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OZET

BAZI SALKON TUREVLERININ BiYOKIMYASAL ETKI
MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI

Mehmet Onur AKSOY

Biyokimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2020
Danisman: Dog. Dr. Giilsen AKALIN CIFTCI

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore sadece 2018 yilinda 18,1 milyon insana
kanser teshisi konulmus ve 9,9 milyon insan kanser sebebiyle hayatini kaybetmistir.
Evrimsel teoriler, kanserin olusum, gelisim ve tiirlerinin yani sira, hiicre ve doku
diizeylerinde anlamak ve etkili tedaviler gelistirebilmek igin kritik dneme sahiptir.
Hayvanlar kanser gelisimini dnlemek i¢in evrimsel siiregte hiicrelerinin popiilasyonunu
azaltabilecek giiclii tiimor baskilayict mekanizmalar gelistirmis de olsalar bu
mekanizmalar kendiliginden kanser ile savasmakta zorluk ¢ekebilmektedirler. Kanserler
de direng gelistirerek mekanizmalara direngli hastaligin yeniden dirilmesine yol agabilir.
Kanser tedavisi i¢in evrimlesen kanserle birlikte daha az toksik daha ¢ok anti-kanser
etkiye sahip ila¢ ve ajanlara ihtiyag siirekli artmaktadir.

Salkonlarin, antinflamatuar, antimikrobiyal, antifungal, antioksidan, sitotoksik,
antitimor ve anti-kanser aktiviteleri dahil olmak iizere birgok faydali 6zellige sahip
oldugu bildirilmistir. Dogada gida maddelerinde bulunmasi salkonlara olan ¢aligmalari
arttirmistir.

Bu ¢alismamizda ilk defa sentezlenen salkon tiirevlerinin MCF-7 (ER+), MDA-
MB-231 (ER-) meme kanseri ve NIH/3T3, L-929 saglikli hiicre hatlarinda sitotoksik
etkileri arastirilmistir. Saglikli hiicrelere duyarli anti-kanser etkili bilesiklerin akim
sitometrisinde apoptotik etkileri, RT-PCR’de gen ekspresyonlari, E-Screen testi ile
Ostrojenik etki mekanizmalarina bakilmis ve bilesiklerin ER baglanma bdlgesi Molekiiler

Docking ile gdsterilmistir.

Anahtar Sézciikler: Salkonlar, Apoptoz, Meme kanseri, Anti-kanser, Hiicre kiiltiirii



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BIOCHEMICAL ACTION MECHANISMS
OF SOME CHALCONE DERIVATIVES

Mehmet Onur AKSOY

Department of Biochemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2020
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Giilsen AKALIN CIFTCI

According to World Health Organization 18.1 million people were diagnosed with
cancer in 2018 and 9.9 million people died because of it. Evolutionary theories are very
critical to be able to understand the occurrence, development and types of cancer as well
as developing effective treatments at cellular levels. Although animals have developed
strong tumor suppressor mechanisms to decrease cancer cells population in the
evolutionary process to prevent cancer development, they were not sufficient in
combating cancer spontaneously since tumors can also develop resistant mechanisms.
Nowadays with cancer evolving, the need for less toxic and more anticancer effective

drugs and agents is constantly increasing.

In many studies chalcones have been reported to have many useful properties
including anti-inflammatory, antimicrobial, antifungal, antioxidant, cytotoxic, antitumor

and anti-cancer activities.

In this study, the cytotoxic effects of chalcone derivatives synthesized for the first
time in MCF-7 (ER +), MDA-MB-231 (ER-) breast cancer cell lines and NIH / 3T3, L-
929 healthy cell lines well be investigated. Furthermore the anticancer effect of
compounds will be investigated by following apoptosis pathway using flow cytometry
and measuring apoptotic genes expression using RT-PCR. E-screen test will also be
performed to asses our compound’s estrogenicity. After all, the binding sites of the

compounds to estrogen reseptor are shown by molecular docking.

Keywords: Chalcones, Apoptosis, Anticanser, Breast cancer, Cell culture



TESEKKUR

Yiiksek lisans ¢alismalarimin tiimiinii beraber yiiriittiigiim, bilgi ve tecriibelerini
bana aktaran, her zaman giiler yiizii ve sabriyla bana yol gdsteren, bilimsel anlayisima
yon veren, gelistiren, her zaman destegini hissettigim ve her seyden 6te tanidigim en iyi
ve en giiler yiizii insanlardan biri olan degerli danisman hocam Sayin Dog. Dr. Giilsen
AKALIN CIFTCI’ ye

Yiiksek lisans siireci boyunca bana destek olan beraber birgok sey 6grendigimiz
caligma arkadaslarim ve degerli dostlarim Ecz. Huda ALCHAIB ve Uzm. Kim. Oya
BUYUKEMIR’ e

Yiiksek lisans hayatimda bana ¢ok sey katan ve 6greten, siirekli yanimda olan ve

destegini esirgemeyen hocam ve arkadasim Dr. Bio. Sennur GORGULU” ye

Calismalarimda desteklerini aldigim ve yanimda olduklarini her zaman
hissettigim degerli hocalarim Sayin Dog. Dr. Mehlika Dilek ALTINTOP, Sayin Dog. Dr.
Leyla YURTTAS ve Sayin Aras. Gor. Dr. Belgin SEVER’ e

Egitimim siiresince emegi gegen, bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim rehberlik
eden degerli hocalarim Sayn Prof. Dr. Siikrii BEYDEMIR, Sayim Dog. Dr. Halide Edip
TEMEL’e

Sadece tez calismalarimda degil hayatimin her aninda yanimda olan, sevgilerini

giivenlerini ve desteklerini her an hissettigim aileme tesekkiir ederim.



