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OZET
Yiksek Lisans Tezi

BENZOFURAN SUBSTITUE KALKON TUREVLERININ INSAN MEME
KANSERI HUCRELERI UZERINDEKI SITOTOKSIK ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Hulya GUNDUZ

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusi
Biyoloji Anabilim Dali

Damsman: Dog. Dr. Ferda ARI

Kanser, genetik ve c¢evresel kosullar ile hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ve
cogalmasiyla ortaya ¢ikan kompleks bir hastaliktir. Diinya ¢apinda kadinlar arasinda
meme kanseri en sik goriilen ve akciger kanserinden sonra 6liim orani en fazla olan
kanser tlridir. Meme kanseri i¢in yeni tedavilerin gelismesine ragmen tedavideki
basar1 hala tatmin edici degildir. Bu sebeple, meme kanseri hastalarinda
uygulanabilecek yeni yaklasimlarin gelistirilmesi gerekmektedir. Giiniimiizde kullanilan
antikanser ilaglarin ¢ogu bitkisel kokenlidir ve halen yeni etkin bilesikler de
arastirtlmaktadir. Kalkon tiirevleri dogada bol miktarda bulunan aromatik bilesiklerdir.
Son yillarda yapilan aragtirmalarda, kalkon tiirevlerin bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip
oldugu ve kanser tedavisinde umut verici oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla bu tez
calismasinda, sentezi ve karekterizasyonu yapilmis olan iki benzofuran stibstitie kalkon
tirevlerinin (Kompleks 1 ve Kompleks 2) anti kanser etkileri insan meme kanseri hiicre
soylarinda (MCF-7 ve MDA-MB-231) arastirilmistir. Komplekslerin hiicre canliligi
Uzerindeki etkisi 24, 48 ve 72 saat siireyle SRB canlilik testleriyle belirlenmistir.
Sitotoksite yanitlart ATP canlilik testi ile 48 ve 72 saat siireyle dogrulanmustir.
Komplekslerin = sitotoksik aktivitesi saglikli insan hiicre soyu olan BEAS-2B
hiicrelerinde de degerlendirilmistir. Kalkon tlrevlerin sitotoksik etkilerinden sorumlu
hicre 6luminl belirlemek amaciyla floresan boyama (Hoechst 33342 ve PI) yontemi
kullanilmistir. Komplekslerin hiicrelerde yara iyilesmesi iizerine etkileri MDA-MB-231
hiicre soyunda arastirilmistir.

Sonug olarak, benzofuran substitie kalkon tirevlerinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
soylarinda doza ve zamana bagl olarak hiicre biiyiimesini engelledikleri belirlenmistir.
Ayrica komplekslerin hiicrelerde apoptozu indiikleyerek, migrasyon yeteneklerinde
azalmaya neden oldugu g0sterilmistir. Alinan sonuglara gore benzofuran siibstitiie
kalkon turevlerinin meme kanseri tedavisinde etkili bir ajan olabilecegi ve ileri
analizlerin yapilmasi gerektigi sonucuna varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, kalkonlar, sitotoksite

2019, xi+78 sayfa



ABSTRACT
MSc Thesis

INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC EFFECTS OF BENZOFURAN
SUBSTITUTE CHALCONE DERIVATIVES ON HUMAN BREAST CANCER
CELLS
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Cancer is a complex disease that causes uncontrolled division and proliferation of cells
by genetic and environmental conditions. Among women worldwide, breast cancer is
the most common cancer with the highest mortality rate after lung cancer. Despite the
recent development of new treatments for breast cancer, it is still not satisfactory.
Therefore, new approaches should be developed for breast cancer patients. Herbal
natural compounds are important in the treatment of cancer. Chalcohol derivatives are
aromatic compounds which are abundant in nature. In recent research, has shown
chalcone derivatives have many biological activities and promising in the treatment of
cancer. Therefore, in this thesis, the anti-cancer effects of two benzofuran substituted
chalcone derivatives (Complex 1 and Complex 2) which were synthesized and
characterized were investigated in human breast cancer cell lines (MCF-7 and MDA-
MB-231). The effect of complexes on cell viability was determined by SRB viability
tests for 24, 48 and 72 hours. Cytotoxicity responses were confirmed by ATP viability
test for 48 and 72 hours. Cytotoxic activity of complexes was also evaluated in healthy
human cell line BEAS-2B cells. Fluorescent staining (Hoechst 33342 and PI1) was used
for to determine cell death responsible the cytotoxic effects of chalcone derivatives. The
effects of complexes on wound healing were investigated in the MDA-MB-231 cell
line. As a result, It has been identified benzofuran substituted chalcone derivatives
inhibit cell growth time and dose dependent manner in MCF-7 and MDA-MB-231 cell
lines.

In addition, it has been found that complexes induce apoptosis in cells and cause a
decrease in migration ability. According to the results, it was concluded that benzofuran
substituted chalcone derivatives can be an effective agent in the treatment of breast
cancer and further analysis should be performed.

Keywords: Breast cancer, chalcones, cytotoxicity

2019, xi + 78 page
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GIRIS

Kanser, daha ¢ok gelismis iilkelerde bulunmasi ile diinyanin hemen hemen her yerinde
rastlanan ve insanlarin 6lmesinin baslica nedenlerden biri olan; genetige, yasa, tiitiin
tiketimine, beslenmeye ve gevresel kosullara gore degisebilen kompleks bir hastaliktir
(Peto 2001, Urruticoechea ve ark. 2010). Son 30 yilda farkli kanser tiirlerin goriilmesi
neredeyse ikiye katlanmistir ve sayet daha etkili tedavi metotlar1 gelistirilmezse gelecek

yillarda bu saymin giderek artacagi dngoriilmektedir (Globocan 2018).

Kanser gelisiminin temelinde hiicresel proliferasyonun artmasi oldugu gibi apoptotik
stireglerinde baskilanmasi olabilmektedir. Apoptoz kanser olusumuna sebep olacak
sitotoksisiteye karst onemli bir hiicre 6liim mekanizmasidir (Lu ve ark. 2012). Cok
hlcreli organizmalarda mitoz ile meydana gelen hicreler ve apoptozdan 6tiirli 6len
hiicreler arasinda ¢ok hassas bir denge bulunmaktadir. Bu dengedeki bozulma kanserin
olusmasina sebep olmaktadir (Cotter 2009). Organizmada kanser gelistiginde, 6lim
sinyali almas1 gereken hiicrelerde bu sinyallerin alinmadigi ve bu nedenle hassas
dengenin bozuldugu ortaya ¢ikmaktadir (Wong 2011). Tiimor baskilayici olarak bilinen
p53 genin zarar gormesi sonucunda apoptoz sinyali almasi1 gerekli olan hiicreler bu
sinyali almamakta ve boliiniip, gelismeye devam ettikileri bilinmektedir (Bauer ve
Helfand 2006, Morton ve ark. 2010). Ayrica organizmada kanser vaziyetinde; kaspaz-3
etkinliginin yitirilmesi, Olim sinyallerinde hasarlar meydana gelmesi ve pro-
apoptotik/antiapoptotik protein dengesinde bozulmalar gibi patojenik nedenler
gozlemlenmektedir (Hunter ve ark. 2007, Wong 2011). Bu nedenlerden kanser
tedavilerinde apoptozu uyarici ajanlarin kullanildig1 bilinmektedir (Cotter 2009, Wong
2011). Literatir incelendiginde bir¢ok ¢alismada, dogal bilesiklerin apoptozu

indUkleyici antikanser aktivitesinin bildirildigi goriilmiistiir.

Meme kanseri, degisik molekiillerde meydana gelen farkliliklarla; yasama, biiylime ve
terapi gibi etkenlere bagli olarak tedaviye yanit vermede farklilik arz eden tiirleri olan
hetereojenik yapida olan bir hastaliktir (Di Cosimo ve Baselga 2010). Meme kanseri
tedavilerinde; radyoterapi, kemoterapi, cerrahi yontemler, hormon tedavisi ve hedef
odakli tedaviler uygulanmaktadir (Di Cosimo ve Baselga 2010, Tryfonidis ve ark.
2015).



Ancak uygulanan bu tedavi yontemlerinde hem tedaviye karsi direng gelisebilmekte
hem de bu tedaviler ¢esitli yan etkilere neden olabilmektedir (Selwood 2009, Collins ve
ark. 2011). Bu kritik etkilerden dolay: dogal bilesiklere olan alaka artmistir (Nobili ve
ark. 2009).

Flavonoidler, kimyasal yapilarinda farkli fenolik gruplar bulunduran ve bir¢ok dogal
urinde bulunan poli-fenolik bilesiklerin bir alt grubunu olusturmaktadir. Bu
molekdllerin blyuk kismi bitkinin tohum, gicek ve yapraklarinda bulunur. Flavonoidler
meyve ve sebzelerin dogal yapilarinda var olan antioksidanlar olarak da
bilinmektedirler. Bilhassa bitkilerin renk pigmentlerinden sorumlu olan dusiik
molekiiler agirliktaki bilesiklerdir (Perez-Vizcaino ve Duarte 2010). Flavonoidlerin
anti-viral, anti-alerjik, anti-inflamatuar, anti-diyabetik, anti-bakteriyel, anti-mikrobiyal
gibi birgok farmakolojik etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Duarte ve ark. 2001). Genis
bir biyolojik aktivite spektrumuna sahip olan bu bilesikler ayn1 zamanda serbest radikal
sondirme, lipid peroksidasyonunu inhibe etme ve metallerle selat olusturma gibi bir¢ok
onemli o©zelliklere de sahiptirler. Bu 06zelliklerinden 6tirt hucreleri  kanser,
kardiyovaskiiler ve enflamasyon hastalik gibi patolojik hasarlardan koruduklari
bilinmektedir (Heim ve ark. 2002).

Flavonoidlerin bir alt grubu olan kalkonlar da olduk¢a yaygin biyolojik aktivite
spektrumuna sahip bilesiklerdir (Singh ve ark. 2014). Kalkonlar ¢ogunlukla aromatik
halkada poli-hidroksi gruplar ihtiva etmektedirler. Bu fenolik gruplarin serbest radikal
sondirtict ozellikleri, kalkonca zengin bitki ekstraktlarinin gidalarin  bozulmasini
Onleyici madde ya da ilag olarak kullanimi agisindan ilgi gérmelerine neden olmustur
(Mahapatra ve ark. 2015). Yap1 aktivite iliskisi ¢alismalari aril halkalarindaki elektron
cekici/saglayict veya aril/heteroaril gruplar ile tiirevlendirilen kalkonlarin anti-kanser
aktivite ozelliklerine sahip olduklarini gostermistir. Bunun yani sira sentetik ve dogal
kalkonlarin ¢ogunun sahip olduklar1 biyolojik potansiyeline bagh olarak bircok kanser
hicrelerinde anti-kanser aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Mahapatra ve ark.
2015). 2012 yilinda Zhang ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir ¢alismada on Ug¢ yeni
kalkon tirevinin sentezi gerceklestirilmistir. Sentezledikleri bu bilesiklerin anti-kanser
aktivitelerine bakilmis ve sonu¢ olarak sentezlenmis tiim bu bilesiklerin anti kanser

aktiviteye neden olduklari rapor edilmistir (Zhang ve ark. 2012).



Baska bir ¢alismada ise gesitli kalkon tlrevlerinin sitotoksik aktiviteleri; A549, MCF-7,
PC3, WRL68 ve HT-29 kanser hiicreleri tizerinde MTT canlilik analizi ile aragtirilmis
ve calisma sonucunda kalkon tdrevlerinin tim kanser hiicre hatlarina karsi yuksek

sitotoksik aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir (Syam ve ark.m2012).

Tiim bu bilgiler 1s181nda bu tez ¢alismasinda, sentezi ve karekterizasyonu yapilmis olan
benzofuran stibstitiic kalkon tiirevlerinin, birbirinden farkli 6zelliklere sahip MCF-7 ve
MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre soylari {izerinde sitotoksik, apoptotik etkileri

ve migrasyon yetenekleri aragtirilmistir.



1. KAYNAK OZETLERI

1. 1. Kanser

Kanser, hiicrelerdeki DNA hasari ile hiicrelerin anormal veya kontrolsiiz bir sekilde
blylmesi ve cogalmasi olarak bilinmektedir (Sekil 1.1). Karmasik bir¢ok etkilesim
ihtiva eden hicre siklusundaki diizenlenme hatalari; hiicre bolinme evrelerindeki
kontrollin  bozulmasina bagli olarak kontrol noktalarindaki degismeler kanser
olusumuna neden olmaktadir. Kanser gelisiminde, hiicre siklusunun kontrol kayb,
apoptozun engellenmesi, DNA hasar1 veya onariminin kritik yolaklar1 6nemli agamalar1

temsil etmektedirler (Karimi ve ark. 2014).

DNA hasari; fiziksel ajanlar (iyonizan radyasyon, UV radyasyon vb.) ve kimyasal
ajanlar (toksik metaller, benzopiren, aflatoksin, kemoterapi ilaglari vb.) gibi ekzojen
etkenlerden olusabilecegi gibi, kimyasal degisiklikler (metilasyon, deaminasyon), yanlis
eslesmeler (delesyonlar/insersiyon), oksidatif hasar ve replikasyon hatalari1 gibi endojen
etkenlerden de olusabilmektedir (Wang ve ark. 2014). Bu gibi DNA hasarlarinda, yanlis
bilgi aktarimini veya bilgi kaybin1 6nlemek maksadiyla DNA hasarinin sekline ve hangi
hicre evresinde bulunduguna bagli olarak DNA onarimi gerek olmaktadir. Onarilma
olmadig1 zaman timor hiicreleri veya gelisimsel bozukluklar olusabilmektedir (Ozcan
ve ark. 2008).

TUmOr olusumunda, timor baskilayict genler (p53, retinoblastoma (Rb)) ve onkogenler
(Her2, ¢ myc, ras vb) olmak Uzere iki tir gen grubunun rolii bulunmaktadir. TUmor
baskilayici genler, hiicre bolinmesini dogrudan veya dolayli olarak kontrol altina alarak
kanser gelisimini baskilamaktadir. Timor baskilayici genlerin her iki allelerinde
meydana gelen mutasyonlar bu 0Ozelliklerini yitirmelerine neden olmakta ve hicre
siklusunun inhibisyonunu engelleyerek ekstrem hiicre proliferasyonuna neden
olabilmektedir. Onkogenler ise kanser olusumunu dogrudan ve dolayli olarak neden
olan genleri olusturmaktadir. Proto-onkogenler; hiicre dongusiinde tetikleyici etkiye
sahiptir, yalnmiz c¢esitli mekanizmalar ile ekspresyonlarinda artma ve hicre i¢i kontrol
mekanizmalarina karsi olusmalart sonucunda proto-onkogenler onkogenlere doniiserek

hicre bolunmesinde asiriliga neden olabilmektedirler (Cabadak 2008, Cefle 2003).



Radyasyon, ilag, basing gibi dis faktorler ile hiicrenin strese maruz kalmasi ile DNA
hasar1 olusursa, hiicre bu uyarilara p53 seviyesini artirarak cevap vermektedir. Uyarilan
p53, p21’in aktivasyonu saglanarak G1 kontrol noktasinda Rb proteinin daha fazla
fosforlanmasinin 6niine gecmekte ve hicre siklusunu durdurmaktadir. Bu durum
hlcreye tamir icin zaman vermektedir. Hasar onarim yapilmiyorsa, hiicre apoptoza
gitmektedir. Onkogenik aktivitenin fazlalasmasiyla tiimor supresoriiniin inaktivasyonu
p53 geninin tahribine neden olarak hiicre dongist Gzerinde kontrolin kaybolmasina
sebep olmaktadir (Cefle 2003).

Normal hiicre gogalmast Kanser hiicrest ve ¢ogalmasi
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Sekil 1.1. Kanser ve normal hiicre ¢ogalmasi (Anonim 2015)

Yukarida tanimlanan sebepler hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalmasina neden olan anormal
aktiviteleri, aslinda hiicre sinyal iletimi, hiicre dongiisii ve programli hiicre 6liimiini
diizenlenmesi gibi prosedirlerde anahtar gorev Ustlenen ¢ok fazla proteinin islevinin

tanimlanabilmesine imkan saglamaktadir (Arican 2010).



