T.C.
ISTINYE UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
KANSER BIYOLOJiSi VE FARMAKOLOJiSi

YENI PROTOFLAVON BAZLI HiBRiD BILESIKLERIN MEME KANSERI HUCRE
SOYLARINDA SiTOTOKSIK/APOPTOTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

ELIiF SEDEF DEVELI

YUKSEK LiSANS TEZi

Prof. Dr. Engin ULUKAYA

ISTANBUL-2019



T.C.
ISTINYE UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
KANSER BIYOLOJiSi VE FARMAKOLOJiSi

YENI PROTOFLAVON BAZLI HiBRiD BILESIKLERIN MEME KANSERI HUCRE
SOYLARINDA SITOTOKSIK/APOPTOTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

ELIiF SEDEF DEVELI

YUKSEK LiSANS TEZi

Prof. Dr. Engin ULUKAYA

ISTANBUL-2019



ISTINYE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU ONAYI

Bu tezin Yiiksek Lisans /Doktoraderecesi i¢in gereken tiim sartlar1 sagladigini tasdik ederim.

MM—
Prof. Dr. Engin ULUKAYA Prof. D/ Semra SARDAS
Anabilim Dal1 Bagkani Enstitii Miidiira

Bu tezin Yiksek Lisans /.Deokteraderecesi i¢in gereken tiim sartlar1 sagladigini tasdik ederim.

Prof. Dr. Bfigin ULUKAYA
Danigman Ortak Danigman(varsa)

Okudugumuz ve savunmasini dinledigimiz bu tezin bir Yiiksek Lisans / Doktora derecesi igin
gereken tlim kapsam ve kalite sartlarini sagladigini beyan ederiz.

Jiri Uyeleri

Istinye Universitesi
Prof.Dr. Engin ULUKAYA Saglik Bilimleri Fakiiltesi

S R Istinye Universitesi
Dr.Ogr.Uyesi Nazlithan Aztopal Fen Edebiyat Fakiiltesi /\'UZ/L/\—‘

Prof. Dr. Elif [l Armutak i 54 e
o, Dis Rl Hear Ammmts Istanbul Universitesi

Veteriner Fakiiltesi




iSTINYE UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ETIK BEYANI

Yiiksek Lisans/Doktora tezi olarak sundugum “YENI PROTOFLAVON BAZLI HIBRID
BILESIKLERIN MEME KANSERI HUCRE SOYLARINDA SITOTOKSIK/APOPTOTIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI” adli ¢alismanin, proje safthasindan sonuglanmasina
kadar gegen biitiin siireclerde bilimsel etik kurallarina uygun bir sekilde hazirlandigini ve
yararlandigim eserlerin kaynaklar bélimiinde gosterilenlerden olustugunu belirtir ve beyan
ederim.

Elif Sedef Develi
15.08.2019



OZET

YENI PROTOFLAVON BAZLI HiBRID BILESIKLERIN MEME KANSERI HUCRE
SOYLARINDA SITOTOKSIK/APOPTOTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Elif Sedef Develi
Kanser Biyolojisi ve Farmakolojisi
Prof. Dr. Engin Ulukaya

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik goriilen kanser olup, her yil 2,1 milyon kadini
etkilemektedir, kadinlarda kansere bagli 6liimlerde 6nde gelen nedenler arasindadir. 2018'de
627.000 kadinin meme kanserinden 61diigii tahmin edilmektedir ki bu kadinlarda tiim kanser
Olimlerinin yaklasik % 15'dir. Tedavisinde yeni yaklasimlara ragmen etkin bir basari
saglanamamaktadir. Bu tez calismasi kapsaminda; dort yeni hibrid protoflavon bilesigin
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar tlizerinde anti-kanser etkileri incelenecektir. MCF-7
hiicre hatt1 ERa -pozitif meme kanseri i¢in temsili model olarak ve MDA-MB-231 hiicre hatt1
ticlii negatif meme kanseri (TNBC) i¢in model olarak kullanilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Hibrid Protoflavon Bilesikler, Sitotoksisite, Apoptozis



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC/APOPTOTIC EFFECT OF NOVEL
PROTOFLAVONE BASED HYBRIiD COMPOUNDS IN HUMAN BREAST CANCER
CELL LINES

Elif Sedef Develi
Cancer Biology and Pharmacology
Prof. Dr. Engin Ulukaya

Breast cancer is the most common cancer among women, affecting 2.1 million women each
year and is one of the leading causes of cancer-related deaths in women. It is estimated that
627,000 women died of breast cancer in 2018, accounting for about 15% of all cancer deaths
among women. Despite the new approaches in the treatment of effective success can not be
achieved. Within the scope of this thesis; The anti-cancer effects of four novel hybrid
protoflavone compounds on MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines will be examined. The
MCEF-7 cell line will be used as a representative model for ERa-positive breast cancer and as a
model for the MDA-MB-231 cell line triple negative breast cancer (TNBC).

Keywords: Hybrid protoflavone compounds, Cytotoxicity, Apoptosis
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GIRIS

Diinya genelinde toplam her yil 14,1 milyon kanser vakasi goriilmekte ve bunlardan 8,2
milyon vaka kansere bagli 6liim ile sonuglanmaktadir. Benzer seyir devam ettigi takdirde
2030 yilinda yillik 22 milyon yeni vaka ortaya ¢ikmasi Ongoriilmektedir (Ferlay ve ark.,
2017). Ulkemizde nedeni biline dliimler siralamasinda kanser en sik goriilen ikinci &liim
nedenidir, birinci sirada ise kardiyovaskiiler hastaliklar yer almaktadir (TUIK). Kanser siklig1
diinya genelinde hemen her iilkede yillik %1-2 oraninda bir artis gostermektedir. Cok az
sayida gelismis tlilkede bu vakalardaki artis oran1 kontrol altina alinmistir. Kadinlar arasinda

en sik goriilen kanser tiirli, meme kanseridir.

Meme kanserinin gilincel tedavi yontemlerine bakildiginda; ameliyat, radyoterapi,
adjuvan kemoterapi ve/veya hormon terapilerini gormekteyiz fakat ileri evre meme kanserinin
tedavisi icin etkili bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Birgok yeni ilaglarin ¢ikmasina
ragmen tedaviye yanit hala tam olarak alinamamaktadir. Bu nedenle yeni tedavi

seceneklerinin ve yeni ilaglarin gelistirilmesine ihtiya¢ bulunmaktadir.

Ortak bir farmakolojik amag icin tasarlanan hibrid bilesikler, ila¢ kesfi i¢cin giderek daha
popiiler bir strateji haline gelmistir. Bununla birlikte, bu yaklagim bir¢ok kisi tarafindan da
tartisilmaktadir, ¢linkii her iki parganin da bireysel hedeflerine segiciligi, bir araya
geldiklerinde etkilerinin azalacag diisliniilmektedir. Bir ATR inhibitorii (protoflavon) bir pro-
oksidan (bir ferrosen veya bir kalkon) fragmanina baglanarak dort yeni triazol bagli hibrid

bilesik hazirlandi.

Bu bilgiler dogrultusunda; bu tez ¢alismasi kapsaminda yeni sentez hibrid bilesiklerin

meme kanseri hiicre hatlar1 olan MCF-7 ve MDA-MB-231 iizerine etkisi arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. KANSER

Kanser, anormal ve kontrolsiiz hiicre proliferasyonu olarak tanimlanmaktadir. Kanser
hiicreleri siklikla ¢evre dokuya yayilir, kan veya lenfatik sistem yoluyla uzaktaki organlara
metastaz yapar (Fidler, 1989; Rusciano ve Burger, 1992). Kanser hiicreleri bircok doku ve
organda ortaya ¢ikabilir (Baylin, 2006). Erken tan1 ve tedavideki ilerlemelere ragmen, diinya
genelinde kanser arastirma igin en yiiksek oncelige sahip biiylik bir saglik sorunudur (Bray ve
ark., 2012; Bertucci ve ark., 2012). Sekil 1'de gdsterildigi gibi, kanser olusumunun ilk adimi,
genetik mutasyon olan “Baglama” asamasidir. Genetik mutasyon siirecine neden olan veya
destekleyen “baslaticilar”; hormonlar, kimyasallar, radyasyon, enfeksiyon ve hipoksidir
(Weinberg, 1988; Nelson ve ark., 2004). Genetik mutasyonlar, RAS (Downward, 2003) ve
MYC (Finver ve ark., 1988) gibi pro-onkojenik genlerde veya BRCA1, BRCA2 ve TP53 gibi
timor baskilayici genlerde gergeklesebilir (Friedenson, 2007). Genel olarak, kanser gelisimi
coklu genetik bozulmalarin birikmesini gergeklesmektedir (Devileeve Cornelisse, 1994;
Bieche ve Lidereau, 1995). Mutasyona ugramis hiicreler uykuda kalabilir veya proliferatif
hale gelebilir. Kanser olusumunun ikinci basamagi olan “ilerleme” asamasi, hiperplazi (hiicre
sayisindaki artig), displazi (hiicrelerde fenotipik degisiklikler), in situ karsinom (erken evre
kanser) ve nihayetinde invaziv karsinoma (¢evre dokulara yayilim) basamaklarindan
olusmaktadir (Lodish ve ark., 2000). Bugiine kadar, kanser hiicrelerinin anormal biliyiimelerini
sirdiirdiikleri ve biiyiime baskilayict mekanizmalarindan kactiklar1 alti kanser o6zelligi
tanimlanmistir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Bunlar proliferatif sinyalin siirdiiriilmesi,
biiyiime baskilayicilardan kaginma, hiicre oliimiine diren¢ gosterme, ¢ogaltict dliimsiizliigi
saglama, anjiyojenezi indiikkleme ve aktive edilmis istila ve metastazdir (Hanahan ve

Weinberg, 2011).
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Sekil 1. Tiimor gelisimi basamaklari: Normal hiicrelerden metastaza kadar

2.2.  KANSER HUCRELERININ OZELLIKLERI

Baz1 kanser tiirleri tek bir anormal hiicreden koken alirken bazilari ise tiimor dokusunda
birden fazla hiicrenin karsinojene maruz kalmasindan kaynaklanmaktadir (Fialkow 1976).
Normal hiicrelerin béliinme sayist sinirliyken kanser hiicrelerinin ise sinirsizdir, bu 6zellik
“immortalite’” olarak adlandirilir. Sinirsiz boliinme sayisinin  mekanizmalarindan biri
kromozom uglar olan telomerlerdir. Telomerler her bir DNA sarmalinin uc kisminda bulunan
ve kromozomlar1 koruyan parcalardir. Normal hiicreler boliindiikge telomeraz enzimi de
programli bir sekilde gittikce azalir ve buna bagli olarak telomerler kisalir. Dolayisiyla
tamamen farklilasmis bir hiicre siklusun GO fazinda durur (senesans) ve sonunda ¢ogalma
kapasitesini yitirir. Oysa kanser hiicrelerinde telomeraz enzimi etkinligini siirdiiriir yani
telomerlerin uzunlugu sabit kalir ve hiicreler siirsiz boliinme yetenegi kazanir (Shay ve ark.
2001). Meme kanserlerinin % 95 (99/104)’inde telomeraz aktivitesi bulmuslardir (Bednarek
ve ark., 1997). DNA tamirindeki saptanan eksiklikler genetik instabiliteye neden olur. Buna
bagl olarak kanser hiicreleri proliferasyon kontrol mekanizmalarma daha az yanit verir.
Yabanci ¢evrede yasama yetenegine sahip klonlar olustururlar ve boylece metastaz yaparlar.
in vitro ortamda hiicreler hiicreler, bulunduklar: hiicre kaplarina yapisirlar eger yapismazlarsa
boliinemezler. Bu durum normal hiicrelerde ise; g¢ogalip lizerinde biiyilidiikleri hiicre
kaplarinin tlim yiizeyini tek tabaka halinde (monolayer) doldurduklarinda ortamda
boliinmeleri i¢in gerekli tiim biiylime faktorleri ve diger besin elemanlarii (niitrientleri)
igcerse bile boliinemezler. in vitro ortamda kanser hiicrelerinin bir 6zelligi de ortamda bulunan
biiyiime faktdrlerinden ve niitrientlerden bagimsiz olarak proliferasyonun devamli artmasidir.
Kanser hiicreleri, ekstraselliiler biiyiime faktorlerinin gereksinimlerini azaltmaktadir, bu

hiicreler genellikle ekstraseliiler matriks bilesenlerini parcalayacak proteazlar1 yapisinda
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bulundurmaktadirlar ve normal dokulara yayilmaya izin vermektedir (Pietras ve Ostman
2010). Kanser hiicreleri, belirli boyuta geldiklerinde beslenmelerini saglayabilmek icin yeni
kan damar1 olustururular; kan damart olusumunu indiikleyen biiylime faktorleri

bulundurmaktadir (Anjiyogenez) (Lowitz ve Casciato 2000, Cooper 2006).