14/01/2020

ETIK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zglin bir ¢alisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalardan bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu c¢alismanm Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
higbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.
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1.GIRIS VE AMAC

Bulasic1 olmayan hastaliklar, giiniimiizde kiiresel 6liimlerin biiyiik boliimiinden
sorumludur. Kanser, beklendigi gibi 6liimle sonuglanan hastaliklar igerisinde liderlik
etmesinin yani sira, diinyada ki yasam beklentisinin ve kalitesinin oniinde ki en biiyiik
engeldir. WHO (Diinya saglik orgiitii) 2015 verileri ve tahminlerine gore kanser, 70 yas
oncesi 0liim sebepleri icerinde 172 tilkenin 91’inde birinci ya da ikinci sirada yer almakta
ve 22 iilke iginde ise li¢lincili ya da dordiincii sirada yer almaktadir. Ve yakin gelecekte
kanserin diinyanin biitiin iilkelerinde birinci sirada olmasi beklenmektedir. Haziran
2010°da yayimlanan (GLOBOCAN 2008) verilerine gore diinyada 21,7 milyon yeni
kanser vakasina rastlanirken 7,6 milyon insan 2008 yilinda hayatin1 kaybetmistir. Yine
Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore sadece 2018 yilinda 18,1 insana kanser teshisi
konulmus ve 9,9 milyon insan kanserden dolay1 hayatini kaybetmistir. Tiirkiye Saglik
bakanliginin aragtirmalarina gore Tiirkiye’de kanser tiim Oliimlerin  %20’sini

olusturmaktadir. (llbawi ve Velazquez, 2008; Bray vd., 2018; Ferlay vd., 2010).

Salkonlarin, antienflamatuar, antimikrobiyal, antifungal, antioksidan, sitotoksik,
antitimor ve anti-kanser aktiviteleri dahil olmak iizere bircok faydali 6zellige sahip
oldugu bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda salkon tiirevlerinin ksantin, oksidaz, aldoz,
rediiktaz, epoksit, hidrolaz, protein tirozin kinaz, kinon rediiktaz dahil olmak {izere
aktiviteleri ve dogada meyve, sebze, baharat, cay, soya gibi gida maddelerinde

bulunduklarindan dolay1 ¢aligmalar1 artan bir konu olmustur.

Salkonlar (trans-1,3-diaril-2-propen-1-on) flavonoid ailesinin bir {iyesidir.
Kimyasal olarak, iki aromatik halkadan olusan (A ve B halkasi) o, B-doymamis
ketonlardir. Ayrica halkalar oldukg¢a elektrofonik 3 karbonla birbirine baglanir.
Dolayistyla bu o, B-doymamis karbonil sistemi dogrusal ya da neredeyse diizlemsel

yapiya biirtiiniir.

Salkonlar ketoetilenik grubu igerirler (-CO — CH = CH-) ve her iki benzen
halkasinda konjuge ¢ift baga ve tamamen delokalize m-elektron sistemine sahiptir.
Salkonlarin terapotik degeri olan bilesiklerin preparasyonlar: i¢in ara madde olarak

kullanilmiglardir (Nowakowska, 2007).



Son zamanlarda, salkonlarin metal ile yaptiklar1 kompleksleri, ¢esitli metallerle
kenetleme / koordine etme 6zellikleri ve ¢esitli anti-kanser hedefleri lizerinde modiilator
etki gdstermesi nedeniyle, biyoinorganik tibbi kimyada biiytik ilgi gérmiistiir. Gegmiste,
salkon iskele kullanilarak, umut verici anti-kanser aktivitesi gésteren birkag gii¢lii ve daha

az toksik koordineli kompleks gelistirilmistir (Mahapatra vd., 2019).

