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OZET

Bu c¢alismada, 2-(stirilsiklopentil) grubu igeren benzotiyazol tiirevleri iki basamakta
sentezlendi. Bunun i¢in baslangic maddesi olan cis-bisiklo[3.2.0]hept-2-en-6-on, ilgili aldehit
tiirevleri ile bazik ortamda muamele edilerek o,B-doymamis karbonil bilesikleri sentezlendi.
a,p-Doymamis karbonil bilesikleri, 2-aminobenzotiyazol ile etanol igerisinde p-TsSOH
varhiginda reaksiyona sokularak 2-siibstitiie benzotiyazoller hazirlandi. Sentezlenen
benzotiyazol tiirevleri kromatografik yontemler ile saflastirildi ve spektroskopik metotlar
(NMR, IR) kullanilarak yapilari aydinlatildi. Sentezlenen bilesiklerin PANC-1 (Pankreas
adenokarsinom kanser hiicresi) hiicrelerine karsi in vitro anti-timor aktivite testleri yapildi.
Bu c¢alismada; 2-siibstitiie benzotiyazol sentez bilesiklerinin PANC-1 hiicrelerinde
antiproliferatif etkisinin olup olmadigi, hiicrelerin yasam dongilisii {izerine etkisinin

incelenmesi ve antioksidan- oksidan parametrelerle iligskisinin agiklanmasi amaglanmuistir.

Anahtar Kelimeler : 2-Substitiie Benzotiyazol, Tiyazol, Antikanser, In vitro, PANC-1,
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PANCREAS CELL LINE
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ABSTRACT

In this study, benzothiazole derivatives containing 2-(styrylcyclopentyl) group was
synthesized in two steps. Thus, treatment of cis-bicyclo[3.2.0]hept-2en-6-one with the
corresponding benzaldehyde derivatives in alkaline medium afforded the o,f3-unsaturated
carbonyl compounds. o,B-unsaturated carbonyl compounds was reacted with 2-
aminobenzothiazole and in the presence of p-TsOH in ethanol and prepared the 2-substituted
benzothiazoles. Synthesized benzothiazole derivatives were purified by chromatographic
methods and their structures elucidated using spectroscopic methods (NMR, IR). Finally, in
vitro antitumor activities of benzothiazole derivatives were tested against PANC-1 cell. In this
study we aimed to observe antiproliferative effects of synthesized 2-substituted
benzothiazoles on PANC-1 pancreas cancer cells, to determine the effect of this compounds

treatment to the cell cycle and to reveal relationship with antioxidan-oxidan parameters.
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser gilinlimiizde en o6nemli saglik sorunlarimin basinda gelmektedir. Bilimsel
literatiiriin 6nemli bir kismini bu hastaligin gelisiminin altinda yatan nedenler ve olas1 tedavi
yontemlerinin arastirilmasi olusturmaktadir. Ancak, yogun ¢aligsmalara ragmen bir¢ok kanser
tirti i¢in kesin tedavilere heniiz ulasilamamustir. Kanser hastaliklarinin etkin tedavisi i¢in yeni

ve etkin bilesiklerin kesfi ve gelistirme ¢aligmalari devam etmektedir.

Yaygin olarak goriilen kanser hastaliklar1 ile kiyaslandiginda pankreas kanseri
kadinlarda dokuz, erkeklerde on birinci sirada yer almaktadir. Bunun yani sira pankreas
kanserinin 6liim riski ¢ok yiiksektir. Pankreas kanseri olan kisilerin bes yillik siirede yasama
sans1t % 6 iken, teshis konulduktan sonraki bir yil i¢inde hastalarin % 73'i 6lmektedir. Bu
nedenle bu tez kapsaminda antikanser etkisinin olabilecegi diisliniilen 2-Substitiie
benzotiyazol sentez bilesiklerinin pankreas kanseri hiicre hatlar1 iizerine etkisi tizerine

yogunlagilmistir.

Daha 6nce Gaziosmanpasa Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Organik Kimya
Anabilim Dalinda yeni 2-Substitiie benzotiyazol tiirevleri sentezlenmis ve bunlarin HeLa
(Insan Servical Kanser Hiicresi) ve C6 (Sican Beyin Tiimérii) kanser hiicrelerine kars1 in vitro
aktiviteleri incelenmistir. Bilesiklerin standartlar kadar aktif olduklari gozlenmistir. Bu
sonuclara dayanarak bu tez kapsaminda 2-Substitiie benzotiyazol tiirevlerinin insan pankreas
kanseri hiicre hatlarina kars1 antitiimor aktivitelerinin incelenmesi ve bu Sentez bilesiklerinin
farkli dozlarda uygulanmasiyla elde edilen hiicre kiltiirii 6rneklerinin  biyokimyasal

parametrelerinin Ol¢limii amaclanmustir.

Sonug olarak, bu tez kapsamindaki ¢aligmalar ile yeni sentezlenmis olan ve yapisinda
benzotiyazol iceren bilesiklerin anti kanser aktiviteye sahip olduklari belirlenebilirse, bu
yapilardan yararlanilarak yeni ve potent anti kanser ilaglarin gelistirilmesi i¢in 6nemli bir

adim atilmis olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1  Diinya Kanser Istatistikleri

2014 Diinya Kanser Raporu'na gore 2012 yilinda 14 milyon yeni kanser vakasi oldugu
rapor edilmis ve bu sayinin dniimiizdeki 20 yila kadar 22 milyona ulasacagi tahmin edildigi
belirtilmistir. Ayrica bu periyot siiresince kanser dliimlerinin yillik 8.2 milyondan 13 milyona
ulagacagi tahmin edilmektedir. 2012'de diinya c¢apinda en yaygin kanser teshisleri
akciger(yilda 1.8 milyon vaka, total vakalarin %13"), gogtis(yilda 1.7 milyon, total vakalarin
%11.9'u) ve kalin bagirsak (yilda 1.4 milyon, total vakalarin %9.7's1) lizerine konulmustur.
Kanserden kaynakli oliimlerin ¢ogu akciger kanseri(1.6 milyon, total 6liimlerin %19.4'),
karaciger kanseri (0.8 milyon, total dliimlerin % 9.1'i) ve mide kanseri(0.7 milyon, total

olimlerin %8.8') vakalarinda gergeklestigi goriilmistiir (1).

Niifus artis1 ve yas popiilasyonuna bagli olarak gelismekte olan iilkeler artan kanser
rakamlarindan orantisiz sekilde etkilenmektedir. Total vakalarin % 60'indan fazlas1 Afrika,
Asya, Orta ve Giiney Amerika iilkelerinde ortaya ¢iktigi goriilmektedir. Ayrica diinyada
kanser kaynakli 6liimlerin %70'inden daha fazlasinin da bu bolgelerde oldugu goriilmektedir.
Erken teshis ve ileri tedavi uygulamalarinin eksik olmasi, kanser vakalarinin ve éliimlerinin

bu bolgelerde yogunlasmasinin sebebi olarak diistiniilmektedir (1).

Diinya ¢apinda pankreas kanseri en yaygin goriilen kanserler arasinda 15. sirada ve en
cok Oliime sebebiyet veren kanserler arasinda 9.sirada yer almaktadir. 2012 yilinda diinya
capinda yaklasik 178.000 insana pankreas kanseri teshisi konulmustur. Diinya genelinde
pankreas kanserinin goriilme siklig1 artmaktadir ve bu hastaligin erken teshisi ve etkili bir
tedavi yontemi uygulamasi zor olmaktadir. Cogunlukla hastaliga teshis konulana kadar kanser

ileri safhalara ulagsmaktadir (2).

2.2 Pankreas

Pankreas, karin boslugunu iist kisminda midenin arkasinda yer alan, yaklasik 16-17
cm uzunlugunda ve yaprak seklinde biiyiik bir bezdir. Pankreas bas govde ve kuyruk olmak
iizere li¢ bolimden olusmaktadir. Pankreasin iist kism1 onikiparmak bagirsag ile baglantili

olup kuyruk kismi1 da dalakla bitisik bir durumdadir (Sekil 1).
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Sekil 1. Pankreas organinin yerlesimi

Pankreasin viicutta iki 6nemli gérevi vardir. Birincisi pankreatik (pankreas) 6zsuyu
iiretmektir. Bu madde sayesinde pankreas sindirimde son derece etkilidir. Ikincisi ise insiilin,
glukagon ve diger hormonlari iiretmektir. insulin ve glukagon ise 6zellikle seker hastaligmin
kontroliinden sorumlu olan en 6nemli iki hormon olarak bilinmektedir. Pankreasin pankreatik
ozsuyu iireten kismi ekzokrin pankreas olarak adlandirilir. Insiilin de dahil olmak iizere
hormonlar tireten boliimii ise endokrin pankreas olarak adlandirilir. Pankreasin bu iki farkli

kismindan gelisen kanserler farkli sekilde davranirlar ve farkl belirtilere neden olurlar.

2.3 Pankreas Kanseri

En yaygin goriilen pankreas kanseri adenokarsinom tipidir. Tlim pankreatik tiimdorler
icinde bu tiir en yiiksek 6liim oranina sahiptir. Genellikle tanidan sonraki yagam siiresi tedavi
olunmadiginda ortalama 3-6 ay arsindadir. Ancak ameliyat ve destekleyici tedavi ile birlikte
bu siire 23 aya kadar artmaktadir. Pankreas kanseri genellikle gec¢ evrede teshis edilir ve tim
kanser tedavi metotlarina direng gosteren biyolojik bir fenotip ile karakterizedir (3). Pankreas
kanseri gastrointestinal sistemdeki en Onemli Oldiiricli tiimorlerden bir tanesidir.
Gastrointestinal sistemdeki kanser iliskili 6liim nedenleri arasinda kolorektal kanserden sonra
ikinci siradadir (4).

Ingiltere ve Amerika Birlesik Devletlerinde yilda her bir milyon niifusa karsilik

yaklagik 100 kiside pankreas kanseri goriildiigii belirtilmistir. Pankreas kanseri bu tilkelerdeki

3



Oliimle sonuglanan kanser vakalarinda dordiincii sirada yer almaktadir. Bu oran endiistride

gelismis iilkelerde daha yiiksektir (5,6).

Bu hastalik nadiren 45 yasindan 6nce goriilmekle birlikte vakalarin %80- 90'n1 60 ve
80 yaslar1 arsinda goriilmektedir. Ayrica diinya genelinde pankreas kanserinin erkeklerde

goriilme siklig1 kadinlarinkine gére daha goktur (7).

Pankreas igerisindeki hiicreler kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmaya baslayinca tiimor
olusur. Pankreas kanserlerinin biiyiik bir boliimiiniin baglangi¢c noktasi, pankreas kanallarini

cevreleyen ekzokrin hiicrelerin bulundugu bolgedir.

Bu bolgede baslayan pankreas kanseri adenokarsinom olarak da bilinen ekzokrin
tiimortidiir. Pankreas kanserinin ¢ok daha nadir rastlanilan tiirii endokrin tiimorii ise adacik
hiicrelerinde baglamaktadir. Pankreas ekzokrin kanserleri duktal ve epitel hiicrelerinden
kaynaklanmaktadir. Asiner hiicreler enzim salgilar, duktal hiicreler ise sivi ve elektrolit

salgilamasi yapar ve pankreas sivisinin duodenuma akmasini saglar.

Duktal kanserlerin farklilasimi; gland sekillenmesine, musin tiretimine ve epitelyal
anaplaziye gore iyi, orta ve az diferansiye tiimorler olarak siiflandirilir. Pankreas kanseri de,
bircok kanserin baslangici gibi, duktal hiperplazi, atipik hiperplazi, in situ kanser ve invazif

kanser siralamasini takip eder.

Kanser nedeniyle pankreas rezeksiyonu yapilan hastalarin c¢ikarilan pankreas
dokusunda papiller epitelyal hiperplazi, atipik duktal hiperplazi, in situ duktal kanser ve
kanallar i¢i papillomlar tespit edilmektedir. Pankreas kanseri i¢in cerrahi eksplorasyon yapilan

hastalarin biiyiik bir kisminda metastaz mevcuttur (8).

24  PANC-1 ve Diger Pankreas Kanseri Hiicre Hatlarimin Karakteristik

Ozellikleri

Pankreatik adenokarsinom hiicre hatt1 farkli fenotip ve genotipte alt siniflardan
olusmaktadir. Bu g¢esitlilik, hiicre hattinda olusan mekanizmalar1 anlamamiz1 ve neden sonug
iliskisi ortaya koymamizi saglamaktadir. Pankreas adenokarsinom hiicre hattindaki fenotip
farkliliklardan faydalanilarak yapilan ¢alismalar, tiimor biiylimesinden, spesifik proteinlere,
metastaz ve kimyasal ilag direncine kadar hiicre hatlarindaki farkliliklar1 ortaya koyduklari
icin bu hiicre hatt1 mekanizmalaria 151k tutmaktadir. Referans olarak alinan en yaygin bazi

pankreas hiicre hatt1 spesifik fenotip karakterlerine gore Tablo 1’de verilmistir (9).
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Tablo 1. Pankreas kanseri hiicre hatlar:

Hiicre Hatti Yas | Cinsiyet | Koken Metastaz | Proliferasyon | Farklilasma
AsPC-1 62 | Bayan Ascites Evet 38-40 saat Zayif
BxPC-3 61 | Bayan Primer Timor Hayir 48-60 saat Orta
Capan-1 40 | Bay Karaciger Metastaz1 | Evet falead Iyi
Capan-2 56 | Bay Primer Tiimor Hayir 96 saat Iyi
CFPAC-1 26 | Bay Karaciger Metastazi | Evet 31 saat Iyi
HPAC 64 | Bayan Primer TUmor Fxk 41 saat Orta
HPAF-II 44 | Bay Ascites Evet 42 saat Iyi
Hs 766T 46 | Bay Lenf Nodu Metatas1 | Evet 6-7 giin flelal
MIA PaCa-2 | 65 | Bay Primer Tiimor folekal 40 saat Zayif
PANC-1 56 | Bayan Primer Tiimor Evet 52 saat Zayif
Su. 86.86 57 | Bayan Karaciger Metastaz1 | Evet 77 saat Orta

Histolojik agidan HS 766T ve MIA PaCa-2 hiicre hatlar1 ‘“karsinoma’ olarak, diger tiim hiicre hatlar1 ‘adenokarsinoma’ olarak tanimlanmaktadir. Proliferasyon

hiicre hattinin katlanma siiresini ifade etmektedir. ***Heniiz tanimlanmamus.

Biz bu calismada epitel kokenli adenokarsinom PANC-1 hiicre hattin1 kiiltiire ettik.
PANC-1, 56 yasinda erkek bir hastanin adenokarsinomlu pankreasinin bas kismindan alinan

ornekle primer kiiltlirii yapilarak elde edilmistir.

2.5 Pankreas Kanserinde Tani ve Evreleme

Pankreas kanseri, birgok diger hastaligin belirtileri ile benzerlik gosterdigi ve
hastaligin erken evrelerinde ¢ogunlukla herhangi bir belirti veya bulguya rastlanmadigi i¢in
pankreas kanserinde tani koymak olduk¢a zordur. Ayrica pankreas viicutta konumu
bakimindan mide, ince bagirsak, karaciger, safra kesesi, dalak, safra kanali1 gibi organlarin

arkasinda kaldig1 i¢in de hastaliga tan1 koymak zor olmaktadir.

Pankreas kanseri teshisi genellikle, ¢esitli testlerin yardimi ve pankreas ile etrafindaki
bolgenin detayli goriintiilenmesi yoluyla konur. Kanser hiicrelerinin pankreas i¢ine ve disina
ne derece yayildigini belirleyen testlere evreleme (kanserin yayilma durumu) denir. Tani
koymak ve evresini belirlemek i¢in kullanilan test ve diger uygulamalar, genellikle ayn1 anda
yapilir. Dogru bir tedavi plani uygulanmasi icin, kanserin evresinin ve tiimoriin cerrahi

miidahale ile alinip alinamayacaginin bilinmesi 6nemlidir (10).

Kanserli hiicreler genellikle viicudun igerisinde {i¢ farkli sekilde yayilabilmektedirler.



e Doku yolu ile yayilabilir. Bu durumda kanserli hiicreler, etrafinda bulunan
normal dokular istila eder.

e Lenf sistemi araciligi ile yayilabilir. Kanserli hiicreler lenf sitemini istila
ederek lenf kanallar araciligi ile viicudun diger bolgelerine geger.

e Kan yolu ile yayilabilir. Kanser hiicreleri ana ve kilcal damarlari istila ederek

kan yolu ile viicudun diger bolgelerine sigrarlar.

Kanser hiicreleri ana tiimorden koparak kan damarlar1 ya da lenf kanallar1 yolu ile
viicudun bagka boliimlerine gecmesi ile baska bir tiimor olusabilmektedir. Bu duruma
metastaz denir. ikincil ya da metastazik timérler ana tiimor ile ayni1 dzelliklere sahiptirler

(10).

Pankreas kanserinin goriintilleme yontemleri ve serum tiimor belirtegleri ile tespit
edilmektedir. Ayrica 6zellikle goriintiileme sistemleri kullanilarak pankreas kanserinin evresi

belirlenmektedir.

2.5.1 Laboratuvar tetkikleri

Pankreas kanserli hastalar i¢in genellikle Serum bilirubinleri, alkalen fosfataz,
karaciger transaminazlar1 ile CEA, CA 19-9, CA 125 gibi timor belirtegleri ve idrarda
bilirubin varlig: gibi laboratuvar tetkikleri yapilmaktadir (11).

Pankreas kanserinde tiimor belirteglerinin klinik rolii sinirlidir. En yaygin olarak
kullanilan belirte¢ CA-19-9’dur. CA 19-9 serum diizeyleri, pankreas kanseri, bilier kanserler,
hepatoseliiler kanser, daha nadir olarak gastrik, overian, kolorektal, akciger, meme, uterus
kanserlerinde; akut kolanjit, akut pankreatit, kronik pankreatit, siroz gibi benign hastaliklarda,
safra taglar1 dahil diger kolestatik hastaliklarda yiikselmektedir (11). CA 19-9 un pankreatik
kanser i¢in yayinlanmis sensitivite ve spesifitesi, sirasi ile %80 ve %90’dir (12,13); fakat bu
degerler tiimor ¢api ile yakindan iliskilidir. Cerrahi olarak c¢ikarilabilir, kiiclik kanserlerin

saptanmasinda etkinligi sinirlidir(12,14)

CA 19-9 37’un unit/mL {zerindeki serum diizeylerinin, pankreas kanserini diger
benign hastaliklardan ayirmada, en dogru cut-off deger oldugu; bu degerde sensitivite ve
spesifitesinin sirast ile %77 ve %87 oldugu saptanmistir (15). 1000 U/ ml ve tizeri degerler
ameliyat edilemeyen hastalik ile iliskilidir. Ancak bu test histolojik taninin yerine ge¢gmez, tedavi

yanitinin izlenmesinde yararli olabilir (16).



2.5.2 Goriintiilleme yontemleri

Pankreas kanseri tanisi rutin laboratuvar testleriyle birlikte radyolojik ve histolojik
tanilarla desteklenerek konulmaktadir. Tani konulurken genellikle USG veya EUS, BT,
ERCP, MRG ve MRCP goriintileme yoOntemlerinden bir veya daha fazlasindan
faydalanilmaktadir. Bu yontemler pankreas kanserinin tami ve evrelenmesi igin farkli

sensitivite ve spesifiteye sahiptir (Tablo 2) (17).

Tablo 2. Pankreas kanserinde tanisal metotlar

Test Sensitivite Spesifite Evrelemede kullanimi
USG %80 %90 Yok
EUS %90 %90 Var
BT %90 %95 Var
ERCP %90 %90 Yok
MRG %90 %90 Yok
[iAB %90 %98 Yok

2.5.2.1 Manvyetik rezonans goriintiileme (MRI)

Onemli goriintiileme yontemlerinden birisidir. Pankreasin komsu dokular ile olan

iliskisini ve karaciger i¢i bulgular1 aydinlatmada yol gostericidir.

2.5.2.2 Bilgisayarli tomografi (BT)

Kolay, ucuz ve yol gosterici goriintiilleme yontemlerinden birisidir. Goriintiilerin daha
net olmasi i¢in, hastaya damar ya da agiz yoluyla kontrast madde verilebilir. Bu isleme,

bilgisayarli tomografi veya bilgisayarli aksial tomografi de denebilir.

2.5.2.3 Endoskopik ultrason (EUS)

Genellikle makattan (rektumdan) ya da agizdan igeriye ucunda 151k ve goriintiileme
mercegi bulunan ve ince boru seklinde olan endoskopi cihazi sokularak yapilan bir islemdir.
Endoskopun ucunda ayni diger ultrason cihazlarindaki gibi bir ultrason ileticisi bulunmakta ve

viicut igerisinden orada bulunan organlara ses dalgalar1 gondermektedir. Yiiksek frekansl ses



dalgalarinin olusturdugu ekolar cihaz tarafindan algilanarak organlarin sonogram adi verilen

detayli goriintiisii elde edilir.

2.5.2.4 Endoskopik retrograd kolanjiopankretikografi (ERCP)

Endoskopik yontemle on iki parmak bagirsagindan pankreatik kanal ve ana safra yolu
ve safra kanallarinin goriintiilenmesidir. Pankreas kanseri, zaman zaman bu kanallarin daralip
safra akisinin zora girmesine ve bunun sonucu olarak da sarilik hastaligina neden olabilir.
Islem sirasinda endoskop, agizdan girerek ince bagirsaga kadar iceri sokulur. Ardindan, kiiciik
tiip seklinde olan kateter, endoskop igerisinden pankreatik kanallara sokulur ve kontrast
madde enjekte edilerek safra kanallarinin detayli goriintiisii alinir. Eger, kanallar tiimérle

tikali ise stent adi verilen kiiciik tiip ile tikaniklik giderilebilir (10).