1.2. Meme Kanseri

Meme kanseri patolojik ve etiyolojik olarak oldukca heterojonik yapidadir (Verma ve
ark. 2012). Tum dunyada her gun binlerce kadina meme kanseri tanisi konmaktadir.
Meme kanseri, kadinlarda diger kanser tiplerine gore belirgin farkla daha ¢ok
mortaliteye sahip kanser tipidir (Jemal ve ark. 2011). Diinyada bir yil igerisinde bir
bucuk milyondan daha fazla kadina meme kanseri teshisi konulmaktadir. 2015 yilinda
yaklagik olarak 570.000 kadinin 6limiine neden olan meme kanseri, kadinlarda gorilen
tim kanser turlerinin dortte birini olusturmaktadir. 2017 yilinda Amerika’da, kadinlarda
goriilen kanser vakalarindan %30’unun meme kanseri oldugu tahmin edilmektedir (Sun
ve ark. 2017, Coleman 2017). Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC)’nin
verilerine gore, tim dinyada her iki cinsiyette yeni vaka oran sayist %11.6 olup ve
6lim oran sayisi ise %6.6 oldugu belirtilmistir (Globocan 2018). Tiirkiye’de meme
kanseri insidansi 100 binde 43 olup yilda yaklasik olarak 15.000 kadinda meme kanseri
tanis1 konulmaktadir (Tirkiye Kanser Kontrol Plan1 2018). 2017 yilinda Tiirkiye Kanser
Istatistigi (TUIK) verilerine gore, kanser tanis1 konulan her dort kadindan biri meme
kanseri olup, bu oranlarda zamanla artis olacagi diistnilmektedir (TUrkiye Kanser
[statistigi 2017).

Meme kanseri; yas, yasam sekli, menopoz yasi, menstiirasyonun baslangi¢ yasi, ilk
hamilelik yas1 ve aile ge¢cmisi gibi birgok etmenle iliskilidir. Menopozun geg¢ yaslarda
olmast ve menstriiasyonun erken yaslarda goriilmesi vicudun Gstrojen maruziyetinin
artmasi beraberinde meme kanseri riskini de arttirir. Bagka 6nemli bir risk faktorii de ilk
cocugu dogurma yasidir. Ilk ¢ocuk dogumu 20 yasindan dnce gerceklestiren kadinlar ile
30 yasindan sonra ¢ocuk dogumu gergeklestiren kadinlara gére meme kanseri riski 2 kat
daha azalmaktadir (McPherson ve ark. 2000). Emzirme olaymin da meme kanserine
kars1 koruyucu olmasi ve bir yil sire ile emziren kadinlarda meme kanseri riskinde
azalma oldugu tahmininde bulunmaktadir (Méller ve ark. 2002). Yasam tarzina bagh
olarak meme kanserine neden olan risk faktorleri arasinda obezite, alkol tiiketimi,
radyasyon maruziyeti ve fiziksel etkinliginin azligi bulunmaktadir (Danaei ve ark.

2005).



BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki aileden gelen mutasyonlarin ya da somatik
mutasyonlarin meme kanseri gelisimine 6nemli etkenler oldugu bilinmektedir (Lalloo
ve Evans 2012). Birinci derecedeki yakinliklarda meme kanseri mazisi bulunmasi meme
kanseri riskini arttirmaktadir (Higa 2009). Meme kanserine yakalanmanin % 10’u ailevi
faktorlerden olmaktadir (McPherson ve ark. 2000).

1.2.1. Meme Kanseri Hiicre Soylari

Klinikte meme kanserinin siniflandirilmasi timor morfolojisindeki tipik farkliliklara
dayanmaktadir. Meme kanserinde; farkli tipleri olan lobiiler karsinoma ve farkli bir tipi
olmayan duktal karsinoma, ttbuler, misindz, meduller, lenf bezi kistik karsinoma gibi
tipleri bulunmaktadir. Meme tumdrlerinin histolojik olarak alt gruplara ayrilmas;
hicresel farklilasmanin derecesi, mitotik etkinlik ve cekirdek polimorfizmi gibi
etkenlere baghdir. Kicuk boyutlu tubuler karsinoma gibi meme kanserleri duktal
karsinomalara gore erken donemde gorulebilirler. Uzak veya yakin bolgedeki
metastazlar histolojik olarak farkli olmalarina neden olur. Meme tlmorleri; progesteron
hormonu reseptorlerinin (PR), 6strojen hormonu reseptorlerinin (Er) ve insan epidermal
biytme faktoru reseptori (Her2) onkogenlerinin ifadelerinden temel alinarak 5 alt
gruba ayrilmaktadir. Genellikle ER icerenler ER icermeyenlere nazaran daha fazla
bulunur. Ayrica ER icermeyen meme timorleri ER iceren meme tumorlerine gore daha
buytktur, histolojik olarak farki daha kolaydir ve lenf nodlari daha ¢ok rastlanmaktadir
(Anderson ve ark. 2002).

Luminal A ve Luminal B olmak {izere 2 tane ER/PR pozitif alt grup vardir ve 3 tane ER
negatif alt grup bulunmaktadir. ER negatif olan gruplardan bir tanesinde Her2 ve ilgili
genlerin anlatiminin arttig1 ve bu grubun Her2’nin alt grubu olarak nitelendigi; ikinci
ER negatif grupta ise normalde miyoepitel ya da bazal hicrelerden sorumlu genlerin
anlatimlarmin arttig1; ticlincii ER negatif grupta ise farkli genlerin anlatimiyla normal
benzeri bir seyir izleyen profile sahip oldugu bildirilmistir (Perou ve ark. 2000). Normal
ve luminal gruplar, ER negatifin Her2 ve bazal alt gruplarina gore daha az agresiflik
gostermektedir (Sorlie ve ark. 2001). ER negatifin, bazal benzeri ve Her2 gibi alt
gruplardaki prognozu cok zordur (Bauer ve ark. 2007) ve iki grupta ileri safhalarda

kendini gostermesi miimkiin olmaktadir (Iwase ve ark. 2010).



Bazal benzeri ve Her2 meme tlimorleri diger alt gruplardan daha fazla kok hicre
bulundurmakta bu da klinikte ¢ok koétii bir ilerleyise sebep olmaktadir (Park ve ark.
2010). Meme tumdrlerinde yaklasik olarak %20 oraninda Her2 onkogeni artmaktadir
(Hudis 2007). ER pozitif meme timdrlerinde ise Her2 pozitifligi ve PR negatifligi
belirtilmektedir (Huang ve ark. 2005). Meme kanserlerinde ER, Her2 ya da PR ifadeleri
gOstermezse bu tir timorlere Gcli negatif meme kanserleri (TNBC) denmektedir.
Meme kanserlerinde yaklasik olarak %15°i bu grup meydana getirmektedir (Cadoo ve
ark. 2013). TNBC’nin gen¢ kadinlarda, BRCA1 geninde mutasyon olusmus kadinlarda,
Amerika ve Afrikali kadinlarda goriilme orani daha fazladir (Dent ve ark. 2007).
TNBC’ler 3.derece ve daha buyik timorler olup agresif fenotip icermekte ve daha kot

sonuglar ortaya ¢gikarmaktadirlar (Dent ve ark. 2009).

1958 yilinda meme kanseri i¢in ilk bulunan hiicre soyu BT-20’dir. Sonrasinda MD
Anderson meme kanseri hiicre soylari bulunmustur. 1973 yilinda ise en taninmis meme
kanser hucre soyu Michigan Cancer Foundation tarafindan olusturulan MCF-7 hiicre
soyudur. Meme kanseri hiicre soylarindan MCF-7 ve MDA-MB-231, epitel kaynakli ve
metastaz olusturulmus meme kanseri olan bir hastanin plevral eflizyondaki habis
hucrelerinden meydana getirilmistir. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanser hiicreleri
bulundugu yiizeye yapisan hiicrelerdir. Meme kanseri arastirmalari igin hiicre soylari
arasinda iyi Ormeklerdir (Holliday ve Speirs 2011). Meme adenokarsinoma hiicre
soylarinin; ER, PR, Her2 durumlari ve p53 mutasyon ile ilgili 6zellikleri Cizelge 1.1’de

verilmistir.

Cizelge 1.1. Meme Kanser Hiicre Soylarin Ozellikleri (Ugurlu 2013)

Alt tar ER PR Her2 p53
durumu durumu durumu mutasyonu
MCF-7 Luminal A | Pozitif Pozitif Normal +/- Yabani tip
MDA-MB-231 | Bazal B Negatif Negatif Normal ++ Mutant

Er: Ostrojen hormon reseptor, Her2: Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii, PR:

Progestoren Hormon reseptoru.



1.2.2. Meme Kanseri ve Molekuler Biyolojisi

Meme kanserindeki gelisimin altinda yatan isleyis tam olarak aydinlatilamamistir.
Cevresel karsinojenlere maruz kalmalarindan sonra kazanilan mutasyonlar ile germ-line
mutasyonlarla kalitilan genetik degismeler sonucunda proto onkogenlerin aktivasyonu
ve tumor siipresor genlerin aktivasyonu ile apoptozis mekanizmasinda bozulma ve/veya
kontrolsuz hucre proliferasyonu sonucunda meme kanseri gelisiminin basladigi one
stiriilmektedir. Cesitli biiyiime faktorleri ve baglantili reseptorlerde olusabilecek gesitli
bozukluklarin da kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina sebep olarak insan meme kanserinde
onemli oldugu bilinmektedir (Sainsbury ve ark. 1985, Richard ve ark. 1987, Brown ve
ark. 1995).

Er’nin, 6strojen uyarisiyla biiylimede oldugu gibi meme kanseri gelisiminde de ¢ok
onemli oldugu bilinmektedir. Ostrojenin (Er) fonsiyonunu Era ve Erf olarak
adlandirilan iki spesifik hiicre i¢i reseptorii araciligiyla gerceklestirdigi bilinmektedir.
Bu reseptorler, hormon bagimli transkripsiyon regiilator olarak islev yaparlar. Meme
kanseri patofizyolojisinde Er kritik bir rol oynar. Meme kanseri hastalarinda Ero’nin
fazla ekspresyonu, iyi anlasilmis olan bir prognostik ve prediktif faktordiir. Erf’nin
prognostik anlami tam olarak tanimlanamamistir (Dotzlaw ve ark. 1999, Speirs ve Kerin
2000, Su ve ark. 2000). Genetik degisiklikler germ-line mutasyonlarla kalitilir veya
sonradan cevresel karsinojenlere maruz kalmayla olusabilen somatik mutasyonlarla
kazanilir. Bu ¢evresel karsinojenler, kimyasal (polisiklik hidrokarbonlar), fiziksel
(iyonize radyasyon) ve biyolojik (virusler) karsinojenlerdir (Danaei ve ark. 2005).
Mevcut calismalar karsinojenez siirecini hangi genetik degisiklikleri hizlandirdigini
kesfetmeye ydnelmistir. Invaziv duktal karsinoma déniisiimii {izerinde durulan modele
gore; hiperplaziden insitu karsinomaya gecis ve sonugta da invaziv karsinoma gelisimi
s0z konusudur. Meme kanserinin genetik temelindeki ¢caligmalar tiimdrojenez siirecinde
birgok role sahip Ozellikli genlere yoOnelmistir. Bu genler; onkogenler (ras, c-myc
genleri), buyume faktorl reseptor genleri (HER2), tumor supresor genleri (BRCAL,
BRCA2, p53), hiuicre dongusuniin dizenlenmesinde yer alan genler (telomeraz) ve
apoptozisde yer alan genler (Bcl gen ailesi) olarak sayilabilir (Oesterreich ve Fuqu
1999, Cui ve Hoppe 2000).



1.2.3. Meme Kanseri ve Apoptozis

Normal meme evoliisyonu, apoptozis ve hiicre proliferasyonu arasindaki dengeyle
kontrol altina alinmaktadir. Meme, ergenlik ve hamilelik donemleri olacak sekilde iki
ayr1 fizyolojik ilerleme ile gelisimini tamamlayan bir organdir. Memenin proliferasyon
ve farklilasmasinda bariz degisiklikler bu donemlerde olusabilmektedir. Proliferasyon
ve apoptozis arasindaki denge, hormonal, kemoterapi ve radyoterapi tedavilerin
sonucunda tiimoriin gelisim veya gerilemesinde ¢cok dnemlidir. Bitin bu gelismelerde
apoptozisin indiuklenmesi oldukga 6nemli bir yer almaktadir (Hickman 1992, Reed
1999, Tamm ve ark. 2001).

1.3. Apoptozis

Cok hiicreli organizmalarda, organizmanin gelisimi ve doku homeostazisinin
saglanmasinda bliyiik 6nem tasiyan ve yeni hiicre olusumu ile hiicre 6liimii arasinda her
zaman bir denge bulunmaktadir. Giinde yaklasik olarak 1x10'* yeni hiicre olusmakta ve
milyarlarca hicre ise 6lmektedir boylelikle sabit denge saglanmaktadir (Fischer ve
Schulze-Osthoff 2005). Bu dengede olusan bozulmalar kanser ve norodejeneratif
hastaliklar gibi patolojik durumlar tetikleyebilmektedir (Danial ve Korsmeyer 2004).
Var olan hiicreler patolojik hiicre 6limi nekroz ve programlanmis hiicre 6liimii olan

apoptozis gibi ¢esitli hiicre dliimleriyle yok olmaktadir (Sekil 1.2.)
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Sekil 1.2. Cesitli hiicre 6liim tipleri (Bortner ve Cidlowski 2014)

Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr adli bir patolog tarafindan programli hiicre
Oliimiini tanimlamak i¢in kullanilmistir (Kerr ve ark. 1972). Apoptozis i¢in tipik olan
agaroz jel elektroforezinde “ladder pattern” yapist 1980 yilinda Wyllie tarafindan
gosterilmistir (Wyllie 1980). 1993 yilinda Cohen, apoptozisin genler tarafindan kontrol
edilen bir 6lim tipi oldugunu timus hiicreleriyle yaptigi ¢alismalarda gostermistir
(Cohen 1993). Apoptozis organizmanin yasam dongiisii igin gerekli olan ve genetik

olarak kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla kontrol edilmektedir.
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Insanlarda embriyonik periyotta parmak aralarindaki perdelerin ve kurbagalarda
metamorfoz esnasinda kuyruklarinin kaybolmasi apoptozis ile ger¢eklesmektedir (Franz
ve Kidson 1997). Postnatal periyotta kan hiicrelerinin uzaklastirilmasi, menstruel siklus
sonunda acilan korpus luteumun tekrar eski durumuna dénmesi ve menstruasyon
sirasinda endometriyal hiicrelerinin yikimi apoptozis ile gerceklesir. Aynt zamanda
immun sistemde 6nemli olan T lenfosit hiicreleri timusda olgunlasirlar. Bu hiicrelerin
etkisiz olanlar1 veya organizmanin kendi dokularna karsi tepkime verme potansiyeli
tasiyanlar1 kan dolasimina girmeden dénce apoptozisle 6lirler (Ford 2001). Bir takim
patolojik durumlarda da apoptozis goriilebilmektedir. Ornegin; Parkinson hastalig1,
Insiiline bagimli tip diabet, Alzheimer hastaligi, Huntington hastaligi, AIDS, viral
enfeksiyonlar, timor olusumu ve organ transplantasyonlarinda hiicreler apoptozisle
Olebilmektedirler (EImore 2007).

Apoptozis; hiicrenin  yuvarlaklagsmasi, hiicresel hacmin azalmasi (piknoz),
pseudopodlarin  retraksiyonu, nlkleer fragmentasyon (karyoreksis), kromatin
kondensasyonu, plazma membran bleblenmesi (biitiinliik kayb1 olmadan), sitoplazmik
organellerin modifikasyonlari, in vivo fagositler tarafindan yutulmasi ile karakterize

edilmektedir (Barkla ve Gibson 1999, Baehrecke 2002).