Kanserin evrimsel yonlerden degerlendirilmesi ilk olarak 1979 yilinda Peter
Nowell tarafindan gerceklesti (Nowell, 1976). Evrimsel teoriler, kanserin olusum, gelisim
ve tiirlerinin yani sira, hiicre ve doku diizeylerinde anlamak ve etkili tedaviler
gelistirebilmek icin kritik 6neme sahiptir. Hayvanlar kanser gelisimini 6nlemek icin
evrimsel siiregte giiglii tiimor baskilayici mekanizmalar gelistirmislerdir. Bu
mekanizmalar basta ¢ok hiicreli canlilarin hayatta kalmalar1 ve tiir gelisiminin devami
icin ¢ok Onemliyken, hayvanlarin sahip olduklar1 biiyiik bedenlerle ve artan yasam
stiresiyle birlikte daha da énemli hale geldi. Dokularimizin gelisimi ve mimarisi, kanser
baskilama ve sinirlama ihtiyaciyla birlikte evrimsel olarak kisitlanma igine girmistir.
Birey icinde gelisen kanser aslinda birgok agidan tiirlerin ilerleyisini aydinlatan evrimsel
stiregtir. Tiirler bir popiilasyondaki bireylere etki eden mutasyon, seleksiyonla
gelismektedir. Mutasyon ve seleksiyonlar, kanser olusumundan metastazlara kadar ¢ok
asamal1 bir siirecin ayrilmaz parcasidir. Basta yaslanma olmak {izere ve ¢esitli kanserojen
gibi faktorlerin, mutasyon ve seleksiyon siireclerini etkileyerek kanser gelisimini
arttirdig1 gozlemlenmistir. Bir kanser hiicresi popiilasyonunu azaltabilecek tedaviler olsa
da maalesef, kanserler de bu tedavilere diren¢ gelistirerek tedaviye direngli hastaligin

yeniden dirilmesine yol agabilir (Crespi ve Summers, 2005).

Evrimsel stirecte organizmalarin gelisebildigi kadar, hiicresel diizeyde somatik
hiicreler de gelismektedir. Doku biitiinliigiinii bozan kansere yol acan somatik hiicreler,
organizmanin devami i¢in agik¢a bir tehdit olusturmaktadir. Kanserin, hayvanlarda
genglik doneminde nadiren goériilmesinin sebebi uzun dmiirlii ve evrimsel olarak gelismis
olan ¢ok hiicreli organizmalarin, giiglii timdr baskilayict mekanizmalarinin gelismis
olmasidir. Bu mekanizmalarin en 6nemlilerinden birisi ise hiicre intiharini1 saglayan
apoptoz mekanizmasidir. Hiicrede meydana gelebilecek tiimor durumlarinda komsu
hiicrelerin korunmasi i¢in gelistirilen bu mekanizma. Evrimsel olarak kansere karsi
kullanabilecegimiz en onemli hedef yolaklarimizdan biridir (Lowe vd.,2004; Casas-
Selves ve DeGregori, 2011).



Bu tez ¢aligmasinin amact, diinyanin 6liimle sonuglanan hastaliklar siralamasinda
kanserin en iist sirada olmasinin yani sira, kanser tiirlerinin gesitlilik gostererek daha
spesifik ve komplike hal alarak tedavinin zor olmasi, yeni kanser ilag tedavi yontemlerine
birer alternatif tiretmektir. Bu amag icerisinde yeni ve ilk defa sentezlenmis olan salkon
tirevli bilesiklerimizin meme kanserinde hem 0strojen reseptorii pozitif hem negatif
hiicreler tizerinde apoptotik, sitotoksik ve anti kanser etkilerinin belirlenmesi eger varsa
bu etkilerin biyokimyasal mekanizmalarin ayrilmasi yer almaktadir. Deneyler
kapsaminda Gstrojen pozitif hiicre hatt1 olarak MCF-7, dstrojen reseptorii negatif olarak
MDA-MB-231 hiicre hatlar1 ve bilesiklerin sitotoksik degerlerini ve selektivitelerini
Ol¢mek i¢in ise L-929, NIH/3T3 hiicre hatlar1 kullanilacaktir.



2. KAYNAK BIiLGIiSi
2.1. Kanser ve Biyolojisi

Kanser, normal hiicreyi malign hiicrelere dontistiiren ¢ok basamakli ve karisik bir
stirecte olusmaktadir (Boland ve Goel, 2005). Malign hiicrelerin olusumu kontrolsiiz
cogalmaya neden olan onkogenlerin aktivasyonu veya amplifikasyonu ile birlikte normal
hiicrelerin kontroliinii saglayan tiimor baskilayici genlerin bazi sebepler ile inaktive olup
gorevlerini yerine getirememesi durumunda olusmaktadir. Kanserli hiicrelerin
olugmasinda rol oynayan gen faktorlerinin {izerinde hem i¢ hem de dis faktorler rol

oynayabilmektedir (Bertham, 2000).

I¢ faktdrlere, proteinlerin kismi ya da tam fonksiyon kayiplari, kromozomal
kirilmalar ve tekrar diizenlenmeleri, bazi DNA bazlarmin kimyasal yap1 kararsizligi,
epigenetik degisiklikler, hormon seviyeleri, metabolik islemlerle ve immiin sistem
degisiklikleri tarafindan tretilen serbest radikaller dahil edilebilir. Bunlara ek olarak
bakteriyel ya da viral enfeksiyonlar, iyonlasma, UV radyasyonlar, kimyasal
kanserojenlere maruz kalma ve sigara dis faktorler olarak siralanabilir (Rieger, 2004;
Bertham, 2000). Hem i¢ hem de dis faktorler genetik ve hiicre sistemlerini degistirerek
kanser olusumunu hizlandirir (American Cancer Society, 2010).

