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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

YENI NON-STEROID ANTI-INFLAMATUAR ILAC TUREVLERININ
SENTEZi, KARAKTERIZASYONU VE iINSAN GLIOBLASTOMA HATTINDA
ANTI-KANSER POTANSIYELLERININ DEGERLENDIRILMESI

Ozlem OZDEMIR
Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Danisman: Dog. Dr. Hasan TURKEZ

Glioblastoma multiforme (GBM) tiim primer beyin kanserlerinin dortte birini olusturan
ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan grade IV olarak siniflandirilan &liimciil bir
kanserdir. GBM tedavisi giiniimiizde halen kisitli ve hastalarin yasam siiresi kisadir. Bu
yiizden yeni tedavi yaklasimlarina ihtiyag¢ duyulmaktadir. Bu calismada NSAIi
(Ibuprofen, Naproksen ve Flurbiprofen) tiirevlerinin sentezlenmesi ve U-87 MG insan
GBM hiicre kiiltiiriinde yeni sentezlenen baz1 NSAII tiirevlerinin in vitro sitolojik etkileri
arastirmak amag¢lanmistir. Deneylerde 9 farkl NSAIT tiirevi bilesik 3,125; 6,25; 12,5; 25;
50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda U-87 MG insan GBM hiicre kiiltiiriinde 48 saat
stiresince denenmis ve MTT testi ile hiicre canlilig1 belirlenmistir. Ardindan LDH testi
ile membran biitiinliigii arastinlmistir. Elde edilen degerlere gore NSAII tiirevlerinin U-
87 MG insan GBM’de kontrol grubu ile karsilastirildiginda konsantrasyona bagli olarak
sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur. Yeni sentezlenen NSAII tiirevlerinin U-87 MG
insan GBM hiicreleri lizerindeki sitotoksik ve anti-kanser etkileri ilk defa bu ¢alisma ile

ortaya konulmustur.
2015, 58 sayfa

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma multiforme, Non-steroid antiinflamatuar ilaglar,
U87-MG hiicre hatti, sitotoksisite, LDH salinimi, MTT



ABSTRACT

MASTER THESIS

SYNTHESIS , CHARACTERIZATION OF NOVEL NON-STEROIDAL ANTI-
INFLAMMATORY DRUGS AND EVALUATION OF THEIR ANTI-CANCER
POTENTIALS IN HUMAN GLIOBLASTOMA CELL LINE

Ozlem OZDEMIR
Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan TURKEZ

Glioblastoma Multiforme (GBM) is one of the most malignant brain tumors classified as
grade IV by WHO (World Health Organization) accounts for one in four of all primary
brain tumors. The treatment options of GBM is so limited and the median survival is still
short. Thus, new treatment approaches are necessary to prolong this limited life time. In
this study we aimed to synthesize new NSAID prodrugs (Ibuprofen, Naproxen ve
Flurbiprofen) and investigate in vitro cytotoxic effects of these NSAID prodrugs on U-
87 MG human GBM cell line. U-87 MG GBM cell cultures were treated with 9 different
NSAIDs (3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 ug/ml) for 48 hours, Cell viability was
investigated with MTT assay. Then, membran integrity was determined with LDH assay.
According to the our results NSAID prodrugs exhibited dose dependent cytotoxic effects
on U-87 MG GBM cell line when compared with the control group. The cytotoxic and
anti-cancer effects of novel NSAID prodrugs on U-87 MG human GBM cell line were

investigated for the first time.
2015, 58 pages

Keywords: Glioblastoma multiforme, Non-steroidal anti-inflammatory drugs,U87-MG
cell line, cytotoxicity, LDH release, MTT
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1. GIRIS

1.1. Beyin Tiimoérleri

Beyin tiimdrleri Santral Sinir Sistemi (SSS)’ni olusturan beyin ve omurilikteki
hiicrelerin kontrolsiiz boliinmeleri ve anormal biiylimeleri sonucu gelisen hastalik
grubudur. Koken aldiklari organa gore primer veya sekonder beyin tiimorii olarak
siniflandirilirlar. Primer beyin tiimorii beyinden kdken alirken metastatik beyin timorii
olarak da adlandirilan sekonder beyin tiimorii bagka organdan gelisen tiimdriin metastaz

yapmasi sonucu olugmaktadir (Kheirollahi vd. 2015).

Primer beyin tiimorleri tiim hastaliklar icinde en dramatik tiirlerden birini
olusturmaktadir. Cocukluk ¢aginin en sik rastlanan ikinci malignitesi olup erigkinlerde en

sik goriilen 6. malignite olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Bailey ve Cushing 1926).

Primer beyin tiimoérleri her yi1l diinyada yaklasik 200.000 insami etkilemekte ve
yillar i¢inde insidansinda artis goriilmektedir (Kheirollahi vd. 2015). Bunun sebebi olarak
tiimor olusumuna neden olabilecek ¢evresel faktorlerin artmasinin yani sira manyetik
rezonans (MRI), bilgisayarli tomografi gibi taniyr kolaylastirict goriintiileme
tekniklerinin yayginlasmasi goriilmektedir (Blumenthal ve F Schulman 2005; Lee vd.
2010).

Beyin tlimorlerinin etiyolojisi tam olarak belirlenememistir. Ancak diger
kanserlerde oldugu gibi beslenme, sigara, alkol kullanimi, mesleki nedenler ve radyasyon
gibi bazi risk faktorlerinin rolii arastirilmaktadir. Bunlar i¢cinde 6zellikle radyasyon beyin
tiimorleri i¢in 6nemli risk faktoriidiir (Prasad ve Haas-Kogan 2009). Ayrica, son yillarda
artan cep telefonu kullanimimin beyin tiimdrlerinin olusumuna katkida bulundugu

gosterilmistir (Khurana vd. 2009).

SSS tiimorlerinden biri olan beyin tiimorlerinin ilk tanimlanmasi 1829 yilinda
Cruveilhier tarafindan ve ilk smiflandirilmas1 1836 yilinda Bressler tarafindan

yapilmistir. Ancak beyin tiimorlerinin bugilinkii siniflandirilmasinin temelini Wirchow



atmistir. Wirchow, noroglia ve glioma tanimlarini ilk kez yaparak tiimdrlerin 6zellikleri
arasinda iliski kurulmasimi saglamistir. 1993 yilinda Diinya Saghk Orgiiti (WHO)
tarafindan yapilan siniflandirmada ise tiimorler 4 evreye ayrilmistir ve evre I-IV arasinda
tiimorler benignden maligne dogru siniflanmistir (Kleihues vd. 1993). 2007 yilinda WHO
tarafindan tiimorlerin histopatolojik 6zellikleri, yasam stiresi ve genetik profilleri dikkate
aliarak dordiincii kez giincellenen simiflama giiniimiizde en sik kullanilan sistemdir
(Louis vd. 2007).

Santral sinir sistemi tlimorleri WHO simiflamasina goére 7 ana gruba boliinmiistiir
(WHO 2007) (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. WHO SSS tiimorleri ana gruplari

Noroepitelyal Doku tiimorleri

Kranyal ve Paraspinal Sinirlerin Tiimdrleri
Meninkslerin Tiimorleri

Lenfomalar ve Hematopoietik Tiimorler
Germ Hiicre Tiimorleri

Sellar Bolgenin Tiimorleri

Metastatik Tuimorler

SSS tiimorlerinden norepitelyal doku tiimorleri 9 alt gruba ayrilmistir (WHO
2007) (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. WHO Noroepitelyal tiimorlerin alt gruplar

Astrositik Tiimorler
Oligodendroglial timdrler
Oligoastrositik tiimorler

Ependimal tiimorler

Koroid pleksus tiimorleri

Diger noroepitelyal tiimorler
Noronal ve mikst noroglial tiimorler
Pineal parankimal timorler

Embriyonel tiimorler



Glial hiicrelerden koken alan ve glioma olarak adlandirilan primer beyin tiimorleri
santral sinir sistemi tlimorlerinin en biiylik grubunu olusturmaktadir. Glioma taniminin
icine giren tiimorler; astrositomlar, oligodendrogliomlar, oligoastrositomlar ve
ependimomlardir. Astrositik tiimorler tiim gliomalarin %80-85’ini olustururlar. WHO
siiflamasina gore 4 dereceye ayrilmislardir (Cizelge 1.3)(Louis vd. 2007). Derece
artistyla anjiyogenezde ve tlimor biiyliime potansiyelinde artis ile birlikte hastaligin
seyrinde giderek kdtiilesme s6z konusudur. Derece I astrositomlar subependimal dev
hiicreli astrositom ve pilositik astrositom olarak ikiye ayrilir. Derece II astrositomlar
diffiiz astrositomlar olarak da adlandirilirlar. Anaplastik astrositomlar derece III
diizeyindeki astrositik tiimorler olup malign astrositom veya yliksek dereceli astrositom
olarak da bilinirler. Glioblastoma multiforme (GBM) derece IV astrositom olup, en

malign astrositik tiimordiir. Bu tlimorlerin goriilme yas1 ve siklig1 birbirlerinden farklilik

gostermektedir.
Cizelge 1.3. WHO Astrositik tiimorler

WHO Derece | Subepandimal dev hiicreli astrositom
Pilositik astrositom

WHO Derece Il Diffiiz astrositom
Pilomiksoid astrositom
Pleomorfik ksantoastrositom
Oligoastrositom

WHO Derece IlI Anaplastik astrositom

WHO Derece IV Glioblastoma

Gliosarkom

1.1.1. Glioblastoma Multiforme

Glioblastoma yetiskinlerde goriilen en yaygin primer beyin tiimoriidir. WHO
siniflamasina gore derece IV astrositom olarak adlandirilan glioblastoma nekrozis ve

vaskiiler proliferasyon patolojisine sahiptir.



Glioblastoma multiforme tiim gliomalarin %45-50’sini olusturmaktadir. 50-60
yaglar1 arasinda goriilen glioblastomanin erkeklerdeki insidansi kadinlara gére daha
yiiksektir (K/E=2/3). Ortalama 5,4 ayda belirti gdstermektedir. GBM beyinde her bolgede
goriilmesine ragmen 6zellikle hemisferlerde yaygin olarak goriilmektedir (Markett vd.

2005).

GBM kendi kendine ¢ogalma, kontrolsiiz gelisme, dokuya invazyon yapabilme,
apoptotik uyarima direng gosterme ve yeni kan damart olusturabilme gibi malign

fenotipik 6zelliklere sahiptir (Sathornsumetee ve Rich 2007).

Ayni tiimo6r dokusunda ve farkli hastalara ait timor 6rneklerinde genetik yapinin

degistigi ve bu ylizden hastaligin “multiform” olarak isimlendirildigi bilinmektedir

(Krakstad ve Chekenya 2010).

Glioblastomalarin sekonder ve primer olmak iizere iki alt grubu bulunmaktadir.
GBM’lerin %90°1 primer GBM iken, %10’u sekonder GBM olarak tanimlanir. Primer ve
sekonder glioblastomada farkli hastalik subtipleri goriilmekte ve kisilerin etkilenme

yaslari ile hastaligin genetik yolagi farklilik gostermektedir (Ohgaki ve Kleihues 2007).

Glial 6nciil hiicrelerden gelisen primer glioblastoma genellikle daha yasli bireylerde
(ortalama 55 yas) goriiliir ve hizli seyreder (yaklasik 3 ay). Onceden var olan klinik ya da
histopatolojik bulgusu yoktur. 10q kaybi (%70), EGFR amplifikasyonu (%36),
P16INK4A delesyonu (%31) ve PTEN mutasyonu (%25) ile karakterize edilmektedir
(Ohgaki ve Kleihues 2007).

Sekonder glioblastoma ise diisiik derece diffiiz astrositoma veya anaplastik
astrositomadan gelismekte ve yavas progresyon gostermektedir (Sekil 1.1.)(Ohgaki
veKleihues 2007). Diisiik dereceli astrositomalarin GBM’ye doniismesi ortalama 4-5 yil
stirmektedir(Krakstad veChekenya 2010). Sekonder glioblastomada genellikle TP53

mutasyonuna rastlanmaktadir(Ohgaki ve Kleihues 2009).
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Sekil 1.1 Primer ve Sekonder Glioblastoma Olusumu
*Ohgaki ve Kleihues (2007)’den modifiye edilerek alinmustir.