2.3. MEME KANSERI
2.3.1. Tanim

Meme kanseri, meme glandiiler siit kanallarinin veya meme lobiillerinin epitelyal
hiicrelerinden kaynaklanan malign bir timordiir (Benson ve ark., 2009). Meme karsinomu,
tiimoriin bazal membran diginda biiyiimeye baslayip baslamamasina baglh olarak, invaziv
olmayan (in situ karsinom) veya invaziv olarak simiflandirilir. Invaziv karsinomlar, mutasyona
ugrayip degisen hiicrelerin etrafindaki bag dokularina ve viicudun uzak organlarina metastaz

yaptig1 kanserlerdir.

2.3.2.Epidemiyoloji

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik goriilen kanser olup, her yil 2,1 milyon kadim
etkilemektedir, kadinlarda kansere bagli 6liimlerde 6nde gelen nedenler arasindadir. 2018'de
627.000 kadinin meme kanserinden 61diigii tahmin edilmektedir ki bu kadinlarda tiim kanser
Olumlerinin yaklagik % 15'idir. Meme kanseri insidanst diinya ¢apinda istikrarli bir sekilde
artmakta olup, Orta Afrika ve Dogu Asya'da 100.000'de 27 ile Kuzey Amerika'da 100.000'de
92 arasinda degisen diinya bolgelerinde neredeyse dort kat degismektedir (Ferlay ve ark.,
2015) . Bu yas dagilimi, diyet, yasam tarzi, etnik kdken, genetik ge¢mis ve popiilasyonlar

arasindaki diger meme kanseri risk faktorleri arasindaki farkliliklar nedeniyle olabilir.

2.3.3.Meme Kanseri Biyobelirtecleri

Tiimdr biyobelirteg, bir tiimdr tarafindan liretilen veya bir tlimore yanit olarak tiretilen
bir molekiil olarak tanimlanir. Biyobelirtegler, meme de dahil olmak iizere viicuttaki herhangi
bir dokudan tespit edilebilir (Mishra ve Verma, 2010). Prognostik, tanisal ve / veya prediktif
olabilirler. Prognostik biyobelirtecler tedaviden bagimsiz olarak dogal hastalik seyrini
belirtirken, prediktif biyobelirtegler bir hastanin spesifik bir tedaviye yanitini Ongoriir
(Vivanco, 2010). Ostrojen reseptdrii (ER) ve progesteron reseptdrii (PR) gibi hormon
reseptOrlerinin ekspresyon seviyeleri zayif prognostik fakat giiclii prediktif biyobelirteglerin
iyi Ornekleridir (Radhakrishna, 2015). Bununla birlikte, insan epidermal biiylime faktorii
reseptorii 2°nin (HER2) agir1 ekspresyonu hem giiclii bir prognostik biyobelirte¢ hem de giiclii
bir prediktif biyobelirte¢ i¢in uygun bir 6rnek olabilir (Radhakrishna, 2015).



2.3.4.Meme Kanserinin Siniflandirilmasi
Kesin prognozu belirlemek ve etkili bir tedavi planlamak i¢in, meme kanserinin
siniflandirmasi ¢ok onemlidir. Bu nedenle, meme kanserinde molekiiler alt tiplerde dahil

meme kanserinde en temel siniflandirmalar, TNM evreleme sistemi ve derecesi belirtilecektir.

2.3.4.1. Meme kanserinin molekiiler alt tipleri

Meme kanserinin tek tip bir hastalik olmadigi, tliimor hiicrelerinin molekiiler ve genetik
bilgilerle belirlenen farkli alt tipleri ile karakterize edilen heterojen bir hastalik oldugu
bilinmektedir. Meme tiimdrleri, ER, PR, HER2 ve Ki-67 de dahil olmak iizere iyi bilinen dort
biyobelirte¢ kullanilarak dort farkli alt tipte siniflandirilabilir (Tablo 1) (Sorlie ve ark., 2001).
Bu molekiiler alt tip smiflandirmasi genellikle prognoz ve terapdtik stratejinin se¢imi igin
onemlidir (Parker ve ark., 2009). Luminal A, ER-pozitif, PR-pozitif, HER2-negatif ve Ki-67
ekspresyonunun diisiik oldugu ve ayni zamanda hormonal tedavi ile en iyi sonucu veren en
yaygin alt tiptir (Cheang ve ark., 2009). Luminal B, luminal A'ya benzer fakat proliferasyona
bagli bir gen olan Ki-67"nin yiiksek ekspresyonuna sahiptir ve bu alt tip, luminal A'dan daha
agresiftir (Cheang ve ark., 2009; Heitz ve ark., 2009). Luminal B alt tipine sahip hastalar,
HER2'nin ekspresyonuna bagli olarak anti-HER2 antikoru Trastuzumab (Herceptin) ile tedavi
ile kombinasyon halinde hormonal tedaviden faydalanabilirler (Senkus ve ark., 2013; Yersal
ve Barutca, 2014). Bazal benzeri / li¢lii negatif meme kanseri (TNBC), genellikle diger meme
kanseri alt tipleri ile karsilastirildiginda agresif klinik seyir ve kotii prognoz ile karakterizedir
(Heitz ve ark., 2009). ER ve HER2 gibi spesifik ila¢ hedeflerin olmayis1 nedeniyle,

kemoterapi sistemik tedavi i¢in hala birincil se¢enektir (Senkus ve ark., 2013).

Tablo1. Insan meme kanseri molekiiler alt tipleri

Alt tipler Molekiiler/genetik karakteristik Prevalans Klinik Karakteristik
%
Luminal A ER+ ve/veya PR+, HER2- 40 Yavas biiyiiyen
Diisiik ki67 Daha az agresif
Diistik niiks

Yiiksek hayatta kalma orani
Tiim alt tiplerin en iyi prognozu

Endokrin tedaviye cevap verir

Luminal B

ER+ ve/veya PR+, HER2+
(veya HER2-, yiiksek Ki67)

10-20

Yiiksek proliferasyon orani
Luminal A’ya gore daha kotii prognoz

Endokrin tedaviye cevap verir




HER2 HER2+, ER+, PR- 10 Daha agresif bir sekilde biiylimeye ve

zenginlestirilmis yayilmaya meyilli

Kisa siireli sagkalim orani

Hedefli tedaviler mevcut

TNBC/ Bazal | ER-, PR- ve HER2- 15 Koétii prognoz

benzeri Agresif bliylime ve yayilim

Sistemik tedavi; Kemoterapi

2.3.4.2. TNM evreleme sistemi

American Joint Committee on Cancer (AJCC) tarafindan belirtilen TNM evreleme
sistemi, timoriin anatomik 6zelliklerine dayanarak tanimlanmistir (Edge ve Compton, 2010).
TNM siiflandirmasi, tiimoér boyutu (T), lenf nodu tutulumunun (N) ve metastaz (M)
varligimin veya yoklugunun bir kombinasyonunu ile yapilir. Bu siniflandirma sistemi,
sagkalim tahmini (prognoz), baslangigtaki terapotik yaklasimlarin seg¢imi ve terapotik

sonuclarin degerlendirilmesi i¢in bir temel saglar (Sobin, 2003).

2.3.4.3. Tiimor derecesi

Timor derecesi, tiimor hiicrelerini anormalliklerine dayanarak tiimoér dokularini
mikroskopik olarak smiflandirir. Bir tiimdriin ne kadar hizli biyiiyiip yayilacaginin
prognostik bir gostergesi olarak kullanilir (Elston ve Ellis,1991). Tiimor derecesi, glandiiler /
tiibiiler formasyon, niikleer pleomorfizm (¢ekirdek ve niikleollerin biiyiikliigli ve seklindeki
degiskenlik) ve mitotik (hiicre boliinmesi) sayimi dikkate alarak tliimoriin potansiyel
agresifligini temsil eder. Bu, tiimorii G1, G2 ve G3 olmak iizere li¢ farkli sinifta siniflandirir.
Gl diisiik dereceli ve iyi farklilagsmis, G2 orta derecede farklilasmis ve G3 yiiksek dereceli ve
kotii farklilasmis oldugunu gostermektedir (Elston, 1984).

2.4. MEME KANSERININ MOLEKULER BIYOLOJISI

Meme kanseri gelisimine sebep olan mekanizmalar tam olarak belirlenememistir.
Cevresel karsinojenlere maruz kalma sonucunda olusan mutasyonlar, germline mutasyonlarla
kalitilan genetik degisikliklerle tiimdr siipresor genlerin aktivasyonu ve proto onkogenlerin
aktivasyonu ile apoptozis mekanizmalarinin bozulmasi ve/veya kontrolsiiz hiicre
proliferasyonunun sonucunda meme kanseri gelisiminin basladig1 6ne siiriilmektedir. Biiyiime
faktorleri ve iliskili reseptorlerde meydana gelebilecek ¢esitli bozukluklarin da kontrolsiiz
hiicre ¢ogalmalarinin da meme kanseri gelisiminde rolii oldugu bilinmektedir (Sainsbury ve

ark. 1985, Richard ve ark. 1987, Brown ve ark. 1995).
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Ostrojen reseptorlerinin, dstrojen uyarist ile meme kanseri kanseri gelisiminde 6nemli
rolii oldugu bilinmektedir. Ostrogen (Er) fonksiyonlarmi iki spesifik hiicre reseptorii
araciligiyla gerceklestirmektedir: Era ve Erf. Bu reseptorler, hormon bagimli transktripsiyon
diizenleyicilerdir. Er yolunun meme kanseri patofizyolojisinde kritik bir rolii vardir; Era’nin
fazla ekspresyonu, iyi anlasilmis bir prognostik ve prediktif bir faktordiir (Dotzlaw ve ark.
1999, Fugua ve ark. 1999, Speirs ve ark. 2000, Su ve ark. 2000). ERB'nin; ERa ve dolayisiyla
hiicre proliferasyonu iizerinde inhibe edici etkileri oldugu gosterilmistir. ERP, oOzellikle
izoform 2, normal meme bezinde ERa'dan daha yiiksek seviyede eksprese edilir ancak

ekspresyonu; meme kanseri hiicrelerinde, 6zellikle ERa eksprese eden hiicrelerde daha azdir

(Park ve ark., 2003; Park ve ark., 2006).