Kanser olusumunda, aktive/inhibe edilmesi gereken bes ana yolak vardir.
Bunlardan birincisi, bilyiime simiilatér sinyallerinin bagimsiz gelisimi. ikinci olarak,
biiyiime baskilayic1 sinyallere karsi dayanikli bir durum gelistirilmesi. Ucgiincii;
programlanmis hiicre 6liimiine karsi (Apoptoz) direng gelisimi. Dordiincii; hiicrenin
sonsuz proliferasyonunun gelistirilmesi ve son olarak anjiyojenik potansiyel gelisimi
(Bertham, 2000).

Hanahan ve Weinberg’e gore kanser hiicrelerinin temel olarak alt1 ortak 6zelligi
vardir. Siirekli proliferatif sinyallesme, biiyiime baskilayicilarina duyarsizlik, invasyon
ve metastazin aktivasyonu, tekrarlayan 6liimsiizliigiin indiikstiyonu, siirekli anjiyogenez
ve apoptozdan kaginmadir (Hanahan, Weinberg ve Francisco, 2000).

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda kanserin temel alt1 isaretine ek olarak
malign hiicrelerinin hiicresel enerji deregiilasyonu ve immiin yikimi tarafindan kagabilme
yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Ek isaretlerin
ortaya cikmasi kanser hiicrelerinin yeni 6zellikler kazanmaya devam ettigini ve daha da
tehlikeli hale geldiklerini dogrulamigtir (Karp, 2002).
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2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlarda en sik olarak goriilen ikinci kanserdir. Diinyada her y1l
1,5 milyondan fazla tan1 konulan ve en ¢ok menopoz evresindeki kadinlarda teshis edilen,
hayat etkileyip giinliik yasam standartlarini biiyiik dl¢iide diisiiren 6liimle sonuglanabilen
bir neoplazm hastaliktir (Nowakowska, 2007; Mahapatra vd., 2019).

Diinya c¢apinda, sadece 2018 yilinda meme kanseri teshisi konulmus 2,1 milyon
kadin hasta bulunmaktadir. Neredeyse her 4 kadindan 1 tanesi bu hastaliga
yakalanmaktadir. Meme kanseri diinyada en ¢ok 6ldiiren ikinci kanser olmasina ragmen
185 iilkenin 154’iinde en ¢ok rastlanan ve 100°den fazla iilkede, 6liimle sonuc¢lanan
kanser hastaliklarinda birinci sirada bulunmaktadir (Bray vd., 2018; Kaminska vd., 2015;
Barnard vd., 2015).

Nulliparite, erken yasta menars, ge¢ yaslarda menopoz ve ilk tam gebeligin meme
kanseri tizerinde etkili bir risk faktorii oldugu uzun yillardir bilinen bir gergektir (Barnard
vd., 2015). Meme kanseri genellikle lobiillerde (Siit bezleri) ya da kanallarda (Siitii
lobiillerden emmek igin bosaltilan kanallar) da baslamaktadir. Ama nadiren de olsa
memenin yagl ve lifli bag dokusunu igeren stromal dokuda da baglayabilmektedir.
Malign meme kanseri hiicreleri, kan dolagimina girmeden once, kendisine komsu saglikli
hiicreleri ve yakin olan lenf diigiimlerini istila edebilmektedir. Ozellikle akciger ve
kemikler meme kanseri i¢in uygun metastatik bolgelerdir (Kaye, 2011).

Meme kanseri yas, kilo (asir1 kilo veya obezite), sigara ve alkol kullanimi, uzun
menstriiasyon Oykiisii, oral kontraseptif kullanimi, menapoz sonras1 hormon kullanimi,
yaslilikta dogum gibi birgok faktor ile gelisebildigi gibi nulliparite, erken yasta menars,
gec yaslarda menopoz ve ilk tam gebeligin meme kanseri iizerinde etkili bir risk faktori
oldugu uzun yillardir bilinen bir gergektir (Barnard vd., 2015; American Cancer Society,
2011).

Meme kanseri vakalarinin %95°1 kendiliginden ortaya ¢iksa dahi aile dykiisii ve
genetik yatkinlik, meme kanseri olusum oranini etkilemektedir. Yapilan caligmalarda,
kalitsal BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlart olan kadinlarin hayatlar1 boyunca meme
kanserine yakalanma ihtimallerinin %80 oldugu tespit edilmistir (King vd., 2003; Foulkes
vd., 2003; Serova vd., 1997).



2.2.1. Meme kanseri tedavi yontemleri

Meme kanseri tedavi yontemleri, tipki diger kanser tiplerinde oldugu gibi
ameliyat, radyo terapi, hormon tedavisi, hedefe yonelik tedavi ve kemoterapiyi
icermektedir. Hangi tedavinin uygulanacagi, tiimoriin biiytkligi, yeri, hangi evrede
oldugu, hiicre dongii hizi, hormonlarin ve reseptorlerin durumu, aksiller lenf nodu ve
menapozal duruma goére ve tabii ki hastanin yasi, genel saglik durumu, hastanin da

tercihine gore belirlenmektedir (American Cancer Society. 2010).