Primer ve sekonder GBM’lerin olusumlart ve gelisimleri sirasinda farkli genetik
yolaklar etkilidir (Ohgaki ve Kleihues 2007; Ohgaki ve Kleihues 2009). Primer
glioblastomalarda 6nemli hiicresel yolaklarda gorevli genlerde kromozomal, genetik ve
epigenetik diizeyde kompleks degisimler goriilmektedir. Reseptor tirozin kinaz/mitojen
aktive edici protein kinaz/fosfoinositol 3-kinaz yolagi (EGFR, MET, PDGFRA, ERBB2,
NF1, PTEN, PIK3R1, PI3KCA, CTMP), p53 yolagi (TP53, p14RF, MDM2, MDM4) ,ve
pRb1 yolaklarindaki ( CDKN2A, CDKN2B, CDK4, CDKG6, RB1) degisimler primer
glioblastomada goriilen genetik degisimlerdir. Ayrica primer glioblastomalarda siklikla
monozomi 10, trizomi 7 ve 19q ile 20q kazanimi da goriilmektedir (Riemenschneider vd.
2010). Sekonder GBM’de platelet kdokenli biiylime faktorii reseptorii A (PDGFRA),
PDGFRA ligand: ve tlimor baskilayict protein 53 (p53) genlerinde, siklin bagimli kinaz
genlerinde (CDKN2A/B) delesyon ve metilasyon, retinoblastom yatkinlik lokusu protein
1 (pRB1) genlerinde mutasyon, DCC genlerinde ekspresyon kaybi siklikla goriilen
genetik degisikliklerdir. Ayrica, IDH1 veya IDH2 mutasyonu ile kromozom 10 delesyonu
sekonder glioblastomada saptanan anomalilerdir (Sekil 1.2.)(Sathornsumetee ve Rich
2008; Riemenschneider vd. 2010).



Primer GBM i¢in EGFR amplifikasyonu, sekonder GBM i¢in ise pS3 mutasyonu
karakteristik genetik degisikliklerdir (Sathornsumetee ve Rich 2008). Parsons ve
arkadaslar1 (2008), GBM olgularinda yaptiklar1 genom analizinde en sik degisen genlerin
p53 (%40), EGFR (%37) ve PTEN (%30) oldugunu bildirmistir.

v
1DH2Z veya IDH4 mutasyonu

EGFR ampl/overeksp. \

MET ampl/overeksp. /

PDGFRA amplfovereksp. TP53 mutasyonu t(1;19)(q10;p10)1p ve
ERBB2 mutasyonu PDGFA/PDGFRA overeksp. 19¢ kayb

NF1 mutasyonu 7 ¢ kazanim

PTEN mutasyonu

PIK3R1 mutasyonu /\ /\

PIK3CA mutasyonu

CTMP metilasyonu
Diffiiz astrositoma Oligoastrositoma Oligodendroglioma
TP53 mutasyonu (WHO derece 11) {WHO derece 11) (WHO derece I1)
P14 *FF delesyonu
MDM2 ampl/overeksp. 9p kaybi 9p kaybi
MBM4 amplfovereksp. CDKN2A/B, p14 *7F 9p kaybi CDKN2A/B, p1d A%
delesyonu/metilasyonu CDKN2A/B, p14 % delesyonu/metilasyonu
CDKN2A/B delesyonu RB1 mutasyonu/delesyonu delesyonu/metilasyonu RB1 metilasyonu
CDK4 ampl/overeksp. 19q kayb 10q kaybi
CDKE ampl/overeksp.
RBImutasyonu/delesyonu - - e .
Anaplastik astrositoma Anaplastik oligoastrositoma | | Anaplastik oligodendreglioma

Monozomi 10 (WHO derece 111) (WHO derece 111) (WHO derece 111}
Trizomi 7 1
19q kazanimi 10q kaybi |
20q kazanimi DCC ekspresyon kaybi 1

Diger anomaliler |

+

Primer
Glioblastoma Sekonder Glioblastoma

Sekil 1.2 Astrositik, oligodenroglial ve oligoastrositik gliomalarda goriilen genetik

degisimler
*Riemenschneider MJ (2010)’den modifiye edilerek alinmustir.

1.1.1.1. GBM risk faktorleri

GBM’ye yol agan risk faktorleri tam olarak bilinmemektedir. Simdiye kadar
yapilan ¢aligmalar ile glioma riskini arttiran bazi etiyolojik faktorler agiga ¢ikarilmstir.
Pestisitlere maruz kalma ve cep telefonu kullanimi gibi ¢esitli ¢evresel faktorler tizerinde
durulmustur. Ancak bu faktorlerden sadece iyonize radyasyonun GBM’ye neden oldugu

kesin olarak ortaya konulmustur (Porter 2012). Ayrica GBM’nin Li-Fraumeni sendromu,



Turcot sendromu ve norofibromatozis—1 gibi bazi genetik hastaliklarla da iliskili oldugu

diisiiniilmektedir (Serensen vd. 1986).

GBM cevresel faktorler disinda genetik etkenler tarafindan da olusabilmektedir
(Parsons vd. 2008). Bu faktorler Cizelge 1.4” de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.4. GBM’ye neden olan genetik riskler ve insidanslari

Genetik Risk Insidans
Kromozom 10 delesyonu %70
EGFR amplifikasyonu %40-%60
P16INK4a delesyonu %30
P14ARF mutasyonu %30

P53 mutasyonu %30
PTEN mutasyonu %25

RB1 metilasyonu %15
MGMT metilasyonu %36

1.1.1.2. GBM tedavisi

GBM tedavisinde kullanilan birincil yaklasim cerrahi iglem ile tiimorli dokunun
alimmasidir. Cerrahi miidahele yapilamayan dokularda ise kemoterapi ve radyasyon ile
tiimoriin biiylimesinin engellenmesi amaglanmaktadir. Ancak GBM farkl1 hiicrelerden
olusan heterojen bir yap1 gosterdigi i¢in tedavisi giic kanserlerden biridir ve yliksek
morbidite ve mortalite Ozelliklerine sahiptir. Son yillarda tedavi amagli kullanilan
yontemlerde c¢ok basarili sonuglar elde edilememekle birlikte gen tedavisi, anti-
anjiogenez tedavi, lokal polimer ilag uygulamasi gibi deneysel ¢aligmalarla bazi olgularda

yasam siiresinin uzatilmasi saglanmistir (Mason vd. 2007).



1.2. Non-Steroid Anti-inflamatuar ilaclar

Non-steroid anti-inflamatuar ilaglar (NSAII) farkli kimyasal gruplara sahip
olmalarina ragmen benzer terapotik etki gosteren ilag grubudur. Bu etkiler analjezik , anti-

piretik ve anti-inflamatuar etkilerdir (Ardoin veSundy 2006).

NSAIi’larin kokeni sdgiit agaci gibi salisilat igeren bitkilerin ekstraktlarinin

kullanildigi Antik Roma ve Yunan donemlerine kadar uzanmaktadir (Rainsford 2007).

NSAil’larin  temel etki mekanizmas: prostaglandin (PG) biyosentezinin
inhibisyonudur. PG’ler inflamasyon, agri, kanser, osteoporosis, astim gibi birgok
fizyolojik ve patolojik hastaliklardan sorumludur. (Marnett vd. 1999; Rao ve Knaus 2008)
Fizyolojik ve patolojik bir uyarana maruz kalma sonucunda membran fosfolipitlerinden
fosfolipaz Az enzimi araciligiyla arasidonik asit (AA) salinir. Bunun ardindan serbest AA
3 farkli enzimatik yoldan biri ile dondstirilir (Sekil 1.3.)(Wang vd. 2005)
Siklooksigenaz (COX) yolaginda AA PG’lere, prostasiklinlere (PC) ve tromboksanlara
(TX) dontstiirilir. Lipoksigenaz (LOX) yolaginda AA hidroksieikozatetraenoik asite
(HETE), l6kotrienlere (LT) ve lipoksinlere (LX) doniistiiriiliir. Sitokrom P450 (CYP450)
monooksigenaz yolaginda ise AA HETE ve epoksieikozatrienoik asit (EET) liretimi i¢in
salinir. Bu yolaklar disinda AA enzimatik olmayan yolakta izoprostan sentezi i¢in salinir.
Bu metabolik yolaklarin iiriinleri eikozanoid olarak adlandirilir ve 6nemli interselliiler ve
intraselliiler sinyal molekiilleri olarak goérev yaparlar. Damar gegirgenligi, platelet
agregasyonu, proteinlerin taginmasi ve proliferasyon gibi fizyolojik siireglere katilirlar.
Ayrica eikozanoidler inflamasyon, otoimmiinite, anjiyogenez, alerjik hastaliklar ve
kanserde de gorev yapmaktadir (Gerritsen 1996; Capdevila vd. 2000; Harizi vd. 2008).
Yapilan ¢alismalarin ¢cogu PG’ler ve COX enzimi araciligyla iiretilen metabolitlerin

etkileri lizerine yogunlagmistir.



Membran fosfoliptieri

|

Arasidonik Asit

|

Siklooksigenaz yolagi Lipoksigenaz yolagi Sitokrom P450 yolagi
PGl, PGE, TXA, HETE 5,6-EET 19,20-HETE
PGF, X 8,9-EET
PGD, T 11,12-EET
14,15-EET

Sekil 1.3. Arasidonik asit metabolizmasi
*Hilovska vd. (2015)’den modifiye edilerek alinmistir.

1.2.1. Non-Steroid Antiinflamatuar flaclarin Anti-kanser Etkileri

Kanser, hiicrelerin normal metabolik ve davranigsal 6zelliklerinin degismesiyle
kontrolsiiz ve diizensiz ¢ogalmalarina, immiin sistemden kagarak ¢evre ve uzak dokulara
yayilmalar1 ile metastaz olusturmalarina yol acan ¢ok basamakli bir siirectir (Merlo vd.
2006). Hanahan ve Weinberg kanser gelisiminin ¢ok basamakli malignant bir siire¢
oldugunu agikladiklar1 ¢alismalarinda kansere ait 10 6zellik (hallmarks of cancer) 6ne
stirmiislerdir (Sekil 1.4.)(Hanahan ve Weinberg 2011). Bu ozellikler; (I)Biiyiime
sinyallerini devam ettirme (I)Gelisme inhibitorlerinden kagma (I11)immun yikimdan
kagma (1V)Oliimsiizliik yetenegi kazanma (V) Tiimér olusumunu indiikleyen inflamasyon
(Vl)invazyon ve metastaz (VII)Anjiyogenez (VIII)Genom instabilite ve mutasyon

(IX)Apoptozdan kagma (X)Hiicresel enerjetiklerin deregiilasyonu



Biyime Gelisme
sinyallerini inhibitorlerinden
devam ettirme kacma

immiin
yikimdan
kacma

Hucresel
enerjetiklerin
deregiilasyonu

Olimsiizlik
Apoptozdan yetenegi
kacma kazanma
Genom Tumor olusumunu
instabilite indikleyen

ve mutasyon inflamasyon

invazyon

Rnjlyogenez ve metastaz

Sekil 1.4. Kansere ait 6zellikler( Hallmarks of Cancer)
*Hanahan ve Weinberg (2011)’den modifiye edilerek alinmustir.

Yapilan deneysel arastirmalar inflamasyon ile tiimor olusumu ve gelisiminin
baglantili oldugunu gostermistir. Tiimor dokularinda inflamatuar hiicrelerinin ve
inflamatuar mediyatorlerinin (kemokinler, sitokinler ve prostaglandinler) varlig1 kanser
ile inflamasyonun iligkisini destekler niteliktedir. Kanser ile inflamasyon arasindaki
baglant: iki farkli yol ile agiklanmistir : i) intrinsik yol ii) ekstrinsik yol. Intrinsik yolda
mutasyon ve kromozomal diizenlenmeler sonucu ¢esitli onkogenlerin aktivasyonu ve
timor supresdr genlerin inaktivasyonu gibi neoplaziye neden olan genetik olaylar
etkilidir. Ekstrinsik yolda ise inflamatuar veya infeksiyoz sartlar kanser riskini
artirmaktadir. Her iki yolun sonucunda tiimér hiicrelerinde transkripsiyon faktorleri
nukleer faktor-kB (NF-kB), sinyal transduser ve transkripsiyon 3 aktivatorii (STAT3) ve
hipoksi indiiklenebilir faktér 1a (HIF1a) aktifleserek sitokin, kemokin ve prostaglandin
gibi inflamatuar mediyatorlerinin {iretimini diizenlerler ve inflamatuar hiicreleri
aktiflestirirler. Sitokinler inflamatuar hiicrelerdeki ayni transkripsiyon faktdrlerini
aktiflestirerek daha fazla inflamatuar mediyatorlerinin iiretilmesine ve kanser ile iligkili

inflamatuar mikrogevrenin olusumuna yol agarlar (Sekil 1.5.)(Mantovani vd. 2008).
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Sekil 1.5 Inflamasyon ve kanser iliskisi
* Mantovani vd. (2008)’den modifiye edilerek alinmistir.