2.6 Pankreas Kanserinde Tedavi

Tedaviye baglarken fizik muayene, laboratuvar ve radyolojik incelemelerin sonunda,
pankreas tlimoriiniin hangi evrede oldugu, komsu organlarla iligkisinin ne durumda oldugu,
ozellikle komsu damarlara ve/veya uzak organlara yayiliminin olup olmadigi ortaya konulup
ameliyatla ¢ikarilma sans1 degerlendirilir. Ileri evredeki tiimérlerde cerrahi uygulanamaz. Bu
hastalara uygulanacak kemoterapi ile birlikte, mevcut sariligmin diizeltilmesi, beslenme
desteginin saglanmasi, agrinin azaltilmasi yoluyla yasam konforunu diizeltmek amaciyla bazi
girisimler uygulanabilir. Bu amagla agizdan mide yoluyla yapilan endoskopi ile safra yoluna
gecisi saglayan bir boru (stent) konulmasi, karin cildinden karaciger i¢i safra yollarina bir
igne yardimiyla konulan kateter ile safranin disar1 akitilmasi, agr1 ile ileri miicadele teknikleri,
onikiparmak bagirsaginda tikanikliga yol acan tiimorlerde bu kisma agizdan endoskopik

yontemle girilerek stent takilmasi gibi yontemler kullanilmaktadir.

2.6.1 Cerrahi tedavi

Yapilan incelemelerde tiimor ameliyatla ¢ikartilmaya uygunsa klasik olarak "Whipple
ameliyat' uygulanmaktadir. Ayrica timor pankreasin gévde ve kuyruk kismina yerlesmisse
nispeten daha kolay rezeksiyon yontemleri uygulanmaktadir. Tiimoriin cerrahi olarak
¢ikartilmas:t bu hastalar i¢in tek kiir sansini olusturmaktadir. Pankreas basi tiimorlerinde,
cerrahi olarak yalnizca pankreasin bas kismini ¢ikartabilmek miimkiin olamadig1 i¢in ameliyat
daha karmasik olmaktadir. Uygulanan Whipple ameliyatinda; pankreasin basi ile birlikte,

safra kesesi, ana safra kanalinin bir kismi, onikiparmak bagirsagi, midenin bir kismi1 ve etraf



lenf bezleri blok halinde ¢ikarilmaktadir. Pankreas Kanserinin Cerrahi Tedavisi (Whipple
Ameliyat1) Olduk¢a uzun siireli, ¢ok ¢esitli organlarin ¢ikartildigr ve yeniden devamliligin
saglandig1 bu ameliyat sirasinda veya kisa siire sonrasinda hastanin 6liim (mortalite) veya
kanama olmasi, sindirim sisteminin devamliligini saglamak igin yapilan dikislerden kacak
olmasi (fistiil) gibi kotii durumlarla (morbidite) karsilasilabilmektedir. Diinyada kabul edilen
oliim oran1 %5 ve altindaki orandir. Yine ameliyat sonrasinda ortaya ¢ikan komplikasyonlar
icin diinyada kabul edilen oran %15-20’dir. Ulkemiz sartlarinda bu oranlar %5-10 mortalite

ve %20-25 morbidite oranlaridir.

2.6.2 Radyasyon tedavisi

Kanser hiicrelerini 6ldiirmek icin yiiksek enerjili 1sinlarin kullanilmasini igermektedir.
Radyasyon tedavisi, yalnizca tedavi edilen alandaki hiicreleri etkiler. Radyasyon bir makine
araciligi ile disaridan 151n verilmesi seklindedir. Radyoterapi, 6zellikle tiimoriin yerlesimi ve
bliylikliigii cerrahiyi zorlastiriyor ise veya cerrahi uygulanamayan durumlarda cerrahinin
yerine tek basina veya kemoterapi ile kombine kullanilmaktadir. Cerrahi 6ncesinde timori
kiictiltmek icin kemoterapi ile birlikte radyoterapi kombine kullanilabilir. Bazi durumlarda

ameliyat sonrasi niiksleri engellemek amaci ile radyoterapi verilebilir.

2.6.3 Kemoterapi

Kanser hiicrelerini 6ldiirmek ic¢in antikanser ilaglarin kullanilmasidir. Pankreas
kanserlerinde ameliyat Oncesi veya sonrast hastalarin genel durumlar1 dikkate alinarak
kemoterapi denilen ila¢ tedavisi uygulanabilir. Kemoterapi cerrahi Oncesinde timori
kiicliltmek 1i¢in veya cerrahinin yerine primer tedavi olarak radyoterapi ile birlikte
kullanilabilir. Yaygin ileri evre hastalikta cerrahi ve radyoterapinin yeri yoktur. Bu grup
hastalara kemoterapi uygulanmas: ile hastalarin hayat kalitelerinin belirgin iyilestirilebildigi

ve sag kalimlarinda uzama olabilecegi bildirilmistir (11).

Gemcitabin ve 5-fluorouracil (5-FU) pankreas tedavisinde c¢ogunlukla kullanilan
kemoterapi ilaglaridir. Cisplatin, irinotecan, paclitaxel, docetaxel, capecitabine ve oxaliplatin,

gemcitabine veya 5-FU ile birlikte veya tek basina kullanilan diger kemoterapi ilaglaridir.



2.7 Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Serbest radikaller, besinlerin oksijen kullanilarak enerjiye donilisiimii sirasinda
meydana gelen reaktif molekiillerdir. Organizmada oksidan- antioksidan dengenin

bozulmasina neden olarak oksidatif strese neden olurlar (18).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve siilfir merkezli
radikaller oksidan sinifina girer. Ancak tiim reaktif tiirler radikal degildir. Radikal olan ve
olmayan reaktif tiirler Tablo 3’de 6zetlenmistir. Oksijen ve azot molekiilleri yasam igin
vazge¢ilmez olmakla birlikte, metabolizma sirasinda serbest radikal kaynagi olarak bilinen ve
son derece reaktif olan ara {riinler olusur. Reaktif oksijen tiirleri/metabolitleri olarak bilinen

bu molekiiller lipit, protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerine zarar verir (18).

Tablo 3. Radikal ve radikal olmayan ROS ve RNS tiirleri

Reaktif Tiirler

Radikal Radikal Olmayan

Radikal Radikal Olmayan

Hidroksil (OH)

Peroksinitrit(ONOO)

Alkoksil (L(R)O)

Hipoklorit (HOCI)

Hidroperoksil (HOO)

Hidroperoksit (L(R)OOH)

Peroksil (L(R)OO)

Singlet oksijen (‘O,)

Nitrik oksit (NO)

Hidrojen peroksit (H,0,)

Stiperoksit (O;) Ozon (O3)

Antioksidan, serbest radikallerle tepkimeye giren, ortamda diisiik derisimde bulunan
ve substratin oksidasyonunu belirgin sekilde geciktiren veya engelleyen madde olarak
tanimlanabilir. Bu tanima gore antioksidanlarin fizyolojik rolii, serbest radikalleri iceren

kimyasal tepkimelerin sonucunda hiicresel bilesenlere gelebilecek zarar1 onlemektir (19).

Bir molekiilde eslesmemis elektron bulunuyorsa bu molekiil serbest radikal olarak
adlandirilir. Molekiil yapisindaki eslesmemis elektronun, stabil hale gecebilmek igin,

eslesecek bagka bir elektron aramasi nedeniyle radikaller kimyasal olarak ¢ok reaktiftir (20).

Serbest diisiik molekiil agirlikli ve eslesmemis elektron tasiyan radikaller cogunlukla

reaktif oksijen tiirleridir (21).
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Pek ¢ok sistem ve metabolizma lizerine etkili olan serbest radikaller, normal metabolik

olaylar sirasinda ortaya ¢ikabilir ve ¢ok ¢esitli dis etkenlere bagl olarak da olusabilirler (22).
(Sekil 2)

Endojen kaynaklar; mitokondriyal elektron transport sistemi, arasidonik asit
metabolizmasi, endoplazmik retikulum redoks dongiisii, fagositik hiicreler (monosit,
makrofajlar, notrofil ve eozinofil) endotelyal hiicreler gibi hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar,
ksantin oksidaz, NADPH oksidaz, triptofan dioksijenaz, galaktoz oksidaz, lipooksijenaz,

monoamin oksidaz gibi oksidan enzimler ve otooksidasyon reaksiyonlaridir (23).

Eksojen kaynaklar ise; zararli gazlar (ozon, oksijen ve hiperbarik oksijenin yiiksek

konsantrasyonlari), iyonize ve non-iyonize radyasyon, ilaglar, alkol, hava Kirleticiler,

patojenik bakteri ve viriislerdir (24).

S Ry Antioksidan savunma Ekzojen kaynaklar
Mitochondria Enzymatic systems: lonizing radiation
Peroxisomes SOD, CAT. GPx, Prx UV light
NADPH oxidasc Non-cnzymatic systems: Environmental toxicants
Cytochrome P450 Glutathione, urate, lavonoids Chemotherapeutics
Lipoxygenase Vitamines (A, C, and E), MTs Inflammatory cytokines
H,0,
‘0, ‘OH
0, @ ‘RO
NO, ‘RO,
NO
e
Azaltilmis Fonksiyon Oksidatif Stres
r—H
l random spesifik
hiicresel sinyal
normal biiyiime hasar volaklar
hasarh konaka o Mmatahio . \—Y—/
savunmasil

Sekil 2.ROS’1n metabolik ve biyolojik etkileri

Radikaller, non-radikalin bir elektron kaybetmesi veya bir elektron kazanmasi ile
olusabilmektedir.

X—e +X

yte -y
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Radikaller kovalent bagin kirilmasiyla atomlarca paylasilan elektronlardan her birinin

bir atomda kalmasi olarak tanimlanan homolitik kirilma sonucu da olusabilmektedir .
A:B—->A+B

Aerobik organizmalar i¢in O2 esansiyel bir molekiil olmakla birlikte oksidan bir
ajandir. Normalde molekiiler oksijenin ¢ogu sitokrom sistemi gibi hiicre i¢i sistemler iginde
tetravalan rediiksiyona ugramaktadir. Bununla birlikte %1-2 oraninda bu yoldan sizan
oksijenin biyolojik yapilarda univalan rediiksiyonu sonucu serbest oksijen radikalleri ortaya
cikmaktadir. Aerobik organizmalarda radikaller daha cok oksijen radikalleri seklinde

bulunmaktadir (24).

Serbest oksijen radikallerinin olusumu sirasinda, dncelikle tek elektron transferi ile
molekiiler oksijen siiperoksit radikaline doniismektedir. Siiper okside iki elektron
eklenmesiyle hidrojen peroksit olusmakta, hidrojen peroksitin elektron almasiyla oldukca
toksik olan hidroksil radikali olugsmaktadir. Hidroksil radikali de univalan rediiksiyon ile suya

dontigmektedir (Sekil 3).

PEROKSIZOM

GSSG
. GR
OKSIDAZLAR f - g’o
2
GPX
C

AT
‘\ H,0 HO
2 Fe*?/Cu*
e MPO i
disrotasyon 02\-‘ Fe®/Cu
I
2
anyon
kanah :‘I
_. Mn-SOD GPX
0 0 H,0 H,0
2 2 2
mitokondriyal elekiron CAT O
transport zinciri 2

Sekil 3.ROS Olusumu ve ROS tarafindan olusturulan hasara karsi temel savunma
mekanizmasi
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2.7.1 Serbest radikallerin hasara ugrattig1 hiicresel bilesenler

Endojen ve eksojen kaynaklardan olusan ROS, hiicrenin antioksidan savunma sistemlerini
asip karbonhidratlar, yaglar, proteinler, niikleik asitler gibi hiicrenin temel komponentlerine zarar

verirler.

2.7.1.1 Lipit peroksidasyonu

Lipitler serbest radikallere karsi en hassas biyomolekiillerdir. Kolesterol tiirevleri ve

yag asitlerinin doymamus ¢ift baglari serbest radikaller ile kolayca reaksiyona girer.

Lipit oksidasyonunun baslangi¢ asamasinda baslatic1 bir radikal (X') yag asidinden
(LH) H atomu transfer ederek lipit radikali (L") olusumuna neden olur. ilerleyen asamada lipit
radikaline O, eklenmesiyle peroksi (LOO") meydana gelir. Peroksi radikali kararli bir yag
asidinden (LH) H atomu calarak ‘‘lipit radikali  peroksi radikali’’ zincirleme reaksiyonlarini

baglatir. Boylelikle olay kendini katalizleyerek devam eder.

LH + X- — L.+ XH (Baslangic)
L.+ 02 —> LOO- (ilerleme)
LOO-+ LH —>LOOH + L. (Sonlanma)

Sonug olarak olusan lipit hidroperoksitler (LPO) biyolojik olarak aktif olan aldehit,
keton, alkol, eter, ester gibi gesitli triinlere dondsiirler (Sekil 4). Lipit peroksidasyonu adi
verilen bu siire¢ hiicre zar1 ve organel zarlar i¢in dnemli bir tehdittir. Zira zarlarin stabilitesi

bozulmakta ve gecirgenlikleri artmaktadir.

Lipit peroksidasyonu sirasinda olusan ve ti¢ karbonlu bir ketoaldehit olan
malondialdehit (MDA), biyolojik materyallerde kolaylikla dlgiilebilen ve peroksidatif hasari

gosteren nispeten dayanikli bir tirtindiir (25).

MDA 6l¢limiiniin en yaygin metodu; 2-tiyobarbitiirik asit (TBA) reaksiyonuna
dayanan spektrofotometrik olgiimdiir. MDA’nin olgiimiinde spesifitenin artirilmasi igin

yiiksek basingli sivi kromotografisinin (HPLC) kullanilmasi yaygindir (26).
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2.7.1.2 Protein oksidasyonu

Protein oksidasyonunu esas olarak hidroksil radikali (OH) baslatir. Diger taraftan

stiperoksit anyonu (O3 ve hidroperoksil (HO2)’in de etkileri vardir.

Bu radikaller aminoasitlerin yan zincirlerinin oksidasyonuna, protein-protein ¢apraz
baglar1 olusumuna ve protein fragmantasyonuna yol agar. Proteinlerin serbest radikallerdden
etkilenme dereceleri aminoasit igeriklerine baghdir. Cift bag ve SH gruplar1 igeren amino
asitler serbest radikallerden kolayca etkilenirler. Bu etkilenme sonucunda siilfiir radikalleri ve

karbon merkezli organik radikaller olusur.

Reaktif oksijen tiirlerinin proteinlerle etkilesimiyle histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi
cok sayida aminoasit kalintisinda ve peptit omurgasinda meydana gelen hasar sonucunda,
protein karbonil iirtinleri (PCO) meydana gelir. Bu iiriinler protein oksidasyonunda en yaygin
olarak olgiilen iirlinlerdir. PCO diizeylerinin saptanmasi oksidatif protein hasarini belirlemede

duyarli olmasina ragmen belirli bir aminoasit i¢in spesifik degildir (27).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarla, yeni bir protein oksidasyon belirteci ileri diizey
oksidasyon protein tiriinleri (AOPP)’dir. AOPP, ditrozin igeren ¢apraz bagli protein iiriinleri
olarak tanimlanir ve protein hasarinin saptanmasinda giivenilir bir belirteg¢ oldugu

tstiniilmektedir (27).
2.7.1.3 DNA hasari

DNA hasar1 primidin ve piirin bazlart veya deoksiriboz seker {lizerinde
goriilebilmektedir. Hidroksil radikaline karsi 6zellikle pirimidin halkadaki Cs-Cs cift bagi
hassastir. OH' bu pozisyona atak yaparak timin glikol, urasil glikol, 5-hidroksideoksi {iridin,
5-hidroksisitidin gibi iiriinlerin olusumuna yol agar. OH' radikalinin piirinler ile reaksiyonu
sonucu da 8-hidroksideoksiguanozin, 8-hidroksideoksiadenozin gibi iriinler agiga ¢ikar. 8-
hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) DNA hasarimnin 6lgiilebilir bir markiridir (28).

DNA’ daki hasarin, yaslanma, diabetes mellitus, enflamatuvar hastaliklar ve karaciger
hastaliklarinin gelisiminden kismen sorumlu oldugu bildirilmekte, oksidatif stres ¢cok fazlaysa
ve hasar onarim mekanizmalariyla onarilamiyorsa mutagenez veya arsinogenez

indiiklenmektedir (29).
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2.7.1.4 Karbohidratlar iizerine etki

Serbest radikallerin karbohidratlar iizerine de etkileri vardir. Glukoz, mannoz ve
deoksi sekerler otooksidasyona ugrayarak siiperoksit ve hidrojen peroksiti meydana getirirler.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu protein ¢apraz baglanmalarina yol acarak agregasyona
sebep olur. Serbest radikaller bu etkilerinden dolay1 diyabet, koroner kalp hastaligi,
hipertansiyon, kanser ve yaslilik gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir (30).

Tablo 4.insan viicudunda serbest radikal hasarlari ve onarim sistemleri

Hasara Ugrayan Hasar Cesidi Onarim Mekanizmasi
Molekiil

*Piirin (adenin, guanin) DNA, onarict  enzimlerince
ve pirimidin (sitozin, kontrol edilir ve hata
timin) bazlarinda saptandiginda hatali kisim
degisiklik cikarilir
* Sekere (deoksiriboz) yerine karsi zincir kalip alinarak
atak yenisi sentezlenir. Cift sarmal
* DNA ¢ift sarmalinin bir kiriklart bu durumu engeller, bu

DNA zincirinde (tek sarmal nedenle tek sarmal kiriklarindan
kirilmast) veya her iki daha tehlikelidir.
zincirinde (¢ift sarmal
kirilmasi) kirilma
* Protein iskeletinin Ozel enzimler anormal
kirilmasi proteinleri tanir ve yok
* Tiyol gruplarinin ve diger eder.
amino asit rezidiilerinin
oksidasyonu

Protein * Amino asit radikallerinin

farkl proteinleri birbirine
baglamasi (¢apraz
baglanma)
Membran bagimli Membran bilesenlerinin
lipidlerin hasar1 “Lipit normal yenilenmesi

Lipit peroksidasyonu
sirasinda doymamis yag
asitlerinin yan zincir
oksidasyonu’’

2.7.2 Antioksidanlar

Antioksidan molekiiller organizma tarafindan sentezlenen endojen ve disaridan

besinlerle alinan eksojen kaynakli yapilardir (Tablo 5). Bu yapilar olusan oksidan
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molekiillerin hiicreye hasar vermesini engellemektedir. Hiicre disinda ve hiicrede farkli
organellerde yerleserek savunma mekanizmasinda rol alan biyomolekiiller enzimatik yapida

olabilecekleri gibi non-enzimatik yapida da olabilirler (31).

Hiicre dist savunma; albiimin, bilirubin, seriiloplazmin, {irik asit gibi cesitli
molekiilleri igermektedir. Hiicre i¢i serbest radikal toplayici enzimler antioksidan savunmayi
saglamaktadir. Bu enzimler; glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz,
glutatyon-S-transferaz, katalaz ve sitokrom oksidazdir. Bu enzimlerin fonksiyonlar1 igin bakir,

cinko ve selenyum gibi eser elementler gereklidir (32).
Antioksidan ajanlar oksidan molekiillere kars1 etkilerini dort yolla gosterir:

1) Radikal temizleyici etki gosterenler; yeni radikal olusumunu engeller ve olusmus
olan radikalleri daha az zararli hale getirirler. Siiperoksit dismutaz, ferritin, glutatyon
peroksidaz, seriiloplazmin, metallotiyonin gibi metal baglayici proteinler 6rnek olarak

gosterilebilir.

2) Giderici etki gosterenler; oksidanlarla etkilesip onlara bir hidrojen aktarir ve

aktivitelerini inhibe ederler. Beta karoten, vitamin C ve vitamin E bu tiir etkiye 6rnektir.

3) Zincir kiric1 etki gosterenler; zincirleme devam eden reaksiyonlar belli yerlerinden
kirarak oksidan etkiyi durdururlar. Bazi mineraller, hemoglobin, iirik asit, bilirubin ve

albiimin 6rnek olarak verilebilir.

4) Onarict etki gosterenler; bu grupta DNA tamir enzimleri ve metiyonin siilfoksit

rediiktaz bulunur.
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Tablo 5. Endojen ve eksojen kaynaklh antioksidanlar

Endojen Antioksidanlar

1. Stiperoksit dismutaz(SOD)
2. Glutatyon peroksidaz(GSH-
Px)

3. Glutatyon S-
transferazlar(GST)

4. Katalaz(CAT)

5. Hidroperoksidaz

Enzimler

. Seruloplazmin-bakir1 baglar
. Transferrin-demiri baglar

. Myoglobin-demiri baglar

. Hemoglobin-demiri baglar

. Ferritin-demiri baglar

. Laktoferrin-demiri baglar

. Albumin-bakir1 baglar

Metal
Baglayanlar

~NoO ok, WD

. Melatonin

. Ubikinon(koenzim-Q)
Urat

. Bilurubin

. Sistein

. Metiyonin

. Glutatyon

Digerleri

~NoO U~ WNE

Ekzojen Antioksidanlar

1. o -tokoferol

2. B -karoten

3. Askorbik asit

4, Folik asit

5. Karotenoitler

6. Flavonoitler

7. Vitamin E analoglari

2.7.2.1 Suiperoksit dismutaz (SOD)

SOD, siiperoksit anyonunu hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistiiren bir
metalloenzimdir. O2 kullanim1 yiiksek olan dokularda SOD aktivitesi de yiiksektir.
SOD
Oy + 0y —) H,0,+ O,
O, 1 uzaklastiran SOD, intraseliiler serbest radikal iiretimine kars1 ilk enzimatik

savunma sistemidir ve memelilerde ii¢ ¢esit SOD bulunmaktadir (33).
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e Sitozolik SOD (Cu-ZnSOD): Genellikle sitozolde ve lizozomal fraksiyonlarda yer alir.
Kofaktorleri ¢inko ve bakirdir; aktivitesinden bakir, stabilitesinden ise ¢inko
sorumludur.

e Mitokondriyal SOD (Mn-SOD.): Mitokondride bulunur ve tetramerik yapidadir.
Kofaktorii mangandir.

e Ekstraseliiller SOD (EC-SOD, SOD3); Tetramerik yapidadir ve ekstraseliiller
boliimlere salgilanir. Cinko ve bakir kofaktorleridir. Ayrica bazi bakterilerde Fe-SOD

da saptanmugtir.