2.2.1.1. Ameliyat

Cerrahi miidahale kanser tedavisinin genellikle ilk tercihidir. Ameliyat timoriin
biiyiikliigiine, konumuna ve evresine gore belirlenmektedir. Gogiis koruyucu cerrahi
olarak bilinen Lumpektomi, tiimoriin asgari zararla bolgeden c¢ikartilmasidir.
Lumpektomi, tiimoér boyutunun 5 cm’den kiigiik oldugu durumlarda tercih edilir ve
genellikle radyasyon kombinasyonu ile uygulanmaktadir. Bunlarin disinda bir diger
yontem ise Mastektomi’ dir. Mastektomi, tiim meme dokusunun cerrahi olarak
¢ikartilmasi igin biraz daha biiyiik tiimorlerin tedavisi i¢in kullanilmaktadir (American
Cancer Society. 2010; Veronesi vd., 2002).

2.2.1.2. Radyasyon tedavisi

Radyasyon Tedavisinin (Radyoterapi) temel ¢aligma prensibi, tiimér hiicrelerinin
yiiksek radyasyon enerjisi ile uyarilmasina dayanmaktadir. Tiimoriin boyutu eger 5
cm’den bliylikse kiiciilterek ameliyata hazirlamak ya da ameliyattan sonra kalan hiicreleri
oldiirmek i¢in kullanilabilmektedir. Daha da 6nemlisi Ostrojen reseptorii (ER) pozitif
meme kanserinde dstrojen stimiilasyonunu nleyebilmek i¢in yumurtaliklarin tahribinde
kullanilmaktadir (Ayanian ve Guadagnoli, 1996). Radyoterapi, kanserli hiicreleri
dogrudan DNA yapilarina hasar vererek ya da hiicre i¢inde serbest radikal tiretilmesini
saglayarak malign hiicreleri 61diiriir. Radyoterapinin baz1 dokularda ve deride yan etkileri
olabilmesi haricinde, oldukca etkili ve hedefe yonelik bir tedavi bi¢imidir. Yapilan
caligmalarda, radyoterapi uygulama sonrasinda, hastaligin tekrarlama riskini %70
oraninda azaltabildigi gozlemlenmistir.

Meme kanseri hiicrelerinin yaklasik olarak %75°1 artan Ostrojen reseptorii o (Erar)
seviyelerini ifade etmektedir (Dowsett, 2001).
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Bu gibi kanser vakalarinda kanser hiicrelerinin ostrojen tarafindan uyarilmasin
onlemek i¢in hormonal tedavi kullanilmaktadir. Ostrojenin yoksunlugunu giderebilmek
icin, Ostrojen reseptOriiniin tamoksifen veya raloksifen igeren ilaclar yoluyla bloke
edilmesi ya da Ostrojen sentezinin anastraloz gibi aromataz inhibitorleri yoluyla
baskilanmasiyla saglanir. ER antagonisti olan tamoksifenin, meme kanseri riskini
azaltigt ve hayatta kalma ihtimalini arttirdigi calismalarda gosterilmistir (Vogel
vd.,2006)

Yapilan ¢alismalarda bir SERM olan tamoksifenin kemoterapik ilaglarla
kombinlenmesi, postmenopoz donemindeki kadinlarda hastaliginin tekrarlama riskini
azalttig1 gozlemlenmistir. Secici dstrojen modiilatorii (SERM) raloksifenin de invazif
meme kanseri riskini %76 oraninda azalttigin1 géstermistir. Ayrica yapilan ¢alismalarda,
tamoksifen ve raloksifen kiyaslandiginda, raloksifenin daha az sitotoksisiteye sahip

oldugu saptanmistir (Vogel vd., 2010; Cummings vd., 1999).

2.2.1.3. Hedef tedavi

Hedef terapi, meme kanseri tedavilerinin yan etkilerini en aza indirgemek igin
monoklonal antikorlarin ve tirozin kinaz inhibitorlerinin kullanilmasiyla olmaktadir.
Trastuzumab (Herceptin), insan epidermal bilylime faktorii reseptorii 2 (HER2) tirozin
kinaz reseptoriine karsi hedeflenen ve istilact meme kanserlerinin yaklasik %25'inde asir1
eksprese edilen bir monoklonal antikordur (Nahta vd., 2006; Den Hollander vd., 2013).
Herceptin’e benzer olan, lapatinib (Tykerb) ve bevacizumab (Avastin) Amerikan Kanser

Toplulugu tarafindan meme kanseri tedavisinde kullanilmas1 onaylanmastir.

2.2.1.4. Kemoterapi

Anti-kanser ilaglarin kanser tedavisinde malign hiicrelerin 6ldiiriilmesini sagladigi
tedavi bi¢cimine kemoterapi denir. Kemoterapinin genel amaci, tiimdr hiicrelerinin
oldiiriilmesi, aydinlatilmasi ve tekrarlamasini etmesini dnlemektir.