Deneysel ¢alismalar, hayvan tiimor modelleri ve in vitro arastirmalar NSAil’larin
anti-kanser etkilerini ortaya koymustur (Verheul vd. 1999; Akhmedkhanov vd. 2001;
Cuzick vd. 2009; Uddin vd. 2010). NSAII’larmn anti-tiimorojenik etkileri kolon (Sandler
vd. 2003), akciger (Harris vd. 2007), prostat (Wynne ve Djakiew 2010), bas boyun
(Jayaprakash vd. 2006) ve mide kanseri (Uefuji vd. 2000) gibi pek ¢ok kanser tipinde

gosterilmistir.

NSAIl’larin  anti-kanser potansiyelleri siklooksigenaz enzimlerini inhibe
etmelerinden kaynaklanmaktadir. Neoplastik ve tiimor dokularinda overeksprese olan
COX genleri NSAIl’lar tarafindan baskilanmaktadur.

Siklooksigenaz (COX) enzimi Siklooksigenaz-1 (COX-1) ve Siklooksigenaz-2
(COX-2) olmak iizere iki izoforma sahiptir (Vane 1971). COX-1 normal dokularda

bulunan temel izoformdur. Mide mukozasinin korunmasi, bobreklerde damar genislemesi
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gibi fizyolojik fonksiyonlardan sorumludur (Vane 2000). COX-2 ise inflamasyon ya da
sitokin, endotoksin, interlokin ve forbolester gibi mitojenik uyaranlara cevap olarak
indiiklenir (DuBois vd. 1994). Bu yiizden COX-2 enziminin patolojik degisiklerden
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Yakin zamanda yapilan pek ¢ok ¢alismada da COX- 2

enziminin karsinogenez ile olan iliskisi aydinlatilmaya ¢alisilmistir.

COX-2 enziminin ¢esitli mekanizmalarla tiimérogenez siirecine ve tiimor
hiicrelerin malign fenotip kazanmasina katkida bulundugu rapor edilmistir. Bu
mekanizmalar: (I)prostaglandin iiretiminin artmasi (II)prokarsinojenlerin karsinojenlere
dontigsmesi (IIT)apoptoz inhibisyonu (IV)anjiyogenez indiiksiyonu (V)kanser hiicrelerinin
invazivliginin artmasi (VI)inflamasyonu ve immunoduyarliligi diizenleme (Dempke vd.

2001; Xu 2002)

COX enziminin karsinogenez siirecine olan katkisinin gdsterilmesinin ardindan
PGE:’nin ¢esitli sinyal yolaklar1 ile sinerjetik etkiye giren sinyal kaskadlarin1 tetikledigi
tespit edilmistir. Bu sinyal yolaklar1 EGFR sinyalizasyonu (Yoshimoto vd. 2002), niikleer
reseptor sinyalizasyonu (Wang vd. 2004), NfkB sinyalizasyonu (Poligone ve Baldwin
2001), MAPK sinyalizayonu (Husain vd. 2001; Wong vd. 2004), VEGFR sinyalizasyonu
(Iniguez vd. 2003) ve JAK-STAT sinyalizasyonudur (Shreedhar vd. 1998).

1.2.1.1.NSAIi’larin Apoptoz siirecine etkisi

Apoptoz, hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, programli ve organizmada
homeostaziyi saglayan bir mekanizmadir. Embriyonik dénemde ve postnatal gelisimde
onemli rolii olan apoptoz ayni zamanda Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, X

1sinlar1 ve radyasyona maruz kalma gibi patolojik durumlarda da goriilmektedir.

Apoptozu indiikleyen uyaranla birlikte mitokondride membran biitiinligi
bozularak sitokrom c salinir. Sitokrom c giiclii bir apoptoz mediyatoriidiir ve intraselliiler
proteaz ailelerinden biri olan kaspazlar aktive ederler. Kaspazlar hiicresel organelleri ve
kromatini hizli bir sekilde degrade ederek hiicre yikimina neden olur (Earnshaw vd.
1999).
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NSAIl’larin apoptoz siirecine olan katkist COX-2 bagimli ve COX-2 bagimsiz
mekanizmalar araciligiyla gerceklesmektedir (Sekil 1.6.)(Chan 2002). NSAIi’larin anti-
karsinojenik etkisinin temel olarak COX-2 inhibisyonu aracigiliyla oldugu
diistiniilmektedir. COX-2 overekspresyonunun PGE; araciligiyla hiicre proliferasyonunu
uyararak apoptozu inhibe ettigi ve anjiyogenezi artirarak karsinogeneze katkida
bulundugu gosterilmistir (Chan 2002; Scartozzi vd. 2004; Dai ve Wang 2006). COX-2
overekspresyonu Bcl-2 seviyesini artirarak premalignant hiicrelerin apoptozunu
engellemektedir (Tsujii ve DuBois 1995). Fakat COX-2 inhibisyonunun apoptozu nasil
indiikledigi tam olarak bilinmemektedir. Hiicresel PGE2 seviyesinin azalmasi, arasidonik
asit seviyesinin artmast ve hiicre proliferasyonunun azalmasinin apoptozun
indiiklenmsinde rolii oldugu disiiniilmektedir (Chan vd. 1998). Arasidonik asit
konsantrasyonundaki artis mitokondriyal membran gegirgenligini bozarak sitokrom c
salmimina neden olmakta ve apoptozu indiiklemektedir (Scorrano vd. 2001; Cao vd.
2000). Arasidonik asit ayrica giiglii bir apoptoz uyarici olan seramid {iretimini

artirmaktadir (Hannun 1996).

NSAii’lar |
/ \

*  NF-xB aktivasyonunun diizenlenmesi * Arasidonik asit Giretiminde artis
*  Proapoptotik proteinlerde artis > % < * Seramid yolunun aktivasyonu
* Anti-apoptotik proteinlerde azalma *  Anjiyogenez inhibisyonu
*  Proteazom fonksiyonunun inhibisyonu
*  Stres cevabin olusumu ve stres kinazlarin %
aktivasyonu —
*  Ekstrinsik ve intrinsik apoptotik yollarin
aktivasyonu l

| Apoptozom kompleksinin olusumu |

' Kaspaz-9 aktivasyonu I

I Kaspaz-3 aktivasyonu I

APOPTOZ

Sekil 1.6. NSAII’larm apoptoz siireci ile olan iliskisi

*Chan T. 2002°den modifiye edilerek almmustir.
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1.2.1.2. NSAQIl’larin Anjiyogenez siirecine etkisi

NSAIl’larin anjiyogenez siirecine olan etkisi tam olarak aydinlatilamamakla
birlikte pek ¢cok calismada COX-2 ile tiimor anjiyogenezinin iligkili oldugu gosterilmistir.
Son yillarda anjiyogenik biliylime faktorii ekspresyonundaki lokal degisiklikler, VEGF
mediyator ve regiilatorlerindeki degisiklikler, endoteliyal hiicre gocii, inflamatuar
hiicrelerin ve plataletlerin toplanmasi, tromboksan A, aracili etkiler gibi mekanizmalar
lizerinde durulmustur. Yapilan ¢aligmalar ve literatiir bilgilerinin 1513inda NSAII’larin
anjiyogenez inhibisyonu siirecine olan etkisinin multifaktériyel oldugu onerilmistir.

NSAIil’larin etkili oldugu olas1 mekanizmalar Cizelge 1.5°de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.5. NSAII’larin anjiyogenez siirecinde olast etkileri

Referans
(Jones vd. 1999)

Mekanizma Sonug
MAP kinaz (Erk2) inhibisyonu

Endoteliyal hiicre

ve niikleer translokasyon proliferasyonunun inhibisyonu

Hiicre dongiisii proteinlerinin Endoteliyal hiicre (Pai vd. 2000)

baskilanmasi ve retinoblastoma | proliferasyonunun duraklamasi

proteinin inhibisyonu

Egr-1 inhibisyonu Endoteliyal hiicre (Szabo vd. 2001)
proliferasyonunun inhibisyonu ,
VEGF and Flt-1 gen
aktivasyonunda azalma, FGF
1ve 2 transkripsiyonun
inhibisiyonu
VEGF ve Flt-1 gen
aktivasyonunda azalma

VHL tiimor siipresor (Jones vd. 2002)
ekspresyonunda artig ve HIF-1a

akiimiilasyonunda azalma

Nitrik oksit sentaz inhibisyonu . Anjiyogenez inhibisyonu (Santos vd. 1995)
anjigenezi uyaran nitrik oksit

konsantrasyonunda azalma

Anjigenez inhibitorii endostatin

seviyesinde artig

Endoteliyal hiicre
proliferasyonunun inhibisyonu,

mikrodamar stabilizasyonu

(Ma vd. 2002)

Endoteliyal hiicre apoptozunun

uyarilmasi

Endoteliyal hiicre sayisida

azalma

(Leahy vd. 2002)
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1.2.2. Non-Steroid Antiinflamatuar Ilaclarin Yan Etkileri

NSAIli’larin uzun siire ve sik kullanimlarmin cesitli yan etkileri oldugu
gosterilmistir. Yan etkiler icinde 6zellikle gastrointestinal sistemi (GIS) ilgilendiren
gastrit, karin agrisi, peptik llser, gastrointestinal kanama, bulanti gibi etkiler yer
almaktadir (Wolfe 2000). Bu etkilerin mide i¢in koruma saglayan prostaglandinleri
olusturan COX-1 enziminin inhibisyonundan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. GiS ile
ilgili yan etkileri azaltmak i¢in COX-2 selektif NSAII’lar iizerinde durulmustur. Ancak
cesitli calismalarla COX-2 selektif NSAil’larin da uzun siire kullanimi sonucunda
kardiyovaskiiler rahatsizlik riskini artirdigi rapor edilmistir (Nussmeier vd. 2005;
Solomon vd. 2005). Bu etkinin anti-trombotik platelet inhibitorii ve vasodilator olan PGI»
ve protrombotik platelet agonisti ve vazokonstriktor olan TXA, iiretimi arasindaki

dengenin bozulmasiyla olusan protrombotik durumdan kaynaklandigi diistiniilmektedir

(Vonkeman 2006).

1.2.3. Tez Kapsaminda Kullamilan NSAiI’lar
1.2.3.1. ibuprofen

Ibuprofen analjezik, anti-inflamatuar ve anti-piretik etkilere sahip fenilpropiyonik
asit tlirevi non-steroid anti-inflamatuar bir ilactir. Dr. Stuart Adams, Collin Burrows ve
John Nicholson tarafindan kesfedilen ibuprofen romatoid artrit gibi inflamasyon
durumlarinda agr1 6nleyici ve atesin diisiiriilmesi amactyla kullanilmaktadir ( Howard P.

1991; Buser, Poiger, ve Miiller 1999).

Ibuprofen, diger non-steroid antiinflamatuar ilaglar gibi, COX-1 ve COX-2

enzimlerini inhibe ederek prostaglandin sentezini baskilamaktadir (Kurumbail vd. 1996).

Ibuprofenin molekiiler agirligi 206,29 g/mol ve molekiiler formiilii C13H150,diir.
Ibuprofen beyaz kristalize toz halindedir ve etanol, metanol organik ¢oziiciilerde kolayca

¢Oziinlirken suda pratik olarak ¢éziinmez.