Genetik degisiklikler germline mutasyonlar ile kalitilir veya sonrada somatik
mutasyonlarla kazanilir. Sonradan kazanilan mutasyonlar ¢evresel karsinojenlere maruz
kalmayla ortaya cikabilir. Bu gevresel karsinojenler fiziksel (asbest, iyonize radyasyon),
kimyasal ve biyolojikdir (bazi bakteriler ve viriisler) (Danaei 2005). Meme kanseri genetik
temelli ¢aligmalarda kanser gelisimi siirecinde birden fazla role sahip genlere yonelmistir. Bu
genler arasinda; onkogenler (ras, c-myc genleri), timor supresor genleri (p53, BRCAL,
BRCA2, nm23), biiyime faktori reseptor genleri (HER2), hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde rol alan genler (telomeraz) ve apoptozisde rol alan genler (Bcl gen ailesi)
sayilabilir. BRCA1 ve BRCA2 proteinleri genomik stabilitenin saglanmasinda, DNA
hasarinda hiicresel cevap olarak transkripsiyonel diizenlemeye ve hiicresel proliferasyon

siireclerine katkida bulunurlar (Oesterreich ve ark.1999, Cui ve ark. 2000).

2.5. MEME KANSERINDE COKLU ILAC DIRENCI

Ilag direncinin gelismesi meme kanserinin etkin tedavisini sinirlayan 6nemli bir
faktordiir. Kemoterapi ve yeni molekiiler hedefli tedaviler, kanser hastalarinin tedavisine
onemli bir katkida bulunur. Kemoterapotik etkinlikteki ana smirlamalar, bu maddelerin
normal hiicreler iizerindeki toksik etkilerinden ve direngten (dogustan gelen veya edinilen)
terapotik maddelere karsi ortaya c¢ikar. Kombinasyon kemoterapisi, etkilerini farkh
mekanizmalarla uygulayan ve / veya kimyasal olarak ¢ok farkli olan ajanlarla muamele
ederek direnci asmak i¢in tasarlanmistir. Kanser hiicre popiilasyonlari, mekanik ve yapisal
olarak birbirine benzemeyen birden fazla ilaca direngli (MDR) hale gelerek yanit verebilir.
Tiimor kitlesi i¢inde ilkel kok hiicre popiilasyonlariin varligi, tiimoriin kusurlu hasar tespiti,
onarim1 ve yiiksek proliferasyon hizi ile iligkili genomik dengesizlik nedeniyle genis bir

cesitlilik tiretme kabiliyeti ile birlikte bircok kanserin karakteristigidir (Dean ve ark., 2005).
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Dogal olarak mevcut olan veya iiretilen direngli ve MDR varyantlar1 daha sonra, birden fazla
kemoterapi dongiisii ile segilebilir. Tabii ki birgcok kemoterapotik ajan mutajeniktir,

dolayisiyla kanser hiicresi popiilasyonunda diren¢li mutantlarin sikligini arttirir.

flag direncinin molekiiler mekanizmalar1 arasinda ¢oklu ilag pompalarinin (genellikle
ATP baglayici kaset [ABC] tasiyici aile liyeleri); MDR-1 gen iiriinii P-glikoprotein (P-gp)/P-
170 (ABCB1), meme kanseri direng proteini (BCRP; ABCG?2), ilaca direngle iliskili protein-1
(MRP-1; ABCCI1) ve ilgili proteinlerin asir1 ekspresyonu bulunur. Ayni zamanda Onemli
diger husus; pro- ve antiapoptotik proteinlerin nispi seviyeleridir; topoizomeraz Il
(antrasiklinler i¢in), dihidrofolat rediiktaz (metotreksat icin), timidilat sentetaz (gesitli
antimetabolitler i¢in) gibi hedef enzimlerin degistirilmis seviyeleri ve aktiviteleri; ve
glutatyon-S-transferazlarda dahil olmak {iizere degistirilmis ila¢ degrade edici enzimlerdir
(Dean ve ark., 2005). ilag direnci ile ilgili baslica zorluk, ayni hiicre iginde farkl
mekanizmalar ile gelistirilen ila¢ direncinin, tiimor igindeki farkli alt popiilasyonlarda da
farkli diren¢ mekanizmalarinin gelistirilmesiyle ¢ok faktorlii olabilmesidir (Heenan ve ark.,
1997). Direng ayrica pH, oksijen stresi, timor vaskiilarizasyon derecesi, hiicre dis1 matris
bilesimi, tiimor yapist ve benzeri gibi bireysel mikro ortamin ¢esitli yonleri gibi fiziksel ve
fizyolojik parametrelerle de iliskili olabilir boylece tiimor hiicrelerinin hiicresel ve molekiiler
biyolojisindeki bireysel degisiklikler gozlemlenen diren¢ fenotipini her zaman tam olarak
ortaya koymayabilir. Bununla birlikte, (genellikle) hiicre i¢i hedefe yeterli ila¢ dozunun

verilmesi, her zaman yeterli olmasa bile basarili kemoterapinin bir pargasidir.

2.6. HUCRE OLUM MODELLERI

Cok hiicreli organizmalarda; yeni hiicrelerin olusumu ve hiicre 6liimii arasinda bir
denge bulunmaktadir. Bu denge organizmanin gelisimi ve doku homeostazisinin saglanmasi
acisindan 6nemlidir. Her giin yaklasik olarak 1x10" yeni hiicre olusturulurken milyarlarca
hiicre de 6lmektedir bu durum sayesinde sabit denge saglanmaktadir (Fischer ve Schulze-
Osthoff 2005). Bu dengenin bozulmasi durumunda ndrodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi
patolojik durumlar tetiklenebilmektedir (Danial ve Korsmeyer 2004). Hiicrelerin
programlanmis hiicre 6liimii ’apoptozis’® ve patolojik hiicre Sliimii ‘’nekrozis’’ gibi c¢esitli

hiicre 6liim tipleriyle yok olmaktadir (Sekil 2).

1970'lere kadar bilinen tek hiicre olimii ‘’nekrozis’'di ve bu yilizden hiicre Oliimii
fizyolojik olmayan zararl bir olay gibi goriiliirdii. Ik kez Iskogyal1 arastirmacilar olan Kerr,

Wyllie ve Currie tarafindan 1972 yilinda programli hiicre 6liimii “’apoptozis’” kavraminin



ortaya ¢ikmasiyla, hiicre 6liimiiniin sadece nekrozisle gergeklesmedigi ve diisiiniildiigl gibi

her zaman anormal veya zararli bir olay olmadig1 ortaya ¢ikmaistir.

Normal hiicre

Kimyasal, termalve
Radyasyon hasar

APOPTOZIS
ONKOZIS

(iskemik hiicre 61ma)

Sekil 2. Farkli hiicre 6liim tipleri (Bortner 2014’dan Tiirkcelestirilerek alinmistir)

2.6.1. Apoptozis

Programli hiicre o6limii ya da apoptozis, ¢ok hiicreli canlilarin gelisim ve
devamliliklarinda rolii olan fizyolojik bir olaydir. Gelisim boyunca ¢ogu hiicre fazla miktarda
meydana gelir ve apoptozis ile fazla hiicrelerin 6limi gerceklesir. Boylece pek ¢ok organ ve
dokunun sekillenmesi saglanir (Meier ve ark., 2000). Apoptozisin ¢ok hiicreli organizmalarin
gelisiminde yer aldigina dair en belirgin 6rneklerinden bir tanesi, parmak arast mezenkimal
dokuda meydana gelen kitlesel 6liim sonucunda parmaklarin serbest ve bagimsiz bir halde
sekillenmesidir (Zuzarte-Luis ve ark., 2002). Ayrica, erigkin bir organizmanin hiicrelerinde,
homeostaz1 siirdiirmek ve sabit sayilarii korumak amaciyla programli hiicre oliimii
gerceklesir. Gelismekte olan lenfositlerin ¢cogu, cesitli siireclerle dliirler ve bu sekilde etkin ve
islevsel havuz sikica kontrol edilmekte, ayni zamanda lenfosit sayis1 sabit tutulmaktadir
(Rathmell ve ark., 2002). Apoptozisin, doku ve organ gelisiminde, homeostazinin
saglanmasinda rolii bulundugu gibi ayrica, viicutta ihtiyag duyulmayan, fonksiyonlari
bozulan, fazla iiretilmis, yaslanmis, diizensiz gelismis veya DNA’sinda hasar olan hiicreler

gevreye zarar vermeden programli yani diizenli bir yol izleyerek Sliirler. Hiicrelerin igeriden

9



ve disaridan aldigr cesitli sinyallere yanit olarak aktiflesen bu fizyolojik mekanizma hiicre
tarafindan kontrol edilebilen aktif bir siiregtir (Meier ve ark. 2000, Oktem ve ark. 2001,
Ulukaya 2001). Cevreden gelen sinyallere cevap olarak hiicreler oncelikle DNA hasarlarini
onarmaya calisir ve onarilamamasi durumunda apoptozis siirecine girer. Boylece hasarlarin
birikerek; hasarli hiicrelerin ¢gogalmasi engellenir, tiimdr olusumu gibi anormal gelisimlerin

oniine gegilir (Altunkaynak ve Ozbek 2008).

Apoptozis hiicre i¢i ya da disindan gelen bir uyaranin sebep oldugu genetik mekanizmanin
harekete ge¢mesi ile gergeklesmektedir. Hiicre i¢i uyaranlar arasinda sitokinler, hiicre ici
kalsiyum miktarinda artig, Tiimor Nekrozis Faktor (TNF), tiimor baskilayict bir gen olan
p53°in DNA hasar ile aktive olmasi ve onkojenler bulunmaktadir. Hiicre dis1 uyaranlar ise;
hiicre 6liim proteinleri, timor nekrozis faktor, koloni uyarici faktdrler, ndron biiylime faktorii,
insiilin benzeri blyliime faktorii, interlokinler gibi maddelerin ortamdaki diizeylerinin
degismesi, radyasyon, ilaglar ve virilislerdir. Hiicre i¢i ve dist uyaranlarin disinda apoptozisin

uyaran ya da diizenlenmesini saglayan bir ¢ok gen bulunmaktadir (Oktem ve ark. 2001).

Apoptozis siirecindeki en Onemli bilesenlerden olan Bcl-2 ailesi iiyeleri; apoptozis
diizenleyici faktorlerin 6nemli ve biiyiik bir kismini olusturmaktadir. Bel-2 proteinlerinin
bazilar1 anti-apoptotiktir (Bcl-2, Bcel-XI1, Bcel-1) ve mitokondri, endoplazmik retikulum veya
niiklear membranda bulunmaktadir, bazilar1 ise pro-apoptotiktir (Bax, Bcl-Xs, Bad, Bim, Bak,
Bid). Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler kendi aralarinda homo ya da heterodimerler
olustururlar. Hiicrenin kaderini pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin rolatif oranidir.
Pro-apoptotik proteinlerin fazla ekspresyonunda hiicreler apoptozise daha yatkin, anti-

apoptotik proteinlerin fazla ekspresyonunda ise hiicreler apoptozise daha direncgli olmaktadir.

Pro-apoptotik Bcl-2 proteinleri genellikle sitozolde bulunmaktadir ve hiicresel hasar ve
stresin algilayicist olarak gorev yapmaktadirlar. Hiicrede meydana gelen hiicresel hasar
sonucunda; anti-apoptotik proteinlerin  bulundugu mitokondri yilizeyine dogru yer
degistirmektedirler. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler arasinda meydana gelen
etkilesim, anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin normal islevlerini bozar ve mitokondride
porlarin olusumuna, sitokrom c¢ ve diger pro-apoptotik molekiillerin zarlar aras1 bolgeden

aci8a ¢ikmasina neden olabilir (Fan ve ark. 2005, Dash 2007).