1.3.1. Apoptozisin Indiiklenmesi

Hicrelerde apoptozisin meydana gelebilmesi icin hiicre i¢i veya disindan gelen bir
uyarict ile genetik mekanizmanin harekete gegmesi icap etmektedir (Erdogan 2003).
Hiicre i¢i uyaricilardan bazilari; hiicre i¢i kalsiyum miktarindaki artis, sitokinler, Bcl-2
ailesi, p53 geninin aktivasyonu, onkojenler ve viral/bakteriyel enfeksiyonlardir. Hiicre
dis1 uyaricilardan bazilari ise; timor nekrozis faktor (TNF), ndron buylime faktori
(NGF), koloni uyarici faktorler (CSF), insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF), Fas/FasL,
IL-2, glukokortikoidler, ila¢ ve radyasyondur. Bu faktorler disinda apoptozisi
diizenleyen ya da uyaran bircok gen de bulunmaktadir (Kaya 2007). Apoptozisin
diizenlenmesinde mitokondri 6nemli bir rol oynamaktadir. Apoptotik stiregte sitokrom-c
ve apoptozis indikleyici faktor (AIF) gibi bircok apoptotik faktor, mitokondriden
sitoplazmaya salinmaktadir (Kumar ve ark. 2005). Sitoplazmaya salinan bu proteinlerin
en 6nemlisi Bcl-2 ailesidir (Chang ve Yang 2000). Bcl-2 ailesi proteinleri anti-apoptotik
(Bcl-XI, Bcl-1, Bcl-2) ve proapoptotik (Bax, Bcl-Xs, Bad, Bak, Bim, Bid) olan birbirine
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zit etkili iki grup liyeden olusur. Hiicrenin apoptozisle oliime gidip gitmeyecegini
belirleyen bu proteinlerin goreceli oranidir. Pro-apoptotik olan proteinler fazla eksprese
edildiginde hiicreler apoptozise daha egilimli, anti-apoptotik olan proteinler daha fazla
eksprese edildiginde ise hiicreler apoptozise daha dayanikli olmaktadir (Kumar ve ark.
2005). Bcl-2 ailesinden olan pro-apoptotik proteinlerin saglikli hiicrelerin sitozollerinde
bulunmakta ve hiicresel stres, biiyiime faktorii yoksunlugu veya serbest radikal hasari
gibi apoptotik sinyaller sonucunda anti-apoptotik proteinlerin bulundugu mitokondri
yiizeyine dogru yer degistirmektedir ve Bcl-2 ailesinden olan anti-apoptotik proteinlerin
normal islevleri bozulmaktadir. Boylece mitokondriyal membranda porlar olusmakta ve
sitokrom-c gibi pro-apoptotik faktorler zarlar arasi bolgelerden agiga ¢ikabilmektedir.
Bu da apoptozom olusmasini ve kaspaz kaskadi aktivasyonuna sebep olmaktadir (Suh

2002, Fan ve ark. 2005).

Kaspazlar, proteinleri aspartat kalintilarindan sonra kesen hiicre i¢i sistein proteazlardir.
Kaspaz aktivitesinde hatali diizenlenme olmas1 hiicre igin 6liimciil olabilir. Kaspazlar,
prokaspazlar olarak olustuktan sonra belirli kisimlar1 kesilerek uzaklastirilip aktif
kaspaz halini alirlar (Fischer ve ark. 2003, Solakoglu 2009). Kaspazlar birbirlerini
proteolitik olarak etkinlestirerek bir kaskada sebep olmaktadirlar. Kaspaz 2, 8, 9, 10
olarak bilinen baslatic1 kaspazlar apoptotik uyariyla harekete gegen 6lim sinyallerini
Kaspaz 3, 6, 7 olan efektor kaspazlara aktarmaktadirlar. Efektor kaspazlar ise ilgili
proteinleri parcalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin olusumuna sebep olmaktadirlar
(Adams ve Cory S 2001, Spierings ve ark. 2004).

1.3.2. Apoptozisin Mekanizmalar:

Apoptozisin indiiklenmesinde; ekstrinsik (dissal) yolak, Intrinsik (igsel) yolak ve
endoplazmik retikulum aracili apoptozis olusturulmasi gibi ii¢ sinyal yolunun rol aldig1

bilinmektedir.

1.3.2.1. Ekstrinsik (Digsal) Yolak

Apoptozisin ekstrinsik yoluyla indiklenmesi, plazma membranindaki ektraseliiler
ligandlar ve 6liim resoptorlerin aktivasyonu ile baslar (Sekil 1.3.). TUmor nekroz faktér
reseptori (TNF-R) ve Fas (Apo-1 ve CD95) tipik 6lum reseptorleridir. Sitozolik 6lim
alan1 (death domain; DD) icgeren iki reseptér de TNFR ailesine aittir. TNFR ailesinin
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tiim tyeleri spesifik bir sekilde liganlar1 taniyan ve 6liim reseptorleri ile aktiflesecek
sisteince  zengin ekstraseliler subdomains bolgelerine sahiptirler.  Apoptozu
gerceklestiren enzimler sistein aspartik asit proteazlardir. Oliim bolgesi olarak
adlandirilan korunmus DNA dizisi iceren bdlge sinyalizasyon 6lim reseptdrinin
sitoplazmik pargasini olusturmaktadir. Reseptdr-kaynakli yolu, Oliim indiikleyici Sinyal
Kompleksine (DISC) baslatici kazparlarin (kaspaz-8 ve 10) alimi yol agar. DISC,
TNFR-1 iligkili 6liim bolgesi proteinini (TRADD) ve adaptor protein Fas iliskili 6liim
alanim1 (FADD) icerir. Bu 6lim bolgeleri prokaspaz-8’i aktiflestirmektedir. Aktiflesmis
kaspazlar hemen efektor kaspazlart (3, 6, 7) aktiflesirir. Sekil 1.3.’te gosterildigi gibi
baslatict kaspazlar, protein-protein etkilesim motiflerini barindiran uzun bir
‘prodomain’ igerir. Bu motifler, ya kaspaz takviye alan1 (CARD; caspase recruitment
domain) ya da olim etkileyici alanidir (DED; death effector domain). Kaspazlar bu
motifler sayesinde adaptdr molekiillerle etkilesimlerini saglarlar (Lamkanfi 2011).
DISC aslinda pro-kaspaz-8, Fas, FADD ve FasL igeren bir komplekstir. Prokaspaz-8
molekiiller DISC yakinina getirilir, aktif kaspaz-8 hemen kaspaz-3 veya diger kaspazlar

ayirir, sonugta apoptozis olusur (Lawen 2008).
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Sekil 1.3. Ekstrinsik (Digsal) apoptozis yolag: (Sartorius ve ark. 2001).

1.3.2.2. Intrinsik (i¢sel) Yolak

Mitokondriyal yolu, DNA hasari, sitotoksik ilag tedavisi, oksidatif stres ve aglik gibi
intraseliiler ve ektrasellller stresler aktif hale getirir. Apoptozisi baslatan sebepler
cogunlukla mitokondri i¢ membran potansiyelinin bozukluguna ve gecirgenliginin
aniden artirmasina Sebep olmaktadir. Apoptotik sinyaller, sitoplazmadaki apoptotik
proteaz aktiflestiren faktor-1’e (Apaf-1) baglanan ve mitokrondri zarlar1 arasindan gelen
sitokrom c igeren molekdllerin serbest kalmasina yol acar (Sekil 1.4.). Sitokrom c’nin
serbest kalmasi, mitokondri gegirgenligine ve mitokondri membran potansiyelinin
bozulmasmna neden olmaktadir. Sitokrom c’nin Apaf-1’e baglanmasi, kaspazlarin
aktivasyonu ile apoptozom olusmasina neden olur (Denault ve Salvesen 2002, Kroemer
ve Reed 2000).
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Sekil 1.4. Mitokondri/sitokrom-c aracili apoptozis yolagi (Zimmermann ve ark. 2001)

Mitokondrial apoptotik yolu, Bcl-2 ailesine ait olan apoptotik faktorler etkiler. Hucre
dongisiinun S-fazina girisini geciktirerek ilerlemesini engelleyen ve ilk bulunan proto-
onkogen Bcl-2 proteindir (Vaux ve ark. 1988). Yasam fonksiyonlari igin Bel-2 homolog
bolgesine (BH1-BH4) sahiptir. Bcl-2 protein ailesinin ¢ tane grubu bulunmaktadir.
Birinci grup anti-apoptotik proteinler (Bcl-2 ve Bcl-XL), ikinci grup pro-apoptotik
proteinler (Bak ve Bax) ve tguncl grup pro-apoptotik proteinlerdir (Bad, Bik, Bid, ve
Bim). Bcl-2 protein ailesinin en 6nemli olan anti-apoptotik tyeleri Bcl-2 ve Bel-XLdir
(Cory ve Adams 2002, Mund ve ark. 2003). Apoptozisdeki Bcl-2 ailesinin rollni
aciklamak tizere pek ¢ok model ortaya c¢ikmistir. Bir modele gore Bcl-2 Uyeleri
kaspazlarin aktivasiyonunu dogrudan kotrol etmektedirler (Strasser ve ark. 2000), diger
modele gore mitokondrial biitiinliigli koruyarak gorev yaptiklart ileri siiriilmektedir
(Wang 2001). Conradt ve Horvitz (1998) tarafindan Onerilen modele gore, BH3 lyeler

transkripsiyonel upregulasyonu (Bax), defosforilasyonu (Bad), subseliler yerellestirme
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(Bim, Bmf) ve proteoliz (Bid) gibi mekanizmalarla aktiflestirilmektedirler. Aktive
edilmis BH3 proteinleri proapoptotik yeleri inhibisyonda anti-apoptotik Bcl-2 Uyeleri
engellemektedir. Sonug¢ olarak, proapoptotik faktorler apoptozom olusumunda ve
kaspaz aktivasyonunda rol oynayan sitokrom ¢ gibi sitoplazmaya mitokondri i¢ zarindan
serbest birakilir (Gewies 2003). Bu faktdrler mitokondriden sitokrom c’nin serbest
birakilmasini engeller. Ayrica mitokondriden gelen diizenleyici proteinler olarak bilinen

apoptozis inhibitor proteinler kaspaz aktivitesini inhibe edebilmektedir.

1.3.2.3. Endoplazmik Retikulum Aracili Apoptozis

Son donemlerde amiloid B ndrotoksisiteye neden olan kaspaz 12’ye tabi Endoplazmik
Retikulum aracili apoptotik mekanizma tanimlanmistir (Nakamura ve ark. 2000, Keane
ve ark. 2001). Bu mekanizma 6liim reseptor aracili apoptozis ve mitokondrial/sitokrom-
c’den farkli bir mekanizmadir. Kaspaz 12, Endoplazmik Retikulum membraninda
lokalize durumda bulunur ve Endoplazmik Retikulum aracili apoptozise gerekli olan bir
kaspazdir. Son ¢aligmalara gore prokaspaz 12, Ca'™ seviyelerinin ylkselmesi ve
kalpainin endoplazmik retikulumu etkilemesiyle aktiflesir. Aktif olan kaspaz 12
sitoplazmaya yonelerek kaspaz 9 ile etkilesime girer ve Sitozolik kaspaz kaskadini

aktiflestirir (Rao ve ark. 2001).

1.3.3. Apoptotik Hiicrede Gorilen Morfolojik Degisiklikler

Apoptotik hucreler, nlkleer fragmentasyon, hiicre cekirdeginin kuculmesi (piknoz),
deformasyon ve komsu hiicrelerle baglanti kaybi gibi karekteristik morfolojik 6zellikler
ile tanimlanmaktadirlar. Kromatin kondanse olarak niikleer membranin altinda yer alir
ve plazma membran1 bleblenir. Sonunda hicre kondanse kromatin, sitozol ve
organelleri iceren membranla cevrili apoptotik cisimciklere pargalanir. Apoptotik
cisimcikler; makrofajlar, neoplastik hucreler veya parankimal hicreler vasitasiyla
fagosite edilir ve dokudan herhangi bir inflamatuvar yanit olugturmadan uzaklastirilirlar.
Bu morfolojik degismeler, apoptotik hiicrelerde olusan tipik molekiiler ve biyokimyasal
olaylarin sonucudur. DNA’nin oligoniikleozomal par¢alanmasini saglayan proteolitik
enzimlerin aktivasyonu ve sitoplazma ile organellerin bitinliik ve sekillerini belirleyen
bazi protein substratlar1 bu olaylardan 6ne ¢ikanlardir (Saraste ve Pulkki 2000, Kepp ve
ark 2011). Hucrenin yaralanmalar sonucunda zarar gorerek sisip ve patlayarak 6lmesi

olarak bilinen diger bir hiicre 6liim bigimi ise nekrozisdir (Sekil 1.5.). Apoptozisden
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farkli olarak programli fizyolojik bir mekanizma olmayip ve kontrolsiiz bir sekilde
gerceklestigi bilinmektedir. Yalniz nekrotik 6liimde anahtar regilatorler olan Reseptori
Etkileyen Protein (RIP; receptor interacting protein) kinazlar ve PARP’1in bulunmasiyla
programli nekrozis kavrami kabul edilmeye baslamistir. Programli nekrozisin potansiyel
sinyal kompanentleri RIP kinazlar, NADPH oxidazlar, poli (ADP-riboz) polimeraz-1
(PARP1) ve kalpainler olarak tanimlanmistir. Hiicre nekrozisle o&liime gittiginde
hiicrenin membran biitiinliigli bozularak hiicre icerigi disartya yayilir ve bu durumda
komsu hiicreler zarar gorerek dokuda glclu bir inflamatuvar yanit ortaya ¢ikar (Golstein

ve Kroemer 2007, Ouyang ve ark. 2012).

1.3.4. Apoptoz ve Nekroz Arasindaki Farklar

Apoptozis ve nekroz arasindaki farklar asagidaki maddeler ve Sekil 1.5.’de gosterildigi
gibi Ozetlenebilir.

1. Nekroz ¢ogunlukla bilesik hiicre gruplarimi etkilerken, apoptozis ise tek tek hucreleri
etkiler (Holdenrieder ve Stieber 2004).

2. Nekroz fizyolojik olmayan uyaricilarla baslar, apoptozis fizyolojik veya fizyolojik
olmayan uyaricilarla baglayabilir (Wyllie 1980, Lu ve ark. 2000).

3. Nekroza maruz kalan hticreler, gevreye saliverdigi kemotaktik molekiiller ile ¢agrilan
makrofajlar araciligiyla fagosite olurlar. Apoptozise maruz kalan hicre ise cevreye
kemotaktik molekil salivermez; boylelikle epitel hiicreleri veya makrofajlar vasitasi ile
fagositoza ugrar (Wyllie 1980, Lu ve ark. 2000).

4. Nekroz ile 6len hiicrelerde kromatin yapist hemen hemen normal hiicrelerdeki yapiya
benzerdir, fakat apoptozis ile d&len hiicrelerin kromatini niikkleus membraninin
cevresinde toparlanir ve yogunlasma (kromatin kondensasyonu) gortndr (Ulukaya
2010).

5. Nekrozda zar biitiinligiinde bozulma olur, apoptozisde ise hiicre apoptotik
cisimcikler olusturur ve asla zar biitiinliigiinde bozulma olmaz. Bu nedenle nekrozda
inflamatuar yanit olur ama apoptozisde olmaz (Yilmaz 2005).

6. Nekrozda hicre igine ¢okga sivi girmesiyle mitokondri ve sitoplazmada sisme
goriiliirken (“cell swelling”), apoptozisde ise tam tersi olarak hicrede buzilmeler ve

cekirdek yogunlasmasi goriiliir (“cell shrinkage™) (Ulukaya 2003).
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7. Hucre ici ATP seviyesine gore hiicreler nekroz veya apoptozis ile 6lirler. Sayet hiicre
ciddi hasarlar gérmiis ise apoptozis i¢in gereken enerjiyi saglayamaz olur ve nekroz ile
6lume gidilecektir (Chandra ve ark. 2000).

8. Nekroz esnasinda DNA'nmin gelisiglizel sindirimi mevcuttur. Oysaki apoptozisde
DNA’nin, intraniikleozomal bolgelerinden 180-200 baz ¢ifti veya katlari halindeki
boyutlarda DNA pargalarin olusmasini saglayacak sekilde kirilma mevcuttur. Boylelikle
agaroz jel elektroforezde apoptozis icin tipik “ladder pattern” olarak bilinen merdiven
biciminde kirilmalar olusturur (Wyllie 1980, Ulukaya 2003).