2.7.2.2 Glutatyon peroksidaz GPx

Insan dokular1 major peroksit uzaklastirici enzim olarak glutatyon peroksidaz

icermektedir. GPx, kofaktor olarak glutatyonu (GSH) kullanir.

GPx
ROOH + 2 GSH, w—————) ROH +GSSG + H,0

GPx, hiicrede H,0;’nin temizlenmesinden sorumlu iki enzimden biridir, diger enzim
ise katalazdir. Glutatyon-GPx sistemi, H,O,” nin H,O’ ya indirgenmesini katalizlerken

organik hidroperoksitleri de pargalar (33).

Tetramerik yapida olan bu enzim en ¢ok karaciger ve eritrositte aktif olarak
bulunmaktadir. Kalp, akciger ve beyinde orta, kasta ise diisiik aktivite gdstermektedir. % 60-
75’ 1 stoplazmada, % 25-40’ 1 mitokondride yer alir.

Selenyuma bagimli ve selenyuma bagimsiz olmak iizere iki tipi mevcuttur. Selenyuma
bagimli olan GPx (Se-GPx), sitozol ve mitokondride bulunmaktadir ve hem H,0, hem de lipit
hidroperoksitlerini metabolize eder. Selenyum bagimsiz GPx (non-Se GPx) ise sadece lipit
hidroperoksitleri metabolize eder. Bu 6zelligi ile lipit peroksidasyonunun baglamasini ve

ilerlemesini 6nlemektedir (34).

Lipit peroksidasyonu ve DNA hasarin1 6nlemede Onemli role sahip olan GPx

aktivitesinin tiimor hiicrelerinde saglikli dokulara gore belirgin sekilde arttig1 bildirilmistir.
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2.1 Tiyazol ve Benzotiyazol’iin Yapisi

Bir azot ve bir kiikiirt atomu bulunduran besli halka yapisina sahip heterosiklik
bilesikler Tiyazol (Sekil 5) olarak adlandirilmaktadir. Tiyazol halkasi; Tiyamin (B1 vitamini),
basitrasin ve penisilinler gibi biyolojik aktif tabii bilesiklerin yani sira sentez yoluyla elde

edilen birgok ila¢ aktif maddesi, boya ve sanayide kullanilan bazi kimyasal maddelerin

Sekil 5. Tiyazol

yapisinda bulunur.

2.1.1 Benzotivazol’iin 6zellikleri ve islevi

Benzotiyazol (Sekil 6) halka sistemi biyolojik aktiviteye sahip bircok molekiilde
bulunan 6nemli bir yapidir. Benzotiyazol halkasi lusiferaz enzimi gibi dogal bilesiklerin yani
sira antitimor (35) ve antikanser (36) gibi onemli biyolojik ve farmakolojik aktiviteye sahip

olduklar1 bilinen heterohalkal1 bilesiklerin yapisinda bulunur.

7 1
6 S
):
5 N
4 3

Sekil 6. Benzotiyazol

Giiniimiize kadar yapilan arastirmalar, benzotiyazol halka sisteminin en fazla 2
konumundan siibstitiie edildigini ortaya koymaktadir (37,38). Ozellikle, 2-substituebenzo-
tiyazoller, antitimor, antiviral ve antimikrobiyal ila¢ gibi tibbi 6zelliklerinden dolay1 organik
ve tibbi kimyada yogun bir sekilde arastinlmaktadirlar (39,40). Ornegin, 2-(4-amino-3-
methylphenyl) benzotiyazol (Sekil 7. a) (DF 203)’un insan kanser hiicre hatlar1 panellerine
kars1 giiclii ve segici antitlimor aktiviteye sahip oldugu tespit edilmis (41,42) ve florlu tiirevi

(Sekil 7. b) (Phortress)’nin kanser i¢in 6n ilag olarak klinik ¢alismalarina baglanmistir. Benzer
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bir yapiya sahip olan 2-(3,4- dimethoxyphenyl)-5-fluorobenzothiazole (Sekil 7. ¢) (PMX 610)
tinde in vitro giiclii ve segici olarak antitiimor aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (43).
Ayrica, 2-phenylbenzothiazole tiirevi (Sekil 7.d) olan (Pittsburgh bilesik-B) Alzheimer

hastaliginin potansiyel tanisi i¢in klinik uygulamalarinda biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir.

(44,45)
CH CH, O
\ 3 F \ 3//
©[ N NH, \@ \ N
S S }VNHZ
@ B)  H (CHy)NH,
OCH N cH
\©: N OCH,4 HO S \H
S
©) (d)

Sekil 7

2.2 Hiicre Dongiisii ve Kanserle Iliskisi

2.2.1 Hiicrenin yasam dongiisi

Hiicrenin; bir boliinme sonundan, ikinci bir boliinme sonuna kadar gecirdigi zaman
stirecinde meydana gelen yasamsal olaylara hiicrenin yasam dongiisii denir. Hiicreler;
canlilarin bliyliylip gelismesi, dokularin yenilenmesi, yara iyilesmesi, lireme faaliyetlerinin

gerceklestirilmesi amaciyla boliiniir.

Hiicrenin yasamsal dongiisti; G1, S, G2 ve M evresi olmak iizere 4 asamada
gergeklesir. Yasam dongiisiiniiny G1, S ve G2 evreleri bdliinmenin interfaz kismini
olustururken; M evresi ise mitoz boliinmeyi olusturur. Interfaz evresinde hiicre biiyiir ve

genomunu kopyalar. Mitoz evresinde ¢ekirdek ve sitoplazma boliiniir (Sekil 8).
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Sekil 8: Hiicre yasam dongiisii

Interfaz siirecinin ilk fazt G1; mitozun (M) bitisi ile DNA sentezinin (S) baslangici
arasinda kalan siirece verilen isimdir. Mitozda sekillenen kardes hiicreler G1 evresine girer.
Hiicre hacmi bir 6nceki mitoz sonunda kardes hiicrelerde yariya indiginden bu evrede hizli
RNA ve protein sentezi gergeklesir ve anne hiicre hacmine ulasilir. Bu faz, DNA sentezine
yani replikasyona hazirlik fazidir. Hiicre bu fazdayken replikasyon i¢in gerekli olan cesitli
proteinlerin sentezini gerceklestirir. Cekirdekgiklerin  yapimi tamamlanir. Sentriyoller

kendilerini duplike etmeye baslar ve esleme G2 evresinde tamamlanur.

Sentez (S) faz1t DNA replikasyonunun gerceklestigi fazdir. Histonlar da dahil gerekli
niikleoproteinlerin tiimii DNA molekiiline katilir ve kromatin materyal olusturulur.
Kromozom sentezi bu fazda tamamlanir fakat kardes kromatidler birbirinden ayrilmaz bu

sayede hiicre diploid 6zelligini korumus olur (Sekil 9).
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G2 fazi1 mitoza hazirhk fazidir. G2 fazi sirasinda, mitozda kullanilacak enerjinin
iiretimi, mitotik mikrotiibiiller i¢in tubulin proteinlerinin iretilmesi gerceklestirilir. G2’de
ayn1 zamanda DNA hatalarinin diizeltilecegi kontrol noktasi da bulunur. Bu evrede DNA
replikasyonu analiz edilir ve hata varsa diizeltilir. G2 evresinde mitozu baslatan,
kromozomlarin kondensasyonunu saglayan, ¢ekirdek zarinin kopmasini saglayan ve mitozla
ilgili diger olaylar1 indiikleyen MPF protein kompleksi (maturation promoting factor) birikimi

de vardir.

Mitoz (M) fazinda ise niikleusun (karyokinez) ve sitoplazmanin (sitokinez) béliinmesi
gerceklesir. Kardes kromatidlerin birbirlerinden ayrilmast ve mikrotiibiiller araciligi ile
hiicrenin zit kutuplarina tasinmasi bu fazda gerceklesir. Bu faz sonucunda iki yeni hiicre

meydana gelmektedir.

Go faz1 ise normalde hiicre siklusu i¢inde yer almayan ve siklusunu tamamladikdan
sonra siklusdan ¢ikan hiicrelerin bulundugu fazdir. Gy evresi dinlenme evresidir. Bu fazda
hiicrede boliinme islemi yoktur ancak tiim tiim biyokimyasal olaylar aktif bir sekilde
gerceklesmektedir. Hiicreler boliinme uyarisi aldiktan sonra bu fazdan ayrilip G1 fazina yani
siklusun ilk fazina girerler. Gy (outside) evresindeki hiicreler stabil evredeki hiicreler olarak

adlandirilir.

2.2.2 Hiicre yasam dongiisiiniin diizenlenmesi

Hiicreler, belirli bir bityiikliige eristikten sonra boliinme ihtiyaci duyarlar. Bunun temel
nedeni; hiicre biiylidiikge, hiicrede hacim/yiizey oranit dengesinin bozulmasidir. Hiicre
biyiidiigii zaman; hiicrenin yiizeyi, yaricapmnin karesi (r?) kadar artar, hacmi ise yarigapinin
kiipii () kadar artar. Bunun sonucunda hiicrenin yiizey / hacim orani azalir ve bir zaman
sonra hiicrenin yiizeyi besin alig verisini, attk maddelerin atilimini ve gaz alig verisini biitiin
hiicreye saglayamayacak durumu gelir. Bu nedenle hiicre &liime siiriiklenebilir. Oliimii

engellemek i¢in ¢ekirdek boliinme emrini verir.

©-(8) -

YOZEY o ar azalr Gekirdek

Hacim béliinme emrini
verir
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Hiicreyi, hiicre dongiisiine girmesi i¢in uyaran faktorler sunlardir:

. mekanik gii¢ (6rn. diiz kaslarin kasilmasi)
. dokunun haraplanmasi (6rn. iskemi)
. hiicre 6limii

Bu olaylarin tiimi, ilgili dokudaki hiicrelerden sinyal ligandlarinin (sitokin) serbest
birakilmasina yol agar. Bu biiylime faktorleri (ligantlar-sitokin), hiicre boliinmesini tetiklemek
icin hiicre zarindaki reseptorlere baglanirlar. Baglanma ile sinyal ileti yollarindan birini aktive
ederler. Hiicrelerin boliiniip boliinmeyecegine karar veren, hiicrenin yasam dongiisiindeki
kontrol noktalarimi etkileyen, hiicre igindeki proteinler siklinler ve kinazlardir. Bu siklin
proteinleri ve katalitik siklin bagimli kinaz enzimleri bir arada heterodimer formunda aktivite
gosterirler Bu nedenle siklinlerin baskilanmasi hiicre yasam dongiisiiniin duraksamasina

neden olur (46).

Hiicre yasam dongilisiinde kontrol noktalar1 hiicrenin bir fazdan digerine gegisi i¢in
cesitli faktorlerin uygunlugunun kontrol edildigi siireglerdir (Sekil 10). Hiicrenin igerisinde
bulundugu fazin tamamlanip tamamlanmadigi ve bir sonraki faza gecis i¢in kosullarin uygun
olup olmadigi bu kontrol noktalarinda kontrol edilir. G1-S kontrol noktasinda hiicrenin
replikasyon i¢in hazir olup olmadigi hiicre biiyiikligiinin ve ortamdaki besin ve bilylime
faktoriiniin yeterli olup olmadigi sorgulanir. G2-M kontrol noktasinda replikasyonda herhangi
bir hata varlig1 ve hiicrenin mitoza uygunlugu sorgulanir. M-G1 kontrol noktasinda ise mitoz

sonucu olusan biitiin ikili kromozomlarin eslesmelerinin dogrulugu kontrol edilir (47).

G, CHECKPOINT CHECKPOINT IN MITOSIS

Is all DNA replicated? Are all chromosomes properly
attached to the mitotic spindle?

IsallDNA d ired?
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[/ |/
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Is environment favorable?
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Figure 18-3 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)

Sekil 10: Hiicre dongiisiinde kontrol noktalar:
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Hiicre dongiisiiniin kontrol noktalar1 hiicre dongiisiine 6zgili bir takim proteinler olan
siklinler, siklin-bagimli serin/treonin protein kinazlar (CDK) ve siklin-bagimli kinaz
inhibitorleri (CDI) tarafindan kontrol edilir. Siklinler, CDK ve CDI’lerinin diizeyleri hiicre

siklusunun c¢esitli asamalarinda farklilik gosterir.

CDK’lar kendi Dbaslarina  bulunduklarinda  inaktiftirler.  Ancak, siklin’e
baglandiklarinda aktiflesirler ve boylece aktif siklin-CDK kompleksleri meydana gelir.
Siklinler (A, B1, D ve E) siklusun cesitli fazlarinda periyodik olarak bir tarafdan sentez
edilirlerken diger taraftan da yikilirlar. Bu yiizden de siklinler olarak isimlendirilmiglerdir.
Siklinlerin periyodik yapim ve yikimlari, dolayisiyla iliskide bulunduklart CDK (CDK2,
CDK4, CDKS5, CDK6, CDK7 ve CDK25)’larin aktivitelerinin diizenlenmesini saglar.
CDK’larin aktiviteleri sadece siklinlerle diizenlenmez ayrica 0zglin
fosforilasyon/defosforilasyona yol acan baska yollarla da diizenlenir. CDI’leri (p15, p18, p19,
p21 ve p27) ise ya siklinler, ya CDK’larin kendisi yada siklin-CDK komplekslerine

baglanarak CDK’larin aktivitelerini inhibe ederler.

D tip (D1, 2, 3) siklinler baslama siklinleri olarak adlandirilirlar ve biiyiime faktorleri
veya mitojenlere yanit olarak eksprese edilirler. Mitojenler ortamdan uzaklastirildiginda ise
hizla yikilirlar. D tip siklinler CDK4 ve CDK6’y1 regule ederler. Siklin E, G1/S fazlarinin
smirinda gecici olarak sentez edilir ve hiicre S fazina girdigi anda hizla yikilir (Sekil 11).

Siklin E, CDK2’yi regule eder (48).
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Sekil 11. Hiicre yasam dongiisii ve siklinler
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Siklin A ve B1 mitotik siklinlerdir. Siklin A, S faz1 boyunca sentez edilir ve anafaz
sirasinda da yikilir. Siklin A, CDK2 ile kompleks yapar ve bu kompleksin DNA
replikasyonunda direkt roliiniin oldugu diisiiniilmektedir. Siklin Bl ise S fazinin geg
doneminde sentez edilir ve G2 fazindan M fazina gegerken sentezi maksimal diizeye erisir,
ardindan anafazda yikilir. Siklin B, CDK1 ile etkilesime girer ve bu kompleks MPF (“M-
phase/maturation promoting factor”) olarak da bilinir. Siklin B’nin anafazda yikilmasiyla

birlikte hiicre mitozisden ¢ikar ve G1°e tekrar geri doner.

Goriildiigi gibi bu proteinler, biyokimyasal olarak ifade etmek gerekirse, birbirleriyle
protein:protein  kompleksleri olusturarak birbirlerinin  aktivitelerini diizenlerler. Bu
aktivitelerin diizenlenmesi, molekiiler diizeyde ifade etmek gerekirse, fosforillenme yoluyla
gergeklesir. CDK’lar siklinlerle kompleksi sonucu aktive olurlarken, CDI’lerle kompleks
yapmalar1 halinde ise inhibe olurlar. CDK’larin aktif formlari, substratlar1 fosforilleyerek
onlar aktif hale getirir (Sekil 12). Boylece substrat aktivasyon durumuna gore hiicre siklusu

ya durur ya da bir sonraki asamaya geger.

g ) Siklin-bagimh kinaz
[ Sikln inhibitorit (CDI)
‘ aktivasyon | ‘ mnhibisyon ‘
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Siklin-bagiml
kinaz (CDK)
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Sekil 12: Siklin bagimh protein kinaz (CDK) sistemi

Ozetlemek gerekirse, hiicre siklusunun cesitli fazlarinda bu ii¢ grubun (siklinler,
CDK lar ve CDI’leri) gesitli iiyelerinin aktivasyonlari gergeklesir. Ornegin, siklin E en yiiksek
seviyeye G1 fazinin ge¢ doneminde; Siklin A ve B ise G2 ve M’de ¢ikar. Siklin D ise G1
fazinin erken doneminde artmaya baglar ve fazin sonuna dogru gittik¢e artar. Herbir siklin

ozellikle spesifik CDK’1na baglanir. Degisik fazlarda spesifik siklinlerin ve CDK’larin varlig
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veya yoklugu herhangi bir fazda hangi kinazin aktiflesecegini belirler. CDK’lar mitojenik

bliylime faktorleri tarafindan aktiflestirilirler.

Hiicre siklusuna giren bir hiicre DNA sentezi yapar, bdylece DNA’si1 replike eder
(ikiye katlar) ve ardindan da DNA mitozisle iki yavru hiicreye esit olarak dagilir. Genel
olarak, G1 fazi1 DNA sentezine (S fazina) ve G2 faz1 ise mitozise (M fazina) hazirlik
fazlaridir. Bu fazlarda RNA ve protein sentezleri yapilir ve ayrica hiicre kendisini boliinme

icin yeniden organize eder (48).

2.2.3 Hiicre yasam dongisiiniin kanserle iliskisi

Hiicre yagam dongiisii ve kanser gelisimi yakindan iliskili konulardir. Kanser oncelikle

organlarda, dokularda degil hiicresel asamada baslar.

p53 proteini CDI (p15,p16, p18, pl9, p21, p27,p53) ailesindendir ve gorevi DNA
hasarini algilayarak p21 proteinini aktiflestirip ve bu sayede hiicre dongiisiiniin ilerlemesine
engel olmaktir. Ancak, p53 proteini kati timorlerin %50’sinden fazlasinda mutasyona
ugramis halde bulunur. p53, p21 ya da pl6 gibi tiimor baskilayici proteinler hiicre yasam
dongiisiinii duraksatma aktivitesi gosterirken siklinler ve CDKlar hiicreyi boliinmeye
yonlendirdiklerinden onkogen olarak adlandirilir (Sekil 13). Cesitli kanser tiirlerinde bu timér
baskilayici proteinlerin (p15,p16,p18,p19, p21, p27,p53) eksikligi, siklin ve CDKlarimn ise
asir1 ekspresyonuna neden olur. Bu durum hiicrelerin kontrolden ¢ikmasina, asir1 boliinmesine

ve birgok kanser tipine yol agmaktadir (47).
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Sekil 13: p53'iin hiicre yasam dongiisiine etkisi
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RAS geni p53’e benzer etki gosterir. Tim insan tiimorlerinin %20-30unda RAS
aktiflesmesi goriilmektedir. RAS, proto-onkogen ailesinin bir iyesidir. Proto-onkogenler,
hiicrenin ¢ogalma yollarim1 kontrol eden genlerdir. Proto-onkogenlerdeki mutasyonlar,
hiicrelerin kontrolden ¢ikmasina, asir1 boéliinmesine ve kanser olusumuna yol agar. Mutasyona

ugramis proto-onkogenler, onkogenler olarak adlandirilir.

Genel olarak kanser olusum mekanizmasinda ardisik mutasyonlar sonucu hiicre
dongiisiiniin kontrolden ¢ikmasi gozlenmektedir (Sekil 14). Bu mutasyonlar genellikle DNA
tamir enzimlerinde inaktiflesme, proto-onkogenlerde aktiflesme-onkogene doniisiim ve timor

baskilayici genlerde inaktiflesme goriilmektedir.

Mutasgon timor baslulaglc:
geni inaktive eder.

Hizcre Cogalyr

Mutasgon DNA tamir enzimlerini
inaktive eder
Proto-onkogenin mutasyonu

oul(ogen olusumuna neclen 01“1

Mutasyon diger ban tiimor
])as]nlagxc: 8enleri de
inaktive eder

Sekil 14. Kanser olusumu

2.3 Apoptozun Molekiiler Mekanizmasi

Hem prokaryot hem de Okaryot organizmalarda yasam, belli bash kisimlardan
olugmaktadir. Bunlar; dogum, biiylime, iireme, yaslanma ve oliimdiir. Yasamin bu sekilde
stirdiiriilebilmesi i¢in canliyr olusturan hiicrelerin sayisal dengesi ¢ok 6nemlidir. Canlida yeni

hiicreler olusurken, varolan hiicrelerin bir kism1 da hiicre 6liimii ile ortadan kaldirilmakta,
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boylelikle sabit denge korunmaktadir. Varolan bu hiicreler fizyolojik, programlanmis hiicre
olimii olan apoptoz ve patolojik hiicre 6limii nekroz gibi ¢esitli hiicre 6liim tipleriyle yok
olmaktadir (49,50).

2.3.1 Apoptoz nedir?

Apoptoz genel olarak hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle diizenlenen,
programli, RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan, organizmada homeostazi

koruyan bir olaydir.

Apoptoz ile ilgili c¢aligmalarda genelde Caenorhabditis elegans nematodu
kullanilmigtir. Cok basit yapida, bir ¢ok hiicreli olan bu nematod ile ¢alisan, Sydney Brenner,
Robert Horvitz ve John E. Sulston adli bilim adamlar1 “programlanmis hiicre 6liimii ve organ
gelisiminin  genetik olarak diizenlenmesi” konusuyla 2002 yilinda Nobel odiilii
kazanmislardir. Bu nematodlarda 3 gen; ced-3, ced-4 ve ced-9 apoptozu kontrol etmektedir.
Mutasyon ile inaktif olmus ced-3 ve ced-4 genlerini tasiyan nematodlarda apoptozun meydana
gelmedigi ve normalde O6lmesi gereken hiicreler yasamaya devam ettigi goriilmiistiir. Bu
nedenle ced-3 ve ced-4’{in 6lim genleri olup apoptozu indiikledikleri, ced-9’un ise Gliime
karst koruyan gen olup apoptozu inhibe ettigi belirlenmistir. Bugiin bu genlerin insan
genomundaki kargiliklart ced-3 i¢in kaspazlar, ced-4 i¢in Apaf-1 ve ced-9 i¢in Bcl-2 oldugu
tanmimlanmustir (51,52).