Kaspazlar, zimojen (inaktif prekiirsor) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif
merkezlerinde sistein igeren, sistein proteazlar olarak adlandirilan enzimlerdir ve bu

enzimlerin  aktivasyonlar1 i¢in zimojenlerin proteolitik  kesiminin  gerceklesmesi
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gerekmektedir. Kaspazlarin bazilar (2, 8, 9, 10) baslatict kaspazlar olarak bilinirken, bazilari
da (3, 6, 7) ilerletici (efektor) kaspazlar olarak bilinir. Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek
proteolitik bir selaleyi baglatirlar. Baslatici kaspazlar, 6liim sinyalini ilerletici kaspazlara
iletirler, ilerletici kaspazlarin bazilar1 lamin, hiicre igi iskelet ve ¢ekirdek zar1 proteinlerini

pargalar.

Apoptozis dissal ve igsel yolak olmak tizere iki yol ile gergeklesir. Hiicre yiizey 6liim
reseptorlerinin ligandlariyla baglanmasi sonucunda digsal (ekstrinsik)/sitoplazmik yolak
aktiflesmektedir (Sekil 3A). Oliim reseptérleri, apoptotik sinyalin iletimi icin gerekli olan 80
amino asit uzunlugunda intraseliiler 6liim domaini (Death Domain, DD) igerir. Reseptor
ligand etkilesimi, Fas ile iligkili 6lim domain proteini (Fas Associated Death Domain,
FADD) gibi adaptor molekiillerin ve ardindan kaspaz-8’in baglanmasina yol acar ve oliim
indiikleyici sinyal kompleksi (Death Inducing Signaling Complex, DISC) adi verilen
kompleks olusur. Bu durum kaspaz-8’in dimerizasyonuna ve aktivasyonuna yol agar. Kaspaz-
8, kaspaz-3 ve kaspaz7’yi kirar ve aktiflestirir (Bodmer ve ark. 2000,Kischkel ve ark. 2001,
Tait ve Green 2010, Dickens ve ark. 2012).

Kaspaz-8 ayrica Bid’i de kirabilir. Kirtlmis Bid (tBid) sonrasinda mitokondriye geger ve
kaspaz 9 ve kaspaz 3 aktivasyonuna neden olacak sitokrom c¢ salinimini uyarir (Tait ve Green

2010).

Igsel (intrinsik)/mitokondriyal yolak uyarildiginda ise; mitokondriden sitokrom-c
saliim1 sonucunda 6liim sinyaline sebep olur (Sekil 3B). Her iki yolagin ortak noktasi;
diizenleyici ve yapisal molekiilleri kiran ve hiicrenin 6liimiine neden olan proteaz kaskadinin
aktivasyonudur (Ghobrial ve ark. 2005). Igsel yolagin en &nemli olayr mitokondri dis
membran permeabilizasyonudur (Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization, MOMP).
Permeabilizasyon sonucunda; sitokrom c, mitokondri tlirevli kaspaz aktivatorii/IAP baglayici
protein Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, apoptozis indiikleyici faktdr (AIF) ve endoniikleaz D
gibi mitokondri membran proteinleri sitozole salinir. Mitokondri i¢ membran yilizeyinden
sitokrom c’nin sitozole salinmasi ile sitokrom c, sitoplazmik protein olan Apaf-1 (apoptotik
proteaz aktive edici faktor-1)’e baglanir ve onu aktive eder, dATP/ATP’nin de ortamda
bulunmasi ile Apaf-1/sitokrom c¢ kompleksi heptamerik bir yapiya oligomerize olur. Bu
yapinin olugmasi, prokaspaz 9’un Apaf-1 ile etkilesimini miimkiin kilar ve apoptozom

kompleksi olusur.
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Apoptozomun kompleksinin gorevi, baglatici kaspaz olan kaspaz 9’u aktive etmektir.
Aktif kaspaz 9, kaspaz-3’ii veya diger ilerletici kazpazlar1 aktive ederek kaspaz kaskadina
aracilik eder.Ayrica kaspaz aktivitesini inhibe eden ve aktiviteleri Smac veya Omi/HtrA2 gibi
fonksiyonel analoglar ile engellenmis birgok IAPs (apoptozis inhibitorleri) vardir. Olen
hiicrelerde Smac ve Omi/HtrA2 (mitokondriyel proteinler, pro-apoptotik proteinler)
mitokondriden salindiginda IAPs inaktive olmakta ve bdylece ilerletici kaspazlarin
inhibisyonu engellenerek hiicrelerin apoptozise gitmeleri saglanir (Ulukaya 2003, Riedl ve

Salvesen 2007, Li ve ark. 2008, Duprez ve ark. 2009).

Ekstrinsik (Dissal) Yolak A intrinsik (igsel) Yolak B

Olam Reseptorleri Apoptotik Uyaran: DNA hasan
(TRAILR ve FAS)
ER stresi, hipoksi ve metabolik stres

Pro-kaspaz-8 R

- Mitokondri P
Pro-kaspaz-10 8 i 06\
‘ \
L)

BH-3 protein '~

5
BCL-2 Aktivasyonu - o -

BCL-X, or ® L ToRme T e g
MCL e °©
. 1 A'()MP o Sitokrom-C
y BAX ® o =
BAK ®
< -
b g R
Kaspaz-8 — . < °® S egn
Kaspaz-10 BID tBID - oo . . O~ = O
S =
SMAC TQHF P~
® e APAF-1 L

Oligomerizasyonu Apoptozom
C L— @ — @ -

J_ Kaspaz-9

Kaspaz-3 ve Kaspaz-7 Apoptozis G )

Kaspaz-3
Kaspaz-7

Sekil 3. Apoptozis silirecinde; reseptor aracili  kaspaz aktivasyonu (A) ve
mitokondri/sitokrom-C aracili apoptozis (B) (Ichim ve Tait 2016’dan Tiirkgelestirilerek

alinmistir)

2.6.2. Apoptozis ve Nekrozis Arasindaki Farklar
1- Nekrozis genellikle bilesik hiicre gruplar etkilenirken, apoptozisde tek tek hiicreler

etkilenir (Holdenrieder ve Stieber 2004).
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2- Nekroz fizyolojik olmayan uyaranlarla baslar, apoptozis hem fizyolojik hem de fizyolojik
olmayan uyaranlarla baslayabilir (Wyllie 1980, Lu ve ark. 2000). Nekrozisin klasik nedenleri
arasinda ise hipertermi, oksidatif fosforilasyon-Krebs siklusu ya da glikolizisin inhibisyonu,

otolizis, hipoksi ve ¢esitli toksinler yer alir.

3- Apoptozis morfolojik olarak 6zgiindiir. Nekrozisde hiicre igine agir1 sivi girmesi sonucu

hiicre siserken “cell swelling”, apoptotik hiicre tam tersine kiictiliir “cell shrinkage”.

4- Nekrozise ugrayan hiicre, ¢evreye yaydigi kemotaktik maddeler ile ¢agrilan makrofajlar
tarafindan fagosite edilir. Apoptozise ugrayan hiicre ise ¢evreye kemotaktik madde yaymaz;
yaninda bulunan epitel hiicreleri veya makrofajlar araciligi ile fagositoza ugrar (Wyllie 1980,

Lu ve ark. 2000).

5- Nekrozis ile 6len bir hiicrede kromatin yapis1 hemen hemen normal hiicredeki goriintiiye
benzerdir, apoptozisle 6len hiicrenin kromatini niikleus membraninin ¢evresinde toplanir ve

yogunlagsma (kromatin kondensasyonu) gozlenir (Ulukaya 2010).

6- Hiicre i¢i ATP seviyesine gore hiicreler apoptozis veya nekroz ile oliirler. Eger hiicre ciddi
olarak zarar gormiigse apoptozis i¢n gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve nekroz ile

Olecektir.

7- Nekroz sirasinda DNA'nin rastgele sindirimi mevcuttur. Oysa apoptozisde DNA’nin,
intraniikleozomal bolgelerinden 180-200 baz cifti veya bunun katlari1 boyutunda DNA
parcalar1 olusturacak sekilde parcalanma mevcuttur. Bu da agaroz jel elektroforezde apoptozis
icin karakteristik “ladder pattern” denen merdiven seklinde kirilmalar meydana getirir (Wyllie

1980, Ulukaya 2003).

8- Nekrozdan farkli olarak apoptotik hiicrede normalde plazma membraninin i¢ yiiziinde
bulunan fosfotidilserin’in membranin dis yliziine dogru transloke olmasidir. Membrandaki bu,
apoptotik hiicrenin komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan tanimnmasimi ve fagosite

edilmesini saglar (Ulukaya 2003).
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Sekil 4. Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin karsilastirilmasi (Anonim 2007)

2.7. PROTOFLAVONLAR

Protoflavonlar, genellikle tipik olarak fern tiirlerinde (6rn. Thelypteris ve
Pseudophegopterys sp.) ortaya ¢ikan, aromatik olmayan bir B halkasina sahip nadir dogal
flavonoidlerdir (Hunyadi ve ark., 2014). Bu bilesiklerin bir¢ogunun, in vitro ve in vivo deney
sonuclarina gore bazi kanser hiicreleri iizerinde umut verici antitimor etkilerinin oldugu
bulundu (Danko ve ark., 2012; Lin ve ark., 2005; Chen ve ark., 2013; Wang ve ark., 2012;
Chang ve ark., 2008). Protoflavonoidlerin apoptozu indiikledigi ve S ve G2 / M faz hiicre
dongiisii durdurdugu ve bunun oksidatif stresi indiikleme yetenekleriyle yakindan iligkili
oldugu bildirilmistir (Chang ve ark., 2008; Chen ve ark., 2011). Apigenin protoflavon analogu
olan protoapigenonun, replikasyonun 6nemli bir bileseni olan kontrol noktasi kinaz 1'in (Chk-
1) ataksi telanjiektazisinin ve Rad3 ile iliskili proteinin (ATR) aracili aktivasyonunun giiclii
bir inhibitorii olmasi ozellikle ilgi ¢ekicidir (Wang ve ark., 2012). Ataksi-telanjiektazi
mutasyonlu (ATM) kinaz ile birlikte, bu yol devam eden ¢esitli klinik deneylerle ¢ekici bir
yeni antitiimor hedefidir (Dillon ve ark., 2018; Sundar ve ark., 2017). ATR ve ATM, oksidatif
stres tarafindan indiiklenen DNA hasar1 iizerine aktive edilir ve bunlar, DNA onarim
yollarinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Yan ve ark.,, 2014). Protoflavonlarin

kendileri zaten bu iki farmakolojik 6zellige katilirken, bu calismada bir protoflavonun (yani
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ATR inhibitorii ve oksidatif stres indiikleyicisinin) hibrid bilesiklerini ve oksidatif stresi
indiikleyebilen baska bir fragmani hazirlayarak bu secenegi daha fazla kullanmay1 amagladik.
Bu amagla, bir ferrosen ve ii¢ trisiibstitiie edilmis kalkon secildi; bu gruplarin her ikisi de
redoks homeostazisini etkileyen antitiimor ajanlarin iimit verici yap1 taslar1 olarak hizmet
edebilir (Patra ve Gasser, 2017; Santos ve ark., 2019). Bu nedenle amacimiz, bu gibi
potansiyel bir oksidan fragmanlarinin eklenmesinin, bir protoflavonun antitiimor aktivitesini

daha da arttirip arttirmadigini aragtirmaktir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. DOGAL BILESIKLERIN ELDESI VE HAZIRLANMASI
JT-161, JT-399, JT-400 ve JT-401 yeni protoflavon bazli hibrid bilesikler; Attila
Hunyadi (University of Szeged; Szeged, Macaristan) ve Antal Csampai (E6tvos Lorand

University, Budapeste, Macaristan) tarafindan sentezlenmistir.

