidatif strese bagli genlerin ekspresyonunda bir degisiklik ile birlikte

hiicre i¢ci ROS'da gegici bir artis dogrulanmustir. Ayrica, bir serbest radikal siipiiriicti olan N-
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asetil-1-sistein (NAC) ilavesi, sadece bu oksidatif iligkili genlerin ekspresyonundaki PDTC-
tetikleme degisikliklerini ortadan kaldirmakla kalmamis, ayn1 zamanda hiicre canliliginda
PDTC'nin hiicre hasart ile iligkili morfolojik degisikliklere neden oldugu azalmay1 neredeyse
tamamen kaldirmistir. Dolayisiyla bu sonuglar PDTC'nin neden oldugu sitotoksisitenin pro-
oksidan aktivitesine baglandigini diisiindiirmektedir. PDTC'nin neden oldugu sitotoksisite,
CuCl; ile daha da arttirilmis, ancak hiicre i¢i Cu birikiminin sitotoksisitede dnemli bir rol
oynadig1 olasiligin1 destekleyen, gecirgen olmayan bir bakir spesifik selator olan bifosproin
disiilfonat (BCPS) tarafindan kaldirilmistir. Onemli olarak, PDTC'nin Cu akisindan sorumlu
oldugu bilinen ATP7A ekspresyonunu upregiile (yukar1 dogru regiilasyon) ettigini ancak
bakir alim tasiyicist olarak bilinen CTR1 ekspresyonunu etkilemedigi ilk kez gosterilmistir.
Cok daha diisiik dozda cisplatin (5 uM) ve toksik olmayan PDTC (0,1 uM) dozunun
kombinasyonu, sinerjistik olarak NCI-H196 hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksisiteye neden
olmustur. ATP7A'nin SCLC i¢in birinci basamak tedaviyi temsil eden platin (cisplatin gibi)
direncinde kritik bir rol oynadig1 diigiiniildiigiinde, platin bazli tedavi gerektiren hastalar i¢in
ilave terapotik reaktif olarak PDTC’nin umut verici bir aday oldugu bildirilmistir (Tahata ve

digerleri, 2014).

Florento ve digerleri 2012 calismalarinda; heterohalkali bilesikler olan paklitaksel,
dosetaksel, oksaliplatin, bikalutamid ve anastrozol’un sitotoksik aktivitelerini MTT testi ile
MCEF-7, NCI-H2126, SKOV-3, PC-3, HT-29 hiicre hatlarinda c¢alismislardir. Bilesiklerin
benzer etki gosterdigini ve sitotoksik aktiviteye sahip olduklarini belirtmislerdir. Segilen
onkoloji iiriinlerinin doz-cevap egrisiyle karsilastirildiginda; kiiltiirdeki hiicrelere eklenen
bilesiklerin artan doz konsantrasyonunda benzer bir doz yanit1 olusturdugu gozlenmistir.
Doz yanitinin benzer oldugu ve istatistiksel analiz farkinin anlamli olmadigi kanitlamistir

(Florento ve digerleri 2012).

Liu ve digerleri, 2014 arastirmalarinda; piperidin tiirevli izoindol halkasi igeren bilesiklerin;
HT-29, K562 ve HepG2 hiicre hatlar1 iizerine sitotoksisitesini calismislar ve 6zellikle HepG2
hiicre hatlar1 iizerine antitiimor etkilerini saptamislardir. Izoindolinonlarin antitiimér,
antikonviilsan ve benzeri gibi ¢ok ¢esitli biyolojik aktiviteleri vardir. Bazi izoindolinon
tiirevleri antitimor ilag molekiilleri olarak incelenmistir. Calismada bir dizi yeni 2-benzil-6-
ikameli-etoksi-izoindolinon tiirevinin tasarimi, sentezi ve biyolojik aktiviteleri rapor
edilmistir. Tim hedef bilesikler (bilesikler 9-12), HT-29, K562, HepG2 hiicre hatti

kullanilarak sitotoksisiteleri a¢isindan test edilmistir. Tert-butil 4- (2- (2-benzil-3-



149

oksoizoindolin-5-iloksi) etil) piperazin-1-karboksilat bilesiginin (bilesik 11), ICso degeri
(5,89 uM) ile HepG2 kanser hiicresinde antitiimor aktivitesi gosterilmistir (Liu ve digerleri,

2014).

Jiao, Watts, Xue, Hannafon ve Ding, 2018 calismalarinda; MDA-MB-231, MCF-7, U-145,
A2780 hiicre hatlarin1 kullanarak heterohalkali sorafenib bilegi ile MTS deneyleri yaparak
hiicre canlilig1 iizerindeki etkisini aragtirmiglardir. Calismaya gore; kanser hiicrelerinin
sorafenib ile 6n muamelesi, Bachl proteininin DHA (Dokosaheksaenoik asit) kaynakli
bozunmasint énemli Ol¢iide azaltmistir. Sonug olarak, DHA ile indiiklenen HO-1 gen
transkripsiyonu, western blot ve raportdr gen analizi ile kanitlanmis ve sorafenib tarafindan
tersine cevrilmistir. NCI-Onkoloji ila¢ Seti IV'iin taranmasi, DHA'nin sitotoksisitesini
arttiran sorafenib dahil bir grup antikanser bilesiginin yani sira DHA'nin sitotoksisitesini
zayiflatan bir dizi bilesik belirlenmistir. Sorafenibin DHA ile indiiklenen HO-1
ekspresyonunu zayiflattigini, kanser hiicresi canliligini ve tiimor biiyiimesini baskilamak
icin DHA ile sinerji i¢cinde hareket ettigi gosterilmistir. DHA'nin bilinen saglik yararlar1 ve
sorafenib'in klinik etkinligi g6z oniine alindiginda, bunlarin kombinasyonu kansere karsi

dikkat ¢ekici bir terapotik stratejidir (Jiao ve digerleri, 2018).

Bittkau ve digerleri, 2019 in vitro ¢alismalarinda; dokuz farkli (HL-60, Raji, HeLa, ARPE-
19, OMM-1, A-375, HCT-116, HepG2, HaCaT) hiicre hatlar1 tlizerindeki ii¢ farkh
heterohalkal1 fucoidans bilesige ait hiicre canliligi verilerini yayilamislardir. Calismada,
tiimor (HL-60, Raji, HeLa, OMM-1, A-375, HCT-116, Hep G2) ve timor olmayan (ARPE-
19, HaCaT) hiicre hatlar1 {i¢ referans bilesigi (fucoidan, heparin, enoksaparin) ile
calisilmistir. Tiim fukoidanslar standart bir prosediire gore ekstrakte edilmis ve piyasada
bulunan bir MTS analizinde test edilmistir. Hiicre canlilidi, test bilesikleri (1-100 pg / mL)
ile 24 saatlik inkiibasyondan sonra Olclilmiistiir. Birkag¢ istisna disinda, fucoidans ve
heparinler hiicre canliligin1 bozmadig: aksine fucoidans, siispansiyon hiicre hatlarinda hiicre
canliligimi 6nemli 6l¢iide arttirdig belirlenmistir. Fucoidans, tiimor hiicrelerinin canliligini
az seviyede arttirmis ve tiimor disi hiicrelerin canliligl lizerinde higbir etkisi olmamustir.
HeLa ve ARPE-19 hiicrelerinin hiicre canliligi, fukoidanslarin protein igerigi ve toplam

fenolik igerigi (TPC) ile negatif korelasyon gostermistir (Bittkau ve digerleri, 2019).

Huang, Huang, Sun ve Yan, 2019 c¢alismalarinda; 4T1, CT26, HepG2 ve A549 hiicre

hatlarinda pirolidin tiirevi bilesikleri MTT analizi ile in vitro kanser hiicrelerine karsi
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degerlendirmislerdir. Elde edilen cesitli spiro [indoline-3,30-pirolidinlerin] biyolojik
aktiviteleri, MTT testi ile fare gogiis kanseri hiicreleri 4T1, fare kolon kanseri hiicreleri
CT26, insan karaciger kanseri hiicreleri HepG2 ve insan akciger kanseri hiicreleri A549'a
kars1 arastirilmistir. Sonuglar, sekiz bilesigin HepG2 hiicrelerine karsi sitotoksisite
gosterdigini ve bilesik 2j'nin 24 saat i¢inde yaklasik 50 mg / L ICso degeri ile CT26
hiicrelerine umut verici sekilde sitotoksisite gosterdigini kanitlamistir (Huang ve digerleri,

2019).

Tapfuma ve digerleri, 2019 calismalarinda; bitki izolatlardan elde edilen ekstratlarin A549
(akciger karsinomu) ve UMG87 (glioblastom) hiicre hatlarinda sitotoksik aktivite agisindan
degerlendirilmis ve glioblastom hiicre hatlarinda sitotoksik aktivite gésterdigi belirtilmistir.
Onemli derecede sitotoksisite sadece Alternaria sp. tiiriinde UMG87 glioblastom hiicreleri
tizerinde KTDL7 (IC50 = 21,49 pg / mL) tespit edilmistir. Elde edilen ekstartlarda sekonder
metabolit olarak 1,8-dihidroksinaftalin, anserinon B, felligridin B, metasitofilin,
phomopsidin ve vermikosidin A miktarca belirgin bilesen olarak belirlenmistir (Tapfuma ve

digerleri, 2019).