Ibuprofenin emilimi oral yol ile alindiginda gastrointestinal kanaldan %80 oraninda

hizla ger¢eklesmektedir. Plazma yar1 dmrii 1,8 — 2,4 saattir (Payan ve Shearn 1989).
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Ibuprofenin yapisinda bulunan kiral karbon atomu nedeniyle S- ve R- olmak {izere
farkl1 biyolojik etki potansiyellerine sahip iki enantiomer formu bulunur (Sekil 1.7.).
Ibuprofenin sadece S(+) formunun prostaglandin sentezini inhibe ettigi dolayisiyla anti-

inflamatuar etkiye sahip oldugu gésterilmistir (Chen vd. 1991).

CHj;

T
e}
&
i =

COOH COOH

(R)-lbuprofen (S)-Ibuprofen

Sekil 1.7. Ibuprofenin iki enantiomerik formu
*Rouzer C.(2011)’den alinmistir

1.2.3.2. Naproksen

Naproksen kimyasal olarak a-metil-6-metoksi-2-naftalin-asetik asit ya da 2-(6-
metoksi-2-naftil) propiyonik asit olarak adlandirilan siklikla ates diisiiriicii, inflamasyon

ve agr1 durumlarinda kullanilan bir anti-inflamatuar ilagtir (Daughton 2003).

Molekiiler agirhigr 230,259 g/mol olan naproksen COX-1 ve COX-2 enzimini

inhibe ederek protaglandin sentezini durdurmaktadir (Kurumbail vd. 1996).

C14H1403 kapal1 formiiliine sahip olan naproksen beyaz kristal bir yapidadir. Agiz
yoluyla alindiginda tamamen emilir. Agiz yoluyla alindiktan 2—4 saat igerisinde

maksimum kan konsantrasyonuna ulasir. Karacigerde metabolize olur (Dural EA 2002).

Naproksen asidik grup, aromatik grup, yan zincirler ve molekiile rasemik 6zellik
kazandiran bir kiral karbon atomuna sahiptir. Naproksenin -R ve —S olmak iizere iki
formu vardir (Sekil 1.8). Birgok NSAII’da oldugu gibi enantiyomerlerden biri daha fazla
aktiviteye sahiptir. S-Naproksen R- enantiyomerine gore 28 kat daha aktif olarak etki
gosterir ve R-Naproksenin toksik 6zelligi de vardir. (Gyo Lee vd. 2001)
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(R)-Naproxen (S)-Naproxen

Sekil 1.8 Naproksenin iki enantiomerik formu
*Rouzer C.(2011)’den alinmuistir.

1.2.3.3.Flurbiprofen

Flurbiprofen, fenilpropiyonik asit tiirevi olan ve analjezik, anti-inflamatuar ve anti-
piretik etkili nonsteroid anti-inflamatuvar ilaglarin profen grubunun bir tiyesidir. Molekiil
agirligl 244,261 g/mol olan flurbiprofen, beyaz renkte kristal toz seklindedir. Alkolde,

asetonda ve eterde kolay ¢oziiniirken suda pratik olarak ¢6ziinmez.

Flurbiprofen agiz yoluyla alindiktan sonra gastrointestinal bdlgeden kolayca
absorbe olmakta, 1-2 saat i¢cinde maksimum plazma konsantrasyonuna ulagmaktadir.
Karacigerde sitokrom P450 izoenzim CYP2C9 yoluyla biiylik ¢ogunlugu metabolize

olmakta ve idrarla viicuttan atilmaktadir (Martindale 2007).

Flurbiprofenin  COX-1 ve COX-2 enzimini inhibe ederek inflamasyonu
engellemesinin yani sira birgok kanser hiicresi tizerinde anti-proliferatif etkileri oldugu

ve timor gelisimini baskiladigr gosterilmistir (Jin vd. 2010).

Yapidaki asimetrik karbondan dolay1 S- ve R- izomerleri arasinda S- formu daha
aktiftir (Sekil 1.9.). Safrada az aktif R(-) formundan daha aktif olan S(-) formuna
donmektedir (van Sorge vd. 1998).

F, F
H CH3
O-O%en O<O*
COOH COOH
(R)-Flurbiprofen (S)-Flurbiprofen

Sekil 1.9 Flurbiprofenin iki enantiomerik formu

*Rouzer C.(2011)’den alinmustir.
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Yukarida bahsedilen literatiir bilgilerinin sonucunda

(1

(I

(1)

(V)

Antik Roma ve Yunan donemlerinden beri analjezik, anti-piretik ve anti-
inflamatuar amagla kullanilan NSAII’lar giiniimiizde en sik recete edilen
ilaclardir.

NSAIl’lar terapotik etkilerinin yan1 sira kolon, akciger, prostat gibi ¢esitli
kanser dokularinda tiimdrogenez siirecini baskilayarak anti-kanser o6zellik
gostermektedir.

Arastirmada kullanilmak {izere secilen U-87 MG hiicre hatti epiteliyal
morfolojiye sahip insan glioblastoma tiimor modelidir ve kanser
arastirmalarinda siklikla kullanilmaktadir.

Tez kapsaminda test edilen NSAII tiirevi bilesiklere ait bilgi literatiirde

bulunmamaktadir.

Bu nedenle ilk kez anti-kanser etkileri arastirilacak bu bilesiklerden elde edilen

sonuclarin bundan sonraki genetik c¢alismalar i¢in baslangi¢ niteligi tasiyacagi

distintiilmektedir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Harris vd. (2000) 7,12-dimetilbenz(o)antrasen ile meme kanseri olusumu indiiklenen
Sprague Dawley si¢anlarda COX-2 inhibitdrii olan Celecoxib’in anti-tiimdrojenik etkisini
aragtirmiglardir. Celecoxib ile tedaviden sonra tiimorlerin hacminde, derecesinde ve

insidansinda 6nemli 6l¢iide azalma oldugunu rapor etmislerdir.

Zhou vd. (2001) AGS ve MKN-28 gastrik kanser hiicrelerini kullanarak NSAIi’lar
tarafindan indiiklenen apoptotik siirecte etkili olan bcl-2 ailesi proteinlerinin ve
kaspazlarinin roliinii aragtirmay1 amaglamislardir. Aspirin ve Indomethacin ile muamele
edilen hiicrelerde Bcl-2 protein seviyesinin degismedigini ancak proapoptotik
proteinlerden olan bax ve bak proteinlerinin ekspresyonlarinda artis oldugunu

gbzlemislerdir. Ayrica kaspaz-3 aktivitesinde de artis oldugunu rapor etmislerdir.

Baek vd. (2002) COX-1 ve COX-2 overeksprese eden HCT-116 hiicreleri
gelistirmislerdir. COX ekspresyonunun ve PGE2 ile arasidonik asidin proapoptotik ve
anti-tiimorojenik aktiviteye sahip NAG-1 geninin ekspresyonu tizerinde etkili olmadigini
gostermislerdir ve bundan yola ¢ikarak NSAIl aracili NAG-1 indiiksiyonun

prostanoidden bagimsiz bir yol ile gergeklestigini 6nermislerdir.

Soumaoro vd. (2004) kolorektal karsinogenezde yer alan COX-1 ve COX-2 ekspresyon
seviyelerini gostermek amaciyla kolorektal adenokarsinoma teshisi konmusg 288 hastadan
toplanan tiimoér dokularin1 immiinohistokimyasal olarak incelemislerdir. COX-2
ekspresyonunun tiimor boyutu ve derecesi, invazyon derinligi ve metastaz ile 6nemli
Olctide iliskili oldugu ortaya konmustur. COX-1 ekspresyonunun ise sadece tiimor boyutu

ile iligkili oldugu gosterilmistir.

Ribeiro vd. (2007) sentezledikleri ibuprofen, aspirin, Naproksen ve Indomethacin
dirutenyum komplekslerinin ([Ru2(dNSAID)4CI] ve yeni [Ru2(dNSAID)4(H20)2]PF6)
optik  spektroskopik tekniklerle karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. Bu
bilesiklerden Naproksen ve ibuprofen ‘den tiirevlenen bilesiklerin C6 glioma

proliferasyonunda 6nemli derecede inhibisyon etkisi oldugunu géstermislerdir.
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Zhoue vd. (2010) yeni jenerasyon non-steroid anti-inflamatuar ilaglardan biri olan
Celecoxib’in U251 insan glioma hiicre hatt1 iizerindeki proliferatif ve apoptotik etkilerini
arastirmislar ve elde ettikleri bulgular sonucunda doza ve zamana bagli olarak
proliferasyonun azaldigini ve apoptozun indiiklendigini bildirmislerdir. Ayrica Celecoxib

ile survivin ekspresyonunun iligkili oldugunu tespit etmislerdir.

Lee vd. (2011) NSAII olan flufenamik asit (FA) bilesiginin antikanser bir ila¢ olarak
kullanilabilmesi i¢cin FA’nin hidrofobik monomerik ve dimerik prodruglarini sentezlemis
ardindan da nanoprodrug haline getirmislerdir. Nanoprodrug haline gelen FA’ nin normal
FA’ya gore U87 MG glioma hiicrelerinin gelisimlerinin inhibisyonu tizerinde daha etkili

oldugunu gostermislerdir.

Kardosh vd. (2011) COX inhibitorii olan Celecoxib ilacinin 25, 50, 75, 100, 250 ve 500
uM konsantrasyonlarinda LN229, LN18, U87 ve Al72 insan glioblastoma hiicre
hatlarindaki anti-proliferatif etkilerini arastirdiklari ¢alismalarinda Celecoxib’in hiicre

proliferasyonunu azalttigini belitmislerdir.

Gomes ve Colquhoun (2012) T98G insan glioma hiicre hatt1 kullanarak prostaglandin E1
ve E2 ile ibuprofenin proliferatif ve apoptotoik etkilerini arastirdiklari ¢aligmalarinda
ibuprofenin COX inhibisyonu araciligiyla hiicre sayisini ve migrasyonu azalttigini
bulmuslardir. Ayrica eksojen PGE1 ve PGE2 varliginin hiicre sayisini artisa neden oldugu

gostermislerdir.

Sareddy vd. (2013) yaptiklar1 bir calismada glioblastoma gelisiminde 6nemli role sahip
Wnt/B-katenin/Tcf sinyal yolagim iizerinde NSAII olan diklofenac ve celecoxib’in
etkilerini arastirmiglardir. Calisma sonunda diklofenac ve Celecoxib’in ~ Wnt/-
katenin/Tcf sinyal yolaginin inhibisyonu ile insan glioblastoma hiicrelerinin
proliferasyonunu, koloni olusumunu ve migrasyonu Onemli derecede azalttigin

gostermislerdir.
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Ning vd. (2013) glioma hiicrelerinin biiyiimesini tetikleyen S100A9 proteininin
ekspresyonunu ve NSAIl’larin S100A9 inhibiyonundaki potansiyelini arastirmislardir.
S100A9 protein seviyesi ile tlimoriin histolojik derecesi arasinda dogru orant1 oldugu ve
glioma hiicrelerinde S100A9 “un overekprese oldugunu rapor etmislerdir. Buna ek olarak
aspirinin glioma hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu azalttigini rapor etmislerdir.
Apirinin S100A9 overespresyonunun 6niin ge¢cmek icin bir hedef olabilecegi lizerinde

durmuslardir.

Benadiba vd. (2014) Dirutenyum-Ibuprofen bilesiginin [ Ru2Cl(Ibp)s] C6 glioma sigan
modeli lizerinde anti-tiimor 6zelliklerini aragtirdiklar1 ¢aligmalarinda tiimor bolgesinde

toksik bir etki olmadan %41-45 oraninda azalmaya neden oldugunu rapor etmislerdir.

Mudiraj ve Geeviman (2014) aspirin ve triazol halkalarini birlestirerck sentezledikleri
yeni bilesiklerin 50 uM, 100 pM, 200 uM, 400 puM, 600 uM ve 800 uM
konsantrasyonlarinda C6 glioma hiicrelerinin proliferasyonu tizerindeki etkilerini test

ettikleri arastirmada tiimor hiicre canliligin azaldigini ortaya koymuslardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.2. Materyaller
3.2.3. Kullamlan Hiicre Hatti
U-87 MG insan glioblastoma hiicre hatti Atatiirk Universitesi, Tip Fakiiltesi

T1bbi Farmakoloji Anabilim Dali laboratuvarindan temin edilmistir.