Kanser tiirleri i¢in kendisine 6zgii kemoterapik ilaglar vardir. Meme kanseri
tedavisinde en c¢ok, antrasiklinler (doksorubisin, epirubisin), taksan (docetaxel,
paclitaxel), mitosaktron, vinorelbin, gibi kemoterapik ilaglar kullanilmaktadir (Gliick,
2005).



Meme kanserinin ilerlemis evrelerinde kemoterapdtikler etkinlik agisindan yeterli
degildir. Metastazi Onlemek ve malign hiicrelerin 6llim oranini arttirmak igin
bifosfonatlar gibi ek ilaglar tedavi siirecinde kullanilmaktadir (Maricic, 2006).
Kemotetopotiklerin hastalara uygulanmasi oral veya intrevendz yolla olmaktadir.
Kemoterapi tedavisi belirli dongiilerle yapilir ve iki dongili arasinda ki siire kanser
hiicrelerinin bulundugu yere, evresine gore belirlenmektedir. Anti-kanser ilaglar ya tek
baslarina (monoterapi) ya da yardimci ajanlarla kombinlenerek (kemoterapi rejimi)
verilmektedir. Kemoterapik kombinlerin uygulanmasi, anti-kanser ilaglarin etkinligini
arttirir. Kemoterapi meme kanserinde oldukea etkili bir tedavi yontemidir. Meme kanseri
hastalarinin %60°1nda tiimorlerin biiziilmesine ya da kaybolmasina neden olur.
Geleneksel kemoterapatik ajanlar disinda adjuvan ve neoadjuvan kemoterapiler de kanser
tedavisinin yararim arttirmak i¢in kullanilir. Adjuvan kemoterapi, cerrahi miidahaleden
sonra kalan hiicrelerden kurtulmak i¢in uygulanilirken, neoadjuvan tedavi ise cerrahi
olarak alinilamayan tiimorlerin boyutlarini kii¢iiltmek igin kullanilmaktadir (Spring vd.,
2016).

2.3. Kanser ve Gen iliskileri

Bir hiicrenin kanser hiicresine doniisebilmesi igin, tek bir gende ki mutasyon
yeterli degildir, birden fazla gende, birden fazla mutasyon ¢ok asamali olarak
gerekmektedir. Gen aracilifi ile kanser olusumuna araci olan ii¢ tip gen ailesi vardir.
Bunlar onkogenler, tiimor baskilayici genler, mikroRNA (miRNA) genleri olarak
bilinirler. Mutasyona neden olan bu degisimler ¢ogunlukla somatiktir sadece sonra
olusacak hiicrelere gegerken, kalitsal olarak aktarilmazlar. Fakat olusabilecek germ hatti

mutasyonlari, kalitsal veya ailesel kanser yatkinligina ¢evirebilmektedir.

Olusmus tiimor hiicreleri, genellikle transforme olmus olan hiicrelerin ikincil veya
ticiinciil genetik degisikleri sebebiyle ortaya ¢ikmig farkli bir sitogenetik yapiya sahip
klonlardir. Bu heterojenite, tiimorlerin teshis ve tedavisinde oldukga katli saglayan bir
durumdur. Ilk klon ve alt klonlarin yani sira, tiimérler, her biri farkli genetik degisikliklere
ve farklilasma durumlaria sahip bir hiicre spektrumunu olusturan progenitdr kanser
hiicrelerini de igerebilir. Yeni olusabilecek progenitor hiicreler kemoterapi, radyoterapi
gibi tedavi yontemlerine direng¢ ve duyarlilik bakimindan farklilik gdsterebilirler. Bu

sebeplerden dolay1 kanserde ilk adimlar ve genetik mutasyonlar olduk¢a dnemlidir. Bu



duruma 6rnek verecek olursak miyojenik 16semidir. ABL proto-onkogeni BCR genine
aktaran karsilikli t(9;22) kromozomal lokasyonu ile baglamistir. Fiizyon geni, arttirilmig
tirozin kinaz aktivitesine sahip bir onkojenik ABL fiizyon proteinini kodlar. Ttim 16semik
hiicreler bu kromozomal degisikligi tasir, bu yilizden asir1 tirozin kinaz aktivitesinin
inhibisyonu imatinib ile flizyon proteininin ¢ogu hastada tam remisyona neden olur. Niiks
gerceklestiginde, 16semik hiicreler genellikle ABL'de ilaca direngli hale getiren
mutasyonlar tasir (Groffen vd., 1984; Croce, 2008; Shtivelman vd., 1985; Ottmann vd.,
2002).