NMR yontemleri kullanilarak yapilar1 aydinlatilan  Spirooksindolpirolidin  tiirevli
sentezlenen bilesiklerden bazilarinin FaDu hipofaringeal kanser hiicreleri iizerinde yiiksek
sitotoksik aktiviteye sahip oldugu ve bilesiklerin apoptotik hiicre 6liimiine yol agtig1 tespit
edilmistir. Arumugam ve digerleri, 2018’e gore; sentezlenen bilesikler, FaDu hipofaringeal
tiimor hiicrelerine karsi antikanser aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir. Bilesiklerin
cogu standart antikanser madde olan bleomisine benzer sitotoksisite gostermis, bunlardan
ikisi referans ilaca gore biraz daha aktif bulunmustur. Sentezlenen bilesikler, bir kanser
hiicresi modelindeki apoptozu indiikleyen oOzellikleri agisindan da degerlendirilmis,
bilesiklerin bazi tiirevleri ile yapilan tedavinin apoptotik hiicre Oliimiine yol agtig1

bulunmustur (Arumugam ve digerleri, 2018).

Chiu ve digerleri, 2017 calismalarinda; RTCA ve WST-1 analizlerini kullanarak
heterohalkali ketorolak trometamin, bupivakain, metilprednizolon bilesiklerinin hiicre
canliligina etkisini tendon hiicrelerinde c¢alismislardir. Do6rt ilacin hepsi % 100
konsantrasyonlarinda karsilastirilabilir sitotoksisiteye sahip oldugu bulunmustur. % 50

konsantrasyon kullanildiginda, WST-1 analizine gore betametazon, xCELLigence'de
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nispeten azalmis sitotoksisiteye sahip oldugu, % 10 konsantrasyon kullanildiginda ise,
betametazon en az sitotoksisiteye sahip oldu tespit edilmistir. XCELLigence hiicre indeksi
ile WST-1 testinin sonucu arasinda giiglii ve pozitif korelasyon bulunmustur (Pearson
korelasyonu [r] = 0,914). xCELLigence ve WST-1 arasinda gen ifadesinin pozitif
korelasyonu da gozlenmistir. Tip [ kollajen: [r] = 0,823; tip Il kollajen: [r] = 0,899; tenascin-
C: [r] = 0,917; decorin: [r] = 0,874; ve skleraxis: [r] = 0,965 (Chiu ve digerleri, 2017).

Oztiirk, Arslan, Dokumaci ve Miikerrem, 2018 calismalarinda; kolorektal kanser hiicre hatt1
(Colo-205), insan meme adenokarsinoma hiicre hatti (MCF-7) ve normal insan fibroblast
hiicre hatt1 kullanilarak vanadyum pentoksidin sitotoksik aktivitesini aragtirmislardir.
Sitotoksik etkilerini incelemek i¢in 5 farkli konsantrasyonda hiicrelerin xCELLigence
gercek zamanli hiicre analizini yapmislardir. Vanadyum pentoksidin Colo-205 hiicrelerinde
hiicre indeksini 25 pM ve 50 puM’de azalttigi, 100 uM, 150 pM ve 200 uM
konsantrasyonlarinda arttirdigt ve MCF-7 hiicrelerinde ise kontrole kiyasla tim
konsantrasyonlarda hiicre indeksini arttirdigi tespit edilmistir. Vanadyum pentoksidin farkli
konsantrasyonlarda ¢esitli kanser hiicreleri iizerinde farkli etkilere sahip oldugu

diisiiniilmektedir (Oztiirk ve digerleri, 2018).

Larsson ve digerleri, 2020 c¢aligmalarinda, HCC38, MCF-7, MCF-10A ve MDA-MB-436
hiicre hatlarim  kullanarak heterohalkali bilesiklerin hiicre canliligi deneylerini
gerceklestirmiglerdir. Platin ajanlar (cisplatin ve karboplatin) ve bir proteazom inhibitorii
(bortezomib) ile tedavi edilen MCF7 ve HCC38 meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre
canlilig1 lizerindeki etkilerini belirlemek i¢in konvansiyonel 2D hiicre bazli kanser ilaci
deneysel degiskenlikleri tespit edilmistir. Varyans bileseni analizi, hiicre canliligindaki
degisikliklerin dncelikle farmasoétik ilag ve hiicre hatti se¢imi ile iliskili oldugunu, biiyiime
ortaminin tipine veya test inkiibasyon siiresine bagli olma olasiliginin daha diisiik oldugunu
gostermistir. Deneysel parametrelerin optimizasyonu sadece veri kalitesini 6nemli dlgiide
arttirmakla kalmamis, ayn1 zamanda bortezomib ve cisplatin ile muamele edilmis HCC38,
MCF7, MCF-10A ve MDA-MB-436 hiicreleri i¢in tekrarlanabilir sonuglara yol agmustir.
Bulgular tekrarlanabilirligin (ayn1 analistin ayn1 deneyi birden ¢ok kez tekrarlanmasi veya
farkl1 analistlerin aym1 deneyi birden c¢ok kez tekrarlanmasi) gerceklestirildigini

gostermektedir (Larsson ve digerleri, 2020).
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Tez ¢alismamda; MCF-7 (meme kanseri), MCF-12A (normal meme epiteli) ve DLD-1
(kolon kanseri), CCD-18Co (normal kolon epiteli) hiicre hatlarinda, heterohalkali
bilesiklerin sitotoksik dozu ve ICso degeri MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) yontemiyle; hiicre canliligina etkisi gercek zamanli hiicre
analizi sistemi (RTCA) ile tespit edilmistir. SM-1 ve SM-2 bilesiklerin sitotoksik aktivite
caligmalar1 neticesinde; hiicre canliligini azalttigi, hiicre ¢ogalmasini 6nledigi ve hiicre

biliylimesini baskiladig tespit edilmistir.

Kemosensitize edici heterohalkali bir bilesik olan fumitremorgin C (FTC) nin, MCF-7 hiicre
hattinda P-glikoproteini veya meme kanseri diren¢ proteini (BCRP) kodlayan genin
direncini neredeyse tamamen tersine ¢evirdigi rapor edilmistir. Rabindran, Ross, Doyle,
Yang ve Greenberger, 2000 ¢alismalarina gére; MCF-7 / BCRP hiicrelerinde FTC'nin ters
aktivitesi, artan doz antitiimdr ilaglari ile kombinasyon halinde bilesigin sabit bir dozu
kullanilarak belirlenmistir. FTC (5 mM), mitoksantron (29,4 kat), doksorubisin (6,6 kat) ve
topotekanin (6,5 kat) toksisitesini arttirmistir. Paklitaksel (1.1 kat) ile herhangi bir aktivite
saptanmamistir. Bu bulgular, BCRP'yi asir1 eksprese eden ilagla secilen ii¢ hiicre hattinda
FTC'nin aktivitesine yakindan paralel oldugu belirtilmistir. Ayrica FTC, vektor transfekte
edilmis MCF-7 hiicrelerinde mitoksantron ve topotekanin toksisitesini 2,5-5,6 kat
arttirmigtir. Bu etkinin bir sonucu olarak FTC, BCRP asir1 eksprese eden hiicrelerdeki
topotekanin ICs¢'sini, tedavi edilmeyen vektor ile transfekte edilmis hiicrelerde belirlenenin
altina diisiirmiis ve DMF (doz degistirici faktor), beklenen maksimum DMF degerini
asmistir. Bu daha once kemoterapoétik ilaclara direng gdstermeyen MCF-7 hiicrelerinde ve
kiigiik hiicreli olmayan iki akciger karsinomu hiicre hattinda (H460 ve AS549)
gozlemlenmistir. Vektor transfekte edilmis MCF-7 hiicreleri iizerindeki FTC aktivitesi
biiyiik olasilikla MCF-7 hiicrelerinde BCRP'nin bilinen diisiik ekspresyon seviyesinden
kaynaklanmakta oldugu belirtilmis ve mitoksantrona kars1 intrinsik direncin, ila¢ hassasiyeti
olmadiginda bazi hiicre hatlarinda meydana geldigini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte,
MCEF-7 hiicrelerinde FTC'ye duyarl ikinci bir ilag direnci mekanizmasinin var olabilecegi

diistintilmektedir (Rabindran ve digerleri, 2000).

Iki farkli insan glioblastoma hiicre hattinda heterohalkali indol tiirevli indometasin
bilesiginin 5 ile 50 puM arasindaki konsantrasyonlarda sitotoksik aktiviteyi arttirdigi
belirtilmistir. Benyahia ve digerleri, 2004’e gore; 190 kDa ¢oklu ilaca direngli protein

MRP1, insan gliomalarinin ¢oklu ilaca direng fenotipinde yer alacak gibi goriinmektedir.
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MRP1 ekspresyonu, gliomlu 17 hastanin cerrahi tiimér orneklerinde degerlendirilmistir.
Ayrica, MRPin inhibitorii olan indometasinin, MRP1 (GL15 ve 8MQG) ifade eden iki
glioblastom hiicre hattinin etoposit (VP16) ve vinkristin (VCR) kemosensitivite {izerindeki
etkisi aragtirilmistir. Tiimor 6rnekleri degerlendirildiginde, 14/15 yiiksek dereceli gliomada
% 90'dan fazla boyanmig tiimor hiicresinde MRP1 ekspresyonu gozlenmistir. MRP1 14
timor Ornegindeki vaskiiler endotelyal hiicrelerin zarinda da giiglii bir sekilde eksprese
edilmis, bu da antikanser ila¢ gecirgenliginin beyin tiimorii damarlar1 arasinda da smirl
olabilecegini diislindlirmiistiir. 5 ila 50 uM arasindaki konsantrasyonlarda, indometasin, her
iki hiicre hattinda etopositin sitotoksik etkisini énemli Olclide arttirmistir, ancak 8MG
hiicrelerine kiyasla VCR'nin GL15 hiicreleri iizerindeki sitotoksisitesinin arttirilmasinda
daha etkili olmustur. Bu sonuglar, indometasin ile VCR veya etoposit arasindaki iliskinin
gliomalarin klinik yonetiminde ilgi c¢ekici olabilecegini diistindiirmektedir (Benyahia ve

digerleri, 2004).