Tablo 2. Protoflavon hibrid bilesikler ve molekiiler agirliklar

Bilesikler Molekiiler Agirhiklar:
JT-161 681 g/mol
JT-399 618 g/mol
JT-400 664 g/mol
JT-401 618 g/mol

Tablo 2’de molekiiler agirliklar ile birlikte verilen bilesikler, ana stoklart 10mM olacak

sekilde dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde hazirlandi.

3.2. HUCRE KULTURU

3.2.1.Hiicre Hatlar

Hiicre hatlar1 bilimsel ¢alismalar i¢in degerli kaynaklardir. Bu tez ¢calismasinda MCF-7
hiicre hatt1 ERa -pozitif meme kanseri i¢in temsili model olarak ve MDA-MB-231 hiicre hatt1
ticlii negatif meme kanseri (TNBC) i¢in model olarak kullanilmistir, her iki hiicre hatt1 da
epitelyal fenotipe sahiptir. Hiicre hatlar1 sonsuz bir sekilde kiiltiirlenebilir ve kolayca
biiyiitiilebilir; genotipik veya fenotipik olarak manipiile edilebilir. MCF-7 ve MDA-MB-231
insan meme kanseri hiicre hatlarina Belgrad Universitesi (Belgrad, Sirbistan), Nérobiyoloji

Boliimii Bagkani Prof. Dr. Milica Pesic’ten temin edilmistir.
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3.2.2.Besiyerinin Hazirlanmasi
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatti, icerisinde %1 L-glutamin, %10 FBS ve %l
penisilin/streptomisin bulunan DULBECCO’s MEM (DMEM) besiyeri ortami kullanilarak
kiiltiire edildi.

3.2.3. Hiicre Hatlarinin Stoktan Cikarilmasi
Hiicreleri ¢ogaltmak amaciyla -196° C’den c¢ikarilan kriyovialler 37° C’de sicak su
banyosunda hizli bir sekilde ¢oziildii. Hiicre siispansiyonu igerisinde 4 ml besiyeri bulunan 25
cm?’lik flasklara alindi. Hiicreler, 37° C’de, %5 CO, igeren ortamda inkiibasyona birakildi.
Dondurma besiyerinde bulunan DMSO’yu ortamdan uzaklastirmak i¢in 24 saat sonra hiicreler
flask yiizeyine yapistiktan sonra besiyeri degistirildi ve hiicreler 37° C’de, %5 CO, igeren

ortamda inkiibasyona birakildu.

3.2.4. Hiicre Hatlarinin Pasajlanmasi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri, flask yiizeyini %70-80 kapladiginda (konfluent
olduklarinda) pasaj islemi gerceklestirildi. Oncelikle, flask igerisindeki besiyeri uzaklastirildi
ve 1X PBS (2 ml) ile hiicre ylizeyinin yikanmasi saglandi. Bu yikama islemi ortam pH’mnin
diizenlenmesi ve 6lii hiicrelerin ortamdan uzaklastirilmasi icin gergeklestirildi. Flask ylizeyine
yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari, enzimatik olarak 1,5 ml %0,25 Tripsin-EDTA ile
muamele sonrast (37° C’de, %5 COy’li ortamda 3-4 dakika) saglandi. Hiicreler flask
yiizeyinden ayrildiktan sonra enzimin inhibisyonunu saglamak amaciyla enzim ile ayn
hacimde 1,5 ml besiyeri ile sulandirildi ve 2000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Santrifii
sonunda, siipernatant uzaklastirildi ve hiicre pelleti 1 ml besiyeri ile siispanse hale getirilerek
igerisinde 9 ml besiyeri bulunan 75 em?®’lik flasklarda, 37° C’de, %5 CO; igeren ortamda

inkiibasyona birakild1.

3.2.5.Hiicre Hatlarinin Stoklanmasi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri konfluent duruma geldiklerinde, flask i¢erisindeki
besiyeri uzaklastirilarak hiicreler 1X PBS (3-4 ml) yikand:1 ve yukarida belirtilen pasaj islemi
basamaklar: ile hiicrelerin yiizeyden kalkmasi saglandi. Santrifiij agsamasindan sonra hiicre
peleti lizerine her bir kriyovial i¢in yaklasik olarak 2-3x10° hiicreye karsilik gelecek sekilde
151ga hassas olan dondurucu besiyeri (% 10 DMSO iceren DMEM besiyeri) ilave edildi ve
kriyovialler dnce +4° C’de yarim saat bekletildi, ardindan -20° C’de 2 saat bekletildikten
sonra; -80° C’de gece boyu bekletildi. Ertesi giin hiicreler -196° C’ye konuldu. Bu sekilde

hiicrelerin yavas dondurulmasi gergeklestirildi.
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3.2.6.Hemositometre Ile Hiicrelerin Sayimi

Hiicre sayimi i¢in; tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre siispansiyonundan
20 pl alinarak iizerine esit miktarda %0,5 tripan mavisi eklendi ve homojen sekilde
karigsmalar1 saglandi. Bu karisimdan 10 pl alinarak thoma lami {izerinde bes farkli alanda
hiicre sayimi yapildi. Bulunan sayi, sulandirma katsayisi ile c¢arpilarak 1 ml besiyerinde

bulunan hiicre sayisi belirlendi.

3.2.7.MTT (Metiltiazotetrazolyum) Canlilik Testi

MTT metodu, ilk kez Mosmann ve ark. tarafindan 1983 yilinda belirlenmistir. Hiicre
kiiltiiriinde biiyiitiilen hiicrelerdeki mitokondriyel dehidrogenaz enzim aktivitesinin
kolorimetrik Olciilmesi esasina dayanmaktadir (Mossman 1983). Bu enzim aktivitesi canli
hiicrelerde gdzlenirken, &lii hiicrelerde gézlenmemektedir. Olii hiicrelerde enzim aktivitesinin
azaldig1 veya kayboldugu goriilmektedir. Bu nedenle hiicreler mitokondriyel dehidrogenaz
enziminin degisime ugrattig it MTT maddesine (tetrazolyum (3-(4,5-dimetiltiyazol -2)-2,5-
difenil tetrazolyum bromid) maruz birakilirlar. MTT, sar1 renkli suda ¢oziinebilen tetrazolyum
tuzu olup canli hiicreler tarafindan alinir ve mitokondriyel siiksinat dehidrogenaz enzimleri

tarafindan suda ¢ozlinmeyen koyu mavi-mor renkli formazan kristallerine dontistiiriiliir (Sekil

3).

MTT, pozitif yiiklii bir bilesik olup, 6karyot hiicrelerin membranini kolaylikla gegerek
hiicre icinde indirgenebilir ancak indirgenme sonucu olusan formazan, suda c¢oziinmez
niteliktedir ve dolayisiyla kuyuda kristal seklinde c¢okelmektedir. Sitotoksik bilesiklerin
hiicrelere zarar vermesi MTT tetrazolyumun formazana indirgenmesini azaltmaktadir.
Sonugta; canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mavi-mor renkte boyanmakta,
0lli veya mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler ise boyanmamaktadir. Daha sonra olusan
bu formazan kristalleri SDS (%10 sodyum dodesil siilfat + steril distile su + 0,01 N HCl )
kullanilarak suda ¢oziiniir hale getirilir ve olusturduklar1 renk siddeti spektrofotometre ile
ol¢iiliir. Sonug olarak bu deneyde; baglangigta ayn1 sayida ekilmis ilag uygulanmamis kontrol
hiicrelerindeki renk siddeti ile ilaca maruz birakilmis hiicrelerdeki renk siddeti oranlanarak

ilaca maruz birakilmis hiicrelerdeki canlilik orani (yiizdesi) hesaplanmis olur.
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Sekil 5. MTT tepkimesi

MTT ile yapilan canlilik testleri, {i¢ asamadan olusmaktadir: Canlilik testinin ilk
asamasinda hiicreler belirli siire ile ilag/bilesige maruz birakilirlar. fkinci asamada ortamdan
uygulanan ilag/bilesik uzaklastirilarak tetrazolyum bilesigi eklenir ve ortalama 1-4 saat
boyunca inkiibe edilir. Bu inkiibasyon siirecinde canli hiicreler ilgili bilesikleri indirgeyip
formazana doniistiiriirek renk degisimi gerceklesir. Son asamada ise renk degisimi
spektrofotometrik olarak Slgiilerek canli/6lii hiicre sayisi belirlenir (Mossman, 1983; Riss ve
Moravec, 2004). Olgiim sonucu olusan sinyal miktari, tetrazolyum tuzu konsantrasyonu,
hiicre tipi, canli hiicre sayisi ve metabolik kapasitesi gibi parametrelerle dogrudan iliskilidir

(Denizot ve Lang, 1986).

Calisma i¢in; hiicrelerin hemositometre ile sayimi yapildiktan sonra 100 pl besiyeri
icerisinde MCF-7 hiicre hatt1 i¢cin 2x10° ve MDA-MB-231 hiicre hatti i¢cin 5%10° hiicre olacak
sekilde hazirland1 ve 96 kuyulu hiicre kiiltlir kaplarina ekim yapildi. 24 saat gectikten sonra,
JT-161, JT-399, JT-400 ve JT-401 bilesiklerine 50, 100, 250, 500 ve 1000 nM dozlarinda 72

saat siireyle maruz birakildi.

Tedavi siiresinin sonunda, 8 ml besiyeri i¢gine 2 ml MTT (1mg/ml) soliisyonunda
eklendi. Her kuyuya 100 pl hazirlanan MTT soliisyonundan eklendi ve 37° C, %5 CO’li
inkiibatorde 4 saat inkiibe edildi. Elde edilen formazon iriiniine 200 pl dimetil siilfoksit

(DMSO) eklenerek ¢ozdiiriildii. Mikroplate okuyucuda 540 nm’de okundu.

3.3. HUCRE OLUMUNUN BELIRLENMESI

Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde membran lipidlerinden biri olan
fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza giderse normalde i¢ yiizde yerlesmis
olan PS molekiilleri hiicre zarmin dis yiiziine transloke olurlar. Bu yer degistirme hiicre
membran biitiinliiglinlin bozulmadig1 apoptotik hiicre 6liimiiniin erken donemlerinde meydana
gelir. Anneksin V, hiicrenin dis yiizeyine transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir

protein oldugu igin, floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir
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hale getirilebilir. FITC-Anneksin-V komplesinin hiicre yiizeyindeki fosfatidilserine baglanma
orani flow sitometri ile Olgiilebilmektedir. Nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de Anneksin-V
baglanmas1 goriilebildigi icin ikinci boya olarak propidyum iyodiir (PI) eklenmektedir.
Annexin V-FITC (green fluorescence) ve non-vital boya olan propidium iodide (red
fluorescence) ile ayni zamanda boyanan hiicreler, canli hiicreler (FITCPI-), erken apoptotik
hiicreler (FITC+PI-) ve ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicrelerin (FITC+PI+) birbirinden ayirt

edilmesine izin verir.

Bu ayrimi1 saglamak amaciyla hiicreler FITC-Anneksin V ve PI ile muamele edilerek

fosfatidilserine baglanma oranlar1 flow sitometri ile tespit edilmistir.