2.3.2 Apoptozun asamalari

Apoptoz hiicrenin kendini yok etmek icin bir takim metabolik ve fizyolojik islemleri
devreye soktugu bir olaydir. Apoptoz uyarisi alan hiicre bulundugu ortamdan uzaklasir,
komsu hiicrelerle baglantisini koparir ve biiziisiir, kromatini yogunlasir, piknotik bir gdriiniim
alir. DNA’s1 nukleozomlarindan kesilir jel elektroforezinde tipik merdiven bant goriinimii
alir. Ancak hiicre organelleri yapisal biitiinliiklerini korur. Hiicre zar1 yapisinda bulunan
fosfotidil serin hiicre zarinin i¢ yiiziinden dis yliziine transloke olur. Cekirdek kiiciiliir,
parcalara ayrilir. Hiicre zarla sarili tomurcuklar halinde kopar, apoptotik cisimciklere ayrilir.
Apoptotik cisimcikler makrofajlar tarafindan tanmir ve fagosite edilir, ancak enflamasyon

goriilmez (53).
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Sekil 15. Apoptozun genel gosterimi

2.3.3 Apoptozun diizenlenmesi

Genel olarak apoptozun diizenlenmesinde kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi
molekiiller, p53, kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler ve mitokondriyonlar rol oynar.
Apoptotik siire¢c boyunca hiicre icine siirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlari;
endoniikleaz, proteaz ve transglutaminaz aktivasyonunda, gen regulasyonunda ve hiicre

iskeleti organizasyonunda rol alir (53).
2.3.3.1 Bcl-2 ailesi

Bir hiicrenin apoptoza egilimli olup olmamasi1 Bcl-2 ailesi genlerinin heterodimer ya

da homodimer formuna baglidir. Bel-2 ailesi birbirine zit gruptan olusur;

e Proapoptotik tliyeler
e Antiapoptotik iiyeler

Hiicrede proapoptotik proteinler fazla ise hiicre apoptoza egilimlidir. Antiapoptotik
proteinler fazla ise hiicre apoptoza daha az egilimlidir. Proapoptotik iiyeler Bad, Bax, Bid,
BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa’dir. Bu proteinler sitozolde yer alirlar. Sitokrom-c ve AlF

(Apoptoz indiikleyici faktdr) salinimini artirarak apoptozu indiiklerler.
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Antiapoptotik tiyeler ise Bel-2, Bel-xL ve Mcl-1dir. Bu proteinler de mitokondriyon
dis membraninda, endoplazmik retikiilimde ve ¢ekirdek zarinda yer alirlar. Por olusumunu
saglayip iyon transportunu diizenlerler. Ozellikle hiicredeki Ca++ oranmi kontrol ederler.

Ayrica kaspazlarin oncii formlariyla AIF ve sitokrom-c salimimini bloke ederek apoptozu

inhibe ederler (53).
2.3.3.2 P53

Hiicrede DNA hasar1 olustugunda hiicre siklusunu G1 fazinda durdurup hiicreye DNA
tamiri i¢in zaman veren bir transkripsiyon faktoriidiir. Hasar tamir edilemeyecek durumda ise

Bax, Apaf-1 ve Fas yapimini artirip Bcl-2 ve Bcl-xL’yi baskilar ve apoptozu indiikler (53).

2.3.3.3 FAS (APO-1 veya CD95)

24 iiyeli TNF reseptor ailesinin en iyi tanimlanmig tyesidir. Bagisiklik sisteminde
hiicre Oliimiinii kontrol eden Fas hiicre reseptorii sitotoksik T hiicreleri ve naturel killer
hiicreleri lizerinde bulunur. 43 kDa molekiil agirligindaki Fas proteini hiicre yiizeyinde kendi
reseptriine baglanir ve reseptor trimerizasyonunu saglar. Aktive olmus reseptorler FADD
reseptor molekiilii ile birlesir. Bu sekilde; Fas reseptoriiniin karboksil ucuna (C) yakin 80
aminoasitlik bolgenin uyarilmasiyla prokaspazlar aktive olur ve apoptoz baslar. Fas ve TNF

alfa disinda TRAIL ve TRAIL reseptérleri de benzer yolla apoptozu uyarabilir (54)

2.3.3.4 Kaspazlar

Kaspazlar, sistein proteazlardir ve aspartik asitten sonraki peptid bagmi kirarlar.
Hiicrede inaktiftirler, ancak proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler. 100 farkli hedef

proteini keserek apoptoza neden olurlar.

Apoptoz stiresince kaspazlar onemli yer tutmaktadir. Kaspazlar, bir¢ok hiicrede inaktif
proenzim formunda yaygin bir sekilde bulunur ve bir kez aktive olduklarinda bir proteaz
kaskatinin baglamasina izin veren diger prokaspazlari aktive edebilirler. Bir kaspazin diger
kaspaz1 aktive edebildigi bu proteolitik kaskat, apoptotik sinyal yolunu arttirir ve bdylece hizli
hiicre 6liimiine neden olur. Farkli kaspazlar komsu aminoasitin taninmasinda farkl spesifiteye
sahip olmasina ragmen, bunlar proteolitik aktiviteye sahiptirler ve proteinleri aspartik asit
birimlerine pargalayabilirler. Kaspazlar aktive olduklarinda hiicre Oliimiine karsit geri

doniigiimsiiz bir zorunluluk ortaya ¢ikar (55). Kaspazlar 3 tiptirler:

I- Baslatic1 kaspazlar; (Kaspaz 2,8,9,10),
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I1- Efektor kaspazlar (Kaspaz 3,6,7),
I11- Inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14).

Baglatic1  kaspazlar, apopitotik uyariyla baslayan o6liim sinyallerini etkileyici
kaspazlara iletirler. Efektdr kaspazlar ise ilgili proteinleri pargalayarak apoptotik hiicre
morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. Oliimii gerceklestiren efektdr kaspazlardir.

Efektor kaspazlar, baslatici kaspazlarin akisini aktive ederler (56).

Kaspaslar DNA tamiri ve replikasyonu i¢in gerekli enzimleri inaktive ederler. Hiicre

iskeleti proteinlerini keserek hiicre zarinin tomurcuklanmasina neden olurlar.

2.3.4 Apoptoz mekanizmasi

Apoptoz ii¢ yolla gerceklesir;

I- Instrinsik yol (Mitokondriyal yol)

I1- Ekstrinsik yol (Oliim reseptérleri yolu)
I11- Endoplazmik retikulum aracilikli yol

Apoptozu tetikleyen hiicre i¢i sinyaller; DNA hasari, hiicre i¢i Ca*" diizeyi artis1, pH
azalisi, metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklar1 ve hipoksidir. Hiicre dis1 sinyaller ise
biliyiime ve lireme faktdrlerinin yetersizligi, 6liim reseptorlerinin aktivasyonu (FAS — FAS
ligand aracili1 ile apoptoz, TNF aracilig1 ile apoptoz), sitotoksik T lenfosit ve dig etkenler
(Iskemi, toksinler,UV, kemoterapétik ilaglar, radyasyon)’dir. Apoptozun ii¢ sinyal yolunda
kaspazlar gorev almaktadir. Hiicre i¢i sinyaller instrinsik apoptoz yolunu devreye sokarken,

hiicre dis1 sinyaller ekstrinsik yol ile apoptozu indiikler (57-59).
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Sekil 16:Apoptozun ekstrinsik ve intirinsik yollar

2.3.4.1 Intirinsik yol (mitokondriyal yol)

Hiicre i¢i sinyallerle apoptotik uyar1 alinmasindan sonra proapoptotik proteinlerden
Bid; bir antiapoptotik protein olan Bcl-2°yi inaktive eder, Bax ve Bak’i aktiflestirir.
Aktiflesen Bax ve Bak mitokondriyon membraninda por olusumunu indiikleyip zar
potansiyelini degistirir. Boylelikle mitokondriyon membranindaki porlardan sitokrom-c, Smac
(Second mitochondria-derived Activator of Caspase), Endo-G (Endonukleaz-G), Ca++ ve
AIF (Apoptoz indiikleyici faktor) salinimini uyarir. Sitokrom-C, oksidatif fosforilasyon i¢in
elektron tasir. SMAC, IAF (Inhibitdr apoptotik faktdr)’ii inhibe eder ve apoptozu hizlandirir.
IAF’nin ortamda bulunmasi ise kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonunu engeller. AIF, ¢ekirdege
transloke olur ve pargalara ayirir. ENDO-G de DNA’y1 pargalar. Mitokondriyal porlardan
salinan sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden faktdr) ve ATP’nin katilmasiyla
sitozolde Apoptozom denen bir kompleks olusturur. Apoptozom kaspaz- 9’u keserek
aktiflestirir. Kaspaz-9 da prokaspaz-3’ii aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif kaspaz-3 de ICAD
(Inaktif kaspaz aktive edici DNaz)‘1 inaktiflestirerek CAD (Kaspaz aktive edici DNaz)’1
serbestlestirir. CAD ise g¢ekirdekte kromatin yogunlagsmasina ve DNA’nin nukleozomal alt

birimler halinde fragmante olmasina neden olur (59,60).
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2.3.4.2 Ekstrinsik yol (d6lim reseptorleri yolu)

Hiicre yiizeyindeki oliim reseptorlerine (Fas, TNFR, DRS) 6liim sinyallerinin (FasL,
TNF-alfa, TRAIL) baglanmasiyla reseptorler trimerik yap1 kazanir. Bu sekilde trimerik yapi
kazanan reseptor; adaptor molekiilleri ve prokaspazla birleserek DISC (Death inducing
singnaling complex) adi1 verilen yapiyr olusturur. Bu birlesmeden sonra inaktif durumdaki
prokaspaz-8’in uzun ve kisa kollar1 kesilerek aktif kaspaz-8’in olusmasi saglanir. Aktif
kaspaz-8 dogrudan ve dolayli olmak iizere 2 yolla kaspaz-3’ii aktive eder. Ya direkt kapsaz-8
kaspaz-3’ii aktive eder ya da Bid’i keserek dolayli olarak instrinsik mekanizmada kaspaz-9’u
aktive ettikten sonra kaspaz-3’ii aktive eder. Her 2 yolla da aktive olan kaspaz-3 yine CAD

aktivasyonu ile DNA fragmantasyonuna neden olur (53,54).

Ekstrinsik yollardan biriside sfingolipid yoludur. Sfingomyelin, hiicre zari yap1
taglarindan biridir. Radyasyon, kemoterapi, 6liim reseptorleri ile aktive olan sfingomyelinaz,
sfingomyelini seramid’e donistiiriir. Seramid ise seramidaz ile sfingozine doniisiir. Sfingozin

de Bid yapimini artirarak apoptozu tetikler.

Ayrica patojenle enfekte hiicreler ve tiimdr hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda etkili
bir diger yol ise Granzim-Perforin sistemidir. Perforinler ve Granzim B birer serin proteaz’dur.
Sitotoksik T lenfositler ve Natural Killer hiicrelerinin sitoplazmik salgi graniilleri i¢inde
bulunurlar. Sitotoksik T lenfositler hedef hiicreye baglandiginda perforinler salinir. Perforinler
hedef hiicre iizerinde dairesel bir por olustururlar. Bu perforin poru hiicre i¢ine Ca™" girisini
artirtr.  Vezikiilden Granzim B’nin serbest kalmasimi saglar. Granzim B de kaspaz

aktivasyonunun ardindan DNA fragmantasyonu sonucu apoptoza neden olur (53).

2.3.4.3 Endoplazmik retikulum aracilikl: yol

Endoplazmik retikulum, protein biyosentezinde ve katlanmasinda, hiicre i¢i kalsiyum
dengesinin diizenlenmesinde énemli rol oynar. Hiicre i¢i kalsiyum homeostazisinin bozulmasi
ve intraluminal oksitadif ¢evresinin degismesi da dahil olmak tizere gesitli sartlar, ER’un
stresini artirabilir ve apoptosise yol agabilir (61). Dis uyaranlar, hiicre i¢inde Ca+2 artigina
neden olabilir bununla birlikte cAMP gibi hiicre i¢i ikincil habercileri aktive edilir. Bu da
kaspaz kaskadma sebep olur ve apoptosisi baslatir (56). ER’un stresinin apoptozisin
gelisimine etkisinin ne oldugunun tam olarak anlasilamamasina ragmen, son c¢alismalar, ER

proteazlarinin, kaspaz—7 ve -12 nin apoptosise katildigini1 6ne stirmektedir (61).
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2.3.5 Kanser tedavisinde apoptozun énemi

Malign hastaliklarin ¢ogunda hiicrelerde asir1 proliferasyonla birlikte Apoptozis
diizenlenmesinde bozukluk goriilmektedir. Bu nedenle giiniimiizde farkli kanserlerin
tedavisinde, kanser hiicrelerini 6liime gotiirmek i¢in radyoterapi ve kemoterapiden siklikla

yararlanilmaktadir (62).

Apoptozoun hiicre dongiisiiyle olan iliskisi de goz Oniine alindiginda apoptoz, hiicre
siklusu ve kemoterapi iicliisiinlin aralarindaki etkilesimi kanser hastalarinin gerek prognozunu
gerekse tedaviye yanitini belirleyeceginden dolayr biiyilk 6neme sahiptir. Bu nedenle apoptoz
veya hiicre dongisiinii etkileyen kanser ilaglarmin etkinligini arttirmak, olasi direng
mekanizmalarinin  Oniine gegebilmek, apoptotik yolaklarimin tanimlanmasini saglamak ve
molekiiler diizeydeki 6zelliklerinin prognozla ve tedaviye yanitla iligkisinin arastirmak, giincel

aragtirma konularindandir (48).

15 yildir devam eden calismalar, kanser tedavisinde kullanilan tiim ilaglarin apoptozu
tetikleyebildigini gostermektedir. Apoptotik yolaklarin aktiflestirilmesi kanser terapisinin temel
ilkelerinden biridir. Cogu kanser ilac1 neden olduklart DNA hasari lizerinden etki gdstermektedir
ve kanser hiicrelerinin DNA tamir mekanizmalarindaki yetersizlikten yararlanarak hiicreleri
apoptotik siirece siiriiklemektedir (47,63). Doxorubicin, etoposide, teniposide, methotrexate,
cisplatin ve bleomycin gibi pek kemoteropik ilacin NF-kB ve AP-1 yolaklari tizerinden FasL
sentezini tetikledigi bilinmektedir (64). Ayrica ¢cogu kemoteropik ilacin etkinligi, p53 tiimor
baskilayici proteininin fonksiyonel olmasina baglidir. DNA hasarina neden olan ajanlar p53
yolag1 iizerinden Fas reseptor ekspresyonunun artisina neden olmaktadir (65). Her ne kadar bu
bulgular ekstrensik yolag: isaret etse de, cesitli gozlemler FasL ve Fas etkilesiminin ilag ile

tetiklenen apoptozda hiicrelerin 6ldiiriilebilmesi igin sart olmadigini ortaya koymaktadir (66).

Apoptotik programin merkezi bileseni kaspazlardir (56). Apoptosisi aktive eden
sinyaller tarafindan tetiklenip, apoptosisin her ii¢ yolunda da (mitokondriyal, &liim
reseptorleri, endoplazmik retikulum aracilikli) aktif olarak gorev alirlar (67). Mitokondriyal
yol, baslatici kaspaz-9’un aktivasyonunu igerir. Kaspaz-9, baglayict protein olan Apaf-1’in
oligomerize olmasi, kaspaz-9 monomerlerinin bir araya getirilmesini saglar. Boylece
aktiflesen kaspaz-9 da etkileyici kaspazlar, kaspaz -3,-6,-7’yi aktive eder. Oliim reseptdrleri
yolunda ise, TNF’nin indiikledigi hiicre oliimii, baslatici kaspazlar, kaspaz -8 ve -10 un
aktivasyonunu igerir. Daha sonra bu kaspazlar, etkileyici kaspazlari, kaspaz -3, -6 ve -7 aktive

ederler (68).
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2.3.6 Apoptoz’un belirlenmesinde kullanilan yontemler

A. Morfolojik goriintiileme yontemleri
1. Isik Mikroskobu
e Hematoksilen Boyama
e Giemsa Boyama
2. Floresan Mikroskobu
e Propidium Iyodiir (PI)
e Hoechst Dye
3. Elektron Mikroskobu
4. Faz Kontrast Mikroskobu
B. Immunohistokimyasal yontemler
1. Anneksin V Yontemi
2. TUNEL Yontemi
3. M30 Yontemi
4. Kaspaz-3 Yontemi
C. Immunolojik yontemler
1. Agaroz Jel Elektroforezi
e DNA fragmentasyonu
2. Western Blotting
e Substrat kirilmalari
e Aktif kaspaz’in belirlenmesi
e Sitokrom c saliverilmesi
3. Flow Sitometri
D. Molekiiler biyoloji yontemleri
1. ELISA
e DNA Fragmentasyonu
e M30 Diizeyi
2. Fluorimetrik Yontem
e Kaspaz Aktivasyonu
E. Molekiiler biyoloji yontemleri
1. DNA Microarrays
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu yiiksek lisans tezi Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeler Birimi tarafindan desteklenmistir. (BAP-2015/1-56M). Bu tez c¢alismasi
Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi Universite Sanayi Kamu Isbirligi Gelistirme,
Uygulama ve Arastirma Merkezi (USKIM) Saglik Bilimleri Laboratuvar1 ve Tip Fakiiltesi

Farmakoloji Anabilim Dal1 Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.1 Kimyasallar

Sentez Saflagtirma Biyokimya Hiicre Kultiirti
(+)-cis- Silika(0,063-0,200 mm) | CAPS(3(sikloheksilamino)-1- | PANC-1
Bicyclo[3.2.0]hept-2-en-6- | Eter propan siilfonik asit) Gemcitabin
one Hegzan EDTA Tripsin-EDTA
4-Nitrobenzaldehyde Etanol Ksantin Amfoterisin B
4-Fluorobenzaldehyde Kloroform INT soliisyonu
2-Amino benzotiyazol Ksantin oksidaz FBS
p-TsOH Na,CO; DMEM L-glutamin
NaOH CuSO, DMEM Fenol Red'siz
sodyum siilfat Na-K PBS
NaOH L-glutamin
Folin Cioacalteu DMSO
Tris-HCI Cell Death Detection
Glutatyon ELISA kit
Glutatyon rediiktaz Cell Proliferation
NADPH Kit(XTT)

t-butil hidroperoksit
Sodyum Dodesil Siilfat
Tiyobarbitiirik asit
n-Butanol/Piridin

Asetik Asit

Nitrik oksit ELISA Kiti
Hidrojen Peroksit ELISA kiti
Total Antioksidan
Kapasite(TAS) ELISA kiti
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3.2 Cihazlar

1H-NMR Bruker 400 MHz Spektrometre

e 13C-NMR Bruker 100 MHz Spektrometre

e IR Jasco 430 FT/IR Spektrometre

e UV Spektrofotometresi (SHIMADZU TCC-240A)

e Su Banyosu (Memmert)

e pH Metre (Hanna Instruments HI 255 combine meter)
e Otomatik Hiicre Sayim Cihazi (NanoEntek EVE)

e ELISA (Thermo Scientific Multiskan FC microplate reader)
e Inkubator CO, Water-jacketed (Niive)

e Laminer Flow (Niive)

e Derin Dondurucu -80 °C

e Santrifiij (Hettich EBA21)

e Mikroskop

e Doner Buharlastirici

e Manyetik Karistirict

3.3  (E/Z2)-7-Arilidenbisiklo[3.2.0]hepta-6-on Sentezi

Keton tiirevleri, bazik ortamda ilgili aldehit tiirevleri ile muamele edilerek aldol
kondenzasyonuyla o,-doymamis karbonil bilesikleri elde edilmektedir. Olusan bu bilesiklere
kalkon da denmektedir. Daha 6nce bu kalkon bilesiklerinden bir kismi Gaziosmanpasa

Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Organik Kimya Laboratuvarinda sentezlenmistir (69).

O O

NAOH

\ + ArCOH ——>» \
EtOH

a b

A\

Ar
Ar = 4-FPh, 4-NO,Ph

Sekil 17
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Bu ¢alismada 5’li doymamis keton bilesigi olan bisiklo[3.2.0]hepta-6-on (Sekil 17.a)
ile (E/Z)-7-arilidenbisiklo[3.2.0]hepta-6-on (Sekil 17.b) tiirevleri sentezlendi. Ekivalent
miktarda keton ve aldehit etanolde ¢oziilerek katalitik miktarda NaOH varliginda 4,5 saat oda
sicakliginda karistirildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra kloroform ilave edilerek
ckstraksiyon yapildi. Organik faz Na,SO, tizerinden kurutularak ¢oziicii evaporatorde
uzaklastirildi.  Sentezlenen bilesiklerin yapilart Fourier doniisiim infrared (FT-IR), 1H-NMR,
13C-NMR ve elementel analizle aydinlatildi. Bu reaksiyonun sentez mekanizmasi Sekil
18’deki gibidir.

0 Ce ‘o
H Ot OH ———>» \ , — \ |

H H H

0}
o o]
+ " N\ H
R O

\\ » @F

Sekil 18: a,f-Doymams karbonil bilesigi sentez mekanizmasi

Bu basamakta 4- floro benzaldehit ve 4- nitro benzaldehit olmak {izere iki farkli
aldehit tiirevi kullanildi. Bu nedenle nitrolu ve florlu kalkon tiirevleri elde edildi. Olusan

tirtinler ve verimler Tablo 6’da goriilmektedir.