Meme kanseri hastalarindan alinan tiimor dokularinda MRP1 ekspresyonu RT-PCR yontemi
ile arasgtirllmigtir. MRP1 asir1 ekspresyonunun hastalarda ¢oklu ila¢ direncine aracilik
edebilecegi tespit edilmistir. Abaan ve digerleri, 2009 calismalarina gore; RT-PCR
reaksiyonunun ilk asamasinda, FFPE (parafine gomiilmiis) dokularindan elde edilen
cDNA’lar, 291 bp'lik MRP1 primerleri ile amplifiye edilmistir. Numunelerin ¢ogunda,
MRP1 band yogunlugu agaroz jel iizerinde zayif goriintii vermistir. Ikinci RT-PCR
amplifikasyonu asamasinda, 166 bp'lik MRP1 primerleri kullanilarak gergeklestirilmistir.
Optimizasyon ¢aligmalarindan sonra, tiim hasta drnekleri icin MRP1 primerleri kullanilarak
RT-PCR gerceklestirilmistir. Duyarli (S) ve direngli (R) HL60 hiicreleri kontrol olarak
kullanilmigtir. (Abaan ve digerleri, 2009).

K562 (miyelojendz 16semi) hiicrelerinde bir tirozin kinaz inhibitdrii olan heterohalkali yapili
ponatinib ilacinin ABCB1, ABCC1 ve ABCG2 c¢oklu ilag direnci genleri tizerindeki etkisi
incelenmistir. Ponatinib’in ABCB1 ve ABCG2 gen inhibit6rii oldugu vurgulanmistir. Sen
ve digerleri, 2012°e gore; Ponatinib, BCR-ABL'ye karsi, T3151 ve ayrica FMS benzeri
tirozin kinaz 3'e kars1 giiclii aktiviteye sahip yeni bir tirozin kinaz inhibitoridiir.
Farmakolojik olarak ilgili Ponatinib 50 ile 200 nmol / L konsantrasyonlarda MDR- iligkili
ATP baglayict kaset (ABC) proteinleri ABCB1, ABCC1 ve ABCG2 igin test edilmistir.
Ponatinib, bu proteinleri asir1 eksprese eden hiicrelerde ABCG2 ve ABCBI substratlarinin

alimmi, ABCB2 iizerinde ABCBI'den daha biiyiik bir etkiye neden olarak arttirmistir.
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Ponatinib, ilag-substrat baglanmay1 (ABCB2 ve ABCB1'e IAAP baglanmasini), 0,04 ve 0,63
mmol / L ICso degerleri ile gii¢lii bir sekilde inhibe etmistir. Ponatinib, ABCG2 ATPase
aktivitesini konsantrasyona bagli bir sekilde ve ABCB1 ATPase aktivitesini farmakolojik
olarak (her iki proteinin bir substrati olmasiyla) diisiik konsantrasyonlarda uyarmistir.
ABCBI1 ve ABCQG?2 ile transfekte edilmis K562 hiicrelerini eksprese eden BCR-ABL'min
ponatinib ICso degerleri, K562 hiicrelerinde yaklasik olarak 2 kat daha gen ifadesini
artirmistir. Ponatinib, direncli K562 hiicreleri tizerinde ABCB1 ve ABCG2 ekspresyonunu
kismi olarak azaltmistir. Farmakolojik olarak ilgili konsantrasyonlarda ponatinib, substrat
kemoterapi ilaglar1 ile ABCB1 ve ABCG2 genlerinde sinerjistik sitotoksisite geligsmis ve
apoptoza neden olmustur. Bu tasima proteinlerini asir1 eksprese eden hiicrelerde
daunorubisin, mitoksantron, topotekan ve flavopiridol ilaglar1 tarafindan gen ifadesi
indiiklenmistir. Ponatinib ve kemoterapi ilaglarinin kombinasyonlar1 daha fazla test

yapilmasini gerektirmektedir (Sen ve digerleri, 2012).

Tuy ve digerleri, 2016 arastirmalarinda; kolorektal karsinomlu hastalar i¢in 6nemli bir ilag
olan heterohalkal1 yapiya sahip irinotekan’in, ABCG2 ekspresyon diizeyini incelemislerdir.
Irinotekan bazli tedavinin kemoterapi direnci igin yararli bir biyobelirtec olabilecegi
belirtilmistir. Kolorektal kanserli 189 hastanin primer tiimor 6rneklerini kullanarak, ABCG2
proteininin immiinohistokimyasal ekspresyonu ile SN-38'e (aktif bir metabolit irinotekan)
kars1 duyarliligint degerlendirmek icin kiiltiir ilag duyarlilik testi sonuglar1 arasindaki iliski
arastirilmistir. 189 hastadan 17'sine irinotekan bazli kemoterapi uygulanmis, yanitlar1 ve
progresyonsuz sagkalim (PFS) analiz edilmistir. Artan ABCG2 ekspresyonu olan hastalarin
tlimorleri, incelenen tiimdrlerin % 6011 olusturmus ve diisitk ABCG2 ekspresyonu olan
hastalara kiyasla SN-38'e gore anlaml1 derecede daha direngli bulunmustur (P <0.001). Cok
degiskenli bir lojistik regresyon analizinde, ABCG?2 proteininin artan ekspresyonu, SN-38'e
kars1 direncin bagimsiz ve anlamli oldugunu gdstermis, direng riskini ise 12 kat arttirmistir.
Artan ABCG?2 ekspresyonu ve SN-38'e kars1 diisiik duyarlilik, irinotekan bazli kemoterapiye
direng ile anlamli derecede iligkili bulunmustur (sirasiyla P = 0,01 ve 0,028). ABCG2
ekspresyonu artmis hastalarin progresyonsuz sagkalimi diisik ABCG2 ekspresyon
seviyeleri olan hastalara kiyasla anlaml1 derecede daha diisiik bulunmustur (104'e kars1 242
giin; P = 0,047). Primer tiimodrlerde artan immiinohistokimyasal ekspresyon, metastatik
kolorektal kanserli hastalar i¢in irinotekan bazli kemoterapiye direncinde yararli bir

biyobelirteg olabilecegi tespit edilmistir (Tuy ve digerleri, 2016).
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Kemoteropik bir ajan oldugu diisiiniilen dacomitinib bilesiginin, 1,0 mM dozda ABCBI1 ve
ABCG2 genlerinde ila¢g direncini 6nemli Olciide tersine cevirdigi bildirilmistir. Fan ve
digerleri, 2018’in arastirmalarina gore; son yillarda, epidermal biiylime faktorii reseptoriinti
(EGFR) asir1 eksprese eden ¢esitli insan kanserlerinde tedavi icin kii¢iik molekiiler tirozin
kinaz inhibitorleri (TKI'ler) gelistirilmistir. Ayn1 zamanda, baz1 TKI'larin ABC tasiyict
aracilt MDR'yi inhibe edebildikleri gdsterilmistir. Dacomitinib, bazi preklinik ve klinik
caligmalarda pozitif antikanser aktiviteleri gosteren ikinci nesil, geri doniislimsiiz bir
TKI'dir. Bircok TKI, ABC tasiyicilarinin substratlar1 veya inhibitorleri oldugundan, bu
caligma dacomitinib'in, MDR'ye aracilik eden ABCBI (P-gp), ABCG2 (BCRP) ve ABCC1
(MRP1) dahil olmak tizere MDR'ye aracilik eden ABC alt aile iiyeleri ile etkilesime girip
giremeyecegini arastirmaktadir. Sonuglar, 1.0 mM'deki dacomitinibin, ABCBI1 ve
ABCG2'nin aracilik ettigi, ancak ABCCl1'in aracilik ettigi ilag direncini énemli 6l¢iide
tersine ¢evirdigini gostermistir. ABCB1 asir1 eksprese eden hiicreler iizerindeki ters etkisi,
ABCG2 asir1 eksprese eden hiicrelerdekinden daha giiglii bulunmustur. Ayrica, ters
konsantrasyondaki dacomitinib protein ekspresyon seviyesini ve ABCB1 ve ABCG2'nin
lokalizasyonunu etkilememistir. Bu nedenle, bu modiile edici etki mekanizmalarindan
birincisi; dacomitinib’nin, ABCB1 veya ABCG2 tasiyicilarinin bir inhibitorii olarak, trans
membran domain (TMD) ilag-substrat bdlgesine stabil bir sekilde baglanabilmesidir.
Ikincisi, dacomitinib’nin, ATPase aktivitesini inhibe etmesi ve TMD konformasyonunun
stabilitesini muhafaza etmesi, bdylece ABCB1 veya ABCG2 tasiyicisinin ilag akis
fonksiyonunu inhibe edebilmesidir. Bu calisma, ABCB1 veya ABCG2 genlerini asir1
eksprese eden kanserlerde ABCBI ve / veya ABCG2 tasiyicilarinin dacomitinib ve
substratlari ile yararli bir kombinasyonla terapdtik strateji saglamaktadir (Fan ve digerleri,

2018).