Calisma i¢in; hiicreler tripsinizasyon islemi sonucunda hemositometre ile sayimi
yapildiktan sonra; 6 kuyulu hiicre ekim kaplarina kuyu basina MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatt1 i¢in 1x10° hiicre olacak sekilde 1 ml besiyerinde ekimi yapildi. Hiicre ekimi
gerceklestirildikten sonra, hiicrelerin kiiltiir kaplarina yapigmasi i¢in 24 saat 37° C, %5 CO;’li
ortamda inkiibasyona birakildi. 24 saat gectikten sonra, JT-161, JT-399, JT-400 ve JT-401
bilesiklerine 500 nM dozuna 24, 48 ve 72 saat siirecyle maruz birakildi. Tedavi siirecinin
sonunda 6lii ve canli hiicreler toplanarak 2000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Stipernatant
uzaklastirildi ve hiicreler 1X PBS ile 1 kez yikandi. Yikama yapildiktan sonra pelletin {izerine
hazirlanan Anneksin V-PI soliisyonundan (1 pl Annexin V-FITC+ 1 pl PI+100 pul Buffer A)
100 pl eklendi. 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra tizerine 900 pl PBS
eklendikten sonra ornekler CyFlow Space flow sitometresinde (Partec, Miinster, Almanya)
analiz edildi. Her 6rnekte 20,000 hiicre tespit edildi; (AV-PI-), erken apoptotik (AV + PI-),
gec apoptotik (AV + PI +) ve nekrotik (AV-PI +) hiicrelerin ylizdeleri analiz edildi. Hiicreler
Summit yazilimi (Dako Colorado Inc., ABD) ile analiz edildi. Istatistiksel analiz igin,
Dunnett'in ¢oklu karsilastirma testine sahip iki yonlii ANOVA, GraphPad Prism 6.0 yazilimi
kullanilarak uygulandi. Farkliliklar, p < 0.05 oldugunda tedavi edilmeyen kontrollere kiyasla

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.4. DNA KIRIKLARININ BELIRLENMESI

DNA molekiilii siirekli olarak genotoksik strese yol acan cesitli faktorlerin etkisi
altindadir. DNA zincir kiriklarinin olusumasina neden olan endojen ve ekzojen kaynakli pek
cok fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktorler bulunmaktadir. DNA ¢ift zincir kiriklari,
hiicrenin yasami boyunca siirekli olarak ortaya ¢ikabilen en tehlikeli hasarlardandir. Bu

hasarlarin onarilmasi hiicrenin saglikli bir sekilde fonksiyonlarin1 devam ettirebilmesi i¢in
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onemlidir. Hasar tamir edilemediginde; genomik kararsizlik, kanser gelisimi ve neoplastik
transformasyona yol agan mutasyonlarin olusumuna neden olabilmektedir (Podhorecka ve

ark. 2010).

DNA tamirinin  gerceklestigi  kromatinlerin  yapisal ve islevsel birimleri
niikleozomlardir, her niikleozom 147 baz c¢iftinden olusan DNA zinciri ve bu zincirin
etrafinda sarildig1 dort ¢ekirdek histonundan her birinin iki kopyasindan olusur. H2A, H2B,
H3 ve H4; niikleozom yapisini olusturan dort ¢ekirdek histon ailesidir. H2A histon protein
ailesinin de H2A1, H2A2, H2AX ve H2AZ gibi varyantlar1 bulunmaktadir. H2AX proteini
onemli bir H2A tipidir ve hiicre ve doku tipine bagli olarak memeli H2A histon havuzunun
%2-25’lik bir boliimiinii olusturur. Karboksil kuyruk kisminda korunmus 6zel bir diziye sahip
oldugu icin H2AX proteini, 6karyotlarda dnemli dl¢iide korunmus olan bir H2A histon tipidir.
Diger H2A histon ailesi iiyeleri gibi, H2AX de fosforilasyon, asetilasyon ve ubikuitinasyona
ugrayarak pek cok hiicresel olayin diizenlenmesini saglar. Hasarli bolgelerde gorev alan bu
histon tipi, DNA hasar tamiri silirecinde anahtar bir rol oynadig1 icin, hiicre boéliinmesi ve
biliylimesi, immiino-reseptorlerin diizenlenmesi gibi pek ¢ok hiicresel olay, genomik
kararsizlik ve DNA hasar tamiri ile ilgili sendromlarla yakindan iligkilidir (Kinner ve ark.
2008, Rakiman ve ark. 2008). H2AX, DNA hasarina yanittan sorumlu sinyal yolaginda gorev
almaktadir. Fosforile olmus H2AX, gammaH2AX (yH2AX) adimi alir ve DNA ¢ift zincir
kiriklar1 olustugunda goriilebilir niikleer odaklar olusturur. Histon H2A.X’in Ser 139
fosforilasyonu (YH2A.X), DNA hasarinda énemli bir belirtectir. DNA hasar diizeyi arttikca,
YH2A.X diizeyleri de artarak hasarli bolgede birikmektedir. YH2A.X birikimi ise hiicrelerdeki
DNA hasar diizeyini belirlemede kullanilmaktadir. Bu yontemin prensibi, Histon H2A.X’in
total (Phospho-Histone H2A.X (Ser139)) ve fosforlanmis (Anti-Rabbit IgG (H+L), F(ab')2
Fragment (Alexa Fluor® 488 Conjugate) diizeylerini belirlemeye olanak veren iki farkhi
antikorun kullannomiyla total H2A.X ifadesine gore YH2A.X’in Olgiilmesi esasina

dayanmaktadir.

Calisma i¢in; 6 kuyulu hiicre ekim kaplarina kuyu bagina MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatt1 i¢in 1x10° hiicre olacak sekilde 1 ml besiyerinde ekimi yapildi. 24 saat gegtikten
sonra, JT-161, JT-399, JT-400 ve JT-401 bilesiklerine 500 nM dozuna 24 saat siireyle maruz
birakildi. Tedavi siiresinin sonunda sadece canli hiicreler toplandi, 1 kez 1X PBS ile yikama
yapildi. Hiicreleri fikse etmek i¢in pelletin tizerine 500 ul %4 paraformaldehit (PFA) eklendi
ve hiicreler oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda

hiicrelerin iizerine 4.5 ml %100 metanol eklendi ve gece boyu -20° C’de inkiibe edildi. Ertesi
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giin; 2000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Hiicrelere 1 ml %0,5
bovine serum albiimin (BSA) eklendi ve vorteks yapildi. 2000 rpm’de 3 dakika santrifiij
yapildiktan sonra siipernatant uzaklastirildi. Pelletin iizerine Phospho-Histone H2A.X primer
antikor ve BSA (1:1000) 100 pl eklenerek, karanlikta ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda; 1 ml BSA eklendi, vorteks yapildi ve 2000 rpm’de 3 dakika
santrifiij yapildi. Pelletin iizerine Anti-Rabbit IgG (H+L), F(ab")2 Fragment (Alexa Fluor®
488 Conjugate) sekonder antikor ve BSA (1:1000) 100 ul eklenerek, karanlikta ve oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon siiresinin sonunda 1 ml 1X PSB ile yikama
yapildi, 2000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildikten sonra pelletin iizerine 1 ml 1X PBS eklendi.
Ornekler CyFlow Space flow sitometresinde (Partec, Miinster, Almanya) analiz edildi. Her

ornek icin en az 20.000 hiicre toplanmis ve test edilmistir.

3.5. OKSIDATIF STRES PARAMETRESININ BELIRLENMESI
Organizmada serbest radikaller hem endojen hem de eksojen kaynakli olabilir, hiicrede ve
cevrede siirekli olarak {iretilir (Sen ve ark., 2010). Serbest radikaller oksijen ve nitrojen
kaynakli olabilir; oksijen kaynakli serbest radikaller reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve nitrojen
kaynakli olanlar reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olarak isimlendirilir (Halliwell ve Gutteridge,
1999; Valko ve ark., 2007).

ROS (Reaktif oksijen tiirleri) normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda olusan
stiperoksit radikali (O2'), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OHe)'dir. ROS,
cesitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir reaksiyonlarini baslatabilirler ve
hiicrede karbon merkezli ¢esitli serbest radikallerin olusumuna neden olurlar. RNS (Reaktif
nitrojen tiirleri); nitrik oksit (NO") ve nitrojen dioksit (NO2') olusturur. ROS ve RNS diger
nonradikal reaktif tiirlere kolay bir sekilde doniisebilir. Hidrojen peroksit (H,O;), ozon (O3),
singlet oksijen ('0,), hipoklordz asit (HOCI), nitrik asit (HNO,), peroksinitrit (ONOO"),
dinitrojen trioksit (N,O3) ve lipit peroksit (LOOH) ise oksidan olarak adlandirilirlar ve serbest
radikaller arasinda gosterilmezler. Bu oksidan tiirleri patolojik ve fizyolojik durumlar altinda
canlilar tarafindan tretilir ve canli organizmada kolaylikla serbest radikal reaksiyonlarina yol

acabilirler (Fang ve ark., 2002; Pham-Huy ve ark., 2008; Valko ve ark., 2007).

Hiicre ici organellerin membranlarinda bulunan lipitler, serbest radikal hasarna karsi
oldukca hassastir. Serbest radikaller, lipitler ile reaksiyona girdiginde gerceklesen lipit
peroksidasyonu yiiksek derecede zararli etkilerine yol agabilir; hiicrenin fonksiyonu i¢in son

derece zararhidir. Hiicre membraninin, akiskanlhigini ve gegirgenligini bozarak hiicre
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membranina zarar verebilir. ROS ve RNS, DNA ile etkilesime gegerek oksidatif hasara yol
acar. OH' gibi serbest radikaller kolaylikla DNA hasarina neden olabilir.

Meme kanseri hiicrelerinde ROS ve RNS seviyelerini degerlendirmek icin DHE
(Dihidroethidyum, Life Technologies, D23107, ABD) ve DHR (Dihidrorodamin, Sigma-
Aldrich, D1054, ABD) floresan boyalar1 kullanildi. DHE floresansi, siliperoksit anyonu ve
hidrojen peroksit ile aktive edilir; hiicre ici ROS seviyelerine karsilik gelir. DHR floresani,

peroksinitrit anyonlariyla aktive edilir ve hiicre i¢i RNS seviyelerine karsilik gelir.

Bu ¢alisma icin; 6 kuyulu hiicre ekim kaplarina kuyu basina MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatt1 icin 1x10° hiicre olacak sekilde 1 ml besiyerinde ekimi yapildi. 24 saat gegtikten
sonra, JT-161, JT-399, JT-400 ve JT-401 bilesiklerine 1 pM dozuna 24 saat silireyle maruz
birakildi. Tedavi siiresinin sonunda; hiicreler, tripsinizasyon ile toplandi ve karanlikta 37 °
C'de 30 dakika boyunca 5 uM DHE ve DHR ile ortama yerlestirildi. Daha sonra hiicreler, iki
kez 1X PBS igerisinde yikandi. 2000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildikten sonra pelletin
iizerine 1ml, 1X PBS eklendi. Ornekler CyFlow Space flow sitometresinde (Partec, Miinster,

Almanya) analiz edildi. Her 6rnek i¢in en az 20.000 hiicre toplanmis ve test edilmistir.