39



Tablo 6. Sentezlenen a,B-doymams karbonil bilesikleri

Ar Uriin Verim

4-NO,Ph Q %87

4-FPh %82

3.4 Benzotiyazol Tiirevlerinin Sentezi

a,B-Doymamis karbonil bilesiklerinin sentezlenmesinin ardindan ikinci basamak olan

benzotiyazol tiirevlerinin sentezine gecildi (Sekil 19).

o SH N
Z p-TsOH
\ + —_— > s
X EtOH, reflux
NH,

Ar =

Ar

Sekil 19

Es molar miktarlarda alinan a,f-Doymamis karbonil bilesigi (Sekil 19.a), 2-
aminotiyofenol (Sekil 19.b) ve katalitik miktarda alinan para-toluensiilfonik asit, etanol
icerisinde ¢oziildiikten sonra 10 saat refliiks edildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra karigim
2x20 mL kloroform ile ekstrakte edilip Na,SO, ile kurutuldu ve ¢oOziicii evaparatorde

uzaklastirildi. Bu reaksiyonun sentez mekanizmasi Sekil 20’ deki gibidir.
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Sekil 20: Benzotiyazol tiirevlerinin sentezi

_\Ar

Elde edilen ham iiriinler, 19:1 hekzan/etil asetat ile silika jel kolon’dan yiritiilerek

benzotiyazol tiirevleri (Tablo 7) saflastirildi.
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Tablo 7. Sentezlenen benzotiyazol tiirevleri

Ar Uriin Verim
i)
4-NO,Ph O,
h %82
NO,
)
4-FPh <j,
h %80
_

35 PANC-1 Adenokarsinom Hiicre Hatti

Bu calismada epitel kokenli pankreas kanser hiicre hattt olan PANC-1adenokarsinoma hiicre
hattt kullanildi. Hiicre hatti ATCC (American Type Culture Collection)’den temin edildi.

Asagida temin edilecek olan hiicre hattina dair genel 6zellikler bulunmaktadir.

Kaynagi: 56 yasindaki yetigkin erkekten elde edilen pankreas karsinoma primer kiiltiiri.
Ozellikleri: Hiicrelerin kromozom c¢alismalart hipertriploid insan hiicre hatt1 oldugunu
gostermistir. Hiicreler nemli atmosferde %5 CO; basinci altinda 37°C de inkiibe edilir. Kiiltiir
ortaminda tek tabakali, adheran, epitel benzeri ¢oklu hiicre dbekleri seklinde cogalirlar ve 52
saatte dublike olurlar. Hiicrelerde biiyiime ortami olarak 4 mM L-glutamin, 4500 mg/L
glukoz, 1 mM sodium piruvat ve 1500 mg/L sodyum bikarbonat Dulbecco’'s Modified Eagle's

Medium (DMEM) kullanildi.

42




3.5.1 Hiicrelerin dondurulmasi, cozdiiriilmesi ve pasajlanmasi

Hiicre kiiltiirii; viriislerin incelenmesi, as1 gelistirilmesi, organ (doku) yenilenme, gen
tedavilerinin gelistirilmesi, kanserlere karsi ilag gelistirme ve akla gelebilecek her tiirlii canli
ve ona ait biyokimyasal molekiillerin incelenmesi i¢in kullanilmaktadir. Bu amagla canlt
hiicrelerin ait olduklar1 organizma disinda laboratuar ortaminda (in vitro) kiiltiire edilmesi
gerekmektedir. Hiicrelerin kiiltiire edilmesi, genel olarak hiicrelerin dondurulmasi,

cOzdiiriilmesi ve pasajlanmasi islemlerini kapsamaktadir.

3.5.1.1 Hicrelerin ¢oziillmesi

Daha onceden primer doku kiiltiirii yapilan hiicreler soguk zincirle donmus halde
gelmektedir. Donmus olarak saklanmis hiicrelerden arastirma ya da iiretim amaciyla yeni
kiiltiirler hazirlanabilmektedir. Bu islem esnasinda ekstraselliiler ortam intraselliiler ortamdan
once ¢oziilmekte ve ani olarak serbest sivi salinmakta ve sonugta hipotonik hiicreler siserek
patlamaktadir. Bu olumsuzluklarin 6niine gecebilmek icin ¢ézdiirme islemi olabildigince hizli

yapilmalidir.

Ayrica soguk zincirle gelen hiicreler veya - 80 °C den ¢ikarilan hiicreler DMSO ile
dondurulmus olarak bulunur. Hiicrelerin ¢oziilmesi asamasindaki temel hedef hiicreleri

DMSO dan uzaklastirip kendi besiyeri ortamina aktarmaktir.

Deneysel asamada hiicrelerin ¢oziilmesi i¢in uygulanan islemin prosediirii asagidaki
gibidir.

e (ozdiiriilecek olan hiicreler -80°C derin dondurucudan ¢ikarilir ¢ikarilmaz 37
°Clik su banyosunda ¢dziilene kadar (yaklasik 1-2 dk) bekletildi.

e Su banyosundan dondurma tiipii alinip ¢evresi temiz kagit havlu ile kuruland:
ve ¢evresine alkol sikildi.

e Bir tiip icine 7-9 ml yiiksek glukoz iceren Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM) konuldu.

e Dondurma tiipili i¢indeki hiicre karisimli sivi gekilip tiipe konuldu ve pipetaj
yapilip 500xg’de 5 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasi tiipilin {istiindeki supernatant kisim pastor pipeti ile ¢ekilerek

atilidi.
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e Tiipiin dibinde kalan pelete 2 ml besiyeri eklenerek hassas bir sekilde pipetaj
yapildi.

e Tiipte olusan hiicre - besiyeri karisimi pipet ile cekilerek filitre kapakli 25cm?
lik kiiltiir kabina alind1 ve tizerine 3 ml kadar besiyeri eklendi (toplamda 5 ml
ekildi).

e Mikroskopta hiicreler kontrol edilip kiiltiir kabt 37°C ve %S5’lik CO;
inkiibatdriine konuldu.

e Hiicreler yaklagik 5 giin icerisinde 25cm? lik flasklari tamamen kapladi. Bu
stire i¢erisinde haftada 2-3 kez medyum degisimi yapildi.

e Daha sonra hiicreler filitre kapakli 75cm? lik flasklara alindi. 25cm? lik kiiltiir
kabt i¢in 5 ml, 75cm? lik kiiltiir kab1 i¢in 15 ml katkili DMEM kullamldi.

3.5.1.2 Hicrelerin pasajlanmasi

Hiicreler sikisik (konfluent) duruma gelince hem besi ortami hiicreler i¢in yetersiz hale
gelir, hem de kiiltlir kabinda yer olmadig1 i¢in kontakt inhibisyon adi verilen mekanizma ile

hiicrelerin ¢ogalmalari durur. Bu nedenle hiicrelerin pasajlanmalar1 gerekmektedir.

Deneysel asamada hiicrelerin pasajlanmasi i¢in uygulanan islemin prosediirii asagidaki
gibidir.

o Etiivdeki kiiltir kab1 mikroskopta incelenerek hiicrelerin canliligi ve pasajlama
zamaninin gelip gelmedigi degerlendirildi.

e Hiicre kabindaki besiyeri bir beher icine dokiildii. Bekletmeden Kiltiir
kabindaki hiicreler 2 ml PBS ile yikandi. PBS de dokiilerek uzaklastirildi.

e Bagka bir pipet ile 1 ml Tripsin kiiltiir kabina eklendi.

e Hiicreler 37°C’de inkiibatorde 10 dakika bekletildi.

e Etlivden alman hiicrelerin tripsin ile muamele sonrasi kalkip kalkmadig
mikroskopta degerlendirildi ve hiicreler kalkmamis ise bir siire daha inkiibe
edildi.

e Inkiibatiirden alinan kiiltiir kabma 20 ml DMEM eklendi ve bu karisim 50
ml’lik steril bir tiipe aktarildi.

e Pastor pipeti ile hassas bir sekilde pipetaj yapildu.
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e 20 ml’lik hiicre-besiyeri karisiminin 10 ml si dokiildii. Yerine 30 ml DMEM
konularak seyreltildi. Tiipte en son 40 ml hiicre-besiyeri karisimi elde edildi.

e Pastor pipeti ile hassas bir sekilde pipetaj yapildi.

e Hiicreler ve besiyerinden olusan karisim her birinde yaklasik 20 ml olacak
sekilde 2 yeni kiiltiir kabina ekildi.

e Kiiltiir kabi {izerine hiicre tipi, islemin tarihi, kaginci pasaj oldugu ve kullanilan
besiyeri not edildi.

e Kiiltlir kabina ekilen hiicreler mikroskopta incelendi.

e Kiiltiir kab1 37°C ve %5’lik CO; inkiibatoriine yerlestirildi.

3.5.1.3 Hiicrelerin dondurulmasi

In vitro kiiltivasyonlarda degerli hiicre hatlarimin korunabilmesi, pasaj sayisinin
ilerlemesine bagli fenotipik ve genotipik degisimlerin Onlenmesi; ayrica bu calismalar
sirasinda giivenli olarak geriye donebilme opsiyonunun saglanabilmesi amaciyla hiicre
hatlarinin kisa veya uzun stireli stoklanmasi gerekmektedir. Hiicrelerin saklanabilmesi i¢in en
uygun yontem -86°C veya -130°C**nin altinda dondurma islemidir. Dondurma islemi sirasinda
hiicrenin organellerinin korunmasi i¢in dimetilsiilfoksit (DMSO) ya da gliserol gibi
kryoprotektan ajanlar kullanilmaktadir. Bu amagcla kullanilan ajanlar suda eriyebilen
maddelerdir; donma siirecinde olusan buz kristali miktarini ve elektrolit konsantrasyonundaki

artis1 kontrol ederek optimal degerlerin lizerine ¢ikmasini engellemektedirler.

Deneysel asamada hiicrelerin dondurulmasi igin uygulanan islemin prosediirii

asagidaki gibidir.

e Etiivdeki kiiltiir kab1 mikroskopta incelenerek hiicrelerin canlilig1 ve pasajlama
zamaninin gelip gelmedigi degerlendirildi.

e Hiicre kabindaki besiyeri bir beher igine dokiildi. Bekletmeden Kiiltiir
kabindaki hiicreler 2 ml PBS ile yikandi. PBS de dokiilerek uzaklastirildi.

e Baska bir pipet ile 1 ml Tripsin kiltiir kabina eklendi.

e Hiicreler 37°C’de inkiibatorde 10 dakika bekletildi.

e Etlivden alman hiicrelerin tripsin ile muamele sonrasi kalkip kalkmadig:

mikroskopta degerlendirildi ve hiicreler kalkmamig ise bir siire daha inkiibe

edildi.
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e Pipet yardimiyla hiicreler ve tripsin bir tiipe alindi, iizerine bir miktar besiyeri
eklenip 3500rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

e Bu sirada donmaya dayanikli tiip i¢ine %95 besiyeri, %5 oraninda DMSO
olacak sekilde toplam1 ml karisim haziralanip buz lizerinde bekletildi.

e Santrifiij sonrasi tiipiin dibinde olusan hiicre pelletinin istiinde olusan
supernatant kisim pastor pipeti ile ¢ekilerek atildi.

e Dondurma tiipiinde hazirlanan soliisyonla hiicre pelleti 1-2 kez pipetaj yapildi.
Hiicrelere zarar verilmeden hepsi ¢ekildi ve dondurma tiipiine aktarildi.

e Dondurma tiipii lizerine hiicre tipi, islemin tarihi, ka¢ kez pasajlandig1 ve
kullanilan besiyeri yazildi.

e Once +4°C’de 3-4 saat bekletildi. Daha sonra -20°C’de 1 gece (8-10 saat)
bekletilip asamali olarak -80°C’e alindi.

3.5.2 Hiicrelerin sayilmasi

Yapilacak tiim denemelerde belirli sayida hiicrenin flasklara ekilmesi icin hiicre
siispansiyonunun mililitresindeki hiicre miktarinin belirlenmesi gerekmektedir. Yontemin
prensibi, membran biitiinliigii bozulmus hiicrelerin Tripan mavisi boyasini hiicre igine
almalar1 ve Oli hiicre olarak degerlendirilmeleri veya membran biitiinliigiinii koruyan

hiicrelerin ise membrandan boya gegisine izin vermemelerine dayanmaktadir (70).

Deneysel asamada hiicrelerin  dondurulmasi ig¢in uygulanan islemin prosediirii

asagidaki gibidir.

e Otomatik Hiicre Sayim Cihazi (NanoEntek EVE) cihaz1 agilarak cihazin 6n
hazirlig1 yapildi.

e Kiiltiir kabin1 kaplayan hiicrelere tripsinizasyon islemi uyguland.

e Tripsinizasyon isleminden sonra hiicreler 5 dakika 3500 rpm’de yapilan
santrifiigasyon ile pellet olarak elde edildi.

e Elde edilen pelletin iizerindeki siipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin
tizerine 1 ml besiyeri konulup pipetaj yapildu.

e Resiispanse edilen hiicrelerden 20 pl alinarak 0.2 ml’lik eppendorf igerisine
aktarildi. Bu hiicrelerin iizerine 1:1 oraninda steril distile su ile diliie edilmis 20

ul Tripan Mavisi (NanoEntek EVE) eklendi.
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e Elde edilen karisim pipetaj islemi ile homojen hale getirildi ve cihazin 6zel
laminin tizerindeki hazneye bu karisimdan 20-40 pl eklendi.

e C(ihazin 6zel lami NanoEntek EVE hiicre sayim cihazinin haznesine
yerlestirildi (Sekil 21).

e Yazilim iizerinden Ol¢iim komutu verilerek mavi boyayr alan hiicreler 6li,

boyay1 dislayan hiicreler canli olarak degerlendirme prensibiyle sayim

gerceklestirildi.

Sekil 21: NanoEntek EVE hiicre sayim cihazi ve uygulamasi

3.5.3 Benzotiyazol tiirevi bilesiklerin ve gemcitabine soliisyonlarinin

hazirlanmasi

Kemoterapide pankreas kanseri tedavisinde kullanilan Gemstabin, denemelerde pozitif
kontrol olarak kullanildi. Gemstabin hidroklorid (Sigma) ana stok ¢6zeltisinin konsantrasyonu
10" M olacak sekilde hesapland: ve tartim islemleri yapildi. Céziicii olarak FBS’si azaltilmig
(%1) DMEM kullanildi. Ana stok Karisimmin konsantrasyonu éncelikle 10 M’a seyreltildi
(10'4 M=100 uM) ve bu karisimdan 100, 75, 50, 25, 5uM’lik farkli konsantrasyonlarda
karigimlar hazirlanarak dozlama yapildi. Boylece ilacin bu konsantrasyonlarda pankreas

kanser hiicreleri tizerindeki etkisinin incelenmesi amaglandi.

Saf olarak sentezlenen benzotiyazol tiirevi bilesiklerin stok ¢ozeltisi de ayni pozitif
kontrol grubu gibi 10" M konsantrasyonunda hazirlandi. Céziicii olarak FBS’si azaltilmis
(%1) DMEM kullanildi. Daha sonra ana stok karisimi 10* M’a seyreltilip 100, 75, 50, 25,
S5uM’lik farkli konsantrasyonlarda dozlama yapildi. Bdylelikle bu bilesiklerin pankreas
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kanseri hiicre hatlar1 {izerinde hangi konsantrasyonda en iyi etki gosterdigini incelemeyi ve
ayni konsantrasyonlardaki Gemstbin ile kiyaslayip hiicreler tizerindeki farkli etkilerini ortaya

cikarmayi amagladik.

3.54 MTT canhlik testi uygulamasi

Farkli konsantrasyonlardaki Benzotiyazol sentez bilesiklerinin ve pozitif kontrol
olarak kullanilan Gemstabinin ayni inkiibasyon siirelerinde PANC-1 adenokarsinom hiicreleri
tizerine uygulandiginda hiicre canliligi iizerine etkilerinin  belirlenmesi amaciyla

kullanilmustir.

3.5.4.1 Yontemin prensibi

Yontem metabolik aktif hiicrelerde mitokondriyel siiksinat dehidrogenaz aktivitesi
sonucunda sar1 renkli MTT tuzunun (3-[4,5-dimethylthiazol- 2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium
bromid) kolorimetrik olarak tayin edilebilen, mor renkli formazan kristallerine
doniistiiriilmesi prensibine dayanir (Sekil 22). Her bir ornekten elde edilen absorbans

degerleri, 6rnekteki canli hiicre miktari ile dogru orantilidir (71).

N /© Mitekondriyal Ne_ /@
®_</ T Rediiktaz ®_</ E
_—
N¢g N =N N

MTT Tuzu Formazan Kristali
(Sart renkli) (Mor Renkli)

Sekil 22

Deneysel asamada MTT hiicre canliligi testi i¢in uygulanan islemin prosediirii

asagidaki gibidir.

e 75cm? lik flasklarda cogaltilan PANC-1 hiicreleri tripsinize edildi ve hiicreler
hiicre sayim cihazinda sayildi.

e PANC-1 hiicreleri 200uL siispansiyon i¢inde 96 kuyucuklu plaklara ekildi. Her
bir konsantrasyon dozu igin 6 kuyucuga ekim yapildi.
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e Plaklar PANC-1 hiicrelerinin yapismasi ve hiicre sayisinin dublikasyonu i¢in
24 saat inkiibatorde bekletildi.

e Kuyucuklardaki besiyerler ortamdan uzaklastirildi ve yerine 5, 25, 50, 75,
100uM Gemsitabin ya da Benzotiyazol sentez bilesiklerini igeren bilesik-
DMEM karisimlar ilave edildi.Ayrica OuM Gemsitabin ya da Benzotiyazol
sentez bilesiklerini igeren kuyucuklar kontrol olarak degerlendirildi ve 0
kuyucuklardaki hiicrelerin {izerine sadece deney ortami igeren DMEM
konuldu.

e Plaklar 48 saat inkiibatorde bekletildi.

e 48 saat sonra MTT boyasi renksiz DMEM ile ¢oziiliiliip hazirlandi. (5 mg boya
icin 10 ml DMEM alindi)

e Plaklar inkiibatorden ¢ikarildi ve i¢indeki besiyeri uzaklastirildi.

e Her bir kuyucuga 150 uL. MTT ¢dzeltisi uygulandi ve plakalar 4 saat 37 °C’de
etlivde bekletildi.

e 4 saat sonunda kuyucuklarin dibinde siyahlasma goézlemlendi.

e Plakanin icindeki ortam uzaklastirildi ve hiicrelerin emdigi boyay1 ortaya
¢ikarmasi igin 150 uLL DMSO konuldu.

e Hiicrelerin koyu mor renge doniistiigii gézlemlendi.

e Plak kuyucuklarinin absorbans degerleri ELISA cihazinda 492/ 540/ 620nm
dalga boyuna kars1 okundu.

e 0 uM konsatrasyonlu kuyucuklardan okunan absorbans degeri %100 kabul
edildi ve diger Orneklerin absorbanslari ile kiyaslanarak rolatif canlilik

degerleri hesaplanda.

3.5.4.2 Hesaplama

Her 6rnek i¢in 6 ekim yapildi. Elde edilen altili absorbans degerlerinin ortalamasi
alinarak ortalama absorbans degerleri (ABSortalama) elde edilir. Orneklerin ortalama
absorbans degerleri, kontrol hiicrelerinden elde edilen ortalama absorbans degerine bdliiniir ve
boylece kontrol hiicrelerine kars1 rolatif absorbans orani elde edilir. Bu oran 100 ile ¢arpilarak
her bir 6rnek igin ylizde canlilik degeri hesaplanir. Sonuglar ortalama deger +/- standart

sapma olarak ifade edilmektedir.

Yiizde Canlilik = [Ornek ABSortalama / Kontrol ABSortalama] x 100
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3.5.5 Cell death detection ELISAPLUS kolorimetrik apoptoz tayini (Roche)

Farkli konsantrasyonlardaki Benzotiyazol sentez bilesiklerinin PANC-1 hiicrelerinde

neden oldugu hiicre 6liim tipinin belirlenmesinde kullanilmistir.

3.5.5.1 Yontemin prensibi

CDD (Cell Death Detection ELISAPLUS) kiti hiicrelerin sitoplazmik lizatlarindaki
mono Ve oligo-niikleozom igeriklerini Kkarsilagtirarak Ornekler arasi oransal apoptoz

degerlendirmesine olanak saglar.

Kitin igerigindeki Anti-Histon-Biyotin antikoru histon proteinleri iizerinden, apoptoz
sirasinda olusan, sitoplazmadaki fragmante DNA pargalarina ve streptavidin kapli plaga
baglanir. Bdylece mono- ve oligo-niikleozomlar plak yiizeyine baglanmis olur. Anti-DNA-
Peroksidaz antikoru ise plaga baglanan fragmante DNA’ya baglanir (Sekil 23). ABST (2,2'-
Azinobis [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]- diammonium salt) susbstrati araciligiyla
Anti-DNA-Peroksidaz aktivitesi kolorimetrik olarak tayin edilebilir ve her bir 6rnekteki

mono-, oligo-niikleozom miktar1 belirlenmis olur (47,70).

Anti-histon Xaph Nokleozomla igeren Anti DNA-POD
mikro plaka ornek substrat

Sekil 23
3.5.5.2 Kt igerigi
e Anti-Histon-Biyotin (immiinoreaktif bileseni): liyofilizat 1 ml bidistile su icerisinde
10 dakika boyunca karistirilarak ¢oziiliir.

e Anti-DNA-POD (immiinoreaktif bileseni): liyofilizat 1 ml bidistile su igerisinde 10

dakika boyunca karistirilarak ¢oziiliir.
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Kaplama Soliisyonu: Konsantre halde bulunan 1 ml kaplama soliisyonu 9 ml bidistile
su ile seyreltilir. 1 ml anti histon antibody kullanilmadan 6nce 9 ml kaplama
soliisyonu ile seyreltilirek hazirlanir.