Gupta ve digerleri, 2018 calismalarinda; heterohalkali vorukiklib bilesiginin sitotoksisitesi
MTT deneyi ile ABCB1 ve ABCG2 gen ekspresyonlarin1 western blotlama analiziyle ve
hiicrelerin apoptozu iizerindeki etkisini belirlemek i¢in akis sitometrisi analizini
kullanmiglardir. Bilesiklerin gen ekspresyonunu azaltarak hiicreleri apoptoza siiriikledigi
gosterilmistir. ABCB1 ve ABCG2 substratlarinin hiicre i¢i birikimi ve akisi sintilasyon
sayact ile Ol¢iilmiistir. ABCB1 ve ABCG2 proteinlerinin ekspresyonu ve hiicre igi
lokalizasyonu iizerindeki etkiler Western blotlama ve immiinofloresan ile belirlenmistir.
Vanadat duyarli ATPase analizi, vorukiklibin ABCB1 ve ABCG2'nin ATPase aktivitesi
izerindeki etkisini belirlemek i¢in yapilmistir. Vorukiklib'in ABCB1 ve ABCG2 apoptozu
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tizerindeki etkisini belirlemek i¢in akim sitometrisi analizi yapilmistir. Vorukiklib, ABCBI
asir1 eksprese eden hiicrelerde paklitaksel ve doksorubisinin yani sira ABCG?2 asir1 eksprese
eden hiicrelerde mitoksantron ve SN-38'in etkisini onemli Olgiide giliclendirdigi tespit
edilmistir. Vorukiklib, ABCC10'u asir1 derecede eksprese eden hiicreleri paklitaksele duyarl
hale getirirken, ABCC1 substratlarinin sitotoksisitesini degistirmedigi bulunmustur. Ayrica
vorukiklib, hiicre i¢i birikimini arttirmis ve anti-kanser ilaglarinin ABCB1 veya ABCG2'yi
asir1 eksprese eden hiicrelerden akisini azalttig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte, vorukiklib
ABCBI1 veya ABCG2'nin ekspresyonunu veya hiicre alt1 lokalizasyonunu degistirmemistir.
Vorukiklib konsantrasyona bagli bir sekilde hem ABCBI hem de ABCG2'min ATPase
aktivitesini uyarmigtir. Son olarak, vorukiklib, ABCB1 veya ABCG2- asir1 eksprese eden
hiicrelerde ilaca bagli apoptotik bir etki sergilemistir. Voruciclib halen faz I klinik caligma
ilacidir ve kanser kemoterapisi i¢in geleneksel anti-kanser ilaglariyla birlikte potansiyel

kullanimi giiclii bir sekilde desteklenmektedir (Gupta ve digerleri, 2018).

Braconi ve digerleri, 2020 c¢alismalarinda; heterohalkali tetrahydroisoquinoline tiirevli
bilesiklerin HT29 ve A549 hiicre hatlar1 kullanilarak P-gp etkilesim profillerini ve iki ABC
tasiyicist olan ¢oklu ilag direnci iliskili protein-1 (MDR-1) ve meme kanseri direng
proteinine (BCRP) kars1 seciciliklerini immiinoblot analizi yontemi ile degerlendirmis ve
bilesiklerin P-gp'ye karsi cok aktif ve segici oldugu gosterilmistir. Bilesiklerin en iyi P-gp
aktivite profili ile donatildigin1 gosterdiklerinden, hiicre hatlar1 tek baslarina ve gesitli P-gp
seviyelerine sahip farkli kanser hiicre hatlarinda antineoplastik ilag doksorubisin ile birlikte
uygulandiklarinda test edilmistir. Bilesikler, klinik olarak gozlemlenen doksorubisine
direngli kanserlere benzeyen hiicre modellerinde doksorubisine dogru anlamli bir
duyarhlastirma aktivitesi gostermis ve bu durum da kemosensitlestirmenin etkilerinin P-
gp'nin inhibisyonundan kaynaklandigini gostermistir. Rapor edilen serilerin tasarimi, hem
PBS'de hem de insan plazmasinda stabil olan ve farkli kanser hiicre hatlarindaki
antineoplastik ajan olan doksorubisinin etkisini iyilestirebilen iki gii¢lii P-gp substratinin

tanimlanmasina izin vermistir (Braconi ve digerleri, 2020).

Heterohalkali aminobisfosfonatlarin ABCA1 ve ABCBIl'in osteosarkomda nasil
diizenlendigi analiz edilmistir. VY9Vd2 T hiicrelerinin ABCAl'e bagli aktivasyonunu
arttirdigt ve ABCB1 eksprese eden osteosarkom i¢in etkili bir strateji olabilecedi rapor
edilmistir. Belisario ve digerleri, 2020°de; 2D-kiiltiirlenmis doksorubisine duyarl insan U-

20S ve Saos-2 hiicreleri, doksorubisine direngli (U-20S / DX580 ve Saos-2 / DX580), U-
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20S ve Saos-2 hiicrelerinin 3D kiiltiirlerini kullanmistir. DX580 ve 3D kiiltiirleri, ebeveyn
hiicrelerine gore daha yiiksek seviyelerde ABCB1 ve doksorubisine karst daha yiiksek
dirence sahip oldugu bildirilmis ve. ABCAI1 seviyelerini, IPP akisimi ve Vy9Vo2'yi
distirdiigt bildirilmistir. T hiicresi kaynakli 6ldiirme; kemo-immiin direngli hiicrelerde, Ras
/ Akt / mTOR, Karaciger X Reseptorii a (LXRa) tarafindan indiiklenen ABCAI-
transkripsiyonunu inhibe etmistir ve Ras / ERK1 / 2 / HIF-la, ABCBI1'i yukar regiile
etmistir. Calismada ABCBI yiiksek ABCA1 diisiik fenotipinin kemo-immiin direncinin bir
gostergesi oldugu belirtilmistir. Aminobisfosfonatlar ilaca direngli osteosarkomlara karsi

yeni kemo-immiin duyarlilastirici araglar olarak 6nerilmistir (Belisario ve digerleri, 2020).

Kollateral duyarliligi (CS) adi1 verilen bir fenomen, sentetik bir 6liimciil gibi davranan
MDR'yi engellemek i¢in yeni bir strateji olarak ortaya ¢cikmistir. Bu durum belirli bir ajana
kars1 diren¢ kazanilmasi iizerine gelistirilen genetik degisikliklerin, ikinci bir ajana karsi
asir1 duyarlilik gelismesini takip etmektedir. Riganti ve digerleri, 2020 ¢aligmalarinda; MDR
modiilatorleri olarak gorev yapan ligandlarin ve CS destekleyici ajanlari olarak islev goren
ii¢ bilesik, F397, F400 ve F421 tanimlanmislardir. CS mekanizmalarinit MRP1 ifade eden
hiicrelerin “saf” modelinde (MDCK-MRP1) ve MRP1 ifade eden / ilaca direncli kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde (A549 / DX) ¢alismislardir. /n vitro sonuglara
gore; (i) Ui¢ ligandin MRP1 ifade eden hiicreler i¢in yiiksek Olciide sitotoksik oldugu, (ii)
etkilerinin MRP1 aracili oldugu, (iii) akciger tliimdrlerinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan terapotik ajan olan cis-Pt'nin neden oldugu sitotoksisiteyi arttirdiklar1 ve (iv)
etkilerinin ROS aracili oldugu tespit edilmistir. Ayrica, akciger tiimorii ksenograftlarinda
yapilan bir klinik Oncesi in vivo c¢alismalarin, in vitro bulgulari dogruladigi ve ii¢ CS
destekleyici ajaninin akciger direngli timdrlerde yeni bir terapdtik yaklasim i¢in aday oldugu

rapor edilmistir (Riganti ve digerleri, 2020).

Tez caligmamda; heterohalkali bilesiklerin belirtilen hiicre hatlarinda, anti-karsinojenik
etkileri, kemoterapi direncinde 6nemli rol oynayan pompa proteinleri ABCB1 (MDR1-P-
gp), ABCC3 (MRP3), ABCC10 (MRP7), ABCC11 (MRP8), ABCG2 (BCRP) mRNA
diizeyleri qPCR yontemiyle belirlenmistir. MCF-7 ve DLD-1 hiicrelerinde tiim bilesiklerin
MDR mRNA ekspresyonlarini (ABCC3 gen ifadesi disinda) 6nemli 6l¢iide azalttigi ve bu
bilesiklerin kemoterapi direncinin baskilanmasinda o6nemli bir rolii olabilecegini
gostermektedir. Bilesikler incelendiginde MCF-7 ve DLD-1 hiicrelerinde en etkili sonucu

SM-2 gbstermistir.
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Kim ve digerleri, 2001 ¢aligmalarinda; pirolidin bilesiginin mekanizma araciligiyla, DNA
transkripsiyon faktorii olan 1s1 sok faktoriiniin (HSF1) baglanmasini indiikledigini rapor
etmislerdir. Kemoterapotik ajanlarin kanser hiicrelerine karsi toksisitesine, programli hiicre
Oliimiiniin baglamasi1 aracilik etmektedir. Apoptoz, kaspaz adi verilen bir sistein proteaz
ailesi tarafindan yayilan, evrimsel olarak korunan bir hiicre i¢i proteolitik olay dizisidir.
Birgok reseptor ve reseptor aracisiz 6liim sinyali, kaspaz-8'in (FLICE / MACH) aktivasyonu
yoluyla apoptozu indiikler. Apoptozun azalmasiyla sitotoksik ilaglara tiimor direnci
mekanizmalari, kaspaz-8'in ekspresyonunun degismesi, FLIP (FLICE benzeri Inhibitér
Protein) gibi kaspaz-8 inhibitorlerinin yukar1 regiilasyonu veya kaspaz-8'in BCL-2
tarafindan sekestrasyonu (ilaglarin kandan ayrilip baska dokuda birikmesi) ile meydana
gelebilir. Kaspaz-8 ve apoptozun modiilasyonu, ilaca direng¢li malignitelerin radyasyona
veya kombinasyon kemoterapisine duyarlilastirilmasi i¢in terapotik bir strateji olabilir (Kim

ve digerleri, 2001).