3.2.4. Kullamlan Kitler

MTT kiti
LDH kiti

3.2.5. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Chemicon®

Cell Biolabs

DMEM besi ortami Sigma-Aldrich®
Fetal Bovine Serum ( FBS) Gibco®
L — Glutamin Gibco®
PBS ( Phosphate Buffered Saline ) Sigma-Aldrich®

Penisilin / Streptomisin
Tripsin/ EDTA

Tripan mavisi

DMSO ( Dimetil stilfoksit )
Etanol

Metanol

3.2.6. Kullanilan Cihazlar

Mikroplate Okuyucu
Laminar Flow

CO Inkiibator

- 80°C Derin Dondurucu

Su Banyosu

Masaiistii Sogutmal1 Santrifiij

Inverted Mikroskop

Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Merck
Merck

Biotek EPOCH

ESCO NordicSafe™

ESCO Celculture CO2 Incubator
ESCO Lexicon®

Wisd WiseBath

Hettich Zentrifugen

Leica
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e Otoklav Tomy SX-500E

e \Vorteks Wisd Wisemix VM-10

e Hassas Terazi Shimadzu ATX224

e pH metre OHAUS Starter 3100

e Su Saflagtirma Cihazi Millipore Direct- Q-3 UV
3.2. Yontemler

3.2.1. NSAIi Tiirevlerinin Sentezi

Tez kapsaminda kullamlan 9 farkli bilesik G. d'’Annunzio Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmakoloji Bolimii Prof.Dr. Antonio Di Stefano danmismanliginda

sentezlenmistir.

3.2.1.1. Alkilendiamin ile eslesme icin genel metot

NSAIl metil ester ile alkilendiamin (etilendiamin, biitilendiamin veya
hekzandiamin) karigimi karigtiricida 120 °C’de 4 saat reflux edilmistir. Sonrasinda
reaksiyon IN HCI ile asidifiye edilmis su ile sondiiriilmiistiir. Reaksiyona girmeyen
esterler CHCl; ile yikanarak uzaklastirilmistir. Daha sonra sulu faz NaHCOs ile islemden
gecirilmis ve CHCl;s ile ekstrakte edilmistir. Organik tabaka evaporasyondan 6nce susuz

NaxSOys iizerinde kurutulmustur.

3.2.1.2. Lipoik asit ile eslesme reaksiyonu

Kuru DCM igindeki lipoik asit soliisyonu NSAII-2-amino-alkilenamid (11-13, 15-
17, veya 19-21) (0.9 mmol) TEA (21.16 mmol), HOBt (1.29 mmol), ve EDCI (2.57
mmol) ile karistirllarak reaksiyonun gercelesmesi i¢in oda sicakliginda 16 saat
bekletilmistir. Su ile sondiiriildiikten sonra iirliniin ektrasksiyonu DCM ile
gerceklestirilmigtir. Organik tabaka susuz MgSOjq lizerinde kurutulmustur ve solvent
vakum ile uzaklastirllmistir. Ham {riinden 1-9 bilesiklerinin elde edilebilmesi igin

CHCl3/MeOH (95:5) ile kromatografi yapilmaistir.
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Sekil 3.1. NSAII tiirevlerinin sentezi

a) Etilendiamin (11,15,19), biitilendiamin (12,16,20) ve hekzandiamin (13,17,21) ile eslesme
reasksiyonu b) Lipoik asit ile eslesme reaksiyonu

3.2.2. NSAII Tiirevlerinin Karakterizasyonu

Sentezlenen NSAII tiirevi bilesiklerin yapilari kromatografi, 'H- ve '*C-NMR

teknikleriyle karakterize edilmistir.

U87-MG glioblastoma hiicreleri tizerindeki etkileri arastirilmak tizere sentezlenen

21 bilesikten biyolojik etkinligi bilinmeyen 9 tanesi se¢ilmistir(Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Tezde kullanilan NSAII Tiirevleri

Bilesik no Bilesik adi M.A Verim
AL-3 Naproksen-hekzandiamid-LA 460,65 %70
AL-6 Flurbiprofen-hekzandiamid-LA 474,65 %55
AL-9 Ibuprofen-hekzandiamid-LA 436,67 %55

AL-11 Naproksen-2-amino- etilenamid 488,71 %61
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Cizelge 3.1. Tezde kullanilan NSAII Tiirevleri (devami)

AL-13 Naproksen-2-amino-hekzanamid 502,71 %80

AL-15 Flurbiprofen-2-amino-etilenamid 464,73 %67

AL-17 Flurbiprofen-2-amino-hekzanamid 516,76 %73

AL-19 Ibuprofen-2-amino-etilenamid 530,76 %66

AL-21 Ibuprofen-2-amino-hekzanamid 492,78 %62
3.2.3. Hiicre Kiiltiirii

3.2.3.1. Glioblastoma multiforme hiicre hattinin kiiltiir edilerek ¢ogaltilmasi

Calismada insan glioblastoma astrositomadan koken alan U-87 MG hiicreleri
kullanildi. Hiicreler flasklarda tek katman olacak sekilde %10 FBS, %l
penisilin/streptomisin, %1 L-glutamin igeren Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM) soliisyonu icinde 37°C’de, pH dengesinin korunmasi i¢in %5 CO: iceren
ortamda biyitiildii. %70-80 konfluense ulasan hiicreler haftada en az iki kere
pasajlanarak cogaltildi. Flasktaki besiyeri uzaklastirilarak PBS ile birkag¢ kez yikandi ve
%0.1 tripsin ve %0.04 EDTA soliisyonu eklendi. Flasklar inkiibatore kaldirilarak 5 dk
beklendi. Hiicreler flask tabaninindan tamamen ayrilinca tripsini inhibe etmek amaciyla
besiyeri eklendi. Hiicreler 15 ml’lik santrifiij tiiplerine alinarak 1500 rpm’de 3 dakika

santrifiij edilerek slipernatant atildi ve besiyeriyle yeniden siispanse edildi.

Hiicre sayisim1 saptamak amaci ile hemositometre kullanildi. Hemositometrede,
ortama ilave edilen tripan mavisi (vital boya) ile siispansiyondaki hiicrelerin hem sayisi
hem de canlilik oranlar1 belirlendi. 25 cm? flasklara 1x10° hiicre olacak sekilde ekim

yapildi ve 2 giinde bir besiyeri degistirildi.

3.2.3.2. Hiicrelerin Deneye Alinmasi

Deneyde hiicreler 2x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu platelere
ekildi. Hiicrelerin tutunmasi igin 24 saat 5% CO3 igeren 37°C sicaklikta inkiibe edildi ve

bu siire sonunda bilesikler uygulandi. Bilesikler DMSO igerisinde ¢oziilerek hazirlandi
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ve besiyeri ile dilue edilerek belirlenen dozlara ulasildi. Her bilesik igin 3.125, 6.25, 12.5,

25, 50 ve 100 pg/ml dozlari kullanildi. Tlaglarin biitiin dozlar1 igin 4’er kuyucuga ekim
yapildi. Plate % 5 CO2’li ortamda 37°C’de 48 saat inkiibe edildi.

3.2.3.3. MTT Analizi

MTT yontemi, hiicre canliliginin kolorimetrik ve kantitatif olarak saptanabilmesi
amaciyla kullanilmaktadir. Yontem, canli hiicreler tarafindan sar1 renkli MTT (3-(4,5-
dimetiltiazolil-2)-2, 5-difeniltetrazolium bromid) boyasinin tetrazolium halkasinin
parcalanmast ile koyu mavi-mor renkli formazan bilesiginin olusmasi ilkesine

dayanmaktadir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. MTT indirgenme reaksiyonu

MTT analizi i¢cin Chemicon firmasina ait MTT Cell Growth Assay Kit’i

kullanilmistir. Kitteki prosediir uygulanarak analiz gerceklestirilmistir.

96 kuyucuklu platelere ekilen hiicre kiiltiirleri %70-80 konfluense ulastiktan sonra
belirlenen doz konsantrasyonlarinda bilesikler ile muamele edildi. 48 saat sonra her
kuyucuga steril ve karanlik kosullarda 10 ul MTT soliisyonu eklendi. Kiiltiirler 37°C’de
4 saat inkiibasyonda tutulduktan sonra siipernatant atilarak kuyucuklarda kalan formazan
kritallerinin solubilize edilmesi i¢in 100 pl izopropanol ile hazirlanmis 0,4 N HCI
solisyonu eklendi ve karistirildi. 96 kuyucuklu plate spektrofotometrede 570 nm dalga
boyunda okutularak absorbans degerleri elde edildi. Referans dalga boyu olarak 630 nm
dalga boyu kullanildi.

Uygulanan her doz i¢in formiile gore ylizde canlilik ve sitotoksisite degerleri

hesaplandi.
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% Canlilik = (absorbans 6rnek / absorbans kontrol) x 100
% Sitotoksisite = [ 1 — (absorbans 6rnek / absorbans control ) ] x100

3.2.3.4. LDH Analizi

LDH yonteminde hiicre Olimiyle ilgili olarak hiicre zar biitiinliigi
degerlendirilmektedir. Bu yontem NADH’in  B-nikotinamid adenin diniikleotid
indirgenmesi reaksiyonunda LDH’in aktivitesinin Olglilmesi esasina dayanmaktadir
(Sekil 3.3.). Bu amagla 06lii veya hasar gormiis hiicrelerden salinan sitoplazmik laktat

dehidrogenaz (LDH) enzim seviyesi kolorimetrik olarak saptanmaktadir.
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Sekil 3.3. NADH indirgenme reaksiyonu

Bu c¢alismada LDH analizi i¢in Cell Biolabs firmasi tarafindan {iretilen
CytoSelect™ LDH Cytotoxicity Assay kiti kullanildi. Kitte yer alan prodesiir

uygulanarak analiz gergeklestirilmistir.

48 kuyucuklu platelere ekilen hiicre kiiltiirleri %70-80 konfluense ulastiktan sonra
her bir bilesigin ICso degerindeki dozu ile muamele edildi. Pozitif kontrol olarak kitte
bulunan Triton X-100 soliisyonu kullanildi. 37°C ve %5 CO’de 48 saat inkiibasyonun
ardindan platedeki besiyerinin 90 ul’si yeni bir 48 kuyucuklu plate alindi. Her bir
kuyucuga LDH bileseninden 10 pl eklendi ve 37°C’de %5 CO2’de 30 dakika inkiibasyona
birakildi. 48 kuyucuklu plate spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okutularak

absorbans degerleri elde edildi.
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Uygulanan her doz i¢in formiile gore yiizde canlilik ve sitotoksisite degerleri

hesaplandi.
% Canlilik = (absorbans 6rnek / absorbans kontrol) x 100

% Sitotoksisite = [ 1 — (absorbans 6rnek / absorbans control ) ] x100

3.2.4. istatistiksel Analiz

Testler 4 kez uygulanmis, optik densite olarak elde edilen degerler, kontrole gore
% degerlere doniistiiriildiikten sonra, SPSS 15.0 (Statistic Program for Social and
Science) yazilim programinda, one-way ANOVA testi ve post-hoc olarak Duncan testi

uygulanmis, anlamlilik degerleri olarak da p< 0,005 kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bilesiklerin Karakterizasyonu

Flurbiprofen-2-amino-etilenamid (15). Yield: 67%; Rr = 0.20, CHCl3/MeOH
(7:3); "H-NMR (CDCls) &: 1.30 (2H, s, NH>), 1.51-1.55 (3H, d, CH3 flurbiprofen), 2.73-
2.80 (2H, m, CH; ethylenediamine), 3.23-3.29 (2H, m, CH; ethylenediamine), 3.57-3.59
(1H, m, CH flurbiprofen), 6.08 (1H, s, NH), 7.11-7.54 (8H, m, Ar); *C-NMR (CDCls) &:
18.89 (CHs, flurbiprofen), 41.45 (CH» ethylenediamine), 42.38 (CH; ethylenediamine),
46.89 (CH flurbiprofen), 115.30-161.64 (6 x CH and 4 x C Ar), 173.99 (CO).