Yikama Soliisyonu: Konsantre yikama soliisyonu 15 -25°C ‘e 1sitilir ve 400 pl si 3600
ul bidistile suda seyreltilip iyice karigtirilir.

Omek Soliisyonu: Kullanilan hiicre sistemine ve cell death’e gore islem yapilir.
Omegin: 25 pl 6rnek, 225 ul inkiibasyon Buffer’da seyreltilir.

Konjiige Soliisyonu: 1 ml anti-DNA-POD 9 ml inkiibasyon soliisyonunda seyreltilir.
ABTS Substrat Tableti: Ornek sayisina bagl olarak 1, 2 ya da 3 tablet; 5, 10 ya da 15
mL substrat soliisyon igerisinde ¢oziiliir. Kullanmadan once 15 -25°C’e gelmesi
saglanir.

Inkiibasyon Soliisyonu: Kullanima hazir halde bulunur. Kullanmadan &nce oda
sicakligina gelmesi saglanir.

Substrat Soliisyonu: Kullanima hazir halde bulunur. Kullanmadan once oda

sicakligina gelmesi saglanir.

3.5.5.3 Deney prosediirii

Ornegin Hazirlanmast:

e 75cm? lik flasklarda cogaltilan PANC-1 hiicreleri tripsinize edildi ve hiicreler
hiicre sayim cihazinda sayildi.

e PANC-1 hiicreleri 2 ml DMEM iginde 6 kuyucuklu plaklara ekildi. Her bir
konsantrasyon dozu i¢in 6 kuyucuga ekim yapildi.

e Plaklar PANC-1 hiicrelerinin yapismast ve hiicre sayisinin dublikasyonu i¢in
24 saat inkiibatorde bekletildi. Kuyucuklardaki besiyerler ortamdan
uzaklastirildi ve yerine 5, 25, 50, 75, 100uM Gemsitabin ya da Benzotiyazol
sentez bilesiklerini iceren bilesik-DMEM karisimlar ilave edildi. Ayrica OuM
Gemsitabin ya da Benzotiyazol sentez bilesiklerini iceren kuyucuklar kontrol
olarak degerlendirildi ve o kuyucuklardaki hiicrelerin iizerine sadece deney
ortami1 iceren DMEM konuldu.

e Plaklar 48 saat inkiibatorde bekletildi.

e Kuyucuklardan 1 ml besiyeri ¢ekilip uzaklastairildi. Kalan medyum ve hiicre

kazinarak bir ependorfa aktarildi.
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e Kuyucuklarda hiicre kalmasi ihtimaline karsi kuyucuklara 100ul renksiz
medyum konuldu. Bu karisim da ependorfa aktarildi.

e Ependorflar 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

e Siipernatan dikkatlice uzaklastirildi.

e Kalan ¢okeltinin i¢ine 600 pl renksiz medyum konuldu ve g¢okga pipetaj
yapildi. Boylece hiicrelerin medyuma esit bir sekilde dagilmasi saglandi.

e Bu karigimin 100 pl’si cell death i¢in ayrildi. Bir ependorfa aktarildi.

e Mikrosantrifiijde hiicreler 5 dk 1500x g’de santrifiij edilidi.

e Hiicre peletine 500 ul inkiibasyon Buffer eklenip pelet kaldirildi. Iyice pipeta;
yapildi. (her tiip i¢in 1X105 hiicre/ml)

e Ornek yaklasik 30 dk 15 -25°C de inkiibe edildi.(lysis)

e Lizat 10 dk 20.000 g de santrifiij edildi.

e Siipernatanin 400 pl si dikkatlice uzaklastirildi. Stipernetan kisim stoplazmik
fraksiyonu igermektdir.( Pelet kismi yiiksek molekiil agirlikli par¢alanmamis
DNA molekiillerini  igerdigi igin bu basamakta pelet kisminin

calkalanmamasina dikkat edilmeli)
Kit Protokolii:

1. 96’lik mikro plakaya 100 pl kaplama soliisyonu pipetlendi ve sikica yapistirici
kagit ile kapatildi.

2. 15 -25°C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu sirada yikama soliisyonu hazirland1 ve
oda 1sisinda tutuldu.

3. Kaplama soliisyonunu vurarak ve emdirerek uzaklagtirildi.

4. Her bir kuyucuga 200 pl inkiibasyon buffer pipetlendi. Yapistirict kagit ile
kapatild1 ve 15 -25°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

5. Soliisyonu vurarak ve emdirerek uzaklastirildi. 250 - 300 pl yikama soliisyonu
ile her kuyucuk 3 kez durulandi ve yilkama soliisyonunu dikkatlice
uzaklagtirildi.

6. Her bir kuyucuga 100 pl drnek pipetlendi.

7. Deneyde kor belirlemek amaciyla 2 kuyucuga 100 pl inkiibasyon buffer’dan
eklendi. Yapistirict kagit ile kapatildi.

8. 15 -25°C’de 90 dakika inkiibe edildi.
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9. Yikama isleminden hemen 6nce Konjiigasyon soliisyonu hazirlandi ve yikama
esnasinda oda 1sisna gelmesi saglandi. Sollisyon vurarak ve emdirerek
uzaklagtirildu.

10. 250 - 300 pl yikama soliisyonu ile her kuyucugu 3 kez durulandi ve yikama
soliisyonu dikkatlice uzaklastirildi.

11. Kor kuyucuklart hari¢ her kuyucuga 100 pl Konjligasyon soliisyonundan
pipetlendi. Yapistirici kagit ile kapatildi. 15 -25°C’de 90 dakika inkiibe edildi.

12. Yikama isleminden hemen Once Substrat soliisyonunu hazirlandi ve yikama
esnasinda oda 1sisina gelmesi i¢in bekletildi. Soliisyon vurarak ve emdirerek
sertce uzaklastirildi.

13. 250 - 300 pl yikama soliisyonu ile her kuyucugu 3 kez durulandi ve yikama
soliisyonu dikkatlice uzaklastirildi.

14. Her bir kuyucuga 100 pl Substrat soliisyonunu pipetlendi.

15. Renk degisimi gozlenene kadar 250 rpm plate shaker’da inkiibe edildi.
(Yaklasik 10-20 dakika)

16. 405 nm’de kore kars1 absorbans degerleri okundu.

3.5.6 Siiperoksit Dismutaz (SOD) aktivite tayini

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji iliretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit
radikallerinin (O2") hidrojen peroksit ve molekiiller oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Bu
yontem, ksantin ve ksantin oksidaz (XO) kullanilarak olusturulan siiperoksit radikallerinin, 2-
[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid (p-iyodonitrotetrazoliyum viyolet:
INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formazan boyasinin 505 nm dalga boyunda verdigi
optik dansitenin (OD) okunmasi esasina dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD, siiperoksit
radikallerini ortamdan uzaklastirarak formazan reaksiyonunu inhibe eder. Sonugta olusan
kirmizi rengin OD'si SOD yoklugunda olusan renge gore azalir. Bu aradaki farkin

belirlenmesiyle SOD aktivitesi dl¢iiliir.

3.5.6.1 Standart egrinin cizimi

Liofilize olarak hazirlanmig SOD standardi 10 ml bidistile su ile sulandirilir.
Standart egri ¢iziminde kullanilacak olan diger SOD derisimleri fosfat tamponuyla asagidaki

tabloda verildigi sekilde hazirlanir.
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Tablo 8. SOD standart egri ¢izimi icin tiiplerin hazirlanisi

Kullanilacak Standart Sollisyonun 0.01 M Fosfat SOD Derisimi
Standartlar Hacmi Tamponunun Hacmi (U/ml)
S5 6 ml S6 5ml 2.8
S4 5ml S5 5ml 1.4
S3 5ml S4 5ml 0.7
S2 3ml S3 6 ml 0.23

S1: Kor (fosfat tamponu)

Siiperoksit dismutaz aktivite tayini i¢in, Ornek olarak hiicrelerden hazirlanan
stipernatant %30 ile %70 arasinda % inhibisyon aralig1 olacak sekilde 0,1 M fosfat tamponu

ile sulandirilarak aktivite tayini yapilir.

Tablo 9. SOD aktivite tayini icin kuvars kiivetlerinin hazirlanisi

Kor (ul) Standart (ul) Ornek(ul)
Numune - 25 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 - -
Substrat Karigimi 850 850 850
Kiivetler iyice karistirilir
Ksantin oksidaz 125 125 125

Tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra ¢alisma koriiniin ve standardin 37°C'de, 505 nm

dalga boyunda havaya kars1 3 dakika boyunca kinetik okumasi yapilip AOD’si okunur.
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3.5.6.2 Hesaplama

Calisma korii SOD igermedigi i¢in inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak kabul edilir
ve degeri %100 olarak alinir. Tiim standartlar i¢in % inhibisyon degeri bunlara ait ¢alisma

koriiyle oranlanarak 100'den ¢ikarilmasi sonucu hesaplanir.

AA\dak standart x 100
AA galisma koru

% inhibisyon standart = 100 —

Hesaplama yapildiktan sonra x yatay eksenine SOD derisimlerinin (U/ml) logaritmik
doniistim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhisyon degeri yazdirilarak standart

egri elde edilir SOD standart egrisi verilmistir (Sekil 24).

[eTa)
ouU

70 A

60 -

50 +

% inhibisyon

30,76 40 2
30 A
20 -

13,47
10

IWal
\o

05 -0.25 o logUmL o5 0,5 0,75

Sekil 24. Siiperoksit dismutaz standart egrisi
Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri standart
egri kullanarak bulunur. U/ml biriminden 6lgiilen SOD spesifik aktivitesi U/mg protein
birimlerinden verilmistir.

SOD Degeri (U/ml)
Protein (mg/ml)

SOD Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

3.5.7 Protein diizeyi tayini

Bu metotta proteinlerin igerdigi tirozin ve triptofan rezidiilerinin fosfotungustik-

fosfomolibdik asit ile verdigi renk reaksiyonunun 750 nm’deki absorbans 6l¢iimiine dayanir.
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3.5.7.1 Standart egri cizimi

Stok standart i¢in 0,3 g/dl bovin albumin hazirlanir. Hazirlanan stok standarttan 5 ml
alinip 100 ml’ye serum fizyolojik ile tamamlandiginda 150 pg’lik konsantrasyon elde edilir.
Bundan seri sulandirma ile 150, 120, 90, 60, 30 pg/ml’lik konsantrasyonlar elde edilerek 750
nm’de verdikleri absorbanslar kaydedilir. Bu verilere gore konsantrasyon-absorbans egrisi

cizilir ve her numune 6l¢iimiinde standart egri tekrarlanir.

0 | | | |
0 30 60 90 120 150
Konsantrasyon (ug/ml)
Sekil 25. Protein standart egrisi
3.5.7.2 Ornek calismasi

PANC-1 hiicrelerinden hazirlanan siipernatantta protein tayini i¢in, stipernatant 1: 50
oraninda serum fizyolojik ile sulandirilir ve protein tayini yapilir. Bunun i¢in ii¢ tiip alinir ve

cozeltiler asagidaki sekilde konulur.
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Tablo 10. Protein tayini igin tiiplerin hazirlanis

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Serum fizyolojik 0.3 - -
Standart - 0.3 -
Stipernatant - - 0.3
C ¢ozeltisi 3 3 3
Oda 1s1sinda 15 dakika bekletilir
D ¢ozeltisi 0.3 0.3 0.3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir, absorbans 750 nm'de okunur.

3.5.7.3 Hesaplama

Ornegin absorbansi standartin absorbansi ile karsilastirilarak veya dogrudan standart

egriden degerlendirilir ve diliisyon katsayisi ile carpilarak sonug verilir.

3.5.8 Malondialdehit (MDA) diizeyinin tayini

Aerobik sartlarda pH 3.4'de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 6rnegin 90-95 °C'de
inkiibasyonu sonucu olusan lipit peroksidayonun sekonder {iirlinii olan MDA'nin TBA ile
pembe renkli kompleks olusturma esasina dayanir. Olusan renk siddeti ortamdaki MDA

konsantrasyonu ile dogru orantilidir; 532 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir.

3.5.8.1 Standart egri cizimi

Stok standarttan 6,6 pl alinip 100 ml'ye saf su ile tamamlanarak giinliik
standart hazirlanir. 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/ml konsantrasyonunda ¢alisma standartlari

hazirlanir. Ayiraglar tiiplere asagida belirtildigi sekilde ilave edilir.
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Tablo 11.MDA standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanisi

Tiip No. 0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon(nmol/ml) 0 100 0 0 0 0 0
Standart (ml) - 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
%8.1 SDS (ml) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
%20 HAc (ml) 15 15 15 15 15 15 15
%0.8 TBA (ml) 15 15 15 15 15 15 15
Saf su (ml) 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7
95 °C'de 30 dakika inkiibe edilir, sogutulur

Saf su (ml) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
nBu/Pri (ml) 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0

n-butanol/pridin ilavesinden sonra vorteks edilir. Daha sonra 4000 rpm'de 10 dakika
santrifiij edilir, tisteki organik kisim alinip 532 nm'de absorbans okunur. Standart egri grafigi

cizilir. Sekil 26'de MDA standart egrisi verilmistir.

0,25

0,2

OD (532nm)
o
o

0,1 4

Konsantrasyon (nmol/mL)

Sekil 26.Malondialdehit standart egrisi
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3.5.8.2 Ornek calismasi

Ornek ¢alismast i¢in yukarida bahsedildigi gibi hazirlanan belirli hacimde &rnek alinip
MDA tayini yapilir. Ornek MDA tayini icin asagida Tablo 12'de belirtildigi gibi tiiplere

ayiraglar konur.

Tablo 12. MDA diizeyinin tayini i¢in tiiplerin hazirlanis

Kor (ml) Std (ml) Ornek (ml)

Std (60 nmol/ml) - 0.1 -

Ornek - - 0.1

SDS 0.2 0.2 0.2

Hac 1.5 15 15

TBA 15 15 15

Saf su 0.8 0.7 0.7

95 °C'de 30 dakika inkiibe edilir, sogutulur

Saf su 1.0 1.0 1.0

nBu/Pi 5.0 5.0 5.0

Cozeltiler vortekslenir. Daha sonra 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilir, istteki
organik kisim alinarak 532 nm'de absorbans okunur. Sonug¢ standart egrisinden veya giinliik

standarttan degerlendirilir.

3.5.8.3 Hesaplama
nmol/ml biriminden dlgiilen MDA diizeyi nmol/mg protein olarak verilmistir.

MDA Degeri (nmol/ml)
Protein (mg/ml)

MDA Diizeyi (nmol/mg protein) =
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3.5.9 Glutatyon Peroksidaz (GPx) aktivite tayini

GPx aktivitesi siipernatantta Beutler yontemiyle saptanmustir.

Tablo 13. GPx tayini i¢in tiiplerin hazirlanis

1M Tris-HCI pH 8.0 tampon 100ul
0.1 M GSH 20ul
10 U/ml GR 100ul
2mM NADPH 100pul
Ornek 10ul
Distile su 660ul

37°C de 10 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonrasi &rnekler lcm kuvars kiivete konur iizerine 10ul 7 mM t-butil
hidroperoksit konulduktan sonra okuma baslatilir. Tepkime, 37 °C de enzim tarafindan
oksitlenen 1pmol NADPH'In 340 nm dalga boyunda 151k yolu 1cm olan kuvars kiivetlerde

optik dansitedeki azalis1 kinetik olarak 2,5 dakika siireyle okunur.

3.5.9.1 Hesaplama

AOD x VT (1.0ml)

GPx Aktivitesi (U/ml) = 6.22 % VH (0,010 mD

AOD: Dakikadaki optik dansite degisimi

Vy: Ornek hacmi

V+: Toplam hacim

6,22: 2mM NADPH yikim hizinin verdigi OD degeridir.

U/ml biriminden 6lgiilen GPx aktivitesi 6rnekte saptanan protein degerine bdliinerek

enzim spesifik aktivite sonucu U/mg protein biriminden verilir.

GPx Deger (U/ml)
Protein (mg/ml)

GPx Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

60



3.5.10 Total Antioksidan Status (TAS) diizeyinin o6lciimii

Orneklerin TAS diizeyi, Rel Assay marka ticari kitler kullanilarak dl¢iildii. Olgiim
yontemi Ornekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli ABTS* katyonik radikalini
rediiklemesi sonucu renkli radikalin antioksidan molekiillerin total konsantrasyonlartyla
orantili olarak dekolorize olmasi esasina dayanir. Kalibratdr olarak E vitamininin suda
¢ozlinlir bir analogu olan Trolox kullanilir. Sonuglar mmol Trolox Equivalent/L olarak ifade

edildi (72). Olgiim islemleri iiretici firmanin onerileri dogrultusunda gerceklestirildi.

Uygulama Reaktifler Numune Standart Kor

Assay Buffer 200 pl 200 pl 200 pl
Numune (Hiicre lizati) 12 ul - -
Standart 1 - 12 pl -

1.Basamak (1 mmol trolox eqg/L)
Standart 2 - - 12 pl
(Deiyonize H,0)

[k absorbans i¢in 660 nm*“de baslangic absorbanslar okundu ve degerler kaydedildi.
2. Basamaktaki isemlere gegildi.

2.Basamak Renkli ABTS radikal 30 uL 30 uL 30 uL

¢Ozeltisi

Karistirildi, oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.
Ikinci absorbanslar i¢in 660 nm“de okuma yapildi.

3.5.10.1 TAS sonuclarinin hesaplanmasi

Kit prosediiriindeki islemler yapildiktan sonra asagidaki formiil kullanilarak TAS i¢in

sonuglar hesaplandi. Sonuglar “mmol Trolox Eq/L” olarak ifade edildi.

AAsi-AAN

Sonug¢ (mmol Trolox Eq/L) =
AAs1-AAs;

AAs; = Standart 1%in ikinci absorbansi — Standart 1in ilk absorbansi

AAs; = Standart 2*nin ikinci absorbansi — Standart 2*nin ilk absorbansi

AApN = Numunenin ikinci absorbansi - Numunenin ilk absorbansi
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3.5.11 Total Oksidant Status (TOS) diizeyinin 6lciimii

TOS Olglimii, ticari olarak iiretilmis 6l¢iim kiti kullanilarak gerceklestirildi (Total

Oxidant Status Assay Kit, Uriin Kodu: RL0024, Rel Assay Diagnostics® Mega Tip Ltd.,

Gaziantep, Tiirkiye). Ol¢iim islemleri iiretici firmanin énerileri dogrultusunda gergeklestirildi.

Uygulama

Reaktifler

Numune

Standart

Kor

1.Basamak

Assay Buffer

200 pl

200 pl

200 pl

Numune (Hiicre lizati)

30 ul

Diliie standart 1 (20
},lM HzOz)

30 pl

Standart 2

30 pl

(Deiyonize H,0)

[k absorbans i¢in 530 nm“de baslangic absorbanslar okundu ve degerler kaydedildi.
2. Basamaktaki isemlere gecildi.

2.Basamak | Prokromojengozelti | 10uL | 10pL | 10 uL
Karistirildi, oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.
Ikinci absorbanslar i¢in 530 nm“de okuma yapildi.
35111 TOS sonugclarinin hesaplanmasi

Yukardaki tabloda belirtilen islemler yapildiktan sonra asagidaki formiil kullanilarak
TOS i¢in sonuglar hesaplandi. Sonuglar “umol H,O, Eq/L” olarak ifade edildi.

AAN
Sonug¢ (umol H202 Eq/L)= ———— X (CS2

AAS2
AAN = Numunenin ikinci absorbansi — Numunenin ilk absorbansi
AAS2 = Standart 2“nin ikinci absorbansi — Standart 2“nin ilk absorbansi

CS2 = Standart 2“nin konsantrasyonu (20 pumol H,0; Eq/L)

3.5.12 istatistiksel analiz

Biitiin veriler ortalama + standart sapma [mean + standard deviation (SD)] olarak
verildi. PANC-1 hiicrelerinde c¢alisilan bilimsel degerlerin aritmetik ortalama degerleri

arasindaki farkliliklar, SPSS, Windows 15.0 paket bilgisayar programi kullanilarak
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istatistiksel olarak karsilastirildi. Gruplar arasi fark olup olmadigi Mann- Whitney U testi

istatistiksel analizi ile degerlendirildi. Tiim istatistiki karsilastirmalarda anlamlilik diizeyi

p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

41  (E)-7-Arilidenbisiklo[3.2.0]hept-2-en-6-on Tiirevleri

Es molar oranda keton ve ilgili benzaldehit tiirevleri etanolde ¢oziilerek katalitik
miktarda NaOH varliginda o,3-doymamis karbonil bilesiklerinin tiirevleri sentezlendi (Sekil
27). Bilesigin 2 tiirevi sentezlendi. Sentezlenen a,B-doymamis karbonil bilesiklerinin analizi

'"H-NMR, *C-NMR ve FT-IR spektroskopisi ile gerceklestirildi.

NAOH

\ + ArCOH ——>» \
EtOH

Ar
Ar = 4-FPh, 4-NO,Ph

Sekil 27

(E)-7-(4-florobenziliden)bisiklo[3.2.0]hept-2-en-6-on  (Hata!  Basvuru  kaynagi
ulunamadi.b) bilesigine ait 400 MHz 'H-NMR spektrumu Sekil 28’de goriilmektedir.
Spektruma bakildiginda karbonile komsu ¢ift bag protonlarinin & = 6,85 ppm’de dublet (J =
2,0 Hz) olarak rezonans verdigi gézlenmistir. Karbonile komsu olan CH protonunun ¢ = 3,98
ppm’de dubletin dubletin dubleti (J = 10.0, 7.0, 1.9 Hz) olarak ve ¢ift baga komsu olan CH
protonu ise 6 = 4,37 ppm’de multiplet olarak rezonans vermistir. Besli halkadaki ¢ift bag
protonlar1 sirast ile 6 = 6,02 ppm’de tripletin dubleti (J = 4.5, 2.2 Hz) olarak ve & = 5,89
ppm’de multiplet olarak rezonans olmustur. Ayrica aromatik halkadaki 4 proton AA’BB’
sistemi vermektedir. Sistemin AA’ kismi & = 7,58 ppm’de, BB’ kismi 6 = 7,15 ppm’de

rezonans vermestir.
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Sekil 28: (E)-7-(4-fluorobenziliden)bisiklo[3.2.0]hept-2-en-6-on bilesigine ait "H-NMR
spektrumu (400 MHz, CDCly)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & =7.59 (dd, J = 8.8, 5.6 Hz, 2H), 7.12 (t, J = 8.8 Hz,
2H), 6.84 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.03-6.00 (M, 1H), 5.90-5.88 (m, 1H), 4.38-4.37 (m, 1H), 3.95-
3.92 (m,1H), 2.83-2.77 (dm, J = 15.2 Hz, 1H), 2.64-2.56 (ddd, J = 15.2, 8.8, 2.9 Hz, 1H).