2.3.1. Kanser genleri (Onkogenler)
2.3.1.1. Proto-onkogenler

Proto-onkogenler, normal hiicrelerin mutasyona ugradiklarinda, kanser
hiicrelerine doniismelerini saglayan gen grubudur. Proto-onkogenlerde meydana gelen bu
mutasyonlar, doga kosullarinda olduk¢a baskindir ve proto-onkogenlerin mutasyona
ugramis hallerine ise onkogen denilmektedir. Cogunlukla bu gen grubu, hiicre
boliinmesini, biiyiimesini, siklusunu devam ettiren, farklilagsmasini 6nleyen ve hiicre
Olimiinii durduran protein gruplarini kodlarlar. Biitiin bu islemler doku ve organ
gelisiminde, onarilmasinda en O©nemli olaylardandir. Proto-onkogenler iirettikleri
proteinlerle, hiicre boliinmesi, farklilasmasi azalir ve hiicre Oliim inhibisyonunu
arttirmaktadir.  Giinimiizde 40’dan fazla insan proto-onkogeni bilinmektedir.
Onkogenler, proto-onkogenlerin ekspresyon seviyelerinin veya aktivitelerinin artmasi

durumunda ortaya ¢ikarlar. Bu artis1 saglayan genetik mekanizmalar;

Nokta mutasyonlari, proto-onkogeni aktive eden, bir gen sekansindaki sadece bir

veya birkag niikleotidi ekleyerek ya da silerek degisime neden olur.

Gen amplifikasyonu, bir proto-onkogenin ekstra kromozomal kopyalarinin

gerceklesmesi durumudur.

Kromozomal translokasyon, genin daha ¢ok ekspresyona yol agan yeni bir

kromozomal bolgeye taginmasidir.



Bu mutasyonlarin bazilari, retroviriis adi verilen viriis tipi enfeksiyonlardan da
kaynaklanabilmektedir. Radyasyon, sigara tiiketimi gibi ¢evresel toksinler de proto-

onkogenlerin mutasyonuna neden olabilmektedir (Weinstein ve Joe, 2006).

2.3.1.2. Onkogenler

Proto-onkogenler, mutasyona ugradiklarinda ve kanseri tetiklerinde onkogen
adim1 almaktadirlar. Onkogenler ilk olarak retroviriislerle yapilan c¢alismalarda, RNA

tiimdr viriislerinin enfekte hayvan hiicrelerinde DNA’ya ters-transkripsiyon yapmasiyla

fark edildi (Mahalingam vd., 2002).

Onkogenlerin isimlendirilmesi, 3 harf ve kokeninin nereden geldigine gore 6n harf
alarak yapilmaktadir. Eger bir onkogen viriis kokenliyse -v, hiicre veya kromozom

kokenli ise -c eki almaktadir.

Onkogenler alt iiriin smiflandirilmasina gore alti  gruba ayrlabilirler:
transkripsiyon faktorleri, kromatin bigim degistiriciler, biiylime faktorleri, biiylime

faktorleri reseptdrleri, sinyal doniistiiriiclileri ve apoptoz diizenleyicileri.

10



Cizelge 2.1.: Onkogenler

Biiyiime Faktorleri V-Sis, INT2, KS3, HST

Biiyiime faktorii reseptorleri Tirozin kinazlar: integral membran
proteinleri; EGFR, v-FMS, v-KIT, v-ROS, MET,
TRK, NEU, RET
Protein kinaz aktivitesi olmayan reseptorler;
MAS

Sinyal doniistiiriiciiler Sitoplazmik tirozin kinazlar; SRC, v-YES, v-

FGR, v-FES, ABL

Membran iliskili G proteinleri; HRAS, KRAS,
BRAF, GSP, GIP

GTPaz degisim faktorleri (GEF); DBL, VAV
Serin/Teronin kinazlar: Sitoplazmik

v-MOS, v-RAF, PIM-1

Sitoplazmik diizenleyiciler; v-CRK

Transkripsiyon faktorleri v-MYC, N-MYC, L-MYC, v-MYB, v-FOS, v-
JUN, v-SKI, v-REL, v-ETS-1, v-ETS-2, v-ERB
Al, v-ERB A2

Diger Onkogenler BCL-2, MDM2

2.3.2.Tiimo6r baskilayici genler

Timor baskilayicr genler ilk olarak 1969 yilinda Henry Harris ve arkadaglarinin

yayimladigi makale sayesinde tanimlanabilmistir (Harris vd., 1969).

Tiimor baskilayict genler, hiicre proliferasyonunu kontrol ederek, kanser
hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde yayilmasini engelleyen genlerdir. Bu genlerde
olusabilecek herhangi bir degisim hiicre patojenezinde 6nemli rol oynamaktadir. Timor
baskilayict genler, apoptozu tetikler, hiicre dongiisiiniin devamini saglayabilirler. En
onemli gorevlerinden birisi ise DNA replikasyon ve tamirinin dogru yapildigin1 kontrol
edebilmesidir. Tiimor baskilayic1 genlerde olusabilecek herhangi bir hasar durumunda

biiytime kontrolii ortada kalkacagindan kanser olusumuna neden olurlar (Oyouni, 2017).

p53 ve ATM (Mutant-ataxia telegiectasia) en bilinen tiimor baskilayict
genlerdendir. Meme kanserinin %?20-30’unda p53 inaktivasyonu gozlenirken, ATM

geninin meme kanserinde rastlanmasi %2-7 oranindadir.
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2.3.3. Meme kanserinde olusumunda etkili olan onkogenler

Meme kanseri hastalarinda yapilan ¢aligsmalarda, onkogenlerin dogrudan ailesel
oykiiye sahip meme kanserlerinde primer lezyonlarinda etkili olmadigi gézlemlenmistir.
Bunun aksine tiimor baskilayici genlerin ise ugradigi resesif degisimlerin primer

lezyonlarda etkili oldugu anlasilmistir (Beckman vd., 1997).