Ibuprofen-2-amino-etilenamid (19). Yield: 66%; Ry= 0.18, CHCI3/MeOH (6:4);
'H-NMR (CDCl3) &: 0.86-0.89 (6H, d, 2 x CHj ibuprofen), 1.47-1.50 (3H, d, CHj
ibuprofen), 1.78 (2H, s, NH»), 1.80-1.87 (1H, m, CH ibuprofen), 2.42-2.44 (2H, d, CH»
ibuprofen), 2.68-2.72 (2H, t, CH» ethylenediamine), 3.20-3.23 (2H, m, CH;
ethylenediamine), 3.49-3.56 (1H, m, CH ibuprofen), 5.98 (1H, s, NH), 7.08-7.26 (4H, m,
Ar); BC-NMR (CDCls) &: 18.77 (CHs, ibuprofen), 22.60 (2 x CHs, iBu), 30.41 (CH,
ibuprofen), 41.42 (CH» ibuprofen), 42.15 (CH» ethylenediamine), 45.22 (CH:
ethylenediamine), 46.94 (CH ibuprofen), 127.49-140.89 (4 x CH and 2 x C Ar), 175.12
(CO).

Naproksen-2-amino-butylenamide (12). Yield: 36%; Ry = 0.06, CHCls/MeOH
(95:5); 'H-NMR (CDCls) &: 1.30 (2H, s, NHy), 1.32-1.44 (4H, m, 2 x CH,
butylenediamine), 1.57-1.59 (3H, d, CHs Naproxen), 2.56-2.61 (2H, t, CH»
butylenediamine), 3.15-3.19 (2H, t, CH: butylenediamine), 3.65-3.69 (1H, m, CH
Naproxen), 3.91 (3H, s, OCH3), 5.79 (1H, br s, NH), 7.11-7.72 (6H, m, Ar); BC-NMR
(CDCls) 6: 18.72 (CH3, Naproxen), 27.15-41.82 (4 x CH» butylenediamine), 47.29 (CH
Naproxen), 55.56 (OCH3), 105.81-136.89 (6 x CH and 3 x C Ar), 157.92 (C-OCH3),
174.55 (CO).

Naproksen-2-amino-hekzanamid (13). Yield: 80%; Ry = 0.11, CHCl3/MeOH

(95:5); 'TH-NMR (CDCls) §: 1.15-1.51 (10H, m, 4 x CH; hexanediamine and NH,), 1.56-
1.58 (3H, d, CH3 Naproxen), 2.54-2.66 (2H, m, CH» hexanediamine), 3.11-3.18 (2H, m,
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CH; hexanediamine), 3.62-3.67 (1H, m, CH Naproxen), 3.89 (3H, s, OCH3), 5.46 (1H, br
s, NH), 7.10-7.71 (6H, m, Ar); *C-NMR (CDCls) §: 18.72 (CHs, Naproxen), 26.50-42.24
(6 x CH2 hexanediamine), 47.29 (CH Naproxen), 55.55 (OCH3), 105.81-136.86 (6 x CH
and 3 x C Ar), 157.93 (C-OCH3), 174.47 (CO).

Flurbiprofen-2-amino-hekzanamid (17). Yield: 73%; Ry = 0.14, CHCl;/MeOH
(6:4); 'TH-NMR (CDCls) &: 1.22-1.47 (10H, m, 4 x CH, hexanediamine and NH,), 1.52-
1.55 (3H, d, CH3 flurbiprofen), 2.61-2.66 (2H, m, CH» hexanediamine), 3.18-3.25 (2H,
m, CH; hexanediamine), 3.53-3.57 (1H, m, CH flurbiprofen), 5.44 (1H, s, NH), 7.09-7.55
(8H, m, Ar); C-NMR (CDCls) &: 18.80 (CHj3, flurbiprofen), 26.65-42.29 (6 x CH,
hexanediamine), 46.96 (CH flurbiprofen), 115.35-161.66 (6 x CH and 4 x C Ar), 173.56
(CO).

Ibuprofen-2-amino-hekzanamid (21). Yield: 62%; Ry = 0.15, CHCl;/MeOH
(6:4); 'H-NMR (CDCls) &: 0.86-0.90 (6H, d, 2 x CHj ibuprofen), 1.21-1.42 (8H, m, 4 x
CH; hexanediamine), 1.45-1.47 (3H, d, CHs ibuprofen), 1.69-1.73 (2H, m, CH:
hexanediamine), 1.78-1.87 (1H, m, CH ibuprofen), 2.41-2.44 (2H, d, CH> ibuprofen),
2.92-2.96 (2H, t, CH> hexanediamine), 3.07-3.20 (2H, m, CH» hexanediamine), 3.47 (2H,
s, NH»), 3.52-3.58 (1H, m, CH ibuprofen), 5.99-6.03 (1H, t, NH), 7.07-7.26 (4H, m, Ar);
BC-NMR (CDCIs) §: 18.76 (CHs, ibuprofen), 22.62 (2 x CH3, iBu), 25.76-29.14 (4 x CH;
hexanediamine), 30.41 (CH, ibuprofen), 39.38 (CH: hexanediamine), 39.86 (CH»
hexanediamine), 45.21 (CH> ibuprofen), 46.73 (CH ibuprofen), 127.56-140.88 (4 x CH
and 2 x C Ar), 175.21 (CO).

Naproksen-ethylenediamide-LA (1). Yield: 66%; Ry = 0.54, CHCl;/MeOH
(95:5); 'TH-NMR (CDCls) &: 1.23-3.13 (15H, m, 6 x CH> LA and CH3 Naproxen), 3.28-
3.33 (4H, m, 2 x CH; ethylenediamine), 3.46-3.55 (1H, m, CH LA), 3.65-3.71 (1H, m,
CH Naproxen), 3.91 (3H, s, OCHz3), 6.01-6.07 (2H, d, 2 x NH), 7.11-7.73 (6H, m, Ar);
BC-NMR (CDCls) §: 18.60 (CH3, Naproxen), 25.43-40.45 (6 x CH, LA and 2 x CH;
ethylenediamine), 47.21 (CH Naproxen), 55.59 (OCH3), 56.65 (CH LA), 105.80-136.45
(6 x CHand 3 x C Ar), 157.99 (C-OCHz), 173.93-176.08 (2 x CO).
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Naproksen-butylenediamide-LA (2). Yield: 61%; Ry = 0.57, CHCl3/MeOH
(95:5); '"H-NMR (CDCl3) &: 1.39-1.45 (8H, m, 4 x CH, LA), 1.58-1.60 (3H, d, CH;
Naproxen), 1.62-1.71 (4H, m, 2 x CH; butylenediamine), 1.86-2.46 (4H, m, CH> LA and
CH: butylenediamine), 3.09-3.21 (4H, m, CH> LA and CH> butylenediamine), 3.54-3.57
(1H, m, CH LA), 3.65-3.71 (1H, m, CH Naproxen), 3.92 (3H, s, OCH3), 5.61-5.64 (2H,
m, 2 x NH), 7.13-7.73 (6H, m, Ar); 3C-NMR (CDCls) &: 18.69 (CH3, Naproxen), 25.63-
40.48 (6 x CH2 LA and 4 x CH; butylenediamine), 47.29 (CH Naproxen), 55.60 (OCHz),
56.70 (CH LA), 105.83-136.76 (6 x CH and 3 x C Ar), 157.97 (C-OCH3), 173.04-174.82
(2 x CO).

Naproksen-hekzandiamid-LA (3). Yield: 70%; Rr= 0.21, CHCl3/MeOH (99:1);
'"H-NMR (CDCls) &: 1.17-1.48 (10H, m, 4 x CH> LA and CH; hexanediamine), 1.57-
1.59 (3H, d, CH3 Naproxen), 1.62-1.73 (4H, m, 2 x CH» hexanediamine), 1.83-2.49 (4H,
m, CH; LA and CH; hexanediamine), 3.05-3.25 (6H, m, CH, LA and 2 x CH»
hexanediamine), 3.50-3.59 (1H, m, CH LA), 3.64-3.72 (1H, m, CH Naproxen), 3.91 (3H,
s, OCH3), 5.48-5.61 (2H, m, 2 x NH), 7.12-7.73 (6H, m, Ar); 3*C-NMR (CDCl5) 8: 18.72
(CHj3, Naproxen), 25.70-40.47 (6 x CHz LA and 6 x CH; hexanediamine), 47.32 (CH
Naproksen), 55.59 (OCHs), 56.70 (CH LA), 105.84-136.83 (6 x CH and 3 x C Ar), 157.94
(C-OCHa), 172.95-174.64 (2 x CO).

Flurbiprofen-ethylenediamide-LA  (4). Yield: 56%; Ry = 0.17,
benzene/AcOEt/MeOH (3:7:0.5); '"H-NMR (CDCl;) §: 1.38-3.16 (15H, m, 6 x CH, LA
and CHj3 flurbiprofen), 3.33-3.36 (4H, m, 2 x CH> ethylenediamine), 3.51-3.59 (2H, m,
CH LA and CH flurbiprofen), 6.04 (1H, s, NH), 6.38 (1H, s, NH), 7.10-7.54 (8H, m, Ar);
BC-NMR (CDCls) &: 18.64 (CHs, flurbiprofen), 25.57-40.57 (6 x CHz LA and 2 x CH»
ethylenediamine), 46.27 (CH flurbiprofen), 56.64 (CH LA), 115.24-161.57 (8 x CH and
4 x C Ar), 174.45-175.16 (2 x CO).

Flurbiprofen-butylenediamide-LA (5). Yield: 55%; Ry = 0.26, CHCl3/MeOH
(6:4); 'TH-NMR (CDCl3) &: 1.39-3.17 (19H, m, 6 x CH, LA, 2 x CH> butylenediamine,
and CHj3 flurbiprofen), 3.18-3.28 (4H, m, 2 x CH; butylenediamine), 3.50-3.62 (2H, m,
CH LA and CH flurbiprofen), 5.75-5.78 (1H, t, NH), 5.91-5.94 (1H, t, NH), 7.11-7.55
(8H, m, Ar); *C-NMR (CDCls) &: 18.80 (CHs3, flurbiprofen), 25.65-40.49 (6 x CH, LA
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and 4 x CH; butylenediamine), 46.78 (CH flurbiprofen), 56.71 (CH LA), 115.35-161.61
(8 x CHand 4 x C Ar), 173.27-173.99 (2 x CO).

Flurbiprofen-hekzandiamid-LA (6). Yield: 55%; Ry= 0.35, CHCI3/MeOH (6:4);
'"H-NMR (CDCl;) &: 1.23-2.46 (21H, m, 6 x CHz LA, 3 x CH> hexanediamine, and CH;
flurbiprofen), 3.08-3.24 (6H, m, 3 x CH» hexanediamine), 3.51-3.60 (2H, m, CH LA and
CH flurbiprofen), 5.67-5.70 (1H, t, NH), 5.77-5.80 (1H, t, NH), 7.11-7.54 (8§8H, m, Ar);
BC-NMR (CDCl;) &: 18.79 (CHs, flurbiprofen), 25.71-40.48 (6 x CH, LA and 6 x CH;
hexanediamine), 46.83 (CH flurbiprofen), 56.71 (CH LA), 115.34-161.61 (8 x CH and 4
x C Ar), 173.05-173.81 (2 x CO).

Ibuprofen-ethylenediamide-LA (7). Yield: 47%; Ry=0.24, CHCl3/MeOH (95:5);
'H-NMR (CDCl;) &: 0.88 (3H, s, ibuprofen), 0.90 (3H, s, ibuprofen), 1.34-3.18 (18H, m,
6 x CH2 LA, CH, CH; and CH3 ibuprofen), 3.29-3.32 (4H, m, 2 x CH; ethylenediamine),
3.49-3.60 (2H, m, CH LA and CH ibuprofen), 5.98 (1H, s, NH), 6.18 (1H, s, NH), 7.09-
7.19 (4H, m, Ar); BC-NMR (CDCls) &: 18.68 (CHs, ibuprofen), 22.64 (2 x CHa,
ibuprofen), 25.57-40.48 (6 x CH> LA, CH ibuprofen, and 2 x CH ethylenediamine),
45.23 (CH> ibuprofen), 46.82 (CH ibuprofen), 56.65 (CH LA), 127.44-140.98 (4 x CH
and 2 x C Ar), 174.07-176.23 (2 x CO).