9. Normalde plazma membraninin i¢ yiiziinde var olan fosfotidilserin’in membranin dis
yuzline transloke olmasi nekrozdan farkli olarak apoptotik hiicrede goriiliir. Gergeklesen
bu olay apoptotik hlcrenin makrofajlar ve komsu hiicreler tarafindan bilinmesi ve

fagosite edilmesini saglar (Ulukaya 2003).
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Sekil 1. 5. Apoptozis ve nekrozisde goriilen morfolojik degisiklikler (Hekim 2014)

1.3.5. Apoptozisin Genetik Kontroli

Apoptozisin kontrol mekanizmalarinda ¢ok sayida protein ve gen rol oynar. Bu protein
ve genler apoptotik yollaklardaki aktiviteleri ve spesifik hastaliklarla olan baglantilari
Cesitli
dizenleyicilerini aktif hale getirerek bir kaskad harekete gegirirler. Bcl-2 stiper ailesi,

esas alinarak siiflandirilabilirler. uyaricilar  bazi  6lim  yolaklarinin

kaspaz aktivasyonunu ya pozitif ya da negatif yonde duzenler. Bazi apoptozis
dizenleyicileri ise daha ileri etaplarda rol alip ve bazi kaskadlar aktif hale getirirler. Bu
duzenleyiciler, apoptozisi aktif hale getiren ve kanser ya da tiimdrijenez terapilerin de

Onem arz eden p53 gibi tiimor baskilayic genler veya c- myc gibi onkogenlerdir.
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c-Myc: Bir transkripsiyon faktorl olan c-Myc, pek ¢ok insan tumaor tipinde anormal bir
sekilde diizenlenmektedir ve apoptozisin kontrolliinde 6nemli bir rol Gstlenmektedir.
Insan c-Myc proteininin kisa bir émrii olup niikleusta yer alir ve 439 amino asitten
olusur. c-Myc; protein biyosentezi, metabolizma, hiicre siklus dizenlenmesi, hiicre
adezyonu, apoptozis (Bcl-2’yi asagi yone duzenleyerek), ve sitoiskelet yapiminda
bulunan belirli gen siniflariyla sistemli olarak etkilesimde bulunur. Proto-onkogen olan
c-myc’nin kusurlu diizenlenmesi, neoplastik transformasyonu ve hiicre proliferasyonunu
(p21’i asag1 ve siklinleri yukari yone diizenleyerek) tesvik eder. Ayrica bu hatali
dizenlenme biylme faktori ve besin eksikliginde apoptotik genlerin aktiflesmesini
saglar. Myc, Shh, Wnt, EGF gibi ¢esitli mitojenik sinyallerle de aktiflesme gosterilir.
Myc aktivasyonu bazi biyolojik etkilerle bu hedef genlerin ekspresyonlarinin

duzenlenmesiyle olur (Evan ve ark. 1992, Kauffmann-Zeh ve ark. 1997).

p53: Bir Nukleer fosfoprotein olan insan p53 geni, 17. kromozomun kisa kolunda (17p
13,1) yer alir ve hiicre siklusunun ilerleyisi ile apoptozis olmak lzere iki ana sirecte
onemli katki saglar. p53, hicresel veya viral onkogenlerin neden oldugu
transformasyonu baskilanmasindan dolayr bir tiimoér baskilayict gen olarak
siniflandirthir. Birgok kanser turleriinin mutant p53 baskilayic1 genine sahip oldugu
ortaya konulmustur. Insan kanserlerinde siklikla p53 mutasyonuna veya delesyonlara
rastlanir ve kanserlerin yaklasik olarak %50’sinden fazlasiyla baglantilidir. Bunlar
meme, mesane, akciger, karaciger, kolon, cilt ve prostat kanserleridir. Herhangi bir
uyarici ile olusan DNA hasarinda, p53 aktiflesip bir dizi olay1 baslatir. Bu olaylar ile
hasarli olan hiicre, Gl fazinda durdurulur ve S fazina giremez. BOylelikle DNA hasari
olusmus hiicrede ya onarim yapilir ya da hicrenin apoptozise gitmesi saglanir. DNA
hasar1 sonucunda p53 proteininin transkripsiyonu ve bdylece translasyonu artar. Ortaya
cikan p53 proteini, bir siklin bagimli kinaz inhibitérii (CDKI) olan p21 proteininin
sentezini uyarip hicre donglsind p21 proteini vasitasiyla G1 evresinde durdurur. p21
proteini bu islevini siklin-siklin bagimli kinaz komplekslerine baglanarak ortaya koyar.
p21 proteini siklin-siklin bagimli kinaz (CDK-C) kompleksine baglandigi zaman CDK-
C kompleksi, Retinoblastoma (RDb) proteinini fosforile edemeyecektir. Bu sonuclara
gore Rb-E2F kompleksinden E2F transkripsiyon faktorii ayrilmaz ve DNA sentezi igin
gerekli enzimlerin ve birtakim proteinlerin ekspresyonu gerceklesemez. Boylelikle

hlicre dongisi S fazina gecilmeden durdurulur (EI-Deiry ve ark. 1993, Cachot ve ark.
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1998). Sayet DNA hasari, hiicrenin tamir mekanizmasinin onarabilecegi kapasitenin
tizerinde gerceklesmesi sonucu onkogenik siirecin engellenmesi i¢in apoptozis
gerceklesir. Hem hiicre yilizeyinde yer alan TNFR aile Uyesi olan Fas (CD95)
reseptOrlerinin uyarilmasiyla hem de mitokondriden sitokrom c salinimiyla gergeklesen
apoptotik sureclerin her ikisinde de p53 proteini 6nemlidir (Zornig ve ark. 2001,
Dumont ve ark. 2003).

Ras: Memelilerde ras onkogen gen ailesi p21s olarak isimledirilen ve molekiil agirlig:
21 kDa olup proteinleri kodlayan u¢ Uyeden (K-, H- ve N- ras) meydana gelmektedir.
Membranla baglantili proteinler olan p21s, guanin trifosfat (GTP) baglamakta ve
hidrolize ugratmaktadir yani GTP baglayic1 proteinlerdir. Ras ailesi proteinleri GDP
bagh veya GTP bagl formlariyla, iki konformasyon arasinda gegisler ile hiicre icindeki
cesitli proteinleri etkiler ve onlarin da konformasyonlarmin degistirmesine ve
fosforilendirmelerine neden olarak hiicre igi sinyal iletimini tetikler. Ras’in baglanan
GTP’yi hidrolizinden sonra, proteine bagli kalan GDP’nin ayrilmasi i¢in Guanin
Degisim Faktorlerine (GEF; Guanine Exchange Factor) gereksinim vardir. GEF
proteinleri Ras-GDP ile etkilesime gecer ve proteinden GDP uzaklasarak, Ras’in hiicre
ici konsantrasyonu daha fazla olan GTP’yi baglayabilmesine imkan tanirlar. Bagli hale
gelen GTP Ras’in igsel GTPaz aktivitesiyle ve ayn1 zamanda Ras’a bagli olan GTPaz
Aktive edici Proteinler’in (GAP) etkisiyle hidroliz olmaktadir. Ras’in GTP bagh yapisi,
proteinin bagl oldugu sinyal iletiminin daha alt asamalarda bulunan molekdillerin de
konformasyonel degisiklik olusturmalar1 ve fosforillenerek sinyal iletimine
katilmalarma neden olur. GTPaz’in bozuk olmasi, molekulun GTP formunun surekli
aktif kalmasina neden olacagindan DNA transkripsiyonu ve niikleus proteinleri siirekli

aktive edilir (Quincoces ve ark. 1997, Telkoparan ve Tazebay 2011).

Rb (Retinoblastom): Insanin 13. kromozomunda bulunan tiimér baskilayict gendir. Rb
gen Urlinl olan Rb proteini hicre siklus diizenlemelerinde énemli roli bulunan nikleer
bir fosfoproteindir. Rb proteini, S evresinde hiicresel replikasyonda bulunan nukleer
transkripsiyon faktort olan E2F proteini ile etkilesim haline girmektedir. Bu etkilesim
ile E2F’nin transkripsiyon faktorii olarak fonksiyon gérmesinin online ge¢mektedir. Rb
proteininin fosforile hali inaktif, defosforile hali ise aktiftir. Defosforile halindeki Rb,

E2F araciligiyla kontrol altina aliman genlerin transkripsiyonunu baskilamak igin
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E2F’ye baglanir. Rb’nin G1 evresinin sonunda Cdk4,6 ve siklin D kompleksleri
tarafindan fosforille olmast E2F’den ayrilmasina sebep olur. Hiicre siklusuniin yol
almas1 icin gerekli olan proteinleri kodlayan hedef genlerin ekspresyonunu
uyarmaktadir. Rb mutantlar (yapisal fosforilenme olmus ve E2F baglanmasi olmamus),
S evresi restriksiyon bolgesinde kontrolsiiz bir sekilde hiicre boliinmesine sebep
olmaktadir ve boylelikle hucreler tumorojenik olarak gelismektedir (Hanahan ve
Weinberg 2000, Kopnin 2000).

1.4. Flavonoidler

Flavonoidler, farkli kimyasal 6zellikleri ve yapilart bulunan polifenolik molekdllerin bir
smifidir ve genellikle hemen hemen her bitkide (yaprak, tohum, meyve, dal ve cicek)
var olan pigment bilesikleridir (Sekil 1.6.). Flavonoidler hiicrede bir¢ok islev
gOstermektedir ve en baglicalar1 arasinda fizyolojik diizenleyici, kimyasal haberci ve
hicre dongusunin inhibitorleri olarak islev gostermeleri sayilabilir. Flavonoidlerin
gicli antioksidan etkisinin disinda yaslanma, kanser, ndrodejeneratif hastaliklar
(alzheimer, parkinson), ateroskleroz gibi kardiyovaskiler dizensizlikler, iskemik
yaralanma ve inflamasyon gibi hastaliklar ile baglantili olduklari belirlenmistir
(Sghaiera ve ark. 2011). Flavonoller, flavanonlar, flavonlar, antosiyanidinler, katesinler,
dihidroflavonoller, isoflavonlar ve kalkon'lar1 bulunduran ana flavonoid grubunda
4.000'den fazla birbirinden farkli flavonoid tanimlanmistir. Besleyici bir ozelligi
bulunmayan bilesikler olmalart nedeniyle vitaminlere benzetilirler (Cook ve Samman
1996).

Sekil 1.6. Flavonoid yapisi (Taskin 2016)
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1.5. Kalkonlar

Flavonoid ailesinden olan kalkonlar hem dogal hem de sentetik olarak olusturulabilen
genis biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerdir (Lunardi ve ark. 2003). Flavonoid
uyelerinden heterosiklik C halkasi bulundurmayan bilesikler kalkon turevleri
bilesiklerdir (Sekil 1.7.). Flavonoidlerin esas yapisindaki propan zinciri Ustinde o,p-
doymamis karbonil grubunun bulunmasi, keton grubu ve yeni bir ¢ift bag olusmasi ile
kalkonlar olusur. Boylelikle 1,3-diaril-2-propen-1-on yapisi bulunduran bilesiklerin

timuine kalkon diyebiliriz (Kamal ve ark. 2011).

Sekil 1.7. Kalkon yapisi (Taskin 2016)

1.6. Benzofuranlar

Benzofuran, bir furan halkasi ile benzen ¢ekirdeginin birlesmesinden ortaya
¢ikmaktadir. Ayrica bu bilesigin baska bir adi ise ‘kumaron’dur. Kumarondan

olusturulan sentetik recine, yagli boya katki maddesi olarak kullanilabilmektedir.

\

O

Sekil 1.8. Benzofuran halkasi (Taskin 2016)
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Benzofuranlar pek c¢ok uygulama alani olan, bisiklik halkali yapidaki bilesiklerdir
(Kamal ve ark. 2011). Dogal olarak bir¢ok iiriinde de oldugu bilinen benzofuran
tirevleri; farmakolojik, psikolojik ve toksik etkiler gostermekte, sedatifler, hipnotik,
kimyasal tarim ilaglari, kozmetik, tibbi ilaglar, antitimor antiinflamatuar ve optik
parlaticilar olarak bir¢ok alanda yer almaktadir (Kamal ve ark. 2011). Antibakteriyel,
angiogenesis inhibitdr, antifungal aktivite gibi kuvvetli biyolojik etki gosteren yapilardir
ve son zamanlarda organik kimya ve ila¢c kimyas: alanlarinda dikkat ¢cekmektedirler.
Ornegin;  anti-bakteriyel  ozelliklere  sahip  5-metoksi  benzofuran  dogal
benzofuranlardandir (Gilchrist 1985).

Benzofuranlarin gegen birka¢ yilda dikkat ¢eken Onemli Ozelliklerinden biriside
kemoterapik aktiviteleridir (Khan ve ark. 2005). Son zamanlarda, benzofuran turevleri,
anti-kanser, antimikrobiyal, no6roprotektif, immino-modulator, anti-ammatory ve
antioksidan 0Ozellikleri de dahil olmak tizere degerli biyolojik faaliyetlerinden dolayi

arastirmacilarin ilgisini cekmektedir (Tan ve ark. 2010).

Bu tez calismasinda kullanilan benzofuran sibstitie kalkon tirevlerinden Kompleks
1’in  (3-(Substitie Aril)-1-(benzofuran-2-il)-2-propenonlar-3- hidroksibenzaldehit.)
2008 yilinda; Kompleks 2’nin (3-(Substitue Aril)-1-(benzofuran-2-il)-5-(2-dihidroksi
fenil)-2-pirazolin) 2011 yilinda sentezleri ve karekterizasyonlar1 Coskun ve arkadaslari
tarafindan tamamlanmistir (Coskun ve Ahmedzade 2008, Coskun ve ark. 2011).
Kompleks 1 ve 2 sekil 1.9 da gosterilmistir.

OH oH
m C-CH=CH— o) N ’T
O H

3- (Substitie Aril)-1-(benzofuran-2-il)-2- 3-(Stbstitue Aril)-1-(benzofuran-2-il)-5-(2-
propenonlar-3- hidroksibenzaldehit dihidroksi fenil)-2-pirazolin)

Sekil 1.9. Tezde kullanilan komplekslerin kimyasal yapilari (Coskun ve Ahmedzade
2008, Coskun ve ark. 2011)
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1.7. Hiicre Canlihig: ve Sitotoksisite

Sitotoksisite, ilaglarin ve/veya kimyasallarin hiicresel etkilerine bakilmasi icin
kullanilan bir terimdir (Thangaraj 2016). Sitotoksisitede kullanilan ilaglarin ve/veya
kimyasallarin hiicre proliferasyonuna etki yapip yapmadigina ve hiicreyi 6liime goturip

gotiirmedigine bakilmaktadir (Riss ve ark. 2004).