Alami ve digerleri, 2007 calismalarinda; topoizomeraz II inhibitorii olan Xanafide (ksanafid)
bilesiginin insan meme kanseri hiicre hatlarinda in vitro ve in vivo anti-proliferatif etkilerini
aragtirmiglardir ve MCF-7 hiicre hattinda etkili anti-proliferatif sonug¢ bildirmislerdir. Bir
DNA'’ya baglanan ve topoizomeraz II inhibitdrii olan ksanafid, sitotoksik etki gostermistir.
Bu ¢alisma, insan meme kanseri hiicre hatlarinda, ksanafid in vitro ve in vivo anti-proliferatif
etkilerini arastirmak icin yapilmistir. Ksanafidin MCF-7, MDA-MB-231, SKBR-3 ve T47D
hiicre hatlarina kars1 in vitro aktivitesi, paklitaksel, dosetaksel, gemsitabin, vinorelbin ve
doksorubisin gibi kemoteropatik ajanlarla karsilastirilmali ¢alisilmistir. MCF-7'de ksanafid,
toplam biiyiime inhibisyonu (TGI) konsantrasyonlar1 gemsitabin, vinorelbin ve
doksorubisine gore daha diisiik TGI degerleri gostermistir. MCF-7 (6strojen reseptorii (ER /
p53), ksanafide en duyarli hiicre hatti olarak bulunmustur. MDAMB-231 ve SKBR-3
hiicreleri, ksanafide benzer bir hassasiyet gostermistir. Bu bilesik T47 D hiicresinde (ER /
p53) aktivitesi gdstermemistir. Ksanafid in vivo aktivitesi, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
hatlarinda dosetaksel ile karsilastirilmistir. Ksanafid, MCF-7 hiicre hattinda en yiiksek
dozda, dosetakselden biraz daha etkili bulunmus, fakat MDA-MB-231 hiicre hattinda,
dosetaksel, ksanafid’den daha etkili sonu¢ vermistir. Bu ¢aligma hiicre hatlarinin ksanafide
duyarhilig1 ile her iki topoizomeraz II izoformunun hiicresel seviyeleri arasinda bir iliski

olmadigimi gostermektedir. ER / p53 ekspresyonlar1 meme kanseri hastalarinin ksanafid
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tedavisine cevap verebilecegini veya direng gosterebilecegini diislindiirmektedir (Alami ve

digerleri, 2007).

Cincin ve digerleri, 2014 calismalarinda; biyoflavonoid bilesigi olan heterohalkali yapili
kuersetin’in DLD-1 kolon kanseri hiicre hatlarinda apoptotik ve antiproliferatif etkileri
aragtirllmistir. Kuersetin’in erken kolorektal karsinom i¢in bir biyobelirte¢ olabilecegi
bildirilmistir. Biyoflavonoid bilesigi olan kuersetin glikozit formunda bulunmaktadir. Her
ne kadar farkli caligmalar kuersetin’in giiclii bir antioksidan oldugunu gdéstermesine ragmen,
bu bilesigin etkisi iyi anlasilamamistir. Bu ¢aligmada, kuersetin'in DLD-1 kolon kanseri
hiicre hatlarinda apoptotik ve antiproliferatif etkileri olup olmadig aragtirilmistir. Kuersetin
'in zaman ve doza bagh antiproliferatif ve apoptotik etkileri WST-1 hiicre proliferasyon ve
laktat dehidrojenaz (LDH) sitotoksisite deneyi ile niikleozom zenginlestirme faktoriiniin
saptanmasi, kaspaz-3 aktivitesindeki degisiklikler, plazma zarinda fosfatidilserin (PS)
lokalizasyonu, mitokondriyal membran potansiyelinin (MMP) kaybi ile belirlenmistir.
DLD-1 kolon kanseri hiicrelerinde zamana ve doza bagl bir sekilde kuersetin 'e yanit olarak
kaspaz-3 aktivitesinde, MMP kaybinda ve apoptotik hiicre popiilasyonunda 6nemli artiglar
bulunmusgtur. Bu sonuglar kuersetin'in kolon kanseri hiicreleri iizerinde antiproliferatif ve
apoptotik etkileri oldugunu ortaya koymustur. /n vivo analizlerle desteklenen kuersetin
aktivitesinin, erken kolorektal karsinom igin bir biyobelirte¢ olabilecegi bildirilmistir

(Cincin ve digerleri, 2014).

Tian ve digerleri, 2015 calismalarinda; heterohalkali bilesik olan kordisep’i A3 adenosin
reseptoriinli baglayan, g proteini aktive eden, cAMP olusumunu 6nleyen, glikojen sentaz
kinaz - 3- / B - katenin aktivasyonunu, siklin D1 ve c-myc ekspresyonunu baskilayan bir
molekiil olarak agiklamislar ve bilesigin hiicre proliferasyonunu inhibe ederek apoptoz
olusumuna neden oldugunu belirtmislerdir. Kordisep, 3-deoksiadenozin, geleneksel Cin
tibbinda kullanilan Cordyceps militaris'in mantarinin baskin fonksiyonel bilesenidir.
Kordisep tarafindan kanser hiicrelerinin inhibisyonunu arastiran dnceki ¢alismalar, sadece
hiicre apoptozunu degil, ayn1 zamanda hiicre proliferasyonunu da kontrol -ettigini
belirlemislerdir. Ayrica ¢alismalar, A3 adenosin reseptoriinii baglayan, g proteini aktive
eden, cAMP olusumunu 6nleyen, glikojen sentaz kinaz - 3- / B - katenin aktivasyonunu
baskilayan, siklin D1 ve ¢ - myc ekspresyonunu baskilayan hiicre cogalmasini inhibe eden
molekiiler mekanizmalar1 agiklamistir. Kordisep, DR3 reseptoriinii  baglayarak ve

dolayistyla kaspaz - 8 / -3'ii aktive ederek hiicre apoptozunu indiiklemektedir. Birlikte ele
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alindiginda, bu c¢alismalar kordisep’in dogal bir ilag olarak kullanilabilecegini
gostermektedir, ¢iinkii sadece tlimor hiicresi proliferasyonunu kontrol etmekle kalmaz, ayni

zamanda kanser hiicresi apoptozunu da indiiklemektedir (Tian ve digerleri, 2015).

Giofre ve digerleri, 2016 calismalarinda isoindol tiirevli bilesiklerin 9-22 uM araliginda
antiproliferatif aktivite gdsterdigini bildirmislerdir. p53 ve MDM2 protein inhibisyonunun
antitimor aktivitesini biyolojik veriler ile desteklemislerdir. Giofré ve digerleri, 2016’da bir
dizi spiro [izoindol-1,5-izoksazolidin] -3 (2H) -on, izoindolin-3-metilen-1 N-benzilnitronun
1,3-dipolar sikloadisyon bilesigini sentezlemislerdir. Bilesikler (bazi tiirevleri) {li¢ farkl
insan kanser hiicre hatt1 tizerinde (ndéroblastom SH-SY5Y, HT-29 kolorektal adenokarsinom
ve HepG2 hepatoselliiler karsinom hiicreleri) sitotoksik ve antiproliferatif etki géstermistir.
Ozellikle, en aktif bilesik 9—22 uM araliginda ICso gdstermistir ve biyolojik testler, antitimor
aktivitesinin protein-protein p53-MDM2 etkilesiminin inhibisyonuna baglanabilecegini
diisiindiirmektedir. MDM2-p53 etkilesiminin inhibitorii olarak SH-SYSY kanser hiicre
dizilerinde yeni sentezlenmis bilesiklerin oynadig: rolii daha iyi agikliga kavusturmak igin

farkli ¢alismalara ihtiyag oldugu bildirilmistir (Giofre ve digerleri, 2016).

Spirooksindolpirolidin heterohalkali bilesikleri in vitro hiicre kiiltiirleri ile antikanser
aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir. Ozellikle kaspaz-3'iin aracilik ettigi kaspaza bagl
apoptotik yol i¢cin malign tiimorlerin tedavisinde kullanilan iyi terapétik ajanlardan biri
olarak islev gorebilecegi belirtilmistir. Kumar ve digerleri, 2019 caligmalarina gore; kiigiik
bir spirooksindolpirolidin hibrid bilesigi iyonik sivi i¢inde ilk kez sentezlenmis,
Spirooksindol-pirolidin heterosiklik melezlerin sentezini ve karakterizasyonunu takiben,
kanser ve kanser olmayan hiicreleri i¢eren farkli in vitro hiicre kiiltiirleri ile konsantrasyon
ve zaman periyotlarindaki degisikliklere kars1 antikanser aktiviteleri agisindan test
edilmistir. Sonug olarak, sentezlenen spirooksindolpirolidin melezlerinin, malign tiimorlerin
tedavisinde kullanilan daha iyi terapdtik ajanlardan biri olarak islev gorebildigi gosterilmistir

(Kumar ve digerleri, 2019).

Heterohalkali benzimidazol tiirevlerinin PARP inhibisyon ve hiicresel proliferasyon
analizleri yapilmistir. Bilesiklerin 4 uM ICso dozunda potansiyel antikanser aktivite
sergiledigi bildirilmistir. Min ve digerleri, 2019 arastirmalarinda; benzimidazol karboksamid
tiirevlerinin serilerini sentezlemisler, 1H-NMR, 13C-NMR ve HRMS ile karakterize

etmiglerdir. PARP inhibisyon analizleri ve hiicresel proliferasyon analizleri de



161

gerceklestirilmistir. Scj ve Scp bilesikleri, referans ilag veliparibine benzer sekilde PARP-1
ve PARP-2'ye kars1 yaklasik 4 uM 'lik ICso degerlerine sahip potansiyel antikanser
aktiviteleri sergilemistir. iki bilesik 17,4 pM ve 11,4 uM, 19,8 uM ve 15,5 uM degerleriyle,
Mipar-MB-436 ve CAPAN-1 hiicre hatlarina kars1 veliparib ve olaparib'den daha iyi in vitro

sitotoksisite gostermistir (Min ve digerleri, 2019).