Ibuprofen-butylenediamide-LA (8). Yield: 42%; Ry= 0.34, CHCl3/MeOH (95:5);
"H-NMR (CDCl;) &: 0.86 (3H, s, ibuprofen), 0.89 (3H, s, ibuprofen), 1.24-1.96 (18H, m,
6 x CHz LA, CH, CH; and CH3 ibuprofen), 2.21-2.51 (4H, m, 2 x CH> butylenediamine),
3.18-3.43 (4H, m, 2 x CH> butylenediamine), 3.50-3.59 (2H, m, CH LA and CH
ibuprofen), 5.55-5.59 (1H, s, NH), 5.72-5.78 (1H, s, NH), 7.08-7.21 (4H, m, Ar); 1*C-
NMR (CDCIs) 6: 18.72 (CHs, ibuprofen), 22.62 (2 x CHs, ibuprofen), 25.65-40.49 (6 x
CH: LA, CH ibuprofen, and 4 x CH; ethylenediamine), 45.23 (CH> ibuprofen), 46.99
(CH ibuprofen), 56.69 (CH LA), 127.58-140.98 (4 x CH and 2 x C Ar), 173.06-174.98 (2
x CO).

Ibuprofen-hekzandiamid-LA (9). Yield: 55%; Ry= 0.14, CHCl3/MeOH (9:1); 'H-
NMR (CDCIs) 6: 0.85-0.88 (6H, d, ibuprofen), 1.15-1.98 (20H, m, 6 x CH> LA, CH, CH»
and CHj3 ibuprofen, and CH» hexanediamine), 2.14-2.20 (2H, m, CH» hexanediamine),
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2.40-2.51 (2H, m, CH; hexanediamine), 3.17-3.41 (6H, m, 3 x CH; hexanediamine), 3.48-
3.61 (2H, m, CH LA and CH ibuprofen), 5.40-5.45 (1H, t, NH), 5.63-5.69 (1H, t, NH),
7.08-7.20 (4H, m, Ar); *C-NMR (CDCls) §: 18.69 (CHs, ibuprofen), 22.61 (2 x CHs,
ibuprofen), 25.70-40.48 (6 x CH, LA, CH ibuprofen, and 6 x CH» hexanediamine), 45.22
(CH; ibuprofen), 47.01 (CH ibuprofen), 56.70 (CH LA), 127.57-140.93 (4 x CH and 2 x
C Ar), 172.95-174.80 (2 x CO).

4.2. NSAII Tiirevlerinin Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkileri

U-87 MG hiicre hattina 3,125-100 pg/ml doz aralifinda uygulanan 9 farkli NSAII
tiirevi bilesigin anti-proliferatif etkisinin belirlenmesi amaciyla MTT testi uygulanmistir.
Elde edilen bulgular kontrol ile karsilastirilarak 9 bilesigin ICso degerleri Probit analizi

hesaplanmustir.

4.2.1.Naproksen-hekzandiamid-LA(AL-3)’mn U-87 MG hiicre hatt1 iizerine
sitotoksik etkisi

3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda naproksen-
hekzandiamid-LA ile muamele edilen U-87 MG hiicrelerinde sirasiyla %49, 58, 64, 67,
66 ve 59 oraninda azalma gorildii (Sekil 4.1.). Elde edilen bulgular sonucunda
naproksen-hekzandiamid-LA’nin ICsp degeri 21,37 pg/ml olarak bulundu (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.1. Naproksen-hekzandiamid-LA’nin artan dozlarda U-87 MG insan GBM hiicre
hattinda olusturdugu sitotoksik etki
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Sekil 4.2. U-87 MG hiicre hattinda Naproksen-hekzandiamid-LA uygulamasi sonrasi

Probit analizi

Cizelge 4.1. U-87 MG hiicre hattinda Naproksen-hekzandiamid-LA uygulamasi sonrasi

SPSS analizi
Konsantrasyonlar ( pg/ml) % Canhhk
Kontrol 100402

3,125 41,66+0,55"

6,25 34,44+2.22°¢

12,5 33,89+2,78°

25 31,48+4,49°

50 42,2243 .88"

100 46,1140,55"

4.2.2.Flurbiprofen-hekzandiamid-LA(AL-6)’nin U-87 MG hiicre hatti iizerine
sitotoksik etkisi

3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda Flurbiprofen-
hekzandiamid-LA ile muamele edilen U-87 MG hiicrelerinde sirasiyla %32, 58, 77, 71,
73 ve 67 oraninda azalma goriildii (Sekil 4.3.). Elde edilen bulgular sonucunda
Flurbiprofen-hekzandiamid-LA’ nin ICsp degeri 20,88 pg/ml olarak bulundu (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. U-87 MG hiicre hattinda Flurbiprofen-hekzandiamid-LA uygulamasi sonrasi
Probit analizi

Cizelge 4.2. U-87 MG hiicre hattinda Flurbiprofen-hekzandiamid-LA uygulamasi

sonrast SPSS analizi

Konsantrasyonlar ( pg/ml) %Canhhk
Kontrol 100+0a
3,125 33,33+3,33¢
6,25 27,96 +0,32¢
12,5 29.44+1,66%
25 29,44 +1,66%
50 42 49+2 49°
100 68,33+5,55"
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4.2.3.1buprofen-hekzandiamid-LA(AL-9)’mn U-87 MG hiicre hatt1 iizerine
sitotoksik etkisi

3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda ibuprofen-
hekzandiamid-LA ile muamele edilen U-87 MG hiicrelerinde sirasiyla %52, 55, 57, 62,
64 ve 71 oraninda azalma goriildii (Sekil 4.5.). Elde edilen bulgular sonucunda ibuprofen-
hekzandiamid-LA’nin 1Cso degeri 24,54 pg/ml olarak bulundu (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.5. Ibuprofen-hekzandiamid-LA’nin artan dozlarda U-87 MG insan GBM hiicre
hattinda olusturdugu sitotoksik etki

Sekil 4.6. U-87 MG hiicre hattinda Ibuprofen-hekzandiamid-LA uygulamas: sonrasi

Probit analizi
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Cizelge 4.3. U-87 MG hiicre hattinda Ibuprofen-hekzandiamid-LA uygulamasi sonrasi

SPSS analizi
Konsantrasyonlar ( pg/ml) % Canhhk
Kontrol 100+0?

3,125 29,07+7,70°

6,25 36,48+2,24¢

12,5 38,88+0,55%

25 43,33+0,55"

50 45,83+1,39°

100 46,94+1,94°

4.2.4.Naproksen-2-amino-etilenamid(AL-11)’in U-87 MG hiicre hatt1 iizerine
sitotoksik etkisi

3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda Naproksen-2-amino-
etilenamid ile muamele edilen U-87 MG hiicrelerinde sirasiyla %43, 47, 52, 55, 57 ve 44
oraninda azalma goriildii (Sekil 4.7.). Elde edilen bulgular sonucunda Naproksen-2-

amino-etilenamid’in ICsp degeri 73,37 pg/ml olarak bulundu (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.7. Naproksen-2-amino-etilenamid’in artan dozlarda U-87 MG insan GBM hiicre
hattinda olusturdugu sitotoksik etki
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Sekil 4.8. U-87 MG hiicre hattinda Naproksen-2-amino-etilenamid uygulamasi sonrasi

Probit analizi

Cizelge 4.4. U-87 MG hiicre hattinda Naproksen-2-amino-etilenamid uygulamasi

sonrasi SPSS analizi

Konsantrasyonlar ( pg/ml) % Canhhk
Kontrol 10002

3,125 56,13+2,58"

6,25 42,15+3,55¢

12,5 45,81+0,55¢

25 48,17+7,07°

50 53,33+1,97°

100 57,74+2,26"

4.2.5.Naproksen-2-amino-hekzanamid(AL-13)’in U-87 MG hiicre hatt1 iizerine
sitotoksik etkisi

3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda Naproksen-2-amino-
hekzanamid ile muamele edilen U-87 MG hiicrelerinde sirasiyla %44, 60, 53, 55, 57 ve
60 oraninda azalma goriildii (Sekil 4.9.). Elde edilen bulgular sonucunda Naproksen-2-

amino-hekzanamid’in ICso degeri 44,28 pg/ml olarak bulundu (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.9. Naproksen-2-amino-hekzanamid’in artan dozlarda U-87 MG insan GBM
hiicre hattinda olusturdugu sitotoksik etki

Sekil 4.10. U-87 MG hiicre hattinda Naproksen-2-amino-hekzanamid uygulamasi

sonrasi Probit analizi

Cizelge 4.5. U-87 MG hiicre hattinda Naproksen-2-amino-hekzanamid uygulamasi

sonrasi SPSS analizi

Konsantrasyonlar ( pg/ml) % Canhhk
Kontrol 100402

3,125 40,74+0,51°¢

6,25 43,55+4,83°

12,5 45,16+0,65°¢

25 47,53+8,57°

50 43,44+5,96°

100 56,77+4,52"
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4.2.6.Flurbiprofen-2-amino-etilenamid(AL-15)’in U-87 MG hiicre hatt1 iizerine
sitotoksik etkisi

3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda Flurbiprofen-2-amino-
etilenamid ile muamele edilen U-87 MG hiicrelerinde sirasiyla %44, 53, 51, 55, 44 ve 63
oraninda azalma goriildii (Sekil 4.11.). Elde edilen bulgular sonucunda Flurbiprofen-2-
amino-etilenamid’in 1Cso degeri 49,42 pg/ml olarak bulundu (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.11. Flurbiprofen-2-amino-etilenamid’in artan dozlarda U-87 MG insan GBM
hiicre hattinda olusturdugu sitotoksik etki

Sekil 4.12. U-87 MG hiicre hattinda Flurbiprofen-2-amino-etilenamid uygulamasi

sonrasi Probit analizi
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Cizelge 4.6. U-87 MG hiicre hattinda Flurbiprofen-2-amino-etilenamid uygulamasi

sonrasi SPSS analizi

Konsantrasyonlar ( pg/ml) %Canhihik
Kontrol 100+02

3,125 37,63+0,98¢

6,25 56,77+0,65°

12,5 45,48+6,13°

25 49,68+1,29°¢

50 44,30+4,39°¢

100 56,77+1,94°

4.2.7.Flurbiprofen-2-amino-hekzanamid(AL-17)’in U-87 MG hiicre hatti iizerine
sitotoksik etkisi

3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda Flurbiprofen-2-amino-
hekzanamid ile muamele edilen U-87 MG hiicrelerinde sirasiyla %26, 32, 36, 23, 41 ve
52 oraninda azalma goriildii (Sekil 4.13.). Elde edilen bulgular sonucunda Flurbiprofen-

2-amino-hekzanamid’in 1Cso degeri 88,13 pg/ml olarak bulundu (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.13. Flurbiprofen-2-amino-hekzanamid’in artan dozlarda U-87 MG insan GBM
hiicre hattinda olusturdugu sitotoksik etki
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Sekil 4.14. U-87 MG hiicre hattinda Flurbiprofen-2-amino-hekzanamid uygulamasi

sonrasi Probit analizi

Cizelge 4.7. U-87 MG hiicre hattinda Flurbiprofen-2-amino-hekzanamid uygulamasi

sonrast SPSS analizi

Konsantrasyonlar ( ug/ml) % Canhhk
Kontrol 10002
3,125 56,15+7,69¢
6,25 59,99+0,77¢
12,5 77,69+0,77°
25 64,61+13,87%
50 63,59+2,91%
100 74,61+0,55

4.2.8. Ibuprofen-2-amino-etilenamid(AL-19)’in  U-87 MG hiicre hatti iizerine
sitotoksik etkisi

3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda Ibuprofen-2-amino-
etilenamid ile muamele edilen U-87 MG hiicrelerinde sirasiyla %30, 39, 43, 46, 44 ve 51
oraninda azalma goriildii (Sekil 4.15.). Elde edilen bulgular sonucunda Ibuprofen-2-

amino-etilenamid’in ICsp degeri 79,54 ug/ml olarak bulundu (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.15. Ibuprofen-2-amino-etilenamid’in artan dozlarda U-87 MG insan GBM hiicre
hattinda olusturdugu sitotoksik etki
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Sekil 4.16. U-87 MG hiicre hattinda Ibuprofen-2-amino-etilenamid uygulamasi sonrasi
Probit analizi