Gliniimiizde sitotoksisite tayini farkli yontemlerle ya da farkli ajanlarla yapilmaktadir.
Sitotoksisitede uygulanan ilaglarin ve/veya kimyasallarin etkisi; enzim etkinligi, hiicre
yapigmasi, hiicre membraninin gegirgenligi, ATP {iretimi, niikleotit alim1 ve ko-enzim
tretimi gibi etkenlere bagli olarak farklilik gOstermektedir (Thangaraj 2016).
Sitotoksisite c¢alismalari hiicrelerin ¢ogalmasi ve oOliimii gibi farkli parametreler
degerlendirilmektedir (Weyermann ve ark. 2005). Sitotoksisite ¢aligmalarinda
luminesans ve kolorimetrik esasli yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica

ilerleyen teknolojiyle yeni ve daha hassas metotlar da uygulanabilmektedir.
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2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasal maddeler

- Benzofuran siibstitiie kalkon tiirevleri, Firat Universitesi Fen Fakiltesi Kimya Bolimii
-Fetal sigir serumu (FBS), Gibco

-Penisilin-Streptomisin Solisyonu (10.000U/ml penisilin,10mg/ml streptomisin), Gibco
-Fosfat tuz tamponu (PBS), Gibco

-Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Gibco

-Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Gibco

-0,05% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco

-Dimetil sulfoksit (DMSO), Sigma

-Triton X-100, Sigma

-Adenosine 5'-triphosphate (ATP) Chemosensitivity Assay, Dcs Innovative Diagnostic

Systeme, Hamburg, Almanya

-Tripanmavisi (%0,5), Biological Industries

-Hoechst 33342 62249, Thermo Fisher Scientific, ABD
-Tris baz1t TRS001, BioShop, Kanada

-TCA T6399, Sigma, ABD

-Stlforodamin B sc-253615A, Santa Cruz, ABD

-Asetik asit 100063, Merck, Almanya

2.1.2. Sarf malzemeler

-25cm? ve 75cm? lik flask, Sunub
-6 kuyulu plate, Sunub
-96 kuyulu flat plate, Sunub
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-96 kuyulu beyaz pleyt 3917, Corning, ABD
-5ml ve 10ml hacimlerinde enjektorler, Set inject
-10ul’lik pipet uglari, Expell

-100ul’lik pipet uglari, Expell

-200ul’lik pipet uglari, Expell

-1000ul’lik pipet uglari, Expell

-10 ml hacimli serolojik pipet, Sunub

-25 ml hacimli serolojik pipet, Sunub

-Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Non-pyrogenic
-Steril santrifuj ttpleri (15ml), Sunub

Steril santrifdyj tapleri (50ml), Sunub

-Thoma lami, Marienfeld, Almanya

-Kriyovial, Sarstedt, Almanya

2 ml’lik cam pastor pipetler, ISOLAB, Almanya

2.1.3. Cihazlar

-Spektrofotometre (EL800UV, BioTeK, USA)
-Saf su cihazi Direct-Q® 3 UV, Merck, Almanya

-Hassas terazi, SHIMADZU AUW?220D

-Luminometre (FL«800 Mikroplate Floresans Okuyucu)
-CO2 inkibatord, Panasonic, Japonya

-Buharli sterilizator (Otoklav), Niive OT4060, Tiirkiye

-Steril kabin, ESCO, Singapur

-Multipipet cihazi, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya

-Inverted mikroskop, EUROMEX, Hollanda
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-Aspirator, Rocker 300, Tayvan

-Kuru hava sterilizatoru, Elektro-mag M 420, Turkiye
-Santriflij, NF 800R, Turkiye

-10pul, 100ul ve 1000ul’lik pipet seti, Orange Scientific
-0,5-5ml pipet, Brand

-10ml pipet, Eppendorf

-5-50ul Transferpipet, Thermo Scientific

-Pipet boy, ISO fill

-20-200p1 Transferpipet, Brand, Almanya
2.2. Yontem

2.2.1. Benzofuran Substitie Kalkon Turevlerinin (Kompleks 1 ve Kompleks 2)

Hazirlanmasi

Benzofuran sibstitlie kalkon tarevlerinin (Kompleks 1 ve Kompleks 2) stok cozeltisi
25mM olacak sekilde DMSO ile ¢6ziilmeleri saglandi. Bu ¢oziinmiis Kompleksler daha
sonra 0,5ml’lik tiiplere 25°ser ul olacak sekilde alikotlandi ve -20°C’de saklandi. Her

deney i¢in kullanilacak miktara gore seyreltmeler ise kultur besiyerinde yapildi.

2.2.2. Hicre Kulturu
Galisgmamizda MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre soylart kullanild.

Hiucreler kriyovial igerisinde ve -80°C dolaplarda saklandi.

2.2.2.1. Hiicre Soylarinin Stoktan Cikartilmasi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerini ¢ogaltilmak maksadiyla kriyovialler -80°C den
alinarak sicak su banyosunda hizli bir sekilde ¢6zildi. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
slispansiyonlart %5 FBS, %] penisilin-streptomisin ve %1 L-glutamin igeren 5 ml

RPMI (“Roswell Park Memorial Institute Medium”) besiyeri icerisine alindi.
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Falkon tlip 1000rpm’de Sdk santriftj edildikten sonra supernatant olan kisim aspire
edildi ve hiicre peleti Gzerine 2ml besiyeri ilave edilerek hicrelerin suspansiyon hale
gelmesi sagland1 ve hiicre siispansiyonu icerisinde 4ml besiyeri bulunan 25cm? flasklara
alinarak 37 °C’de, %5 COz iceren ortamda inkiibe edildi.

2.2.2.2. Hiicre Soylarimmin Pasajlanmasi

Deneylerde kullanilan hiicre soylari, flask yiizeyini tamamen kapladiklarinda (konfluent
fask) flask igerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicrelerin serumdan arindirilmasi igin 1X
PBS (Gibco) ilave edildi ve hucrelerin ylizeylerinin hafifce yikanmasi saglandi. PBS
ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra flask yiizeyine yapismis olan
hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari i¢in 0.5ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) kullanildi ve
hucreler 37 °C’de, %5 CO2’li ortamda 4-5 dk inkube edildi. Mikroskopla bakildiginda
flask yiizeyinden ayrildigi goriilen hiicrelere, tripsin oranini inhibe edilmesi icin en az
iki kat1 kadar besiyeri ilave edildi. Boylelikle Tripsin-EDTA’nin hiicreleri ylizeyden
ayirdiktan sonra hiicre membranlarina zarar vermeye baslamasi engellenmis oldu. Flask
icerisindeki hiicre stispansiyonu, icerisinde besiyeri bulunan (falkondaki toplam hacim
tripsinin 10 kat1 olmali) 15ml’lik falkon tiip igerisine alindi. 1000 rpm’e 5 dk santrifij
yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve elde edilen hiicre peleti 1ml hiicre
besiyerinde ¢6ziindiikten sonra 9ml besiyeri ilave edildi ve 10ml’lik hiicre siispansiyonu
75cm?’lik flasklara almarak 37°C’de, %5 CO2 iceren ortamda inkiibasyona birakildi.
Hicre pasajlama metoduyla hiicreler istenilen sayiya ulasana kadar g¢ogalmalari

saglandi.

2.2.2.3. Hiicre Soylarinin Stoklanmasi

Kullanilan hiicreler flask yilizeyini tamamen kapladiklarinda (konfluent flask) flask
icerisindeki besiyeri aspire edilerek ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler 1X PBS ile
hafifce yikandiktan sonra PBS aspire edilerek uzaklastirildi ve hiicrelerin flask
yiizeyinden kalkmalarini saglamak i¢in %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) eklendi. Hucreler
37°C’de, %5CO2’li ortamda 4-5dk inkiibasyona birakildi. Mikroskopla bakildiginda
flask ylizeyinden ayrildig1 goriilen hiicrelere, tripsin oranini inhibe edilmesi igin iki kati
kadar besiyeri ilave edildi. Flask icerisindeki hiicre stispansiyonu icerisinde 2ml besiyeri
bulunan 15ml’lik falkon tiip (Orange Scientific) igerisine alindi. 1000rpm’de 5dk

santrifiij yapildiktan sonra silipernatant kisim aspire edildi ve pelet iizerine her bir
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kriyovial icin karanlik ortamda 1.5ml dondurucu medium (5ml DMSO+5ml FBS+ 40ml
DMEM) ilave edildi. Hicre slspansiyonu kriyovialler icerisine konularak -80°C’ye
kaldirilda.

2.2.2.4. Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylar1 i¢in kullanilan besiyeri ortami i¢in %5 Fetal
Bovine Serum (Hyclone USA), %1 Penisilin-Streptomisin Soltsyonu (10.000U/ml
penisilin, 10mg/ml streptomisin, Gibco), %1 L-glutamin (Gibco) iceren RPMI 1640
(Hyclone USA) soliisyonu kullanildi.

2.2.2.5. Hemositometre ile Hicrelerin Saymm

Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre
stispansiyonundan 10ul 0,5ml’lik tiipe alind1 ve {izerine esit miktarda %0,5 tripan
mavisi (Biological Industries) konarak iyice karigsmasi saglandi. Hematositometre distile
su ile iyice temizlendi. Bu karisimdan 10ul alinarak thoma lamina koyuldu ve
mikroskopta bu lam tizerinde bes alanda hiicre sayimi yapildi. Bulunan say1 sulandirma

katsayisi ile carpilarak 1ml besiyerinde ne kadar hiicre oldugu hesaplandi.

2.2.3. SRB (Sulforhadamine B) Canlhilik Metodu

Bu y6ntemin prensibi hiicre kiiltiiriinde biiyiitiilen kanser (veya herhangi bir ¢esit hiicre)
hicrelerindeki protein igeriginin 6l¢lilmesi temeline dayanir. SRB deneyi, 1990 yilinda
gelistirilmesinden bu yana, hiicre tabanli caligmalarda sitotoksisiteyi arastirmak igin
cesitli tarama deneylerini ucuz bir sekilde yapmak icin kullanilmigtir (Skehan ve ark.
1990, Vichai ve Kirtikara, 2006). Bu yontem, hafif asidik kosullar altinda proteinlere
baglanan ve daha sonra bazik kosullar kullanilarak elde edilebilen SRB o6zelligine

dayanir.

SRB testi icin, benzofuran substitle kalkon tirevlerini (Kompleks 1 ve Kompleks 2) 0-
100uM konsantrasyonlarda, 3 tekrarlt ve 100pl olacak sekilde 96 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarina uygulandi. MCF-7, MDA-MB-231 ve BEAS-2B hiicreleri sayilarak 100ul
besiyeri icerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde her bir kuyuya ilave edildi. Ardindan
hiicreler, 24, 48 ve 72 saat 37°C, %5 CO;’li ortamda inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda, 96-kuyulu pleytin her bir kuyusuna (son hacim 200ul iken) 50ul %50°lik TCA
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(w/v) eklendi ve +4 °C°de 1 saat fikse edildi. Sonrasinda, 96-kuyulu pleyt 5 kez distile
su ile yikandi ve pleytin kurumasi beklendi. Pleytin her kuyusuna 50ul SRB (%1 asetik
asit (v/v) igerisinde %0.4 olacak sekilde hazirlandi) boyasi eklendi ve 30 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda 96- kuyulu pleyt 5 kez %1 asetik asitle (v/v)
ile yikandi. Hiicrelere baglanan boyayr ¢dzmek amaciyla 96-kuyulu pleytin her bir
kuyusuna 100ul, 10mM Tris Baz1 eklendi ve 562nm’de okuma alindi.

2.2.4. ATP (adenozin trifosfat) Canhihk Metodu

ATP metodu liminesans temelli yonteme bagli olarak in vitro sitotoksite élglimleri igin
guvenilir ve hassas olarak uygulanabilmektedir. Hiicrede en énemli enerji deposu olan
ATP; sinyal iletimi, biyolojik sentez, tasima, hareket gibi onemli prosesler icin
kullanilmaktadir. Hiicre canlilik 6l¢iimlerinde en hassas nokta hiicresel ATP’dir. Bu
yontemin prensibi hiicre Kkiiltiir ortaminda biiyiitiilen normal veya kanser hiicrelerindeki
intraselliler ATP icerigindeki olgiilme temeline dayanmaktadir. Intraselliiler ATP
icerigindeki seviye yasayan hiicrelerin sayisinin belirlenmek i¢in kullanilan bir
belirtectir (Andreotti ve ark. 1995, Dexter ve ark. 2003, Ulukaya ve ark. 2008).
Hicrelerde ATP seviyesi mitokondriyal toksinler veya kemoterapétik ajanlar ile
muamele edildiginde dnemli dlgiide azalmaktadir. ATP yontemi; lusiferinin Mg*? ve
ATP mevcudiyetinde lusiferaz enzimi ile oksillsiferine katalize olup liminesans
sinyalin olusmasina dayanmaktadir (Sekil 2.1.). Hiicre sayisi ile liiminesans sinyal
(ATP konsantrasyonu) arasinda dogrusal bir baglanti bulunmaktadir (Andreotti ve ark.
1995, Mueller ve ark. 2004, Wadhawan ve ark. 2010).
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ATP Pirofosfat

LL T ST
.OJiINj e
Paieesss

Foton Uyarilmis durumdaki Oksilusiferin (keto form)

Srkil 2.1. Lusiferin/lusiferaz biyolliminesans tepkimesi (Roda ve ark. 2009)

ATP testi icin, benzofuran siibstitie kalkon tirevlerini (Kompleks 1 ve Kompleks 2)

0-100pM konsantrasyonlarda, 3 tekrarli ve 100ul olacak sekilde 96 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarina uygulandi. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri sayilarak 100ul besiyeri
icerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde her bir kuyuya ilave edildi. Ardindan hiicreler, 48
ve 72 saat 37 °C, %5 CO;’li ortamda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, hiicre igi
ATP molekiillerini disar1 ¢ikarmak amaciyla, kuyulara 50ul “5X hiicre lizis tamponu”
pipetlendi ve 4-5 defa pipetaj yapildi. Oda sicakliginda 20 dakikalik bekleme siiresi
ardindan, kuyu icerisindeki karisimdan 50ul alinarak, beyaz renkli 96-kuyulu pleytlere
aktarildi. Aktarilan hacmin tizerine, 50ul lusiferin-lusiferaz karisimi (Adenosine 5'-

triphosphate bioluminescent somatic cell assay Kkit) pipetlendi ve biyoluminesans

luminometre cihazinda 6lguldu.
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Boylece benzofuran stbstitie kalkon tdrevleri ile muamele edilen ve edilmeyen
hicrelerin degerlerine bakilarak sitotoksik/sitostatik etkileri hakkinda bilgi edinildi. %

Canlilik asagidaki formiile gore hesaplandi.

(%) Canlilik hesabi1 = [100 x (Kompleks ile tedavi edilen hiicre absorbansi - Kor

ortalama)/ (Kontrol hiicre absorbansi — kor ortalama)] olarak hesaplanmaktadir.

2.2.5. Hoechst 33342, Propidiyum Iyodiir (PI) ile ikili Boyama Ydéntemi

Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla
nikleusu gorindr duruma gelebilmektedir. Hoechst 33342, DNA'ya baglanan ve intakt
membrandan gegen bir floresan boyadir ayrica 6lii (apoptotik/nekrotik) veya canli
hicrelerin gekirdeklerini boyayabilmek i¢in kullanilmaktadir. Propidium iyodir (PI),
yanlizca hasarli olan hiicre membranlarindan gecebilen, primer nekrotik veya geg
apoptotik/sekonder nekrotik olan butiin 6lu hlcreleri boyayabilen floresan nikleik asit
boyasidir. Primer nekrozis (hiicre hacminin blyumesi fakat piknotik ya da fragmente
nukleuslarin gézlenmemesi) toksik kosullar (hipoksi, hipertermi, iskemi, vb) altinda
gerceklesen bilinen 6lim seklidir. Piknotik nukleus ile karakterize olan sekonder

nekrozis apoptozisin ge¢ fazidir.

Hicre kiltlri ortaminda apoptozise giden hiicrelerin membranlart erken apoptozis
(intakt) olmasina karsin daha ileri periyotlarda ge¢ apoptozis/sekonder nekrozun
olugsmasi ile hiicrelerin membran biitlinlikkleri zarar gormektedir. Sekonder nekroz
asamasina dek olan siirede hucreler non-vital boyalar denilen (PI) boyalar ile
boyanirlarsa apoptozis baglamis olmasina karsin membran intakt olmasindan dolay1 bu
gibi boyalar ile boyanamazlar. Yani Hoechst boyasi pozitif ve PI negatif
boyanmaktadirlar. Sekonder nekroz olustuktan sonraki adimlarda hiicrelerin membran
bitunliiklerin bozulmasi ile non-vital boyalar ile boyanmaya baslarlar. Dolayisiyla
Hoechst pozitif ve PI pozitif boyanmaktadirlar (Ulukaya ve ark. 2011). ikili boyama
metodu kullanilarak ajanlara maruz kalmis hiicrelerin 6liim sekilleri hakkinda niikleus
morfolojisini inceleyerek yapilabilir. Nekrotik hcrelerde; c¢ekirdegin normal
hiicrelerden biraz biiyiikk olmasi ve daha az boyanmasi 6zelligi aranirken apoptotik

hiicrelerde ise ¢ekirdegin normal hiicrelerden daha kii¢iik olma 6zelligi aranmaktadir.
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Bu maksatla, ajanlarin hiicre soylari tizerindeki etkilerinin morfolojik olarak floresan

mikroskopta gozlemlemek igin ikili boyama metodu kullanildi.