Tez ¢alismamda; apoptotik hiicre 6liimii ve iliskili sinyal yolaklarinda 6énemli rol oynayan
proteinleri p53, PARP, BCL2, BAX, CASP3, 1s1 sok proteinlerinin (HSP27, HSP40, HSP60,
HSP70, HSP90a), endoplazmik retikulum stres genlerinin (GRP78 ve GRP94) mRNA
diizeyleri qPCR yontemiyle belirlenmistir. MCF-7 ve DLD-1 hiicrelerinde tiim bilesiklerin
p53, BAX ve CASP3 gen ifadelerinde anlamli artis gostererek hiicreyi 6liime siirtikledigi
tespit edilmistir. Ayrica bilesiklerin 1s1 sok proteinlerinin (HSP27, HSP40, HSP60, HSP70,
HSP90a) gen ifadelerini azaltma potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir. Bilesiklerin
endoplazmik retikulum stres genlerinin (GRP78 ve GRP94) ifadelerini azaltma da etkileri
tespit edilememistir. Bilesiklerin gen ifadeleri incelendiginde SM-1 ve SM-2 etkili sonuglar

vermistir ve bilesiklerin benzer nitelige sahip oldugu bulunmustur.

Morais ve digerleri, 2006 calismalarinda; pirolidin tiirevli bilesiklerin bdbrek kanseri
hiicreleri tlizerine antiproliferatif etkileri oldugu bildirilmistir. Ayrica bilesiklerin, bobrek
karsinom hiicrelerinde apoptozu arttiran etkilerini de géstermislerdir. Niikleer faktor-kB'nin
(NF-kB) aktivasyonu, renal hiicreli karsinomun (RCC) gelisimi, ilerlemesi ve metastazinda
rol oynamistir. Bu ¢alismada, bir NF-kB inhibitorii olan pirolidin ditiyokarbamatin (PDTC)
iki metastatik insan RCC hiicre hatti, ACHN ve SNI12KI1 (bobrek adenokarsinoma)
tizerindeki etkisi arastirilmaktadir. RCC hiicre hatlar1 ve normal hiicreler 25 veya 50 mM
PDTC'ye maruz birakilmistir. Apoptoz, akis sitometrisi ve TdT aracili ¢gentik-ug etiketleme
yontemleri ile Ol¢lilmiistiir. Hiicre canliligt ve proliferasyonu sirasiyla MTT ve BrdU
deneyleri ile Olclilmiistiir. NF-kB alt birimleri, IkB'ler, IkB Kinaz (IKK) kompleksi ve
apoptotik diizenleyici proteinlerin ekspresyonu, Western blotlama ve / veya immiinofloresan
ile analiz edilmistir. NF-kB alt birimlerinin DNA baglanma aktivitesi ELISA ile
Ol¢lilmiistiir. RCC hiicre hatlar1, proksimal tiibiiler epitel hiicresinin veya HK-2 hiicresinin
normal primer kiiltiirlerinden NF-kB bes alt biriminin tiimiiniin daha yiiksek bazal
ekspresyonuna sahip oldugu bulunmustur. PDTC, RCC'nin canlilifin1i ve cogalmasini
azaltmis, ancak normal hiicreleri etkilememistir. Iki RCC hiicre hattindan, ACHN

hiicresinde, NF-kB bes alt biriminin hepsinin SN12K1'den daha yiiksek bazal diizey
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ekspresyonuna sahip oldugu ve PDTC'ye daha direngli oldugu tespit edilmistir. PDTC gen
ifadesinde genel bir diislise neden olurken her iki RCC hiicre hattindaki NF-kB bes alt birimi,
beklenmedik bir sekilde ACHN hiicre hattinda PDTC, tiim NF-kB alt birimlerinin DNA
baglanma aktivitesini, IKK kompleksinin (IKK-a, IKK-b ve IKK-g), 6nleyici birimler olan
IkB-a ve IkB-b’nin ve NF-kB'nin niikleer ekspresyonunu arttirdigi belirlenmis, ancak
SN12K1'de degisiklik saptanmamigtir. PDTC her iki RCC hiicre hattinda apoptozda énemli
bir artisa neden olmustur. Bu durum pro-apoptotik protein olan BAX'ta belirgin degisiklikler
olmaksizin BCL-2 ve BCL-XL anti-apoptotik ekspresyonundaki bir azalma ile
iligkilendirilmistir. Bu veriler PDTC'nin bazt RCC formlarinda bir antikanser ajan olma

potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir (Morais ve digerleri, 2006).

Pirolidin ve ditiyokarbamat kombinasyonu olan pirolidin ditiyokarbamat (PDTC) bilesiginin
antioksidan, metal gelatlayici ve NF-xB (Niikleer Faktor kappa B) dnleyici 6zelliklerini tespit
etmislerdir. Ilbey ve digerleri, 2009 arastirmalarina gore; calismanin amaci ratlar {izerinde
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), niikleer faktor-kB inhibitérii (NF-kB)
ekspresyonunu ve bir NF-kB inhibitorii, pirolidin ditiyokarbamatin (PDTC) cisplatin
kaynakli testis hasarina kars1 potansiyel kemoprotektif etkilerini degerlendirmektir. Ratlar
dort esit gruba ayrilmistir: Grup 1 kontrol olarak kullanilmig, grup 2’ye 5 gilin boyunca
cisplatin (CIS) enjekte edilmis (7 mg / kg / giin intraperitonal olarak [IP]), grup 3; sadece
PDTC ile enjekte edilmis ve grup 4, PDTC ilave olarak CIS (100 mg / kg IP) enjekte
edilmistir. Testis dokusunun viicut ve testis agirliklari, plazma testosteron diizeyleri ve
histopatolojik yapist belirlenmistir. iINOS ve NF-kB aktivitesi, NF-kB aktivitesini
tanimlamak i¢in p65 boyama ile immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmistir. Testis
dokusunda malondialdehid (MDA), azaltilmis glutatyon (GSH) ve nitrik oksit (NO)
seviyeleri ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi degerlendirilmistir. Viicut ve
testikiiler agirliklar, plazma testosteron seviyeleri, GSH-Px aktivitesi ve GSH seviyeleri
onemli Olciide azalirken, CIS grubundaki ratlarda MDA ve NO seviyeleri onemli 6l¢iide
artmistir. PDTC tedavisi plazma testosteron diizeylerini arttirmistir. CIS + PDTC grubunda
GSH ve GSH-Px aktivitesinde anlamli bir artis ve testikiiler dokuda MDA ve NO
diizeylerinde bir azalma gdzlenmistir. Immiinohistokimyasal olarak, CIS enjekte edilmis
sicanlarda kontrole kiyasla iNOS ve NF-kB / p65 ekspresyonu i¢in belirgin bir boyama tespit
edilmistir. BDT, diizensiz seminifer tiibiillere, seminifer epitel tabakalarinin azalmasina,
onemli Olgiide olgunlasmanin durdurulmasina ve perivaskiiler fibrozise neden olmustur.

Ayrica, BDT ile tedavi edilen ratlara PDTC uygulamasi da bu histopatolojik durumu 6nemli
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Olgtide oOnlemistir. CIS, NF-kB / p65'in aktivasyonu yoluyla iNOS ekspresyonunu
indiiklemistir. NF-kB inhibitorii olan PDTC ve CIS tarafindan ile indiiklenen testis

toksisitesi onlenebilmektedir (Ilbey ve digerleri, 2009).

Izoindol tiirevli heterohalkali bilesiklerin, HIV-1 icin revers transkriptaz inhibitdrii olarak
farmokolojik 6zellige sahip oldugu bildirilmistir. Métifiot ve digerleri, 2012 ¢aligmalarinda;
HIV-1 integrazi inhibe eden bir dizi laktam ve ftalimid tiirevine dayanarak, raltegravir ile
karsilagtirilabilir biyokimyasal ve antiviral aktivitelere sahip yeni bir molekiil olan XZ-259
gelistirilmistir. Viriis intasomuyla kompleks halinde bulunan XZ-259 ve diger dort tlirevinin
kristal yapilar1 belirlenmistir. Bilesikler, integraz aktif bdlgesinin integraz-Mg>*-DNA
arayliziine baglanmistir. Biyokimyasal ve antiviral deneylerde kullanilan XZ-259 ve Y143R
mutasyonuna sahip raltegravire (antiretroviral) ilaca diren¢li HIV-1 entegrasyonlarini inhibe
etmigtir. HIV-1 intasomunun (protein kompleksi) molekiiler dinamik analizleri, viral

DNA'nin ilag¢ direncindeki 6nemini vurgulamaktadir (Métifiot ve digerleri, 2012).

Pirolidin tiirevi bilesigin giiclii bir anti-meme kanseri bilesigi oldugu bildirilmistir. Spiro
[pirolidin-3,3-oksindol], dnemli biyolojik aktivite gosteren alkaloitlerde ¢ekirdek bir yapi
olarak bulunur. Calismada MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonuna karsi
inhibitor aktivite sergileyen spiro [pirolidin-3,3-oksindol] motifleri tasiyan bir bilesik
tasarimi ve sentezi rapor edilmistir. Bu molekiillerin MCF-7 hiicrelerinde apoptotik hiicre
Oliimiine neden oldugunu gostermistir. Kimyasal proteomik kullanarak en gii¢lii bilesik 51
ile hedef dekonvoliisyon (ters ¢6ziim islemi), potansiyel hiicresel baglanma mekanizmalari
olarak histon deasetilaz 2 (HDAC2) ve prohibitin 2 gosterilmistir. Bilesik 51'in HDAC2 ile
molekiiler kenetlenmesi, varsayilan baglanma etkilesimleri ile ilgili bilgiler gézlenmistir

(Hati ve digerleri, 2006).