(E)-7-(4-fluorobenziliden)bisiklo[3.2.0]hept-2-en-6-on bilesigine 100 MHz *C-NMR
spektrumu Sekil 29’de goriilmektedir. Spektruma bakildiginda yapida bulunan karbonil
grubunun ¢ = 203,7 ppm’de rezonans verdigi goriilmektedir. Karbonile komsu olan ¢ift bag
karbonunun 6 = 148,9 ppm’de ve aromatik halkaya komsu olan ¢ift bag karbonu & = 116,3
ppm’de rezonans olmustur. Aromatik halkaya ait CHj, karbonlar1 sirasiyla 6 = 131,7 ppm’de
ve 6 = 116,1 ppm’de sinyal vermistir. Ayrica besli halkadaki ¢ift bag karbonlar1 6 = 128,5
ppm ve & = 123,0 ppm’de, halkadaki diger ii¢ karbon ise sirasiyla 6 = 60,7 ppm ve 6 = 49,4
ppm, & = 34,7 ppm’de rezonans olmasi yapiy1r dogrulamaktadir. Spektrumda, 12 sinyal
beklenmesine ragmen 16 sinyal goziikmektedir. Bu durum flor atomunun aromatik halkadaki

karbon atomlariyla etkilesmesi sonucu ¢ift sinyallerin olusmasiyla agiklanabilir.
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Sekil 29: (E)-7-(4-fluorobenziliden)bisiklo[3.2.0]hept-2-en-6-on bilesigine ait "H-NMR
spektrumu (400 MHz, CDCly)

BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 203.7, 164.8, 162.3, 148.9, 133.6, 131.8, 131.7,
130.5, 130.4, 128.5, 123.0, 116.4, 116.1, 60.7 49.4, 34.7.
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Sekil 30: (E)-7-(4-Nitrobenziliden)bisiklo[3.2.0]hept-2-en-6-on bilesigine ait ‘H-NMR
spektrumu (400 MHz, CDCls)
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 5 =8.28 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.74 (d, J = 8.8 Hz, 2H),
6.89 (s, 1H), 6.00-5.94 (m, 2H), 4.48-4.46 (m, 1H), 3.92-3.88 (m,1H); 2.78 (bd, J = 17.6 Hz,
1H), 2.58 (dd, J = 17.6, 10.4 Hz, 1H).
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Sekil 31: (E)-7-(4-Nitrobenziliden)bisiklo[3.2.0]hept-2-en-6-on bilesigine ait 133C-NMR
spektrumu (100 MHz, CDCI3)

BC-NMR (100 MHz, CDCl): & =203.3, 153.1, 147.9, 140.6, 134.4, 130.2 (2 C),
127.7,124.2 (2 C), 121.2, 61.3, 49.9, 35.1.

4.2 (E)-2-(2-stirilsiklopent-3-en-1-il)benzo[d]tiyazol Tiirevleri

[k basamakta sentezlenen o,B-doymamis karbonil bilesigi (a) ve 2-aminotiyofenol (b)

muamele edilerek 2 yeni benzotiyazol tiirevi (c) sentezlendi.

0 SH N
@:/ p-TsOH | ;

+ _— > S

EtOH, reflux

NH,

Ar

Ar: 4-FPh 4-NO,Ph
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421 2-((1S,2S)-2-((E)-4-florostiril)siklopent-3-en-1-il)benzo[d]tiyazol

2-((18,2S)-2-((E)-4-florostiril)siklopent-3-en-1-il)benzo[d]tiyazol 400 MHz H-NMR
spektrumu Sekil 32’de goriilmektedir. Spektrumunda, tiyazol birimindeki benzen halkasinin
N’a komsu olan proton 6 = 8,01 ppm’de dublet (J = 8,2 Hz) , S’a komsu olan proton ise 6 =
7,87 ppm’de dubletin dubleti (J = 7.9, 0.5 Hz) olarak rezonans olurken, diger iki proton ise
sirasi ile & = 7,49 ve 6 = 7,38 ppm’de triplet (J = 7,2 Hz) vererek rezonans olmaktadirlar. Flor
grubunun bagli oldugu fenil halkasinin protonlar1 beklenildigi gibi 6 = 7,36 ppm’de ve 6 =
7,01 ppm’de multiplet olarak AA’BB’ sistemi vermektedir. 5 = 6,46 ppm’de ve 6 = 6,21
ppm’de goriilen AB sistemi fenil’e bagli vinil grubunun protonlarina ait olup, sistemin A
kismi 6 = 6.46 ppm’de dublet (J = 15.8 Hz), B kismi ise & = 6,21 ppm’de dubletin dubletini
(J = 15.8, 8.1 Hz) wvererek rezonans olmaktadirlar. Siklopenten halkasindaki tersiyer
protonlardan biri 6 = 3,92 ppm’de multiplet olarak sinyal verirken, digeri ise 6 = 3,77 ppm’de
multiplet olarak rezonans olmaktadir. Diger metilenik protonlar & = 3,10 ve & = 2,95 ppm’de
multiplet verirken, ¢ift bag protonlar1 & = 5,95 ppm’deki dubletin tripleti (J = 8.0, 2.4 Hz) ve
8 =5,78 ppm’deki dubletin dubletinin dubleti (J =5.9, 4.1, 2.0 Hz) olarak rezonans olmustur.

a>

Q

F

Sekil 32: 2-((1S,2S)-2-((E)-4-florostiril)siklopent-3-en-1-il)benzo|d]tiyazol bilesigine ait
'H-NMR spektrumu (400 MHz, CDCls)
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'H NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.02 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 7.8 Hz, 1H),
7.48 (ddd, J = 8.3, 7.2, 1.3 Hz, 2H), 7.43-7.31 (m, 4H), 7.06-6.97 (m, 2H), 6.46 (d, J = 15.8
Hz, 1H), 6.22 (dd, J = 15.8, 8.0 Hz, 1H), 5.98 — 5.92 (m, 1H), 5.82- 5.76 (m, 1H), 3.99- 3.87
(m, 1H), 3.77 (dt, J = 8.8, 7.3 Hz, 1H), 3.16- 3.03 (m, 1H), 3.00-2.89 (m, 1H).

HHHHHHHHHHHHHHH
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Sekil 33: 2-((1S,2S)-2-((E)-4-florostiril)siklopent-3-en-1-il)benzo[d]tiyazol bilesigine ait
BC-NMR spektrumu (100 MHz, CDCl5)

3C NMR (101 MHz, CDCls): & = 174.82, 153.03, 134.91, 132.43, 131.17, 131.15,
130.21, 129.59, 127.79, 127.71, 125.96, 124.80, 122.68, 121.54, 115.50, 115.28, 77.36, 77.04,
76.72, 56.66, 50.31, 40.07.

2-((1S,2S)-2-((E)-4-florostiril)siklopent-3-en-1-il)benzo[d]tiyazol bilesigine ait 100
MHz C-NMR spektrumu Sekil 33’de goriilmektedir. Spektrumunda, benzotiyazol
birimindeki N ve S’e komsu olan karbon & =174,8 ppm’de; tiyazol halkasindaki N’a komsu
olan karbonun ise & = 153,0 ppm’de, S’e komsu olan karbon & = 132,4 ppm’de rezonans
olmaktadirlar. Fenil halkasinda florun bagli oldugu karbon atomu & = 163,3 ppm’de ve fenil’e
bagli vinil grubunun karbonlarina ait rezonans 6 = 1215 ppm ve 6 = 115,5 ppm’de

gerceklesmektedir. Siklopenten halkasindaki tersiyer karbonlardan biri & = 56,6 ppm’de digeri
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ise 0 = 50,3 ppm’de rezonans olurken, ¢ift bag karbonlar1 biri 6 = 131,1 ppm’de ve biri 6 =
129,5 ppm’derezonans gostermistir. Bilesigin "H-NMR verileri ve **C-NMR spektrumundaki

yapiy1 dogrulamaktadir.

%T 62
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Sekil 34: 2-((1S,2S)-2-((E)-4-florostiril)siklopent-3-en-1-il)benzo[d]tiyazol bilesigine ait
IR spektrumu

IR Spektrumu (KBr, cm™): 3064, 2925, 1599, 1506, 1434, 1326, 1221, 1157, 981,
822, 720, 707, 671, 532, 432
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Sekil 35: 2-((1S,2S)-2-(4-Nitrostiril)siklopent-3-enil)benzo[d]-tiyazol bilesigine ait *H-
NMR spektrumu (400 MHz, CDCls)

'H-NMR (400 MHz, CDCly): § = 8,18 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 8.01 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
7.88 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.61 — 7.44 (m, 3H), 7.39 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 6.64 — 6.47 (M, 2H),
6.06 — 5.95 (m, 1H), 5.85 — 5.76 (M, 1H), 4.01 (ddt, J = 6.9, 4.5, 2.2 Hz, 1H), 3.80 (dt, J = 8.8,
7.4 Hz, 1H), 3.12 (ddt, J = 13.3, 6.7, 2.2 Hz, 1H), 3.02 — 2.89 (m, 1H).
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Sekil 36: 2-((1S,2S)-2-(4-Nitrostiril)siklopent-3-enil)benzo[d]-tiyazol bilesigine ait **C-
NMR spektrumu (100 MHz, CDCls)

BC-NMR (100 MHz, CDCls): § = 174.31, 153.01, 146.73, 143.60, 136.59, 134.87,
131.62, 130.91, 128.87, 126.78, 126.07, 124.95, 123.98, 122.74, 121.58, 77.37, 77.06, 76.74,
56.61, 50.08, 40.22.

72



‘;wﬂv-/"'—-u\

—
. VWY

26.0
4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400.0

Sekil 37. 2-((1S,2S)-2-(4-Nitrostiril)siklopent-3-enil)benzo[d]-tiyazol bilesigine ait IR
spektrumu

IR Spektrumu (KBr, cm™): 3058, 2848, 1593, 1503, 1436, 1337, 1107, 968, 856,
756, 727, 437

4.3 Benzotiyazol Tiirevlerinin Anti-proliferatif Etkisinin MTT Yontemiyle

Belirlenmesi

z

T

Sekil 38. 4.7.22-((1S,2S)-2-(4-Metilstiril)siklopent-3-enil)benzo[d]-tiyazol serisi

Sentezlenen benzotiyazol tiirevleri, PANC-1’e (Pankreas Kanser Hiicresi) karsi
antiproliferatif testleri incelendi. Hiicre yogunlugu, spektrofotometrik olarak 6l¢gme metoduna
dayanan MTT testi ile belirlendi. 96’lik plak icerisine PANC-1 hiicre hatt1 ekildikten 24 saat
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sonra hiicrelerin metabolik  fonksiyonlarinin  diizenlemeleri  beklendi. Metabolik
fonksiyonlarini diizenleyen hiicrelerin medyumu igerisine, kiiltiir medyumu ile dilue edilen 5,
25, 50, 75, 100 uM konsantrasyonlarda benzotiyazol sentez bilesikleri (Sekil 38) ilavesi
yapilarak 48 saat siireyle inkiibasyonu yapildi. Bu siirenin sonunda, MTT yontemi ile hiicre
yogunlugu ya da benzotiyazol bilesiklerinin hiicreler lizerindeki olasi etkisi mikroplak
okuyucu ile okutularak logaritmik egim ¢izgisi ¢izildi. Logaritmik egim c¢izgisinden sentez
bilesiklerinin doz etki egrisi olusturularak ilacin IC 50 degeri hesaplandi. A Bilesiginin IC 50
degeri 27 uM, B bilesiginin IC 50 degeri 35 uM olarak tespit edildi.

120 - 112
100100 94
100 -
83 87
. 80 -
= 63
T 0 - 55
Q 45 HA
N 4 34 38
40 - B
20 _ I I
0 i T T T T T 1
K 5 25 50 75 100
Konsantrasyon (uM)

Sekil 39. Benzotiyazol sentez bilesiklerinin PANC-1 hiicre canlihg: iizerine etkisi

X ekseni uM cinsinden sentez bilesiklerinin konsantrasyonunu, Y ekseni ise her bir
Oornegin ortalama absorbans degerlerinden hesaplanan yiizde canlilik degerini ifade

etmektedir. Yiizde Canlilik = [ABSortalama (her bir 6rnek) / ABSortalama (kontrol)] x 100

0 uM sentez bilesigi (kontrol) uygulamasinin canliligr %100 kabul edildi ve diger
orneklere ait canlilik degerleri oransal olarak ortalama absorbans degerlerinden hesapland.

Hiicre canliliginin doz artisi ile ters orantili olarak degistigi tespit edilmistir (Sekil 39).
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Tablo 14. Benzotiyazol sentez bilesiklerinin PANC-1 hiicreleri iizerine % inhibisyon

etkisi
Konsantrasyon (uM) A Bilesigi B Bilesigi
Kontrol 0 0

5 1,53+ 0,14 16,67 £ 0,07

25 5,8+0,15 12,58 £0,08

50 54,54 + 0,06 36,84 + 0,11

75 58,84 + 0,04 44,98 + 0,09

100 66,14 + 0,11 62,39 £ 0,09

Bulgular, sentez bilesiklerinin PANC-1 hiicrelerinde doz bagimli olarak hiicre 6limiinii
tetikledigini gostermektedir (Tablo 14). 100uM konsantrasyonlardaki A ve B bilesiklerinin hiicre
canliligint %62-66 arasinda inhibe ettigi goriilmustiir. Bilesiklerin PANC-1 hiicrelerine karsi
aktiviteleri genel olarak incelendiginde 6zellikle 100 uM konsantrasyonunda aktiviteye sahip

oldu goriildi.

4.4  Kolorimetrik Apoptoz Tayini (Cell Death Detection ELISAPLUS-Roche)

A ve B sentez bilesiklerinin 5, 25, 50, 75, 100uM konsantrasyonlari ile muamele
edilmis PANC-1 hiicreleri ile kontrol grubu hiicreler 48 saat inkiibasyon sonunda, esit sayida
toplanarak, histon kompleksi olusturmus DNA fragmentlerinin rdlatif kantitasyonunun
spektrofotometrik olarak olgiilmesine dayali bir test olan ‘Cell Death Detection ELISA Kit’
ile apoptotik hiicre orani belirlendi. Benzotiyazol A ve B sentez bilesikleri ile muamele
edilmis/ edilmemis hiicreler arasindaki apoptoz orani farkliligi, olgiilen absorbanslarin
kiyaslanmasi suretiyle kat degisimi ve yiizde artis1 olarak belirlendi. Kitin ¢alisma prensibi
geregince absorbans artigi, apoptotik niikleozomlarin artisina; dolayisiyla apoptoz

indiiksiyonuna neden olmaktadir.

DNA fragmantasyonunu ifade eden mono ve oligo-niikleozom zenginlesmesi 0 uM
ilagc uygulanan grup (kontrol hiicreleri) i¢in 1,00 kabul edildi ve diger Orneklere ait

zenginlesme faktorleri oransal olarak hesaplandi.

75



Zenginlestirme Faktorii

1,51
14 L7 132 135135
" 1,21
1,161,15 '
1,2 1041,09
1 1 '

1
0,8 A
0,6 B
0,4
0,2

0 n T T T T T 1

K 5 25 50 75 100

Konsantrasyon (uM)

Sekil 40. Benzotiyazol sentez bilesiklerinin PANC-1 hiicrelerine apoptotik etkisi

Grafikte X ekseni A ve B bilesiklerinin konsantrasyonlarini, Y ekseni ise her bir
Oornegin ortalama absorbans degerlerinin kontroliin absorbans degerine oraninindan
hesaplanmis olan zenginlesme faktoriinii ifade etmektedir. (Zenginlesme Faktori =

ABSortalama (her bir 6rnek) / ABSortalama (kontrol)

A ve B bilesiklerinin PANC-1 hiicrelerinin apoptoz oraninda artisa neden olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla uygulanan bu hiicre 6limii testinde, kontrol grubu
hiicrelerden elde edilen absorbans oranlar1 A ve B bilesikleri verilen hiicrelerle
kiyaslandiginda, A bilesiginin 75uM konsantrasyonunda 1.51 kathk ve 100 pM
konsantrasyonunda 1.35 katlik anlamli bir artis saptandi. Ayrica B bilesiginin 75 ve 100 uM
konsantrasyonlarinda 1.32-1.35 katlik anlamli bir artis saptandi.

4.5 Biyokimyasal Analiz Sonuglari

Total oksidan seviyesi degerlendirmesinde; benzotiyazol tiirevi bilesikleri A ve B’nin
uygulamasi yapilan gruplarda bilesiklerin 5-100 uM konsantrasyonlarda etkinlik gosterdegi
gorilmiistir (Sekil 41).
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Sekil 41. Benzotiyazol sentez bilesiklerinin TOS diizeyleri

A Dbilesiginin uygulamasi yapilan grupta total oksidan etkinligin 25-100 pM
konsantrasyonda oldugu gézlenmistir (Tablo 15). Total oksidan seviyesi agisindan ozellikle 25-
100 uM konsantrasyon araliginda uygulanan gruplar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel agidan
anlamli bir fark oldugu goriildii (p<0.01). B bilesiginin uygulamasi yapilan grupta ise en yiiksek
total oksidan seviyenin 100 puM konsantrasyonda oldugu ve 5,75 ve 100 uM
konsantrasyonlarinda bilesiklerin etkin total oksidan seviyesinin oldugu gozlenmistir (Tablo
16). Total oksidan seviyesi agisindan 5 ve75 uM konsantrasyona sahip grup ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel agidan anlaml bir fark oldugu (p<0.05), 100 uM derisimdeki grup ile
kontrol grubu kiyaslandiginda ise bu istatistiksel anlamliligin arttigi dikkat ¢ekmektedir
(p<0.01).

Total antioksidan kapasitelerine baktigimizda ise A ve B bilesiginin uygulamasi yapilan
gruplarda konsantrasyon artis1 ile total antioksidan etkinlik arasinda anlamli bir artig
gozlenmemektedir (Sekil 42).
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Sekil 42. Benzotiyazol sentez bilesiklerinin TAS diizeyleri

Ancak A bilesiginin 5, 25, 50, 75 ve 100 uM konsantrasyon uygulamalarinda kontrole

gore anlamli bir fark goriilmiistiir (p<0,01). B bilesiginin uygulamasi yapilan gruplar total

antioksidan kapasite agisindan kiyaslandiginda 75 uM konsantrasyonunun diger guplara gore

daha fazla etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Ancak, kontrol grubu ile diger derisimlerin total

antioksidan kapasitesi istatiksel agidan kiyaslandiginda anlamli bir fark goriilmemektedir
(p>0,05).

sapma)

Tablo 15. A bilesigine ait biyokimyasal parametre sonuglar1 (n=6, ortalama + standart

Biyokimyasal Parametreler

SOD (U/mg GPx (U/mg MDA TAS (mmol/g | TOS (umol/g
protein) protein) (nmol/mg protein) protein)
protein)

Kontrol (0) | 175,18 + 3341 264,10 = 38,30 5,84 + 1,00 2,74+ 0,53 20,02 + 3,63

% 5 68,64 + 14,47* 150,46 + 15,58* 3,83 +£0,60** 0,85 +0,22** 16,57 + 3,30
§> 25 71,03 &+ 13,69* 74,36 +10,08* 2,45 +£0,52** 0,56 +0,12** 5,21 +1,34**
*g 50 49,17 +11,28* 94,87 +£9,52* 2,93 +£0,28** 1,07 £0,17** 6,81+ 1,07**
é 75 44 44 + 13,14* 76,26 = 12,96* 2,65+ 0,67** 0,71 £ 0,12** 5,77 +1,11**
100 46,08 + 7,18* 86,34 + 6,06* 3,15 +0,22%* 0,61+ 0,11** 6,87 + 1,40**

*p<0.05, **p<0.01 Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik
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Tablo 16. B bilesigine ait biyokimyasal parametre sonuclari (n=6, ortalama + standart

sapma)
Biyokimyasal Parametreler
SOD (U/mg GPx (U/mg MDA TAS TOS
protein) protein) (nmol/mg (mmol/g (umol/g
protein) protein) protein)
Kontrol (0) | 765 + 2505 | 2314323659 | 1017+ 151 | 1,32£048 | 60,09 + 18,85
% 3 108,50 £19,72 | 163,53 +£15,40* | 6,91+1,51** | 1,06 £0,49 | 39,55+ 5,86*
=
e 25 97,26 + 23,45 193,83 + 34,86 6,39 + 1,27* 1,01 +£0,36 | 52,99 + 11,66
2]
[
*E 50 43,02 £10,84 | 225,72 +31,02 7,28+1,17** | 1,12 +0,60 | 57,89+ 20,48
[
v
E S 86,63 £26,57 | 312,40 +52,77 8,43+ 0,92 0,90 +0,69 | 34,75+ 11,07*
100 96,28 + 28,01 271,31+ 14,47 6,72+0,83** | 1,13 + 0,25 | 21,12 +5,80**

*p<0.05, **p<0.01 Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamlilik

48 saat boyunca farkli derisimlerde (5, 25, 50, 75, 100uM) A ve B bilesikleri
uygulanan PANC-1 hiicrelerinin lipit peroksidasyonunun belirlenebilmesi i¢in yapilan MDA
analizlerinden elde edilen sonuglar, uygulanan konsantrasyona gore farklilik gosterdigi
gorildi (Sekil 43).
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Sekil 43. Benzotiyazol sentez bilesiklerinin MDA diizeylerine ait Boxplot grafigi

A bilesigi i¢in 6 farkli konsantrasyonda elde edilen veriler karsilastirildiginda, lipit
peroksidasyonunun 5-100 uM konsantrasyonlarinda oldugu goriildii (Tablo 15). 25 uM

79



konsantrasyonda elde edilen MDA miktar1 2,45 nmol/mg protein olarak belirlendi ve kontrol
grubuna gore 2,38 katlik anlamli bir azalma oldugu goriildii. Bunun yani sira kontrol grubu ile
diger derisimlerin MDA diizeyleri kiyaslandiginda istatiksel agidan anlamli oldugu
goriilmektedir (p<0,01). B bilesigi i¢in konsantrasyona bagli MDA verileri kiyaslandiginda ise
5, 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda lipid peroksidasyonunun gerceklestigi ve bu
konsantrasyonlarda elde edilen verilerin birbirine yakin oldugu ayrica kontrole gére MDA
miktarlarinin azaldigr gorildi (Tablo 16). MDA diizeyi agisindan 5, 50 ve 100 uM
konsantrasyona sahip gruplar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
(p<0.01), 25 puM derisimdeki grup ile kontrol grubu kiyaslandiginda ise bu istatistiksel
anlamliligin azaldig1 goriilmektedir. (p<0.05).