Ikili boyama yéntemi icin; MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylar1 sayilarak 96 kuyulu
hiicre kiiltiir kaplarina 100ul icerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi
Kompleks 1 ve Kompleks 2 0-50uM konsantrasyonlarinda 100l icerisinde olacak
sekilde kuyulara ilave edildi. Negatif kontrol kuyularina 100l taze besiyeri ilave edildi.
Ardindan hiicreler, 48 ve 72 saat 37 °C’de %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildu.
Komplekslerin uygulamasimi takiben, kuyulardan besiyeri uzaklastirildi ve hiicrelerin
Uzerine PBS icerisinde konsantrasyonlari 1 mg/ml PI, Smg/ml Hoechst 33342 olacak
sekilde hazirlanan ikili boyama ¢6zeltisinden 200ul pipetlendi ve karanlikta 20 dakika
37°C’de inkiibe edildi. Stre sonunda komplekslerin hiicrelerde neden oldugu 6liim sekli

floresan mikroskop altinda degerlendirildi.

2.2.6. Yara lyilesmesi (Migrasyon)

Benzofuran siibstitiie kalkon tiirevlerinin (Kompleks 1 ve Kompleks 2) tedavi sonrasi
hiicrelerin migrasyon (go¢ etme) oOzellikleri i¢in yara iyilesmesi (migrasyon) deneyi

yapildu.

Yara iyilesmesi deneyi i¢cin, MDA-MB-231 hicreleri 6-kuyulu pleytlere (her kuyucukta
5x10° hiicre) 2 tekrarli olacak sekilde ekildi. Ertesi giin, %90 doluluk oranmna sahip
kuyularda, bir yatay ve bir dikey olmak (zere, 10ul mikro pipet ucuyla yaralar
olusturulmustur. Yara olusturulurken ylizeyden kalkan hiicreler, 1X PBS ile yikanarak
ortamdan uzaklastirildi ve hiicrelerin besiyerleri benzofuran sibstitie kalkon
tlrevlerinin varlig1 ve/veya yoklugunda tazelendi. Hemen ardindan, yara olusturulmus
hicrelerin 0. saat gorlntileri invert mikroskop altinda elde edildi ve pleytt 37°C’de
%35’lik CO2’li inkiibatore kaldirildi. Yara iyilesmesinin takibi 5, 10 ve 15. saatlerde

hicre gorintdleri invert mikroskop altinda alinarak yapildi.
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2.2.7. istatistiksel Analiz

Tum istatistiksel analiz sonuglart Graph Pad bilgisayar programi kullanilarak yapildi.
Yiizde canlilik degerleri tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak hesaplandi. 3
tekrarli yapilan tiim analizlerin sonuglar1 ortalama ve standart sapma ile verildi.
Istatistiksel olarak anlamli veriler p<0,05, p<0,01 ve p<0,001 degerlerine gore

belirlendi. ICso ve IC7o degerleri Microsoft Excel yazilimi kullanilarak hesaplandi.
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3.BULGULAR

3.1. SRB Canlilik Testi Bulgulari

Benzofuran substitiie kalkon tirevlerinin (Kompleks 1 ve Kompleks 2) doza ve zamana
bagli olarak sitotoksik aktiviteleri insan meme kanseri hiicre soylarinda (MCF-7 ve
MDA-MB-231) ve saglikl1 akciger hiicre soyunda (BEAS-2B) belirleyebilmek i¢in SRB
canlilik testi yapildi. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarina 24, 48 ve 72 saat ve
BEAS-2B hiicre soyuna ise 24 ve 48 saat sure ile Kompleks 1 ve Kompleks 2

uygulanmustir.

BEAS-2B saglikli hiicrelerine uygulanan Kompleks 1 ve Kompleks 2’in canlilik
yiizdeleri sekil 3.1.’de Kompleks 1’in 24 saatte hiicre canliligi tizerine herhangi bir
etkisinin olmadig1 ve 48 saate ise sadece yiksek konsantrasyonlarda (50 ve 100uM)
istatistiksel olarak hiicre canliliginda kontrole gore anlamli bir azalma gozlendi
(p<0,001, Sekil 3.1.). Kompleks 2’nin ise 24 saatte 50 ve 100uM dozlarinda; 48 saate
ise 25, 50 ve 100uM dozlarinda hiicre canliliginda %50’nin altina diismeyen bir azalma
belirlendi (p<0,001, Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1.Benzofuran siibstitie kalkon tirevi (Kompleks 1 ve Kompleks 2) ile muamele
edilen BEAS-2B hiicrenin 24 ve 48 saat SRB testine gore canlilik yiizdelerinin grafigi.
Her bir veri noktas1 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir.***Ayn1 doz

icinde hiicre soylart karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (p<0,001) ifade
etmektedir

Kompleks 1’in MCF-7 meme kanseri lizerine etkisi degerlendirildiginde; 24 ve 48
saatte 6,25uM ve U(zerindeki dozlarinda, 72 saatte ise 1,56puM dozundan itibaren
istatistiksel olarak hiicre canliliginda kontrole goére anlamli bir azalmaya neden oldugu
gozlendi (p<0,001, Sekil 3.2.). Kompleks 1’in MDA-MB-231 meme kanseri zerine
etkisi degerlendirildiginde; 24 saatte 12,5, 25, 50 ve 100uM dozlarinda, 48 saatte
3,12uM dozunda, 72 saatte ise 1,56puM ve (zeri dozlarinda hiicre canliliklarinda
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli azalmalara sebep oldugu bulundu (p<0,001,
Sekil 3.2.).

Alman bu sonuglar, Kompleks 1’in MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde doza ve

zamana bagli olarak hiicre canliligini azalttigin1 géstermektedir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Benzofuran substitlie kalkon tirevi (Kompleks 1) ile muamele edilen MCF-7
ve MDA-MB-231 hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat SRB testine gore canlilik yiizdelerinin
grafigi. Her bir veri noktast 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil etmektedir.

***Ayn1 doz icinde hiicre soylar1 karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamlilig1
(p<0,001) ifade etmektedir

MCF-7 hicrelerinde Kompleks 2’nin etkisi degerlendirildiginde; 24 saatte 6,25uM ve
Uzeri dozlarinda, 48 saatte 3,12uM ve iizeri dozlarinda, 72 saatte ise tiim dozlarda
istatistiksel olarak hiicre canliliginda kontrole gore anlamli azalmalar go6zlendi
(p<0,001, Sekil 3.3.). MDA-MB-231 hiicrelerinde Kompleks 2’ nin 24 ve 48 saatte
6,25, 12,5, 25, 50 ve 100uM dozlarinda, 72 saatte ise 12,5uM dozundan itibaren yliksek
dozlarda istatistiksel olarak hiicre canliliginda kontrole goére anlamli bir azalma bulundu

(p<0,001, Sekil 3.3.).
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Alman SRB sonuglarina gére Kompleks 2°’nin MCF-7 ve MDA-MB-231 hcrelerinde

doza ve zamana bagli olarak hiicre canliligin1 azaltig1 belirlenmistir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Benzofuran substitlie kalkon tirevi (Kompleks 2) ile muamele edilen MCF-7
ve MDA-MB-231 hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat SRB testine gore canlilik ylizdelerinin
grafigi. Her bir veri noktast 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini temsil

etmektedir.***Ayn1 doz iginde hiicre soylar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlilig1 (p<0,001) ifade etmektedir

Sitotoksik verilerin degerlendirilmesinde 6nemli olan parametrelerden ICso (kontrol

hiicrelerine kiyasla kompleksler ile hiicrelerin % 50’sini 6ldiiren konsantrasyon) ve 1Cro

(kontrol hiicrelerine kiyasla kompleksler ile hiicrelerin % 70’sini  6ldiiren

konsantrasyon) degerlerini hesaplamak i¢cin SRB canlilik test sonuclar1 kullanildi.
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Farkli konsantrasyon ve zamana bagli olarak komplekslerin MCF-7, MDA-MB-231 ve
BEAS-2B hiicre soylarinda hesaplanan ICsop ve 1C7 degerleri Cizelge 3.1°te

gosterilmistir.

ICso degerleri incelendiginde, en diisiik ICsp degeri Kompleks 1 icin 24 saatte MDA-
MB-231 hiicrelerinde 27,8uM, 48 saatte MDA-MB-231 hiicrelerinde 20,5uM ve 72
saatte ise en diisiik ICso degeri MCF-7 hicrelerinde 14,6uM olarak gozlendi (Cizelge
3.1). Bu durum Kompleks 1’in MCF-7 hicresinde 72 saat uygulama sonrasinda daha
etkili oldugunu gostermektedir.

Kompleks 2’in 1Csp degerleri incelendiginde, en diisiik ICso degeri 24, 48 ve 72 saatte
MCEF-7 hicrelerinde sirasiyla 43,4uM, 22,3uM ve 13,91uM olarak belirlendi (Cizelge
3.1). Bu da Kompleks 2’in MCF-7 hiicresinde 72 saat uygulama sonrasinda etkili

oldugu gostermektedir.

Cizelge 3.1. BEAS-2B, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinin SRB canlilik testine
gore hesaplanan ICso ve IC7o degerleri (ICso: Hiicrelerin %50’sini 6ldiiren doz, 1Co:
Hiicrelerin %70’ini 6ldiiren doz)

Kompleks 1 Kompleks 2

Doz(uM) MCF-7 MDA-MB-231  BEAS-2B Doz (um)  MCF-7 MDA-MB-231  BEAS-2B

IC50 36, 3uM 27.80 uM =100 uM 24 saat IC50 43.4 M 54,82 uM =100 uM 24 saat
MCF-7 MDAMB-231  BEAS-2B MCE-7 MDA-MB-231  BEAS-2B

IC50 20,58 uM 20.55 uM 64.93uM 48 saat IC50 22,37 M 46.86 uM =100 uM 48 saat
MCF-7 MDAMB231  BEAS-2B MCE-7 MDA-MB-231  BEAS-2B

IC50 14,64 UM 17,95 uM - 72 saat  IC50 13,91 UM 19.35 uM : 72 saat
MCF-7 MDAMB-231  BEAS-2B MCF-7 MDA-MB-231  BEAS-2B

IC70 12,22 M 7.06 UM =100 uM 24 saat ICT70 10.88 uM 3,77 uM =100 uM 24 saat
MCF-7 MDAMB-231  BEAS-2B MCE-7 MDA-MB-231  BEAS-2B

IC70 9.76 uM 13.21 uM 3617 uM 48 saat  IC70 9,66 uM 17.64 UM 3018 uM 48 saat
MCF-7 MDAMB231  BEAS-2B MCE-7 MDA-MB-231  BEAS-2B

IC70 7.40 tM 13.39 uM : 72 saat IC70 535 M 11,50 uM : 72 saat
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3.2. ATP Canlilik Testi Bulgulari

Benzofuran substitiie kalkon tirevlerinin (Kompleks 1 ve Kompleks 2) doza ve zamana
bagli olarak insan meme kanseri hiicre soylarinda (MCF-7 ve MDA-MB-231)
sitotoksisite Uzerine etkisini belirlemek icin daha hassas olan ATP canlilik testi yapildi.
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarina 48 ve 72 saat ile Kompleks 1 ve Kompleks 2
uygulandiginda alinan sonuglar Sekil 3.4 ve Sekil 3.5°te gosterildi.

Komplekslerin MCF-7 meme kanseri tizerine etkisi degerlendirildiginde, Kompleks 1’in
48 saatte 6,25uM ve daha Ust dozlarinda; 72 saatte ise Kompleks 1’in uygulandigi tiim
dozlarinda istatistiksel olarak hiicre canlilifinda kontrole gore anlamli bir azalma
gozlendi (p<0,001, Sekil 3.4). MDA-MB-231 hiicrelerinde Kompleks 1’in hiicre
canliliklarmi 48 saatte 6,25uM ve Uzeri dozlarinda; 72 saatte ise 3,12uM ve Uzeri

dozlarinda istatistiksel olarak anliml1 bir sekilde azalttig1 belirlendi (p<0,001, Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Benzofuran stbstitle kalkon tirevi (Kompleks 1) ile muamele edilen MCF-7
ve MDA-MB-231 hiicrelerinin ATP canlilik testi sonucuna goére ylizde canlilik
grafikleri. Her bir veri noktast1 3 bagimsiz deneyin ortalamasini gostermektedir.

***Ayn1 zaman periyodu icinde kontrole goére farkli dozlar karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamlilig1 (p<0,001) ifade etmektedir

Kompleks 2’in MCF-7 meme kanseri tlizerine etkisi degerlendirildiginde, 48 ve 72
saatlik uygulamalar sonrasinda 1,56uM ve tlizeri dozlarinda istatistiksel olarak hiicre
canliliginda kontrole gore anlamli bir azalma bulundu (p<0,001, Sekil 3.5). MDA-MB-
231 hiicrelerinde ise, Kompleks 2’in hiicre canliligin1 48 saatte 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50
ve 100uM dozlarinda; 72 saatte ise 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 ve 100uM dozlarinda

istatistiksel olarak kontrole gore anlamli bir sekide inhibe ettigi gozlendi (p<0,001,
Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Benzofuran substitle kalkon tirevi (Kompleks 2) ile muamele edilen MCF-7
ve MDA-MB-231 hiicrelerinin ATP canlilik testi sonucuna goére ylizde canlilik
grafikleri. Her bir veri noktas1 3 bagimsiz deneyin ortalamasini gostermektedir.
**#*Ayn1 zaman periyodu icinde kontrole gore farkli dozlar karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamlilig1 (p<0,001) ifade etmektedir

Sitotoksik verilerin degerlendirilmesinde ICsop ve [1C70 degerlerini hesaplamak igin
SRB’den daha hassas ve giivenilir olan ATP canlilik testi sonuglar1 da kullanildi.
Cizelge 3.2.’de farkli konsantrasyon ve zamana bagli olarak komplekslerin MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicre soylarinda hesaplanan ICso ve 1C7o degerleri gosterilmistir. 1Cso
degeri incelendiginde, en diisiik ICso degeri Kompleks 1 igin 48 saatte MDA-MB-231
hicre soyunda 18,8uM ve 72 saatte ise en diisiik ICsp degeri MCF-7 hicre soyunda
8,4UM olarak hesaplandi (Cizelge 3.2).

Kompleks 2’nin ICso degerleri hesaplandiginda, 48 saatte en diisiikk ICso degeri MDA-
MB-231 hiicre soyu 3,9uM, 72 saatte ise en diisiik ICso degeri MCF-7 hiicre soyu
5,1uM olarak bulundu (Cizelge 3.2).
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Boylelikle Kompleks 1’in MCF-7 hiicresinde 72 saatlik uygulamasinda ve Kompleks 2
icin ise MDA-MB-231 hiicresinde 48 saatlik uygulamasinda en etkili oldugu belirlendi.

Cizelge 3.2. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinin ATP canlilik testine gore
hesaplanan ICso ve 1C7 degerleri (ICso: Hiicrelerin %50’sini 6ldiiren doz, IC7o:
Hiicrelerin %70’ini 6ldiiren doz)

Kompleks 1 Kompleks 2

Doz(um) MCF7  MDA-MB-231 Doz(um) MCF-7  MDA-MB-231

IC50 19.67 1M 838 M d48saat ICH0 1052 1M 3J0uM 48 saat
MCF7  MDA-MB-231 MCF7  MDA-MB-231

IC50 847 1M 0220M  T2saat 1CX0 518 M 1439 T2 saat
MCF7  MDA-MB-231 MCF7  MDA-MB-231

IC70 §.25 M 622uM  d48saat ICT0 349 1M L3uM 48 saat
MCF7  MDA-MB-231 MCF7  MDA-MB-231

IC70 333 uM I8 uM  T2saat ICT0 312 SA9uM T2 saat

Benzofuran substitiie kalkon ttrevlerinin (Kompleks 1 ve Kompleks 2) doza ve zamana
bagli olarak sitotoksik aktiviteleri insan meme kanseri hiicre soylarinda (MCF-7 ve
MDA-MB-231) SRB canlilik testinin sonug¢larini desteklemek amaciyla daha hassas ve
glvenilir olan ATP canlilik testiyle de komplekslerin sitotoksik etkileri tekrarlandi.