Mohan ve digerleri, 2013 c¢alismalarinda; A549 akciger kanseri hiicreleri iizerinde Murraya
koenigii Spreng'den izole edilen karbazol alkaloidi olan girinimbine ile antiproliferatif
aktivite, MTT ve apoptoz tespiti, annexin V ve lizozomal stabilite deneyleri yapmiglardir.
Cok parametreli sitotoksisite deneyleri, mitokondriyal membran potansiyeli ve sitokrom ¢
translokasyonundaki degisimi arastirmak i¢in yapilmig; ROS, kaspaz ve insan apoptoz
protein array deneyleri (Human Apoptosis Antibody Array Kit, RayBiotech, USA),
apoptotik mekanizma hiicre 6liimilinii arastirmak i¢in yapilmistir. Girinimbine, 19.01 uM

IC50 ile hiicre dliimiinii indiiklemis ve apoptozun erken evresinde anlamli bir indiiksiyon
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gostermistir. Girinimbine kanser hiicresinin antiproliferatif ve apoptotik etkilerine yukar1 ve
asag1 regiilasyon yoluyla aracilik etmistir. Hem i¢ hem de dis yolaklara énemli bir etkisi
belirlenmistir. p53'in yanm sira hiicre ¢ogalmasi baskilayic1 proteinleri, p27 ve p21'in
regiilasyonu ve insiilin / IGF-1'in 6nemli rolii tanimlanmistir. Ayrica kaspaz 3 ve 8'in 6nemli
oOl¢iide aktive oldugu bulunmustur. Girinimbine'in antikanser ila¢ gelisimi i¢in potansiyel bir

ajan olabilecegi belirtilmistir (Mohan ve digerleri, 2013).

Leo ve digerleri, 2019 calismalarinda; insan kolorektal kanser hiicre dizisi HCT 116'da
Guggulsterone (GS) bilesiginin anti-kanser etkileri test edilmis, potansiyel hedefler kiitle
spektrometrisine dayali proteomik yaklasimi protein array antikor dizileri (Human
Apoptosis Signaling Array C1 Kit, RayBiotech, USA) ile dogrulanan anahtar yollar
kullanilarak belirlenmistir. Hiicre proliferasyonu / migrasyonu, tiimor olusumu, hiicre
biiyiimesi, metabolizmas1 ve DNA replikasyonu ile ilgili proteinlerin asagi regiile edildigi
tespit edilirken, ekzositoz / tiimor supresyonunda fonksiyonel rolii olan proteinin yukari
regiile oldugu bulunmustur. Calismada GS bilesiginin BCL-2 ekspresyonunu degistirdigi
apoptozom olusumunu tetikleyen sitokrom c'nin mitokondriyal salinimina ve ayrica intrinsik
apoptoz yoluyla kaspaz-3 / -7'nin aktivasyonuna yol actig1 gosterilmistir. Ayrica GS bilesigi
pS53 proteininin ekspresyonunu indiiklerken, p21 ekspresyonunu etkilememistir. GS'nin,
diizenlenmis gen tirlinleri BCL-2, cIAP-1 ve survivin ekspresyonu yoluyla kolon kanseri

hiicrelerinde NF-kB sinyalini inhibe ettigi bulunmustur (Leo ve digerleri, 2019).

Tez ¢aligmamda; apoptoz ve iligkili sinyal yolaklarinda yer alan proteinler olan; BAD, BAX,
BID, BIM, Casp3, Casp7, Casp8, CD40, CD40L, cIAP-2, cytoC, DR6, Fas, FasL, HTRA,
p38, p27, p53, SMAC, sTNF-R1, sTNF-R2, TNF-alpha, TNF-beta, TRAILR-1, TRAILR-2,
TRAILR-3, TRAILR-4, ATM, CHKI1, CHK2, elF2a, SMAD BCL-2, BCL-W, HSP27,
HSP60, HSP70, IGF-I, IGF-II, IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-5, IGFBP-
6, IGF-1sR, Livin, p21, Survivin, XIAP, AKT, Erk1/2, IkBa, INK, NFKB, PARP, TAKI
miktarlart membran iligkili protein array kit ile 6l¢iilmiistiir. Bilesiklerin MCF7 ve DLD-1
hiicreleri iizerinde apoptozu arttirdigi, biiytime faktorlerini ve hiicre tamir mekanizmalarini
bloke edici 0Ozellikleri ile antikanserojenik bir molekiil olabilecegi diistiniilmektedir.
Bilesikler hem igsel yolla (mitokondriden salinan sitokrom C’nin sitoplazmada apoptozom
olusumuna neden olarak kazpaz-3’lin aktivasyonuyla) hem de digsal yolla (hiicre
yiizeyindeki 6liim reseptdrlerine baglanan ligandlarin kaspaz-8’1 aktive etmesiyle) hiicreleri

oliime stirtikledigi gozlenmistir.
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Bu bilgiler 15181nda; tez caligmasinda kullandigim heterohalkal1 yapiya sahip izoindol tiirevli
pirolidin bilesiklerine literatiir taramalarinda rastlanilmamistir. Bilesikler MCF-7 ve DLD-1
hiicrelerinde yapilan antioksidan, sitotoksik aktivite, ¢oklu ilag direnci (MDR), apoptoz ve

iligkili sinyal yolaklar1 ¢aligmalari i¢in 6zgiin nitelik tasimaktadir.

Tez calismamda; MCF-7 (insan meme adenokarsinoma) ve DLD-1 (insan kolon
adenokarsinoma) hiicrelerinde proapoptotik ve antikanserojen etki gdsterecegi diisiiniilen
heterohalkal1 bilesiklerin ¢oklu ilag direncine (MDR) ve apoptotik sinyal yolaklarina
etkilerinin arastirllmast amacglanmigtir. Bdylece hiicre proliferasyonunu engelleyici,
apoptozun indiiklenmesini ve ilag-hedef etkilesimini artiran yeni ilag aday1 bilesiklerin in

vitro ¢alismalar1 planlanmistir.

Heterohalkali bilesiklerin antioksidan aktiviteleri serbest radikal siipiiriicii (DPPH),
indirgeyici ve metal selatlama yontemleri kullanilarak belirlenmistir. MCF-7 (meme
kanseri), MCF-12A (normal meme epiteli) ve DLD-1 (kolon kanseri), CCD-18Co (normal
kolon epiteli) hiicre hatlarinda, heterohalkali bilesiklerin sitotoksik dozu ve ICso degeri MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide) ydntemiyle; hiicre
canliligma etkisi gercek zamanli hiicre analizi sistemi (RTCA) ile tespit edilmistir. 1Cso
degeri belirlenen heterohalkali bilesiklerin belirtilen hiicre hatlarinda, anti-karsinojenik
etkileri, kemoterapi direncinde 6nemli rol oynayan pompa proteinleri ABCB1 (MDR1-P-
gp), ABCC3 (MRP3), ABCC10 (MRP7), ABCC11 (MRPS8), ABCG2 (BCRP) ve apoptotik
hiicre 6limi ve iligkili sinyal yolaklarinda 6énemli rol oynayan proteinleri p53, PARP,
BCL2, BAX, CASP3, 1s1 sok proteinlerinin (HSP27, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90a),
endoplazmik retikulum stres genlerinin (GRP78 ve GRP94) mRNA diizeyleri qPCR
yontemiyle belirlenmistir. Ayrica apoptoz ve iligkili sinyal yolaklarinda yer alan proteinler
olan; BAD, BAX, BID, BIM, Casp3, Casp7, Casp8, CD40, CD40L, cIAP-2, cytoC, DR6,
Fas, FasL, HTRA, p38, p27, p53, SMAC, sTNF-R1, sTNF-R2, TNF-alpha, TNF-beta,
TRAILR-1, TRAILR-2, TRAILR-3, TRAILR-4, ATM, CHK1, CHK2, elF2a, SMAD BCL-
2, BCL-W, HSP27, HSP60, HSP70, IGF-I, IGF-II, IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-
4, IGFBP-5, IGFBP-6, IGF-1sR, Livin, p21, Survivin, XIAP, AKT, Erk1/2, kBa, JNK,
NFKB, PARP, TAK1 miktarlart membran iligkili protein array kit ile 6l¢tilmiistiir.

Heterohalkal1 bir bilesik olan izoindol tiirevli pirolidin ile yapilan literatiir ¢alismalarinda

antioksidan ve sitotoksik aktivite calismalarina rastlanilmamistir. Antioksidan aktivite
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caligmalar1 bilesikler icin ilk ve tek olma o6zelligine sahiptir. Antioksidan caligmalarinin
verilerine gore pirolidin yapiya sahip SM-1 ve SM-2 bilesiklerinin oksidatif hasar1 6nlemede
ve azaltmada 6n plana ¢iktig1 tespit edilmistir. MCF-7 ve MCF-12A, DLD-1 ve CCD-18Co

hiicre hatlarinda yapilan sitotoksik aktivite ¢alismalar1 6zgiin nitelige sahiptir.

BM-1 ve SM-1 yapisal olarak karsilagtirdigimizda en biiyiik farklilik SM-1 bilesiginin
heterohalkali yapiya sahip olmasidir. SM-1 bilesiginde toplam {i¢ heterohalkali yap1
bulunmaktadir. Heterohalkali yapilar secici baglanmaya sebep olan enerji diizeyine sahip
olmalar1 nedeniyle biyolojik aktivite 6zelliklerini genis skala da gosteren molekiillerdir.
Sentezlenen molekiilde bulunan N-H pirolidin halkasi da bu seciciligi arttiran H-baglanma
0zelligi nedeniyle etkindir. BM-2 ile SM-2 arasindaki temel farklilik diger molekiilde oldugu
gibi heterohalkali ve hetero atoma bagli aktif hidrojen bagi igermesiyle agiklanabilmektedir.
SM-2 molekiiliin bisiklik yapida olmasi aktif bolge ile etkilesimde segiciligi arttiran yonde
oldugunu gostermektedir. SM-1 ve SM-2 bilesiklerin sitotoksik aktivite caligmalar
neticesinde; hiicre canliligini azalttigi, hiicre ¢ogalmasini 6nledigi ve hiicre biiylimesini
baskiladig tespit edilmistir. Bu calismalar hem bilesikler hem de hiicre dizileri igin
benzersizdir. Antioksidan ve sitotoksik aktivite ¢alismalar1 karsilastirildiginda bilesiklerin
paralel sonuglar verdigi, sitotoksik ve antioksidan aktivite calismalarinda onemli segici

ozelliklere sahip oldugu tespit edilmistir.