48 saat boyunca farkli derisimlerde (0, 5, 25, 50, 75, 100uM) A ve B bilesikleri
uygulanan PANC-1 hiicrelerinin GSH-Px analizlerinden elde edilen sonuglar Sekil 44’ de
gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore; uygulanan konsantrasyona bagli olarak sonuglarin
farklilik gosterdigi ancak sonuclarin konsantrasyon artisina bagimlilik  gostermedigi

gorilmiistir.
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Sekil 44. Benzotiyazol sentez bilesiklerinin GPx diizeylerine ait Boxplot grafigi

A bilesigi icin 6 farkli konsantrasyonda elde edilen veriler karsilastirildiginda, GPx
diizeyleri kontrol grubuna kiyasla 5-100 uM konsantrasyonlarinda anlamli olarak diigiik

saptand1 (p<0,01) ve en iyi sonucun da 25 ve 75 uM konsantrasyonlarinda elde edildigi
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goriildii (Tablo 15). B bilesigi igin konsantrasyona bagli GPX verileri kiyaslandiginda ise 5, 25
ve 50 uM derisimlerinde kontrole gore bir diisiis oldugu, bunlarin arasindan sadece 5 uM
konsantrasyonunda istatiksel anlamlilik oldugu goriilmistiir (p<0,05). Bunun yani sira B
bilesiginde 75 ve 100 uM uygulamalart PANC-1 hiicrelerinde GPx seviyelerini kontrole gore
arttirdigi belirlendi (Tablo 16).

A ve B bilesiklerinin farkli derisimlerde (0, 5, 25, 50, 75, 100uM) 48 saat siireyle
PANC-1 hiicrelerine uygulanmasindan sonra yapilan SOD analizinden elde edilen veriler
Sekil 45 da goriilmektedir. Bu veriler gore SOD diizeylerinin konsantrasyon artisi ile bir

paralellik gdstermedigi ancak belirli dozlarda kontrole gére SOD diizeylerinin diistiigi

goriilmektedir.
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Sekil 45. Benzotiyazol sentez bilesiklerinin SOD diizeylerine ait Boxplot grafigi

A bilesiginin 5, 25, 50, 75 ve 100 puM Kkonsantrasyon uygulamalarinda SOD
diizeylerinde kontrole gore anlamli bir azalma goriilmiistiir (p<0,01) ve en etkin azalmanin 75
ve 50 uM konsantrayonlarinda oldugu belirlenmistir (Tablo 15). B bilesiginin uygulamasi
yapilan gruplarda ise sadece 50 uM konsantrasyonda kontrole gore SOD diizeyinin azaldigi,

ancak istatistiksel olarak anlamli bir azalma olmadig1 goriilmustiir. (Tablo 16).
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5. TARTISMA VE SONUC

Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu
(BAP) tarafindan desteklenen bu calismada doymamis keton bilesiginden yola ¢ikilarak elde
edilen 2 benzotiyazol bilesigi iki basamakta sentezlendi. Bu bilesiklerin PANC-1 hiicrelerine
kars1 antikanser aktiviteleri incelendi ve biyokimyasal parametreleri 6l¢iilerek antioksidan ve

oksidan mekanizmasi agiklanmaya ¢aligildi.

Yaygin olarak goriilen kanser hastaliklar1 ile kiyaslandiginda pankreas kanseri
kadinlarda dokuz, erkeklerde on birinci sirada yer almaktadir. Diinya capinda kanserden
kaynakli o6liim verileri karsilastirildiginda ise pankreas kanseri dordiincii sirada yer
almaktadir. Bunun yani sira pankreas kanserinin 6liim riski ¢ok yiiksektir. Pankreas kanseri
olan kisilerin bes yillik siirede yasama sansit % 6 iken, teshis konulduktan sonraki bir yil

icinde hastalarin % 73" 6lmektedir.

Pankreas kanserinin en ¢ok goriilen tipi adenokarsinomdur. Bu hastaligin ameliyat ve
kemoterapi ile tedavisinin yani sira ilaglarla da tedavisi miimkiindiir. Bu amagla bu ¢alismada,
antitiimor ve antikanser gibi yiiksek biyolojik ve farmakolojik aktiviteye sahip oldugu bilinen

benzotiyazol birimi igeren bilesiklerin sentezi gergeklestirildi.

Calismanin ilk asamasinda Benzotiyazol tiirevi iki bilesik sentezlendi (Sekil 46).

Sentezin birinci basamaginda o,B-doymamis karbonil bilesigi (a) ve ikinci basamaginda

N
NH, N ()Q

O e) @/\
NS p-TsOH

0, ”/,
EtOH, 25 °C EtOH, reflux ’ \

a Ar-X b Ar-X

benzotiyazol tiirevleri (b) sentezlendi

Ar= 4-NO,Ph, 4-FPh,

Sekil 46. Genel reaksiyon semasi

Calismanin ilk basamaginda elde edilen o,f-doymamis karbonil bilesikleri

kristallendirme yontemi ile saflastirilirken, ikinci basamaginda elde edilen benzotiyazol
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tirevleri heksan/etil asetat (19:1) ¢6ziicti karigimu ile silika jel kolonda saflastirildi. Bilesikler
%80-82 araliginda degisen yiiksek verimlerle elde edildi.

Yapilan caligmalarda sentezlenen benzotiyazol tiirevlerinin PANC-1’e (Pankreas
Adenokarsinom Kanser Hiicresi) karst in vitro aktiviteleri incelendi. Yaptigimiz literatiir
arastirmasi sonucunda pankreas kanseri olgularmin ¢ogu adenokarsinoma oldugundan bu
caligmada adenokarsinoma tiirii pankreas kanser hiicre hatti tercih edildi. Bilesikler farkli
konsantrasyonlarda esit inkiibasyon sartlarinda hiicrelere uygulanarak hiicre canliligina doz
bagiml etkileri incelendi.

Kanser hiicrelerinde DNA hasariin onarimi ile iliskili genlerde mutasyonlar siklikla
gozlenmektedir. Bu nedenle normal hiicrelerin DNA hasar1 ile indiiklenen apoptoza karsi
kanser hiicrelerine kiyasla daha dayanikli olduklar1 sdylenebilir. Kematerapotik ajanlarda
istenen Ozelliklerden biri normal hiicrelere minimum hasar1 vererek kanser hiicrelerini
oldiirmesidir. Bu amagla ¢alismamizda iKi tane benzotiyazol tiirevi sentezlendi ve PANC-1
hiicrelerine etkisi incelendi. Kontrol hiicrelerindeki canlilik inhibisyonunun kanser
hiicrelerindeki canlilik inhibisyonu ile karsilastirilmasinin literatiire katki saglayacagi
ongorildi.

Calismada benzotiyazol sentez bilesiklerinin hiicre canlihigi itizerine etkisi MTT
canlilik analizi ile belirlendi. MTT ve aym prensibi kullanan diger yontemler (XTT, MTS,
WST1) hiicre canliliginin analizi i¢in siklikla kullanilan uygulamasi kolay yontemlerdir.
Alternatif olarak tripan mavisi ile hiicrelerin sayimi1 da canlilik degisiminin belirlenmesi
amaciyla kullanilabilir fakat otomatik bir sayict kullanilmadigr siirece hata pay1
spektrofotometrik MTT yontemine kiyasla yiliksektir. MTS ve WST1 yontemlerinin MTT den
tek farki MTT reaktifi elde edildikten sonra elde edilen formazan kristallerinin kendiliginden
cozlinebilir 6zellikte olmasidir. Bu nedenle hem islem siiresi kisalmakta hem de ydntemin
uygulanmasi basitlesmektedir. Buna karsin maliyeti MTT yontemine kiyasla daha yiiksektir
ve bu nedenle tercih edilmemistir.

Apoptozun tayini i¢in kullanilan yontemler apoptozun tetiklenmesi sirasinda meydana
gelen karakteristik olaylarin l¢iimii prensibine dayanir. Ozellikle de DNA fragmantasyonu ve
fosfatidil serin kalintilarinin  hiicre membraninin  dig  ylizeyine ¢ikmasi apoptozun
belirlenmesinde en ¢ok kullanilan 6zelliklerdir. DNA fragmantasyonu akis sitometrik
TUNEL, kolorimetrik CDD veya elektroforetik DNA merdiveni olusumu yontemleri ile
belirlenebilir. Calismamizda apoptoz tayini amaciyla Cell Death Detection ELISA™-YS kiti
kullanilmistir. Kit, fragmante DNA’nin plak tabanina baglanarak spektrofotometrik olarak

analiz edilmesi ile uygulanir. Yontem pratiktir ve kisa siirede sonu¢ vermektedir. CDD
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yontemi ornek gruplarindan elde edilen ortalama absorbans degerlerinin kontrole ait ortalama
absorbans degerine oranlanmasi ile 6rneklerde tetiklenen apoptozun yari-kantitatif olarak
hesaplanmasina olanak saglamaktadir. Caligmamizda CDD yontemi hem pratik oldugundan
hem de kantitasyona olanak sagladigindan tercih edilmistir.

MTT sonuglar1 degerlendirildiginde, sentezlenen benzotiyazol bilesiklerinin
konsantrasyonuyla PANC-1 hiicre canlilig1 inhibisyonu arasinda dogrusal bir iligki oldugu
goriilmektedir (Sekil 39). A ve B bilesiklerinin hiicre O6limiini tetikleyici etkisi
konsantrasyona bagli olarak artmaktadir. Bu bilesikler ile 48 saat inkiibe edilen PANC-1
hiicrelerinde canliligin 5 uM ve 25 uM konsantrasyonlarda ¢ok diisiik degisim gosterdigi
goriilmistlir. Bu degerler sirasiyla A bilesigi i¢in %1 ve %5; B bilesigi i¢in %16 ve % 12
olarak belirlenmistir. B bilesiginin bahsi ge¢en konsantrasyonlarda A bilesigine gore daha
etkin oldugu goriildii. Daha yiiksek konsantrasyonlarda ise bu etkinin her iki bilesik i¢in de
artti1 saptanmugtir. Ozellikle 50 pM ve 100 uM konsantrasyonlarinda A bilesiginin % 58 ve
% 66; B bilesiginin % 44 ve % 62 gibi yiiksek oranlarda hiicre 6liimiine neden oldugu
belirlenmistir. A bilesiginin yliksek konsantrasyonlarda B bilesigine gore hiicre 6liimii iizerine
daha etkin oldugu goriilmiistiir.

PANC-1 hiicrelerinde 48 saat A ve B bilesiklerinin inkiibasyonu i¢in elde edilen ICsg
degeri, A bilesigi igin 27,2 uM ve B bilesigi i¢in 35,5 uM olarak belirlenmistir. Calismanin
sonuglarina gore esit sartlarda 48 saat siireyle PANC-1 hiicrelerine A ve B bilesiklerinin
inkiibasyonu i¢in hesaplanan 1Csp degerleri 27-35 uM arasinda degismektedir. Elde edilen
tiim sonuglar A ve B bilesiklerinin konsantrasyonu ile PANC-1 hiicrelerinde tetiklenen hiicre
Oliimiiniin dogru orantili oldugunu, bu etkinin konsantrasyona bagimli oldugunu ortaya

koymustur.

Calismamizda elde edilen CDD verileri ve MTT verileri ile uyum gostermektedir.
Hiicrelerde 5 uM ve 25 uM konsantrasyonlarda A ve B bilesikleri ile 48 saat muamele edilen
hiicrelerde apoptotik hiicre oran1 kontrolden ¢ok farkli degildir (sirastyla A bilesigi i¢in 1,04
ve 1,16; A bilesigi i¢in 1,09 ve 1,15 ). Ancak, 75 ve 100 uM konsantrasyonlarda A ve B
bilesikleri ile 48 saat inkiibe edilen hiicrelerde bu oran 1,35-1,5 arasinda ¢ikmistir. Bu nedenle
75 ve 100 uM konsantrasyonlarda A ve B bilesiklerinin apoptotik hiicre oranlarimi yaklasik

1,5 kat arttirdigini ileri siirebiliriz.

Canlilarda oksidatif stres nedeniyle molekiil, hiicre ve organizma diizeyinde meydana
gelen degisiklikler birikimsel bir siire¢ sonrasinda bir¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasina neden

olmakta ozellikle de gesitli kanser tiirlerinin olusumunu tetiklemektedir. Canlilarda olusan
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oksidatif stres, ortaya cikan bir takim yan {riinlerin, hatali ya da hasarli molekiillerin
belirtimine dayali testlerle belirlenebilmektedir. Bu belirtimler genellikle serum, plazma, BOS
(beyin omurilik stvisi), idrar ve semen gibi biyolojik sivilarda yapilabilmektedir. Bu tez
calismasinda biyolojik sivilarda uygulanan testler hiicre diizeyinde uygulandi. Bu nedenle
sentezlenen iki farkli bilesigin PANC-1 hiicre hattina uygulanan degisik konsantrasyonlarinin
oksidatif strese duyarliligindaki farkliliklar1 ortaya koymast agisindan ¢alisma bilimsel 6neme
sahiptir. Sentezlenen bilesiklerin farkli konsantrasyonlarinin hiicre diizeyindeki etkisini ortaya
¢ikarmak amaciyla oncelikle canlilik agisindan etkinlik diizeyleri ortaya konmus, daha sonra
ise MDA, SOD, GPx, TAS ve TOS gibi oksidatif stres parametrelerindeki degisiklikler

incelenmistir.

Cesitli kanser tiirleri ile serbest radikaller arasindaki iligkiyi aydinlatmak iizere ¢ok
sayida ¢alisma literatiirde mevcuttur. Bu ¢alismalarda kanser hiicrelerinde ROS, antioksidan
ve diger radikallerin yiiksek oldugu gosterilmistir. Serbest radikallerin protoonkogenleri
aktiflestirerek tiimor olusumunu baslattigi one siiriilmiistiir. Gorozhanskaya ve arkadaslari
kanserin, tiimorlesme siirecindeki serbest radikal isleyisini ifade etmek amaciyla 94 kanserli
hastanin (mide, kolon, gogiis, akciger, rahim kanseri) ve 40 saglikli bireyin serum
orneklerinden oksidatif stres parametrelerini arastirmistir. Bu calismada onkolojik hastalarin
MDA diizeyleri saglikli gruptan yaklagik 1,5-1,8 kat daha yiiksek oldugu gorilmiistiir.
Tiimorli hastalarla kontrol grubunun SOD diizeyleri kiyaslandiginda da yine tiim hasta
grubunun SOD diizeyleri kontrole gore anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir
(p<0,001). Ayrica bu ¢alisma SOD ve MDA diizeylerinin hasta ve kontrol gruplarini gesitli
kanser modelleri bazinda da kiyaslanmamiza olanak saglamistir. Buna gore sirasiyla rahim,
akciger ve mide kanserli hastalarin MDA degerleri kontrol grubundan g¢ok belirgin olarak
farklilik gostermekle birlikte yine sirasiyla akciger, kolon ve mide kanserli hastalarin SOD

diizeyleri kontrol grubundan yaklasik iki kat yiiksek oldugu goriilmiistiir. (73).

Lipitler serbest radikallere kars1 en hassas biyomolekiillerdir. Kolesterol tiirevleri ve
yag asitlerinin doymamuis ¢ift baglar1 serbest radikaller ile kolayca reaksiyona girerek lipit
peroksidasyonu adi verilen bir dizi reaksiyonlar meydana gelir. Lipit peroksidasyonu hiicre
zarl ve organel zarlar1 i¢in Onemli bir tehdittir. Cilinkii zarlarin stabilitesi bozularak
gecirgenlikleri artmaktadir (74). Kilig ve arkadaslar1 g6giis kanserli hastalarda lipit
oksidasyon {iriinii olan malondialdehit (MDA) ve antioksidan olan SOD diizeylerini 6lgmiis
ve buna gore hastalarin MDA ve SOD degerleri kontrol grubuna gore belirgin olarak yiiksek
bulunmustur (75).
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Inci ve arkadaslar1 girtlak kanserli hastalarin kanser dokusundan ve kanser olusumu
olmayan komsu dokulardan alinan 6rneklerden oksidatif stres parametrelerini ¢alismis ve lipit
peroksidasyon, GSH, GPx ve SOD seviyelerini kontrole gore anlamli derecede yiiksek
bulmuslardir (76).

Kronik pankreatit, pankreas kanseri i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir ve reaktif oksijen
tiirlerinin olusumuyla iligkilidir. Hiicreler, reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu hasari
Oonlemek i¢in ¢ok miktarda antioksidan tretir. Memeli hiicrelerinde SOD, katalaz ve
peroksidaz olmak iizere ii¢ tip Onciil antioksidan bulunmaktadir ve glutatyon peroksidaz
bunlardan en 6nemlisidir. Cullen ve arkadaslar1 normal pankreas, kronik pankreas ve pankreas
kanseri tiirlerinde antioksidan enzim seviyelerini belirlemistir. Buna gore normal pankreas
hiicrelerinin stoplazmik SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz degerleri kronik pankreatit ve

pankreas kanseri tiirlerinden ¢ok daha diisiik oldugunu bulmuslardir (77).

Yapilan bu arastirmalarin neticesinde kontrol grubu olan ve herhangi bir uygulamanin
yapilmadigi PANC-1 hiicrelerine ait oksidatif stres diizeylerinin, A ve B bilesiklerinin ¢esitli
konsantrasyonlarmin uygulandigi gruplara ait oksidatif stres diizeylerinden daha yiiksek
olmasini beklemekteyiz. Calismamizda PANC-1 hiicreleriyle birlikte A ve B bilesiklerinin 48
saatlik inkiibasyonu sonunda elde edilen 1Csy degerleri, A bilesigi i¢in 27,2 uM ve B bilesigi
icin ise 35,5 uM olarak belirlenmistir. Bu nedenle bilesiklerin 25 ve 50 uM
konsantrasyonlarina ait oksidatif stres parametrelerinin kontrol gruplarma gore diizeylerini
tartigmay1 tercih ettik. Buna gore PANC-1 hiicrelerine uygulanan A bilesiginin kontrol
grubunda oOlgiilen MDA, SOD, GPx, TAS ve TOS diizeyleri; 25 uM ve 50 uM derisimlerde
Olciilen degerlerden anlamli olarak diisiik bulundu. B bilesiginin kontrol grubunda olgiilen
MDA, GPx, TAS ve TOS diizeyleri; 25 uM ve 50 uM derisimlerde dl¢iilen degerlerden diisiik
bulunurken SOD aktivitesi ise sadece 50 uM derisimde kontrole gore belirgin bir azalma
gostermistir. Elde edilen tiim bu veriler daha 6nce farkli kanser vakalarina ait doku ve serum

orneklerinde yapilan oksidatif stres diizeylerinin gosterdigi sonuglar ile uyumludur.

Oksidatif stresin malignant timdriin gelismesi ile iligkili olduguna dair bir¢ok calisma
mevcuttur. Biz ¢alismamizda A ve B benzotiyazol bilesiklerinin konsantrasyon bazinda
pankreas kanserli hiicrelere etkisini inceledik. Yapilan konsantrasyon uygulamalarinin PANC-
1 hiicrelerindeki oksidatif stres diizeyleri iizerine etkisinin farklilik gosterdi gorildi.
Incelenen gruplarm SOD, GPx ve MDA diizeyleri kontrole gore diisiik oldugu goriildii. Bu

durum uygulanan bilesiklerin oksidatif stresin olusumunu tetikleyen etmenleri baskiladigini
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disiindiirmektedir. Bu ¢alisma sentezlenen benzotiyazol A ve B bilesiginin metabolizmada
oksidatif stres ile indiiklenen bozukluklara uygulanabilirligi agisindan bir bakis agis1 ortaya

koymaktadir.

Benzotiyazol tiirevi bilesiklerin potansiyel anti-kanser etkisinin daha derinlemesine
anlasilabilmesi i¢in ¢alismamizin temel olusturabilecegine inanmaktayiz. Sentezlenen A ve B
bilesiklerinin PANC-1 kanser hiicrelerine kars1 iyilestirici etki vermesi bu maddelerin kanser
hiicrelerine yonelik kullanim potansiyelini arttirmaktadir. Yapilacak ileri ¢aligmalar ile
Benzotiyazol tiirevi bilesiklerin etkisi in vivo c¢alismalarla da desteklenerek disiplinler arasi

(biyoloji, eczacilik ve tip gibi) ¢alismalara imkan saglayacaktir.
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