Alinan sonucglarda ATP verileri ile hesaplanan ICso degerlerinin daha diisiik oldugu
gorilmektedir. Boylelikle ATP canlilik testinin daha hassas ve giivenilir oldugunu

tekrardan kanitlamis olmaktayiz.
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3.3. Faz/Kontrast Mikroskop ile Morfolojik Goriintii Bulgular

MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre soylarina benzofuran siibstitiie kalkon tiirevlerinin
(Kompleks 1 ve Kompleks 2) doza (0-50uM) ve zamana (48 ve 72 saat) bagl etkisi
faz/kontrast mikroskop gorintlleriyle morfolojik olarak degerlendirildi. 48 saatlik
veriler Sekil 3.6.’da ve 72 saatlik veriler ise Sekil 3.7.’de gosterilmistir. Faz/kontrast
mikroskobundan elde edilen goriintiler komplekslerin doz bagimli sekilde hiicrelerin
flask zemininden ayrilmasina neden oldugunu yani hiicrelerin 6ldiigiinii gostermektedir.
Komplekslere maruz kalan MCF7 ve MDA-MB-231 hicrelerinde 25-50uM
konsantrasyonlarda; kigllme, hiicresel blebler (tomurcuklanmalar), apoptotik cisimlerin
olusumu ve hiicre yuvarlaklagsmasi ile hiicrelerin yizer hale gelmesi (hucrelerin 6li
oldugunu gosterir) gibi morfolojik degisimler gozlenmistir. Genellikle, artan
konsantrasyonlarda hucrelerin birbirinden ayrilmasina, daha kiigiik goriilmelerine ve
sayilarinin azalmasina yol agmustir. Faz/kontrast mikroskop goriintiileriyle de bir kez
daha benzofuran substitlie kalkon tirevlerinin (Kompleks 1 ve Kompleks 2) MDA-MB-
231 ve MCF-7 hiicre soylarinda sitatoksik etkili oldugu morfolojik olarak da
gozlemlendi (Sekil 3.6. ve Sekil 3.7.).
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MCF-7 (48 Saat) MDA-MB-231 (48 Saat)
Kompleks 1 Kompleks 2 Kompleks 1 Kompleks 2
Kontrol
6.25 M
12,5 M
25 M
50 M

Sekil 3.6. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerin Kompleks 1 ve Kompleks 2 ile 48
saatlik muamele sonrasindaki faz/kontrast goriintiileri
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MCF-7 (72 Saat) MDA-MB-231 (72 Saat)
Kompleks 1 Kompleks 2 Kompleks 1 Kompleks 2
Kontrol
6,25 nM
12,5 M
25 M
50 pM

Sekil 3.7. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerin Kompleks 1 ve Kompleks 2 ile 72
saatlik muamele sonrasindaki faz/kontrast goriintiileri
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3.4. Hoechst 33342, Propidium Iyodiir (PI) ile ikili Boyama Ydntemi Bulgular

Hiicre 6liim modunu arastirmak igin floresan boyama yontemi uygulandi. Hoechst
33342 dsDNA’ya baglandiginda mavi floresans gorintust verilen bir nikleik asit
boyasidir. PI, yanlizca membran hasarli hicrelere girebilen ve bdylelikle tim 6li
hlcreleri (ge¢ apoptotik/sekonder nekrotik veya primer nekrotik) boyayabilen kirmizi
floresan goruntust verebilen niikleik asit boyasidir. Nukleusun; normal hicrelere gore
daha kiigiik olmas1 apoptatik hiicrelerde aranirken, daha az boya almasi ve biraz daha

biiyilik olmasi 6zelligi ise nekrotik hiicrelerde arandi.

Bu maksatla; MDA-MB-231 ve MCF-7 hicre soylarina benzofuran suibstitiie kalkon
tirevleri (Kompleks 1 ve Kompleks 2) 0-50uM konsantrasyonlari uygulandi. S6z
konusu kompleksler 48 ve 72 saat uygulamasinin ardindan hicrelere ikili boyama
metodu uygulanarak floresan mikroskop gorlntilerine degerlendirme yapildi. MDA-
MB-231 ve MCF-7 hicrelerine 0-50uM benzofuran substitie kalkon tirevleri
uygulanmasini takiben yapilan 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda floresans

mikroskop gorintuleri degerlendirildi.
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MCF-7 hiicre soyularinda Kompleks 1 ve Kompleks 2’nin 48 saat sonrasinda doza
(6,25, 12,5, 25 ve 50uM) bagli olarak hiicre yogunlugunun kontrole kiyasla azaldigi
gozlendi (Sekil 3.8.). Her iki kompleksin Hoechst 33342 (mavi) boyama sonucu
degerlendirildiginde doz artisina paralel olarak hiicrelerde ¢ogunlukla piknozis ve bazi
hiicrelerde niikleer fragmentasyon varligi gozlendi. Ozellikle Kompleks 2’nin 25uM
dozunda piknotik hiicrelerin yogunlugu dikkati ¢ekmektedir. Htcreleri Pl (kirmizi) ile
boyadigimizda 6zellikle her iki kompleks icin de 50uM dozunda yuksek oranda pozitif

gorintii vardir.

MCF-7 (48 Saat)
Kompleks 1 Kompleks 2

Kontrol

Sekil 3.8. MCF-7 hucresini Kompleks 1 ve Kompleks 2 ile 48 saatlik muamele
sonrasindaki floresan mikroskop goruntileri (oklar piknotik hicreleri gostermektedir)
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MDA-MB-231 hiicre soylarinda Kompleks 1 ve Kompleks 2’nin 48 saat sonrasinda
Hoechst 33342 (mavi) floresan boyama sonuglari degerlendirildiginde doza bagli olarak
hicre canliliklarinda azalmalar gézlendi (Sekil 3.9.). Hoechst 33342 boyamasinda
hicrelerde her iki komplekste de 25 ve 50uM dozlarinda hiicrelerin kiigiildiigi ve
piknotik niikleuslarin varlig1 gozlenmistir. Ozellikle 25uM dozunda tiim hiicrelerde PI
pozitifligi gdzlenmistir. Buna ragmen 50uM dozunda her iki kompleks i¢inde hicrelerin

cogu PI boyanmistir (Sekil 3.9.).

MDA-MB-231 (48 Saat)
Kompleks 1 Kompleks 2

Kontrol

6,25 nM

12,5 pM

25 pM

50 pM

Sekil 3.9. MDA-MB-231 hiicresini Kompleks 1 ve Kompleks 2 ile 48 saatlik muamele
sonrasindaki floresan mikroskop goruntileri (oklar piknotik hicreleri gostermektedir)
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MCF-7 hiicrelerinde Kompleks 1 ve Kompleks 2 ile muamele sonrasinda floresan boyama ile
hiicre oliimleri degerlendirildiginde; hiicre Oliimlerinin doza bagimli olarak azaldigini
gozlemledik (Sekil 3.10.). 72 saat sure sonundaki Hoechst 33342 ve Pl floresan boyama
sonuclart hiicre canlilik analiz sonuglarimizi teyit etmektedir. Hoechst 33342 boyamasinda
hiicrelerde Kompleks 1 ve Kompleks 2’nin de 12,5 ve 25uM dozlarinda hiicrelerde kiigiilmeler
ve her iki komplekste PI ile tamamen boyanamayan hucrelerin gézlenmistir (Sekil 3.10.)

MCF-7 (72 Saat)
Kompleks 1 Kompleks 2

Kontrol

6.25 pM

12,5 pM

25 pM

50 pM

Sekil 3.10. MCF-7 hicresini Kompleks 1 ve Kompleks 2 ile 72 saatlik muamele
sonrasindaki floresan mikroskop goriintiileri (oklar piknotik huicreleri gostermektedir)
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MDA-MB-231 hiicre soyularinda Kompleks 1 ve Kompleks 2’nin 72 saat uygulamasi
sonrasinda floresan boyamada sonucunda doza bagli olarak kontrole goére hiicre
yogunluklarinda azalma gozlendi. Kompleks 1’in 25 ve 50uM dozlarinda ve Kompleks

2’ninde 12,5, 25 ve 50uM dozlarinda hiicreler PI (kirmizi) ile pozitif olarak boyanma
oldugunda gozlendi (Sekil 3.11.).

MDA-MB-231 (72 Saat)
Kompleks 1 Kompleks 2

Kontrol

6.-

"~

5pM

50 pM

Sekil 3.11. MDA-MB-231 hiicresini Kompleks 1 ve Kompleks 2 ile 72 saatlik muamele
sonrasindaki floresan mikroskop goriintiileri (oklar piknotik huicreleri gostermektedir)
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3.5. Yara lyilesmesi (Migrasyon Yetenegi) Bulgulari

Migrasyon analizinde MDA-MB-231 hucreleri kullanildi. Bu hiicrelerin  MCF-7
hiicrelerinden daha agresif ve daha hizli gé¢ etme yetenegine sahip olmasi nedeniyle

yara iyiesmesi (migrasyon) deneyi sadece MDA-MB-231 hiicrelerinde yapildi.

Yara iyilesmesi deneyinde MDA-MB-231 hiicrelerinde benzofuran sibstitiie kalkon
tirevlerinin 25 ve 50uM dozlarda uygulamasi sonrasinda hiicre goriintiileri alinmaya
baslandi. Hiicreler komplekslerin uygulandig: ilk anda (0. Saat) ve daha sonra devamli
gozlenerek kontrol grubumuzda (tedavi almamis) yara iyilesmesi tamamen oluncaya

kadar fotograflandi.

Alman hiicre goriintiileri incelendiginde, kontrol hiicrelerinde 5. saatten itibaren yaranin
kapanmaya basladigi gozlendi. Buna ragmen 25 ve 50uM dozlarda Kompleks 1
uygulanan hicrelerde 5. saatte yarada herhangi bir kapanma olmadig: belirlendi. 25uM
Kompleks 1 uygulamasinin 15. saatte yara iyilesmesinde hafif bir kapanmaya neden

oldugu gozlenirken 50uM dozunda herhangi bir degisiklik gozlenmemistir (Sekil 3.12.).
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Saat

15

Sekil 3.12. Benzofuran substitie kalkon turevinin (Kompleks 1) MDA-MB-231
hiicrelerinde migrasyon yetenegi Uzerindeki etkisi

Kontrol

25 1M

Kompleks 1

50 M

Kompleks 2’nin MDA-MB-231 hicrelerinin migrasyon yetenegi Uzerine etkileri
incelendiginde; Kompleks 1’e benzer sekilde 50uM dozunun 25uM dozuna oranla daha

etkili oldugu ve migrasyon yetenegini engelledigi belirlenmistir (Sekil 3.13.).

Kontrol hiicrelerinde 15. saatte tamamen yaranin iyilesmesi gdzlenirken Kompleks
2’nin 25uM dozunda yaranin bir miktar kapandigi ve 50uM dozunun yara iyilesmesini

tamamen engelledigi gézlenmistir (Sekil 3.13.).



Saat
0 5 10 15

Sekil 3.13. Benzofuran stbstitiie kalkon turevinin (Kompleks 2) uygulanan MDA-MB-
231 hiicrelerinde migrasyon yetenegi Uzerindeki etkisi

Kontrol

25 1M

Kompleks 2

50 uM
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4. TARTISMA VE SONUC

Meme kanseri, biitiin diinyada kadinlar arasinda en fazla rastlanan kanser tipi olup ve
tim kanser olimleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Meme kanseri tedavisinde
radyoterapi, cerrahi girisimi ve kemoterapi 6nemli yer tutmaktadir. Son senelerde
modern kemoterapi uygulamalar1 gelistirilmesine karsin tatmin edici bir sonuc elde
edilememistir. Giiniimiizde uygulanan kemoterapotik ajanlarin %60°lik kismi dogal
kaynaklardan orjinlenmektedir (Newman ve ark. 2003, Cragg ve Newman 2005). Bazi
kemoterapik ilaglarinin yan etkileri ve yiiksek toksisitelerinden dolayr yeni olusturulan
ilaglarin ozellikle kanser hiicrelerine sitotoksik ve normal hiicrelere daha az toksik
olmalar1 ile yan etkilerinin de az olmalar1 istenmektedir. Gilinlimiizde klinikte ¢ok sayida
antikanser ajani ¢esitli dogal kaynaklardan (bakteriler, bitkiler, deniz organizmalari,
mantarlar ve mikroorganizmalar gibi) elde edilerek kullanilmaktadir (Mann 2002,
Prakash ve ark. 2013). Ozellikle bitkisel kaynaklardan elde edilen pek ok anti kanser
ila¢ ginumizde klinikte kullanilmaktadir. Bitkisel kaynaklarin biiyiik bir kismini da
olusturan falavonoidler de antikanser, antiproliferatif ve antimutajenik 6nemli biyolojik
aktivitelere sahiptirler (Chahar ve ark. 2011). Flavonoidlerin antiproliferatif ve
antioksidan islevlerinin yanmi sira hiicre farklilasmasi, apoptozu tetikleme ve hiicre
dongisiinde diizenleme gibi Ozellikleri de bulunmaktadir (Choi ve ark. 2008).
Flavanoidlerin bir alt grubu olan kalkonlar dogal ya da sentetik olarak elde
edilebilmektedir. ~ Yapilan  ¢alismalar  kalkon tdrevlerinin,  antimikrobiyal,
immunomodiilator, noroprotektif, antioksidan ve antikanser gibi degerli biyolojik

ozelliklerinin oldugunu géstermistir (Tan ve ark. 2010, Bahekar ve ark. 2016).

Yukaridaki bilgiler 1s131nda bu tez ¢alismasinda Firat Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya
Bolumunde sentezlenen ve karekterizasyonular1 yapilan benzofuran slbstitlie kalkon
tiirevlerinin sitotoksik etkileri insan meme kanseri hiicre soylarinda (MCF-7 ve MDA-
MB-231) arastirilmistir. 2003 yilinda Nam ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada 2'-5'-
dihidroksikalkon bilesiklerinin, bircok farmokolojik 6zelliklerin yani sira sitotoksik
etkilerin olduguda gosterilmistir. Kalkon tirevlerinin insan endotel (HUVEC) ve kanser
hicrelerine (HCT 116 insan kolon kanseri, B16 Fare melanoma, A31 insan melenoma)
kars1 sitotoksik etkileri incelenmistir. Calismada kullanilan kalkon bilesiklerinin 6nemli

derecede antikanser potansiyele sahip oldugu belirtilmistir (Nam ve ark. 2003). Son
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zamanlarda, farkli kanser hiicre soylarinda kalkon tlrevlerinin sitotoksik aktivitesi ile
ilgili cok sayida ¢alisma bulunmaktadir 6rnegin bir ¢alismada, birden ¢ok kalkon tiirevi
sentezlenmis (COX-1 ve/lveya COX-2 seg¢iciligine sahip 1,3-diarilprop-2-en-1-on
yapisinda olan kalkon) ve HepG2, A549 ve MCF-7 hiicre soylarinda 72, 96 ve 168
saatleri sonucunda sitotoksik etki gosterdigini rapor etmislerdir (Nakhjavania ve ark.
2014). Tez g¢alismasinda kullandigimiz kalkon tiirevlerinin MCF-7 hiicre soyunda 72
saatlik 1Cso deger 14,6uM iken Nakhjavania ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise
MCF-7 hiicre soyunda 72 saatlik I1Cso degeri 23,3uM’dir. Bu durumda kullandigimiz
kalkon tiirevlerinin ayni zaman diliminde ve ayn1 hiicre soyunda daha etkili ¢ikmistir.
Jovanovic ve arkadaslari Rutenyum(I[)-DMSO kalkon komplekslerinin HelLa
hicrelerinde sitotoksik ve apoptotik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Jovanovic
ve ark. 2016). Bir kalkon analogu olan a-f-doymamis ketonu tasiyan bir bilesik sentezi
ve karekterizasyonunu yapan Zhu ve arkadaslari NCI-H460, A549 ve H1975 hicre
soylarinda sitotoksisite gosterdigini bulmuslardir (Zhu ve ark. 2018). 2006 yilinda
yapilan bir ¢alismada ise, kalkon tlrevinin (1,3-difenil-2-propenon) MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicre soylarinda 48 saat sonucunda ICso degerleri sirastyla 4,9ug/ml, 6,0pg/ml
oldugunu ayni zamanda hiicre dongusii ilerlemesinin engellendigini ve hiicre apoptotik
sisteminin baslatilmasini gostermislerdir (Hsu ve ark. 2006). Bizim ¢alismamizda ise 48
saatteki I1Cso degerleri MCF-7:20,5uM ve MDA-MB-231:20,5uM olarak bulduk
boylece Hsu ve arkadaslarin yaptigi calismadaki farkli kalkon tiirevlerin ayni hiicre

soylarindaki poliferasyonu daha etkili bulunmustur.