Heterohalkali bilesiklerin ¢oklu ilag direncinde, apoptotik ve hiicre dliimii iliskili sinyal
yolaklarinda ©nemli rol oynayan gen ifadelerine bakildiginda; MCF-7 ve DLD-1
hiicrelerinde tiim bilesiklerin MDR mRNA ekspresyonlarini (ABCC3 gen ifadesi disinda)
onemli Olclide azalttig1 ve bu bilesiklerin kemoterapi direncinin baskilanmasinda 6nemli bir
rolii olabilecegini gostermektedir. Apoptotik ve iliskili sinyal yolaklar1 verileri neticesinde;
MCF-7 ve DLD-1 hiicrelerinde tiim bilesiklerin p53, BAX ve CASP3 gen ifadelerinde
anlamli artig gostererek hiicreyi oliime stirtikledigi tespit edilmistir. Ayrica bilesiklerin 1s1
sok proteinlerinin (HSP27, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90a) gen ifadelerini azaltma
potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir. Bilesiklerin endoplazmik retikulum stres

genlerinin (GRP78 ve GRP94) ifadelerini azaltma da etkileri tespit edilememistir.

Protein array sonuglar1 kapsaminda bilesiklerin MCF7 ve DLD-1 hiicreleri iizerinde BAD,
BAX, BID, BIM, CASP3, CASP7, CASPS, sitokrom-C, Fas, TNF, TRAIL, p27, p38 ve p53
pro-apoptotik yolaklarda protein ekspresyonunu artirdigi ve BCL-2, BCL-W, IGF, survivin,
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XIAP, AKT, ERK, JNK, NFKB, PARP, p2l anti-apoptotik yolaklarda ise protein

ekspresyonunu azalttig1 tespit edilmistir.

Apoptotik ve iliskili sinyal yolak protein ifadelerinin verileri neticesinde; MCF-7 ve DLD-
1 hiicrelerinde SM-1 ve SM-2 bilesiklerine ek olarak BM-1 ve BM-2 bilesiklerinin de
apoptozu arttirdigi, biliylime faktorlerini ve hiicre tamir mekanizmalarin1 bloke edici
ozellikleri ile antikanserojenik bir molekiil olabilecegi diisiiniilmektedir. Bilesikler hem igsel
yolla (mitokondriden salinan sitokrom C’nin sitoplazmada apoptozom olusumuna neden
olarak kazpaz-3’iin aktivasyonuyla) hem de digsal yolla (hiicre yiizeyindeki 6lim
reseptorlerine baglanan ligandlarin kaspaz-8’i aktive etmesiyle) hiicreleri 6liime siiriikledigi

gozlenmistir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. Bilesiklerin ¢oklu ilag direncine ve apoptotik yolaklara etkileri

MCF-7 ve DLD-1 hiicrelerinde tiim bilesiklerin 6liim ligandlar1 olan FasL, TNF-alpha, TNF-
beta, TRAIL ve bu ligandlara ait reseptorler olan Fas, TNF-R, TRAILR proteinlerinde
ekspresyonu artirarak ve Olim domainleri yoluyla Casp3, Casp7, Casp8 sinyallerini

indiikleyerek hiicreyi apoptoza siiriikkledigi tahmin edilmektedir.
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MCEF-7 ve DLD-1 hiicrelerinde tiim bilesiklerin ¢oklu ila¢ direncinde rol oynayan ABC
genlerini inhibe ederek, p53 ve p27 sinyal dizilerini ve kaspaz yolaklarini indiikleyerek ve

survivin ekspresyonu yoluyla hiicreyi 6liime gotiirdiigi diistiniilmektedir.

DLD-1 hiicrelerinde BM-2, SM-1 ve SM-2 bilesiklerinin 1s1 sok proteinleri olan HSP’lerin
ekspresyonunu azaltarak, p38 ve kaspaz yolaklarini indiiklemesi yoluyla hiicrede pro-

apoptotik aktiviteye etki ettigi tahmin edilmektedir.

MCF-7 ve DLD-1 hiicrelerinde BM-1, SM-1 ve SM-2 bilesiklerinin IGFBP biiylime
faktorlerinde ekspresyonunu arttirmasiyla BAD, BAX, BID, BIM pro-apoptotik yolaklar
indiikleyerek BCL-2, cIAP-1 ve survivin ekspresyonu yoluyla hiicrelerde AKT, JNK,
ERK1/2 ve NF-kB sinyallerini inhibe ettigi diisiintilmektedir.

Bilesikler incelendiginde MCF-7 hiicrelerinde en etkili sonucu SM-2 gosterirken DDL-1
hiicrelerinde ise hem SM-1 hem de SM-2 etkili sonu¢ gostermistir. SM-1 ve SM-2
bilesiklerinin izoindol ve pirolidin heterohalkali yapilari, segici baglanmaya sebep olan
enerji diizeyine sahip olmalar1 nedeniyle biyolojik aktivite 6zelliklerini genis skala da
gosteren molekiillerdir. SM-1 bilesigi N-H pirolidin halkas1 H-baglanma 6zelligi nedeniyle
secici Ozellik gosterirken SM-2 bilesigi ise bisiklik yapida olmasi nedeniyle aktif bolge ile
etkilesimini artirmaktadir. SM-1 ve SM-2 bilesikleri kopriilii bilesikler olup bu yapilarda
koprii basinda bulunan aktif N-H bagi baslangic maddesinden en biiyiik farkliliga sebep
olacak bolgedir. Bu bolge yapilarin asidik, bazik, yiikseltgen ve indirgen 0Ozellik
kazanmasina sebep olmustur. Ayrica SM-1 bilesiginin uzun alkil zinciri sebebiyle etkili
oldugu, SM-2 bilesiginin ise koprii ayaginda S-metil grubunun bulunmasi sistemi gergin

halden uzaklastirdig: i¢in etkin sonug verdigi diisiintilmektedir.

MCF-7 ve DLD-1 hiicre hatlarinda BM-1 ve BM-2 bilesiklerinin SM-1 ve SM-2
bilesiklerine benzer nitelikte ilag direnci ve anti-apoptotik gen ifadelerinde kat degisimini
azaltmada ve pro-poptotik gen ifadelerinde kat degisimini artirmada etkili oldugu
gozlenmistir. Glisin metil ester tiirevi olarak sentezlenen BM-1 ve BM-2 bilesikleri benzer
iskelete sahip olmalarinin yani sira kiikiirt atomuna bagl alkil gruplarinin farklilig1 sebebiyle
de farkli yapilara sahiptir. BM-1 bilesigi uzun alkil zincirine sahiptir ve etkinliginin sebebi
lipofilite’nin artis1 ile agiklanabilir. BM-2 bilesiginin kiikiirt atomuna bagli metil grubu

molekiile sterik olarak engel olmadigindan etkin oldugu diisiiniilmiistiir.
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Elde edilen etkili sonuglar géz Oniine alindiginda; calismanin devaminda bilesiklerin
belirtilen hiicre hatlarinda; hiicre donglisiine ve apoptoza etkisinin (PI boyama ve
AnnexinV/PI dual staining) akis sitometri yontemiyle degerlendirilmesi; apoptozla
iliskilendirilen sinyal yolaklarinda rol alan gen ve protein ifade analizlerinin verimliligini
artiracaktir. Ayrica igsel (BCL-2 ailesi) ve digsal (61liim reseptorleri) yolakla hiicreleri 6liime
stiriikleyen kaspaz yolaklarinin hizli blotlama yontemi ile degerlendirilmesinin kanita dayali
verileri giiclendirilecegi diisiiniilmektedir. Ek olarak bilesiklere ait antimikrobiyal ve
genotoksisite testlerinin de yapilmasiyla tiim biyolojik aktivite verilerinin bilim diinyasina

fayda saglayacagi 6n goriilmektedir.

Heterohalkali bir yapiya sahip olan izoindol tiirevli pirolidin bilesiklerinin, MCF-7 ve DLD-
1 hiicreleri i¢in anti-kanser arastirmalarinda hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini 6nleme
potansiyeline sahip oldugu, kemoterapi direncini ortadan kaldirdigi, apoptoz ve iliskili
yolaklarla kanser hiicrelerini Oliime siiriikkledigi gozlenmistir. Calismalar sonucunda
heterohalkali bir yapiya sahip olan izoindol tiirevli pirolidin bilesiklerinin, farmasotik
arastirmalarda terapotik olma potansiyeline sahip oldugu ve yeni tiirevlerin gelistirilmesine

yonelik daha fazla ¢alismaya 151k tutacagi diistiniilmektedir.
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Projeler

203

Proje Ad1

Kurum

Biitce

Tarih

Gorev

Proje
Tiirt

Heterohalkali
Bilesiklerin DLD-1
(Kolon Kanseri) ve

CCD-18CO (Normal

Kolon Epiteli)

Hiicrelerinde Coklu
[lag Direncine (MDR)
Etkileri

Amasya
Universitesi

9.993,04
TL

03.09.2018
03.09.2019

Aragtirmaci

FMB-BAP
18-0333

Izoindol Tiirevli
Pirolidin
Bilesiklerinin Insan
Meme Kanseri (MCF-
7) Hiicrelerinde
Apoptoz ve Sinyal
Yolaklar1 Uzerine
Etkisi

Amasya
Universitesi

14.988,00
TL

24.04.2019
24.04.2020

Arastirmaci

FMB-BAP
19-0407

Kolon Kanseri
Hiicrelerinde
Sulfonamid Tiirevi
Bilesiklerin Apoptoz
Mekanizmasina
Etkileri

Amasya
Universitesi

19.992,26
TL

14.12.2020
14.12.2021

Arastirmaci

FMB-BAP
20-0456