Cizelge 4.8. U-87 MG hiicre hattinda Ibuprofen-2-amino-etilenamid uygulamasi

sonrasi SPSS analizi

Konsantrasyonlar ( ug/ml) % Canhhk
Kontrol 100+0?
3,125 51,15+8,85°
6,25 56,41+0,44°
12,5 54,99+5¢
25 51,79+11,12°¢
50 60,77+5,38"
100 70,26+11,92°
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4.2.9. Ibuprofen-2-amino-hekzanamid(AL-21)’in U-87 MG hiicre hatt1 iizerine
sitotoksik etkisi

3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 ug/ml konsantrasyonlarinda Ibuprofen-2-amino-
hekzanamid ile muamele edilen U-87 MG hiicrelerinde sirasiyla %15, 27, 31, 32, 44 ve
54 oraninda azalma goriildii (Sekil 4.17.). Elde edilen bulgular sonucunda Ibuprofen-2-

amino-hekzanamid’in 1Cso degeri 78,61 ug/ml olarak bulundu (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.17. Ibuprofen-2-amino-hekzanamid’in artan dozlarda U-87 MG insan GBM
hiicre hattinda olusturdugu sitotoksik etki
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Sekil 4.18. U-87 MG hiicre hattinda Ibuprofen-2-amino-hekzanamid uygulamasi

sonrasi Probit analizi
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Cizelge 4.9. U-87 MG hiicre hattinda Ibuprofen-2-amino-hekzanamid uygulamasi

sonrasi SPSS analizi

Konsantrasyonlar ( pg/ml) %Canhiik
Kontrol 100+0?2
3,125 46,15+0,77¢
6,25 56,923,851
12,5 70,26+2,95°¢
25 67,43+6,40°
50 73,07+4,80%
100 79,49+5,12°
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Sekil 4.19. NSAII tiirevlerinin artan dozlarda U-87 MG insan GBM hiicre hattinda
olusturdugu sitotoksik etki (karsilastirmali)

4.3. LDH Analizi Sonuclari

NSAII tiirevlerinin daha énce yapilan MTT analizinde belirlenen ICso degerleri goz
oniinde bulundurularak bu bilesiklerin sitotoksik etkileri ve hiicrelerin membran

biitiinltiigli LDH testi ile analiz edilmistir.
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Sekil 4.20. NSAII tiirevlerinin U-87 MG hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik etkisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Glioblastoma multiforme (GBM) en yaygin goriilen beyin tiimdrlerinden biridir.
Radyasyon ve kemoterapiye direng gosterdiginden kesin bir tedavisi bulunmamaktadir.
Teknolojinin geligsmesiyle birlikte mikronorocerrahi, iyonize radyasyon terapisi,
radyolojik gorilintiileme sistemleri gibi yontemler gelistirilmesine ragmen GBM
tedavisinde heniiz basarili sonuclar elde edilememistir. GBM tedavisine katki saglayacak
yeni yaklagimlarin gelistirilmesi siirecinde mevcut ilaclarin etkinliginin artirilmasi ve bu
yeni bilesiklerin in vitro hiicre kiiltlirlerinde anti-kanser aktivitelerinin arastirilmasi
oldukga degerlidir. Bu sebeple mevcut tez kapsaminda halen etkin bir ¢6ziim yaklagimi
bulunmayan GBM tedavisine katkida bulunmak amactyla yeni NSAII tiirevlerinin
sentezlenmesi ve bu bilesiklerin insan GBM hiicre kiiltiiriinde sitotoksik etkilerinin

arastirilmasi amaglanmustir.

NSAIl’lar arasidonik asidi prostaglandin, prostasiklin ve tromboksana geviren
siklooksigenaz (COX) enziminin gii¢lii inhibitérleridir. Bu ilaglarin analjezik, anti-piretik
ve anti-inflamatuar gibi terapétik etkilerinin yani sira anti-proliferatif ve anti-anjiyogenik
etkileri daha onceki caligmalarda gosterilmistir. (Uddin vd. 2010; Cuzick vd. 2009)
Wynne ve Djakiew (2010) yaptiklari ¢alismada NSAIlQ’lardan R-flurbiprofen ve
ibuprofenin prostat kanseri hiicre hattinda migrasyonu azalttigini rapor etmislerdir.
Benzer sekilde Jin vd. (2010) R-flurbiprofenin mide kanserinde migrasyonu ve
proliferasyonu azalttigin1 ortaya koymustur. Ayrica, epidemiyolojik ve deneysel
calismalar ile NSAII kullaniminin kanseri riskini azalttigi gosterilmistir. Jalbert vd.
(1992) farelerde yaptig1 ¢alismada ibuprofenin mide kanserinde anti-karsinojenik etki
gosterdigini tespit etmistir. S6zkonusu bu bilimsel bulgular dikkate alinarak, mevcut tez
kapsaminda NSAIl’lardan daha 6nce anti-proliferatif etkinlikleri gosterilen ibuprofen,
naproksen ve flurbiprofen segilerek bunlarin alkilendiamin (etilendiamin, biitilendiamin
veya hekzandiamin) ve lipoik asit tiirevleri sentezlenmistir. Bu sayede NSAIi’larin
mevcut biyolojik etkinlikleri artirilip, olast yan etkileri en aza indirgenmesi

hedeflenmistir.
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Sentezlenen 21 NSAII tiirevinden 9 tanesi 6n calismalar dogrultusunda segilerek
sitotoksik etkilerini arastirmak iizere ¢alismaya dahil edilmistir. In vitro galismalarda
kullanilmak iizere iiretilmis ve Ozellikleri tanimlanmis ¢ok sayida insan GBM hiicre
hattindan en yaygmn kullanima sahip olan U-87 MG hatti se¢ilmis ve bilesiklerin

sitotoksik etkinlikleri bu hiicre hatti iizerinde denenmistir.

Yeni sentezlenen NSAII tiirevlerinin GBM insan glioblastoma hiicre hattinda
olusturdugu sitotoksik etkilerin belirlenmesi icin MTT ve LDH analizleri uygulanmistir.
Bu analizler hiicrelerin proliferatif ve metabolik aktiviteleri hakkinda bilgi veren hizli ve
dogrulugu yiiksek olan testlerdendir. LDH ve MTT testleri belirli bir ajana maruz kalan
hiicrelerin ~ canliliginin ~ ve  sitotoksisitesinin  belirlenmesinde  yaygin  olarak
kullanilmaktadir (Turkez ve Geyikoglu 2011; Turkez vd. 2012a, 2012b ve 2012c; Turkez
ve Aydin 2013a ve 2013b; Turkez vd. 2014a ve 2014b; Turkez vd. 2015a, 2015b ve
2015c).

Sitotoksisitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan enzimatik testlerden
biri olan MTT analizinde tetrazolium halkasinin par¢alanmasi sonucu MTT tuzu, koyu
mavi-mor renkli formazan {irliniine doniismektedir. Bu reaksiyon mitokondriyal bir
enzim olan siiksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesine bagimlidir. Hiicre membrani
formazana gegirgen olmadigi i¢in canli ve mitokondri aktivitesi bozulmamis hiicrelerde
birikecektir ve sonug olarak bu hiicreler mor renkte boyanacaktir. Son yillarda yapilan
calismalarda da NSAIl’lari sitotoksik etkileri MTT analizi ile tespit edilmistir. Kardosh
vd. (2011) COX inhibitorii olan celecoxib ilacimin 25, 50, 75, 100, 250 ve 500 uM
konsantrasyonlarinda LN229, LN18, U87 ve A172 insan glioblastoma hiicre hatlarindaki
anti-proliferatif etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda azalan hiicre proliferasyonunu
belirlemek igin MTT testinden yararlanmislardir. Mudiraj ve Geeviman (2014) aspirin ve
triazol halkalarin birlestirerek sentezledikleri yeni bilesiklerin 50 pM, 100 pM, 200 pM,
400 uM, 600 uM ve 800 uM konsantrasyonlarinda C6 glioma hiicrelerinin proliferasyonu
tizerindeki etkilerini test etmek amaciyla MTT testi uygulamislar ve canliligin azaldigini
ortaya koymuslardir. Ayni sekilde Sareddy vd. (2013) yaptiklar1 bir g¢alismada

glioblastoma gelisiminde 6nemli role sahip Wnt/p-katenin/Tcf sinyal yolagini iizerinde
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diklofenac ve celecoxib ilaglarmin etkilerini arastirmislar ve insan glioblastoma

hiicrelerinin proliferasyonundaki dnemli derecede azalist MTT testi ile gostermislerdir.

Hiicre 6liimiiyle ilgili diger bir parametre, hiicre zar1 biitlinliigliniin, 6lii veya hasar
gormiis  hiicrelerden  salinan  sitoplazmik enzim  aktivitesinin  Olcililmesiyle
degerlendirilmesidir. Laktat dehidrogenaz salinimi ekstraselliiler sivida laktat
dehidrogenaz aktivitesini 6l¢gmede kullanilmaktadir. Intraselliler LDH’in kiiltiir
besiyerine salinimi hiicre membran hasar1 sonucu geri doniislimsiiz hiicre 6liimiiniin
belirtecidir. Cesitli ¢alismalarda NSAII’larin sitotoksik etkileri LDH analizi ile tespit
edilmistir. Im ve Jang (2012) aspirinin timorlii dokularda apoptozu indiikleyen faktor
olan TRAIL aktivitesinde artisa neden olarak HeLa hiicrelerinde apoptotik hiicre
Oliimiini artirdigini LDH salinimi ile gostermislerdir. Benzer bir ¢alismada da (Chien vd.
2012) polifenolik bir bilesik olan Gossypol (GOS) aracili apoptozda COX enziminin
roliinii arastirdiklar1 ¢alismalarinda COLO205 ve HT29 insan kolon kanseri hiicre hatti
kullanarak NS398 (NS), aspirin (AS), diclofenac (Dl), ve indomethacin (IN) gibi COX-
inhibitorlerinin apoptozu arttirdigint MTT ve LDH testleri ile dogrulayarak rapor

etmislerdir.

Onceki bulgular kanser gelisim 6zelliklerinin anlasilmasinda tiimor-destekleyici
inflamasyonun énemli oldugunu ve kronik inflamatuar hastaliklarin bazi kanser tiirlerinin
olusma risklerini artirdigini1 ortaya koymustur (Wakimoto vd. 2008; Scheurer vd. 2011;
Crusz ve Balkwill 2015). Yine, NSAIl’larin beyin kanserlerini de iceren gok gesitli
malignansilerde Wnt/B-katenin/Tcf sinyallemesini baskilayarak tiimor hiicrelerinin
proliferasyonlarini inhibe edebildigi rapor edilmistir (Sareddy vd. 2013). Bulgularimizi
destekler nitelikte olan bir ¢calismada da Benadiba vd. (2014) diruthenium-ibuprofen
bilesiginin [Ru2Cl(Ibp)4] (Rulbp) in vitro kosullarda sigan C6 glioma hiicrelerinin
proliferasyonunun baskiladigin1  gdstermislerdir. In vivo arastirmalar kapsaminda
oldukca degerli olarak kabul edilen ve sicanlar {izerinde olusturulan ortotopik glioma
modelinde ibuprofenin tiimor hiicre proliferasyonunu belirgin diizeylerde azalttigi
gdzlenmistir (Dagéstan vd. 2012). Yeni jenerasyon NSAil’lardan biri olan Celecoxib’in
insan U251 glioma hiicre hatlarinda apoptozisi uyararak hiicre proliferasyonunu

baskiladig tespit edilmistir (Zhou vd. 2010). Bu baglamda, mevcut tez ¢alismasinda
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MTT ve LDH analizleri kullanilarak ilk kez test edilen bilesiklerin GBM hiicre
kiiltiiriinde (U-87 MQ) konsantrasyona bagli olarak hiicre canlilik oranlarini azalttig
gosterilmistir. Nitekim, ICso degerleri sirasiyla 21.37, 20.88 ve 24.54 ng/ml olan AL-3,
AL-6 ve AL-9 bilesiklerinin sitotoksik etkinliklerinin test edilen diger bilesiklere oranla
daha ytiksek oldugu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak mevcut tez calismasi kapsaminda elde edilen bulgularin GBM
tedavisinde kullanilabilecek yeni ve potansiyeli yiiksek ilag¢ gelistirilmesi konusunda

onemli oldugu ve yeni ¢alismalar i¢in Onciil niteligi tasiyacagi kanaatindeyiz.
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