Bu tez ¢alismamizda, benzofuran stbstittie kalkon turevlerinin MCF-7, MDA-MB-231
ve BEAS-2B hiicre soylar1 ilizerine muhtemel baskilayici, sitotoksik tesirlerini
belirleyebilmek icin SRB ve ATP canlilik testi metotlar1 kullanilmistir. SRB canlilik
testine gore Kompleks 1’in BEAS-2B saglikli hiicreler tizerinde 24 saatte hiicre canliligi
tizerine herhangi bir etkisinin olmadig1 48 saate ise sadece yiiksek konsantrasyonlar da
(50 ve 100pM) istatistiksel olarak hiicre canliliginda azalma oldugu belirlenmistir
(p<0,001). Kompleks 2’nin ise 24 saatte 50 ve 100uM dozlarinda; 48 saate ise 25, 50 ve
100uM dozlarinda istatistiksel olarak hiicre canliliginda kontrole gore anlamli bir
azalmaya neden oldugu gozlenmistir (p<0,001). Komplek 1 ve Kompleks 2’nin MCF-7
ve MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre canliligin1 24, 48 ve 72 satte artan doza bagh
olarak hiicre canliliginin %50°nin altinda oldugu belirlenmistir (p<0,001).
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SRB hiicre canlilig1 analiz sonuglari, komplekslerin doza ve zamana bagli olarak kanser
hicrelerinde (MCF-7 ve MDA-MB-231) saglikli hiicrelere (BEAS-2B) oranla daha
etkili oldugunu gostermektedir. Bu durum anti kanser ajanlarda aranan bir 6zellik olup

oldukca 6nemlidir.

SRB canlilik testi sonu¢larimizi dogrulamak amaciyla ATP canlilik yontemi kullanildi.
Uygulanan ATP canlilik testinde benzofuran siibstitiie kalkon tiirevlerinin hiicre
canlilig1 tizerindeki olan etki belirlenirken hiicre icin ATP miktari, SRB testinde ise
protein igerigine gore belirlenmektedir. Metabolik aktiviteyi 6lgmeye dayanmayan SRB
boyasi protein baglayabilen anyonik bir boyadir. Bu nedenle SRB bu yodntemde,
baglanan boya miktar1 hiicre kiitlesi i¢in olarak kullanilabilir. Hlcrelerdeki metabolik
aktiviteyi gosteren ATP testinde ise hiicre canliligi intraseliiler ATP diizeylerine gore
belirlenmektedir. Boylelikle SRB ve ATP test sonuclart birbirinden farkli
olabilmektedir. ATP seviyesindeki azalmaya bagl olarak gézlenen hiicre canliligindaki
diisisin SRB testi sonuglarinda gozlenenden daha fazla olmasi, SRB testinde
hiicrelerin  Oliiyor olmasina ragmen hiicresel proteinlerin yapilarinda bozulmanin
baslamamasindan kaynaklanmaktadir. Bu farklilik kullanilan ilacin etki mekanizmasina
bagl olarak degismektedir (Ulukaya ve ark. 2008). Bu ylizden bu tez calismamizda
farkli iki canlilik testi kullanarak sitotoksisiteyi belirledik.

ATP canlilik testine gore Kompleks 1 ve Kompleks 2°nin 48 ve 72 saatlerinde MCF-7
ve MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre canliligini artan doza bagli olarak hiicre
canliliginin %50’nin altinda oldugu belirlenmistir (p<0,001). Boylelikle farkli iki test
kullanilarak komplekslerin anti proliferatif aktiviteleri dogrulandi. ATP sonuglari
degerlendirilerek 1Cso degerleri hesaplandi. Bu ICso degerleri de komplekslerimizin
antikanser potansiyele sahip olduklarin1 gostermektedir. Nitekim literatiirde ¢cok daha
yilksek ICso degerlerine sahip kalkon tiirevleri bulunmaktadir. Ornegin; 2016 yilinda
yapilan bir ¢alismada, kinazolinon kalkon tiirevinin HCT-116 kolon kanseri hucreleri
Uzerinde 6, 12, 24 ve 48 saatte ICso degerleri 600, 140, 26 ve 16UM olarak hesaplanmis
ve mitokondriyal bagimli apoptozisi indiikledigi bildirilmistir (Wani ve ark. 2016). Yine
farkli bir ¢aligmada, kalkon turevinin (L2H17) kolon kanseri hiicre soylarinda (ICso
degeri SW620 11.65mM, HCT116 25.95mM ve CT26.WT 3.36mM) antikanser
aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir (Xu ve ark. 2015). Marquina ve arkadaslari
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tarafindan 11  (2’-hidroksi-4’-alkoksi  kalkon) kalkon tlrevinin sentezi ve
karekterizasyonu yapildiktan sonra dort insan kanser hiicresi soylarinda (PC-3, MCF-7,
HF-6 ve CaSki) antiproliferatif aktiviteleri agisindan  biyolojik  olarak
degerlendirilmistir. 1Cso degerleri PC-3 hiicre soyunda diisiik ¢iktiginda (ICso 8.08 ve
13.75uM) daha ileri analizlar PC-3 hiicre soyunda yapilmis diger hiicre soylarinda ise
ICs0 >50 oldugunda daha ileri analizler yapilmamistir (Marquina ve ark. 2019).
Marquina ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alisma ile bizim yaptigimiz ¢alismayi
karsilastirdigimizda ayni hiicre soyunda (MCF-7) farkli kalkon tiirevlerin 1Cso >50
degerleri ¢ikmistir. Boylelikle bizim calismamiz antiproliferatif olarak daha etkili
oldugu gorulmektedir.

Bu sonuglar tez ¢aligmamizda kullandigimiz komplekslerin 1Cso degerlerinin 3,9 ve
20,2uM arasinda degiserek insan meme kanseri hucrelerinde yuksek antikanser
potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Nitekim grubumuz tarafindan daha Once
yapilan bir ¢alismada farkli yapiya sahip olan 10 tane benzofuran sibstitie kalkon
tirevlerin sitotoksik aktiviteleri meme, akciger ve prostat kanseri hiicre soylar1 {izerinde
degerlendirilmis ve aril-1-(7-etoksi-1-benzofuran-2-il)-2-propenon kalkon tlrevinin
MCF-7, A549 ve PC-3 kanser hucrelerin de sirasiyla ICso degerleri 2uM, 9uM ve 10uM
olarak hiicreler iizerinde giiclii inhibe edici etkiler oldugunu gostermislerdir (Coskun ve
ark. 2017) Tez calismasinda kullandigimiz komplekslerin MCF-7 hicre soyunda 72
saatlik ATP sonucunda Kompleks 1’in ICso degeri 8,4uM ve Kompleks 2’nin 1Cso
degeri 5,1uM Coskun ve arkadaslarin yaptigi ¢alismada ise MCF-7 hiicre soyunda 72
saatlik ATP sonucunda ICsp degeri 2 uM bulunmustur. Boylelikle grubumuzun dnceki
yaptig1 ¢alismadaki farkli kalkon tiirevinin ayni hiicre soyundaki poliferasyonu daha
etkili bulunmustur. 2018 yilinda bir dizi triazolokinoksalin-kalkon tirevlerinin sentezi
yapilmis ve ti¢ hiicre soyuna (MCF-7, HCT-116 ve HEPG-2) kars1 sitotoksik aktiviteleri
degerlendirilmesi  sonucunda bazi triazolokinoksalin-kalkon tirevlerinin  1Cso
degerlerinin 65 ile 34.28uM araliginda oldugunu gosterilmistir (Alswah ve ark. 2018).
Bizim ¢alismamizda ise MCF-7 hiicre soyunun ICsg degerleri Kompleks 1 igin 14,6M
ve Kompleks 2 i¢in 13,9uM olmasi tezimizde kullandigimiz komplekslerin daha etkili

oldugunu diisiinmekteyiz.
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Faz/kontrast mikroskobundan elde edilen goruntiler, komplekslerin doz bagimli sekilde
hlcrelerde kictilme, apoptotik cisimlerin olusumu, hiicre yuvarlaklagsmasi ile hiucrelerin
yuzer hale gelmesi (hicrelerin 614 oldugunu gosterir) gibi morfolojik degismelere neden
oldugunu gostermistir. Boylelikle faz/kontrast mikroskop goriintiileriyle de bir kez daha
benzofuran substitue kalkon tirevlerinin (Kompleks 1 ve Kompleks 2) MDA-MB-231
ve MCF-7 hiicre soylarinda sitotoksik etkiye neden oldugu gosterilmistir. Hicreler
Hoechst 33342 ve PI floresans boyalar kullanilarak floresans mikroskopla gorintuleri
alindi. 48 saat sonunda hucreleri es zamanda Hoechst 33342 (mavi) ve PI (kirmizi) ile
boyadigimizda Sekil 3.8.’de ozellikle PI (kirmizi) her iki kompleks igin de 50uM
dozunda yiiksek oranda pozitif goriintii almamiz bu dozda, MCF-7 hicre soyununda
6lim modunun apoptozisden daha ¢ok sekonder nekrozis=ge¢ apoptoz oldugu
sOylenebilir. Sekil 3.9.’da ise MDA-MB-231 hicre soyunda 25uM dozunda tim
hiicrelerde PI pozitifligi gbozlenmedi. 50uM dozunda her iki kompleks iginde htcrelerin
cogu PI boyanmistir. Bu dozda hiicrelerin ¢ogunlulugunun apoptozisden daha fazla
sekonder nekrozis ile 6ldiigiinii gostermektedir. 72 saat sonunda hicreleri floresans
boyalari ile boyadigimizda Sekil 3.10.’da PI (kirmiz1) her iki komlekste 12,5 ve 25uM
dozlarinda PI ile tamamen boyanamayan hiicrelerin varliligi nedeniyle hiicre oliim
modunun apoptozis oldugunu gostermektedir. Komplekslerin 25 ve 50uM dozlarinda P1
pozitif olarak boyanmasi sonucu bu dozlarda MCF-7 hiicrelerin ge¢ apoptoz/sekonder
nekrozis yoluyla 6ldiigiinii gostermektedir. Sekil 3.11.°de ise Kompleks 1’in 25 ve
50uM dozlarinda ve Kompleks 2’ninde 12,5, 25 ve 50uM dozlarinda hiicreler PI
(kirmizi1) ile pozitif olarak boyanma oldugunda her iki kompleks i¢in 6liim modunun

apoptozis olmadig1 ve sekonder nekrozis/ge¢ apoptoz oldugu sdylenebilir.

Alman sonuglar, hucrelerin 6lim modunun apoptozisden daha c¢ok sekonder
nekrozis=ge¢ apoptoz oldugu sdylenebilir. Sonug olarak benzofuran stibstitie kalkon
tirevlerin hicrelerde canlilik analizlerimizi destekleyerek apoptozisi indiikledigini

gostermistir.

Farkli kalkon tiirevlerinin kanser hiicrelerinde apoptoza neden oldugu daha onceki
calismalarda da gosterilmistir. Yapilan bir ¢aligmada, yeni sentezlenmis kalkon tiirevi
(1-(5'-metoksi-3',4'-metilendioksifenil)-2-metilprop-2-en-1-on) HelLa, CCRF-CEM ve
B16-F10.luc2 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi belirlenmistir. (Canela ve ark. 2017).
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2013 yilinda yapilan bir caligmada 2-asetil tiyofeninkalkon turevinin, HT29 hiicre
soyunda sitotoksik aktivitesinin apoptozis ile gerceklestigi gosterilmistir (Vasconcelos
ve ark. 2013). Fogaga ve arkadaslar1 sentezledikleri dort 2-asetiltiyofenin kalkon
tirevlerinin insan meme kanser hicrelerinde (MCF-7 ve MDA-MB-231) 48 saatlik
tedaviden sonra 5.52 ile 34.23uM arasinda degisen ICso degerleri ile meme kanseri
hicrelerinin canliliginin %50'sini inhibe edildigini ve hlcre 6lum modunun apoptoz
oldugunu gostermislerdir (Fogaca ve ark. 2017). Bizim ¢alismamizda ise 48 saatlik
ATP sonucunda MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinin ICso degerleri 3,9 ile
19,6uM olmas1 tezimizde kullandigimiz komplekslerin daha etkili oldugunu

diisiinmekteyiz.

2019 yilinda yapilan bir ¢alismada, 20 farkli ksantin/kalkon tiirevli bilesiklerin insan
pankreas kanseri hicre soyunda (PANC-1) uygulanmis ve ICso degerleri 0.90+0.62 ile
1.41+0.58uM arasinda degisenmekte olup en giiclii bilesik 11'in (ICso 0.3uM) apoptotik
etkisi, hiicre dongiisii lizerindeki etkisi ve sitotoksik etkisi kapsamli bir sekilde
incelenmistir. Sonug olarak bilesik 11’in (1,3-dimetil ksantin) apoptozisi indiikledigini
bulmuglardir (Abou-Zied ve ark. 2019). Bir c¢alismada aromatik bir keton olan
kalkonun, insan hepatik ve akciger kanseri hiicrelerinin apoptozisi indiikledigini ve
kanser hiicresi go¢iinii inhibe ettigini gdzlemlemislerdir (Donga ve ark. 2018). Bir bagka
caligmada ise yeni bir kalkon tiirevinin (-1,2,3-triazol tlrevinin) karaciger kanseri hiicre
soylarina uygulanmast sonucunda kalkon tiirevinin HepG2, SNU-423, SMMC7221 ve
SNU-398 hiicrelerinde sirasiyla ICso degerleri 0,9uM 2,7uM 6,2uM ve 4,6uM oldugunu
gostermislerdir. Ayn1 zamanda konsantrasyona bagli bir sekilde HepG2 hiicrelerinin
biiylimesini ve koloni olusumunu inhibe edebildigini gostermislerdir (Yan ve ark.

2019).

Kanser Oltmlerinin % 90’ninda metastaz gelisimi sorumludur (Hanahan ve Weinberg
2000). Metastaz, kanser hicrelerinin olustuklari bolgeden viicudun farkli doku ve
organlarina yayilmasidir. Bu anjiojenez (damar olusumu), invazyon (yayilma) ve
migrasyon (go¢ etme) gibi birbirleriyle iliskili bir dizi kompleks ve ¢ok basamakli
olaylar zinciri ile gergeklesir (Poste ve Fidler 1980). 2010 yilinda Juan ve arkadaslari ii¢
kalkon tirevinin (4-Maleamik Asit ve 4-Maleamid Peptidi) PC-3 ve LNCaP hiicre

soylarinda hiicre canliligin1 doza ve zamana bagl bir sekilde azalttigin1 ve migrasyonu
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Onlenmesinde etkili oldugunu gostermislerdir (Juan ve ark. 2010). Baska bir ¢alismada
da kalkon turevlerinden L2H17'nin CT26.WT hicrelerinde hicre invazyonu ve

migrasyonunu inhibe ettiklerini gosterilmistir (Xu ve ark. 2015).

Bu tez calismasinda, komplekslerin hiicre migrasyonu uzerindeki inhibitor etkisi
degerlendirmek amaciyla insan meme kanseri hiicresi MDA-MB-231 kullanildi. Alinan
sonuglar tez ¢alismamizda kullandigimiz benzofuran sibstitie kalkon tirevlerinin anti

migrasyon aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak bu tez galismasinda, sentezi ve karekterizasyonu gerceklestirilmis olan
benzofuran sibstitlie kalkon turevlerinin MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri
hiicre soylarinda sitotoksik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. /n vitro olarak yapilan
bu calismanin umut vaad edici neticelerden o6tirl daha ileri analizlerle etkisinin

degerlendirilmesi gerektigi sonucuna varilmastir.
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