3.6. BCRP EKSPREYON SEVIYELERININ BELIRLENMESI

ATP baglayici kaset (ABC) tastyici ailesi, ekstra ve hiicre i¢i membranlar boyunca ¢ok
cesitli substratlarin (metabolik {irtinler, ilaglar, toksinler, endojen lipitler, peptitler,
niikleotitler ve steroller dahil) gecisini saglayan membran proteinlerini igerir. Bugiine kadar,
cesitli memeli dokularinda smiflandirilmis, lokalize edilmis ve fonksiyonel olarak
degerlendirilmis 49 insan ABC tasiyicist bulunmustur (Schinkel ve Jonker, 2003). ABC
ailesinin ilag¢ akis1 tasiyicilar, aktif enerjiye bagl bir mekanizma yoluyla hiicreden digari
pompalayarak hiicre i¢i substrat ajan konsantrasyonunu sinirlayan zarara gomiilmiis
proteinlerdir. Bu proteinlerin birgogu, c¢oklu ilaca diren¢ (MDR) fenomeni ile
iligkilendirilmistir. Simdiye kadar bilinen ABC ilag akis1 tasiyicilar1 arasinda; P-glikoproteini
(ABCBI1, MDR1), coklu ilag direnci ile iliskili protein 1'1 (MRP1, ABCC1) ve meme kanseri
ilag diren¢ proteini (BCRP, ABCG2, MXR, ABCP) ile iliskili proteinlerdir. BCRP; ABCG
gen alt ailesine aittir. BCRP genis ve yiiksek kapasiteli bir akis pompasidir (Staud ve Petr,
2005)

Bu ¢alisma i¢in; 6 kuyulu hiicre ekim kaplarina kuyu basina MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatt1 i¢in 1x10° hiicre olacak sekilde 1 ml besiyerinde ekimi yapildi. 24 saat gegtikten
sonra, JT-161, JT-399, JT-400 ve JT-401 bilesiklerine 500 nM ve 30 nM PTX ile 72 saat
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maruz birakildi. Tedavi siiresinin sonunda; hiicreler, tripsinizasyon ile toplandiktan sonra bir
PBS ile yikandi. Pelletin iizerine 2 pl PE Mouse Anti-Human CD338 (BD Biosciences, San
Diego, ABD) BCRP antikorundan eklendi ve vorteks yapildi. Antikorda; karanlikta, oda
sicakliginda 1 saat bekletildikten sonra 2 kez PBS ile yitkama yapildi. 2000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edildikten sonra pelletin iizerine 1ml, 1X PBS eklendi. Ornekler CyFlow Space flow
sitometresinde (Partec, Miinster, Almanya) analiz edildi. Her 6rnek i¢in en az 20.000 hiicre

toplanmis ve test edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MTT CANLILIK TESTI BULGULARI

Protoflavon bazli hibrid bilesiklerin farkli konsantrasyonlarinin (50, 100, 250, 500 ve
1000 nM) MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin canliligi iizerine olan etkisini
belirleyebilmek i¢in MTT testi kullanildi. 72 saat siire ile bilesiklerin uygulanmasini takiben
her hiicre canliliginin doza bagl olarak anlamli sekilde azaldig gosterildi (Sekil 6). Kontrol
hiicrelerine kiyasla JT bilesikleri ile muamele sonrast hiicrelerin %50 (IC50) ve %90’m1

(IC90) o6ldiiren konsantrasyonlar hesaplandiginda, MCF-7 i¢in en etkili bilesik JT-161; MDA-
MB-231 i¢in ise JT-401dir (Tablo 3).

A MCF-7 B MDA-MB-231
- JT-161
1007 - JT-3%9
-2~ JT-400
o JT-401
* x
: £
8 [T\ 10 U SN . > Y ¢ A 3
R R®
N 0 1 2 3 4 N H 1 2 3 A
Konsantrasyon (log nM) Konsantrasyon (log nM)

Sekil 6. (A) MCF-7 ve (B) MDA-MB-231 hiicrelerinde JT bilesiklerinin uygulamasi sonrasi
hiicre canliliginin doza bagli olarak degisimi. Her bir veri noktast 3 bagimsiz ¢aligmanin
ortalamasini temsil etmektedir. *Kontrole gore farkli dozlar karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamlilig1 (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001) ifade etmektedir.
(JT-161 *,JT-399 », JT-400 +, JT-401 $)
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Tablo 3. MCF-7 ve MDA-MB-231"in JT bilesikleri ile muamele sonrasi ICsy degerleri

1Cso (uM)
JT-161 JT-399 JT-400 JT-401
MCEF-7 0.1948 0.3038 0.3029 0.3023
MDA-MB-231 0.7544 0.2425 0.6289 0.1926

4.2.  HUCRE OLUM DETEKSIYONUN BULGULARI

Apoptotik  hiicre  6liim  mekanizmasmin  akim  sitometrisinde =~ Anneksin-V
degerlendirilmesi sonucunda; protoflavon bazli hibrid bilesiklerden JT-161, JT-399, JT-400
ve JT-401’in MCF-7 hiicre hattinda 72 saatlik tedavi sonrasinda apoptotik orani (Q2+Q4)
strastyla %20.94, %21.96, %21.99 ve %27.48’dir. MDA-MB-231 hiicre hattinda ise JT-161,
JT-399, JT-400 ve JT-401’in 72 saat tedavi sonrasinda apoptotik orani (Q2+Q4) sirasiyla
%12.81, %14.3, %22.06 ve 22.18dir. Her iki hiicre hattindaki tiim tedavilerden sonra dnemli
apoptozis indiiksiyonu (*** p < 0.001) gozlenirken, ikincil nekrozisdeki (*** p < 0.001)
belirgin artis sadece MCF-7 hiicrelerinde mevcuttur. MCF-7 hiicre hattinda tiim bilesiklerin
uygulanmasindan sonra hiicrelerin canliligi 6nemli dlgtide azald1 (*** p <0.001), MDA-MB-

231 hiicre hattinda ise sadece JT-400 ve JT-401 canliligin1 azaltt1 (Sekil 8).
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MCEF-7 KONTROL MCEF-7 JT-161 MCEF-7 JT-399
Late Apgp./Dead we‘)&:&é&.a
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MCE-7 JT-400 MCF-7 JT-401
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Q2 Q2
Q4
usme S

Sekil 7. MCF-7 hiicrelerinin, protoflavon

bazli hibrid bilesikleri ile 500 nM dozunda

Anneksin-V degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 72 saatlik
histogramlar1 (Q1= Nekrozis, Q2= Ge¢ Apoptozis, Q3= % Canlilik, Q4= Erken Apoptozis)
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MDA-MB-231 KONTROL

MDA-MB-231 JT-161

Dead

Sekil 8. MDA-MB-231 hiicrelerinin, protoflavon bazli hibrid bilesikleri ile 500 nM dozunda
Anneksin-V degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 72 saatlik

Dead Late Agap,/Dead Late Apgp,/Dead
672 %399 %3.32 %10.25
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100 10
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Late Apop,/Dead
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Q2

Q4

Early ApapDead
%228

1004

Dead
%5.49

Ql

Late Apgp,/Oead
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histogramlar1 (Q1= Nekrozis, Q2= Ge¢ Apoptozis, Q3= % Canlilik, Q4= Erken Apoptozis)
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Sekil 9. Protoflavon bazli hibrid bilesikler ile hiicre 6liimii indiiksiyonu. MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicreleri, her bilesigin 500 nM'si ile muamele edildi.

4.3. DNA HASARININ BULGULARI

YH2AX’nin ekspresyonu DNA ¢ift zincir kiriklariin tespitinde hassas bir belirtecdir.
Akim sitometrisinde p-yH2AX’nin degerlendirilmesi sonucu 24 saat sonra protoflavon bazl
hibrid bilesiklerin JT-161, JT-399, JT-400 ve JT-401 500 nM dozunda, kontrole kiyasla
MCF-7 hiicrelerinde sirastyla DNA hasarin1 %12.2, %13.1, %12.3 ve %14.6 oraninda
azalttigt bulundu. Potoflavon bazli hibrid bilesiklerin JT-161, JT-399, JT-400 ve JT-401,
kontrole kiyasla MDA-MB-231 hiicrelerinde ise sirastyla DNA hasarim1 %10.3, %8.7, %8.0
ve %9.3 oraninda azalttigi kaydedildi. Sonug¢ olarak protoflavon bazli hibrid bilesiklerin
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde DNA hasarina neden olmadigi, bu bilesiklerin DNA
koruyucu etkisi oldugu bulundu.
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Sekil 10. Protoflavon hibrid bilesiklerin (500 nM) ile 24 saat tedavi sonrasinda, (A) MCF-7

kanseri hiicrelerinde p-yH2AX grafigi.
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Sekil 11. Protoflavon hibrid bilesiklerin (500 nM) ile 24 saat tedavi sonrasinda, (B) MDA-
MB-231 kanseri hiicrelerinde p-yH2AX grafigi.

4.4. OKSIDATIF STRESIN (ROS/RNS) BULGULARI

DNA hasarinin ROS/RNS kaynakli olup olmadigini belirlemek i¢in akim sitometrisinde
ROS/RNS miktar1 incelendi. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri protoflavon bazli hibrid
bilesiklere 24 saat siireyle 500 nM dozunda maruz birakildi. ROS miktarinda; MCF-7
hiicrelerinde JT-161 bilesiginde %7.9 azalma, JT-399 bilesiginde %7.5 artma, JT-400
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bilesiginde %9.9 artma, %14.7 artma belirlendi (Sekil 12). MDA-MB-231 hiicrelerinde ki
ROS miktarinda ise; JT-161 bilesiginde %4.0 azalma, JT-399 bilesiginde %3.4 azalma, JT-
400 bilesiginde %5.4 artma, %12.8 artma belirlendi (Sekil 13).
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Sekil 12. Protoflavon hibrid bilesiklerin (500 nM) ile 24 saat tedavi sonrasinda (A) MCF-7
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meme kanseri hiicrelerinde ROS degisim oranlarina ait grafik.
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Sekil 13. Protoflavon hibrid bilesiklerin (500 nM) ile 24 saat tedavi sonrasinda (B) MDA-
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MB-231 meme kanseri hiicrelerinde ROS degisim oranlarina ait grafik.

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri protoflavon bazli hibrid bilesiklere 24 saat siireyle
500 nM dozunda maruz birakildi. RNS miktarinda; MCF-7 hiicrelerinde JT-161 bilesiginde
%6.9 artma, JT-399 bilesiginde %9.3 artma, JT-400 bilesiginde %7.3 artma, %7.2 azalma
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belirlendi. MDA-MB-231 hiicrelerinde ki RNS miktarinda ise; JT-161 bilesiginde %19.6
artma, JT-399 bilesiginde %16.4 artma, JT-400 bilesiginde %5.4 azalma, %4.0 azalma

belirlendi (Sekil 10).
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Sekil 14. Protoflavon hibrid bilesiklerin (500 nM) ile 24 saat tedavi sonrasinda (A) MCF-7

meme kanseri hiicrelerinde RNS degisim oranlarina ait grafik.
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Sekil 15. Protoflavon hibrid bilesiklerin (500 nM) ile 24 saat tedavi sonrasinda (B) MDA-

MB-231 meme kanseri hiicrelerinde RNS degisim oranlarina ait grafik.

Elde edilen sonuglar, antioksidan veya pro-oksidan aktivite gibi tek tip bir etki

olusumunu isaret etmese de, tiim bilesiklerin meme kanseri hiicrelerinin redoks sistemine
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miidahale edebilecegi agiktir. ROS seviyeleriyle ilgili olarak, JT-161, MCF-7 hiicrelerinde
sliperoksit anyon seviyelerini énemli 6l¢iide azaltmistir (*** p < 0.001). RNS seviyeleriyle
ilgili olarak, JT-161, JT-399 ve JT-400, MCF-7 hiicrelerinde RNS seviyelerini anlamli gsekilde
arttirdi (*** p < 0.001). En belirgin etki, MDA-MB-231 hiicrelerinde 6nemli bir oksidan
aktivite sergileyen JT-161 ile gdzlenmistir (*** p-0.001).

4.5. BCRP Ekspresyon Seviyelerinin Bulgulari

BCRP ekspresyonu MCF-7 hiicreleri i¢in karakteristiktir ve BCRP baslangigta bu meme
kanseri hiicre hattinda tanimlanmistir. MDA-MB-231, 10 kattan daha diisiik BCRP ifadesi
gosterdi. Bununla birlikte, PTX, 72 saatlik tedaviden sonra her iki hiicre hattinda artisi
indiikleyebildi. Her ne kadar PTX BCRP i¢in bir substrat olmasa da, dnceki ¢aligmalar bu

mikrotiibiil etkilesimli ajanin BCRP ifadesini artirabilecegini gostermistir.
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Sekil 16. Hibrid protoflavonlarin meme kanseri hiicrelerinde BCRP ekspresyon diizeyi
iizerine etkisi. (A) MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde akis sitometrisi ile degerlendirilen
hibrid-protoflavonlar uygulamasindan sonra nispi BCRP ifadesindeki degisiklikler
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Sekil 17. Hibrid protoflavonlarin meme kanseri hiicrelerinde BCRP ekspresyon diizeyi
iizerine etkisi. (B) MCF-7 hiicrelerinde hibrid protoflavon bilesikleri ve PTX tarafindan

indiiklenen BCRP ifadesini gosteren histogramlar;
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Sekil 18. Hibrid protoflavonlarin meme kanseri hiicrelerinde BCRP ekspresyon diizeyi
iizerine etkisi. (C) MDA-MB-231 hiicrelerinde hibrid protoflavon bilesikleri ve PTX

tarafindan indiiklenen BCRP ifadesini gosteren histogramlar.
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinya genelinde meme kanseri, kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tipini
olusturmaktadir ve meme kanseri ile iligkili 6liimler arasinda ikinci sirada yer almaktadir
(DeSantis ve ark. 2013, Siegel ve ark. 2015). Gilinlimiizde meme kanseri goriilme sikligina
bakildiginda kanser tanist koyulan her dort kadindan biri meme kanseridir (Stewart ve ark.
2015). Kadinlarin yasamlar1 boyunca meme kanserine yakalanma ihtimalleri yaklasik olarak
% 12,5’dur (her 8 kadindan biri) (American Cancer Society 2015). Bu oranlarin on yil
Oncesiyle kiyaslamasi yapildiginda neredeyse %50 daha az oldugu dikkate alinarak, bu
sekilde devam ettigi stirece 2030 yilinda bu rakamlarin ikiye katlanacagi ongoriilmektedir.
Sistemik kemoterapi yontemleri cogu basta basari ile sonuclansa da, tedaviye direngli 6zel bir
hiicre alt grubunun tamamen elimine edilememesinden dolay1 tedavi basarisiz olmakta ve
hastalik tekrar etmektedir (Chabner ve Roberts 2005, Li ve ark. 2008). Bu basarisiz tedaviler

neticesinde yeni ila¢ adaylarinin bulunmasi i¢in ¢alismalar yapilmaktadir.

Bu bilgiler dogrultusunda; bu tez calismasi kapsaminda yeni sentez protoflavon hibrid

bilesiklerin meme kanseri hiicre hatlar1 tizerine etkisi arastirilmistir.

Protoflavon bazli hibrid bilesiklerinin; MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarindaki
canlhiliklart iizerindeki etkileri belirleyebilmek amaciyla MTT canlilik testi uygulandi. Bu
MTT hiicre canlilik testine gore, hiicre hatlarindaki 50, 100, 250, 500 ve 1000 nM dozlarinda
canlilikta doza bagli olarak istatiksel agidan anlamli azalmalar belirlendi. Meme kanseri hiicre
hatlarinda %50’sini 6ldiiren degerler Tablo 3’de belirtilmistir. %50 (IC50) ve %9011 (IC90)
oldiiren konsantrasyonlara gére, MCF-7 i¢in en etkili bilesik JT-161; MDA-MB-231 i¢in ise
JT-401 olarak belirlenmistir. Literatiirde yapilan diger ¢alismalarda ise; protoflavon
tiirevlerinin etkinligi ve seciciligi farkli hiicre hatlar1 arasinda degisiklik gostermistir. NCI-
H460 (insan kiigiik hiicreli akciger kanseri), DLDI (insan kolorektal karsinomu), U87 (insan
gliomu), C6 (sican gliomu) ve MRC-5 (insan embriyonal brons epiteli), HaCaT (normal insan
keratinositleri) hiicre hatlar1 ile yapilan calismalarda nanomolar ve mikromolar diizeyinde
giiclii sitotoksik etki bulunmustur (Stankovic” ve ark., 2015). Flavonoid tiirevleri ile yapilan
anti-kanser aktivitesi {izerine yapilan bir diger ¢aligmaya gore ise; ii¢ kanser hiicre hattt MCF-

40



7 (insan meme kanseri), HepG2 (insan hepatoselliiler karsinomu) ve ES2 (insan fibroblast
karsinomu)'de sirasiyla 24.948, 31.569 ve 6.923 pg/ml IC50 degeri belirlenmistir (Batra ve
Sharma, 2013, Liu ve ark., 2011).

Protoflavon bazli hibrid bilesikleri tarafindan tetiklenen hiicre 6liim modunu belirlemek
amactyla apoptotik  belirtegler aragtirllmisgtir. Akim  sitometrisinde ~ Anneksin-V
degerlendirilmesi sonucunda; protoflavon bazli hibrid bilesiklerden JT-161, JT-399, JT-400
ve JT-401°in MCF-7 hiicre hattinda 72 saatlik tedavi sonrasinda apoptotik orani (erken ve geg
apoptozis) sirastyla %20.94, %21.96, %21.99 ve %27.48’dir. MDA-MB-231 hiicre hattinda
ise JT-161, JT-399, JT-400 ve JT-401’in 72 saat tedavi sonrasinda apoptotik orani (erken ve
ge¢ apoptozis) sirastyla %12.81, %14.3, %22.06 ve 22.18’dir. Her iki hiicre hattindaki tim
tedavilerden sonra dnemli apoptozis indiiksiyonu gozlenirken, ikincil nekrozisdeki belirgin
artis sadece MCF-7 hiicrelerinde mevcuttur. MCF-7 hiicre hattinda tiim bilesiklerin
uygulanmasindan sonra hiicrelerin canliligt 6nemli o6lgiide azaldi, MDA-MB-231 hiicre
hattinda ise sadece JT-400 ve JT-401 canliligim1 azaltti. Yapilan calismalarda; flavonoid
tiirevlerinin, SW480 (insan kolorektal karsinomu), HepG2 (insan hepatoselliiler karsinomu),
HeLa (insan epitelyal karsinomu) ve A549 (insan kiiciik hiicreli akciger kanseri) hiicre
hatlarinda apoptozis indiiksiyon aktivitesi iizerinde doza bagl bir anti-proliferatif etkiye
sahiptir. Incelenen dért insan kanserinin tedavisine yardimci olma potansiyeline sahip

olabilecegi diisliniilmektedir (Wang ve Zhang, 2012).

DNA ¢ift zincir kiriklarinin  tespiti i¢in akim sitometrisinde p-yH2AX’nin
degerlendirilmesi sonucu 24 saat sonra protoflavon bazli hibrid bilesiklerine 500 nM dozunda
maruz birakildiginda kontrole kiyasla MCF-7 hiicrelerinde sirasiyla DNA hasarmi %12.2,
%13.1, %12.3 ve %14.6 oraninda azalttig1 bulundu. MDA-MB-231 hiicrelerinde ise sirasiyla
DNA hasarin1 %10.3, %8.7, %8.0 ve %9.3 oraninda azalttig1 belirlendi. Bu bilgiler g6z oniine
alindiginda bu bilesiklerin DNA ¢ift kiriklarina sebep olmadig1 aksine DNA koruyu etkisinin
oldugu belirlenmistir. Losemik U937 hiicrelerinde 22 flavonoidler ve ilgili bilesiklerin
apoptotik  aktivitesi, Monasterio ve ark. tarafindan incelenmistir. Flavonoidlerin,
oligoniikleozomal DNA pargalanmas1 nedeniyle hiicre canlilifinin azalmasiyla belirlenen

apoptotik hiicre dliimiinii indiikledigini bildirdiler (Monasterio ve ark., 2004).

Oksidatif stresin belirlemek amaciyla akim sitometrisinde ROS/RNS miktar1 incelendi.
Protoflavon bazli hibrid bilesikler ile MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri 24 saat siireyle 500
nM dozunda maruz birakildi. ROS miktarinda; MCF-7 hiicrelerinde JT-161 bilesiginde %7.9
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azalma, JT-399 bilesiginde %7.5 artma, JT-400 bilesiginde %9.9 artma, %14.7 artma
belirlendi. MDA-MB-231 hiicrelerinde ki ROS miktarinda ise; JT-161 bilesiginde %4.0
azalma, JT-399 bilesiginde %3.4 azalma, JT-400 bilesiginde %?5.4 artma, %12.8 artma
belirlendi. RNS miktarinda; MCF-7 hiicrelerinde JT-161 bilesiginde %6.9 artma, JT-399
bilesiginde %9.3 artma, JT-400 bilesiginde %7.3 artma, %7.2 azalma belirlendi. MDA-MB-
231 hiicrelerinde ki RNS miktarinda ise; JT-161 bilesiginde %19.6 artma, JT-399 bilesiginde
%16.4 artma, JT-400 bilesiginde %5.4 azalma, %4.0 azalma belirlendi. Stankovic” ve ark.
yaptig1 ¢alismada, U87 (insan gliomu) hiicreleri flavonoid tiirevleri ile muamele edildiginde
ROS / RNS iiretiminde saptanabilir bir degisiklik gdzlenmedi, ancak her iki bilesik de U87-
TxR (paklitaksel direncli insan gliomu) hiicrelerinde anlamli sekilde artt1 (Stankovic” ve ark.,

2015).

BCRP ekspresyonu MCF-7 hiicreleri i¢in karakteristiktir ve BCRP baslangicta bu meme
kanseri hiicre hattinda tanimlanmistir. MDA-MB-231, 10 kattan daha diisik BCRP ifadesi
gosterdi. PTX, 72 saatlik tedaviden sonra her iki hiicre hattinda artis1 indiikleyebilmistir. Her
ne kadar PTX BCRP i¢in bir substrat olmasa da, dnceki ¢alismalar bu mikrotiibiil etkilesimli
ajanin BCRP ifadesini artirabilecegini gostermistir. Sonug¢larimiz hibrid protoflavonlarin
BCRP ekspresyonunu da artirabildigini gosterdi. Bu nedenle, ¢oklu ilaca direngli fenotip ile

etkilesimlerinin daha fazla arastirilmasi gerekir.

Toparlamak gerekirse bu tez calismasi kapsaminda; hibrid protoflavon bilesiklerinin
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde anti-kanser etkisi arastirilmistir. Hiicre canliligina
bakildiginda bu bilesiklerin nanomolar diizeyinde etkisi gosterilmistir. Her iki hiicre
hattindada apoptozis indiiksiyonu gozlenirken, ikincil nekrozisdeki belirgin artis sadece MCF-
7 hiicrelerinde mevcuttur. Protoflavon bazli hibrid bilesiklerin her iki hiicre hattinda da DNA
hasarina neden olmadig1 gosterilmistir. Antioksidan veya pro-oksidan aktivite gibi tek tip bir
etki olusumunu goézlenmese de, tiim bilesiklerin meme kanseri hiicrelerinin redoks sistemine
etki edebilecegi gozlenmektedir. Bu bilesikler MCF-7 hiicre hattinda; BCRP ekspresyon
seviyesinde dnemli artisa neden olmustur. MDA-MB-231 hiicre hattinda da artis gozlenmistir.
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