Onkogenler igerisinde meme kanseri ve saglikli hiicreleri i¢in ayiric1 6zellige
sahip bazi onkogen gruplari bulunmaktadir. Bu onkogenler ras, myc ve cerbB-2

(HER2/neu) olarak bilinmektedir (Klijin vd., 1992).

2.3.3.1. Bityiime faktorii reseptorleri
2.3.3.1.1. Epidermal biiyiime faktirii reseptorii (EGFR)

EGFR ailesi tirozin kinaz aktivitesine sahip, EGFR, HER2, HER3 ve HER4’ten
olusan hiicre membran reseptorii ailesidir. Bu ailenin tiyeleri transfosforilasyon sonucu
birbirini tetikleyerek heterodimer olusturabilirler ve diger protein gruplarinin
aktivasyonlarinda rol oynayabilirler. Epidermal biiyiime faktoriiniin (EGF) reseptore
baglanmasiyla hiicre i¢ine girer boylece hem reseptoriin hem de diger hiicre i¢inde
bulunan substratlarin otofosforilasyonunu saglayarak niikleus igerisinde ki transkripsiyon
faktorlerinin aktive olmasini saglarken, hiicreyi boliinme yoniinde uyarmaktadir. Hiicre
membranindan baslayarak niikleusa kadar devam eden bu sinyal iletim mekanizmasi
igerisinde bazi proto-onkogenler bulunmaktadir. Bu sinyal iletimi sirasinda gorev alan
proto-onkogenlerin farkli kanser durumunda mitozu indiikledigi bilinmektedir (Gelmann,
1998; Klijin vd., 1992; Dickson ve Lippman, 1997).

Hormon iligkili meme kanseri soylar1 karsilastirildiginda 6strojen reseptorii (ER)
yoklugu ve yiiksek oranda EGFR diizeyleri gbzlemlenmistir. Olusan meme kanseri
timorlerinde yliksek EGFR diizeyleri oOstrojen reseptoriinden bagimsiz olarak koti
prognozla iliskili oldugunu gostermektedir. Meme kanserine yakalanmis olan hastalarin
yaklasik olarak yarisinda EGFR’ nin agir1 iretimi saptanmistir ve amplifikasyon orani %0

-14 arasinda degismekte oldugu goézlemlenmistir (Klijin vd., 1992).
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2.3.3.1.2. CerbB-2 (HER2/Neu)

HER2/Neu, p185 olarak da bilinen bu onkogen 17. Kromozomda 12 de
bulunmaktadir. Bu genin protein iiriinii hiicre biiytimesi ve farklilagmasi gibi olaylarda
rol almaktadir. HER2/Neu onkoproteini plazma membranina yerlesmis EGRF benzeri bir
membran reseptoriidiir. HER2/Neu’nun HER 1, HER3, HER4 ile arasindaki liganda bagl
bir heterodimerizasyon cerbB-2 sinyal yolagmi aktiflestirmektedir. ~ Bu genin
amplifikasyonu veya proteinin asir1 eksprese edilmesi meme kanseri neoplastik
hiicrelerin %10-40 arasindaki degerde saptanmistir. Bu onkogenin kopya sayilarinin

yiiksek olusu tiimoriin siddeti ile dogrudan orantilidir (Perren, 1991; Kurebayashi, 2001).

2.3.3.2. Sinyal iletimi ile iligkili niikleer onkogenler

Farkli dokularda ki biiyiimeyi indiikleyici steroidlerin ve biiylime faktorlerinin
etkileri bu onkogenler tarafindan saglanmaktadir. Hiicrelerin mitojenle etkilesimlerinden
kisa siire sonra c-fos, c-myc, c-myb ve c-jun proto-onkogenleri indiiklenir. indiiklenen bu
onkogenler hiicre proliferasyonunu saglamaktadir. Progesteron ve dstrojen ile c-myc, c-
fos ve c-jun proto-onkogenlerin aktiflestirildikleri tespit edilmistir (Van Der Burg vd.,
1991).

2.3.3.2.1. c-Myc onkogeni

Kromozom 8p24 de bulunan bu gen, hiicrenin proliferasyonu, farklilagmasi ve
apoptoz ile iliskini genlerin transkripsiyonunu diizenlemekle gorevlidir. Bu genin tirlinii
bir fosfoproteindir. Bu gende meydana gelecek bir amplifikasyon, hiicre siklusunun
bozulmas1 ve p53 genine bagl yolaktan hiicrenin apoptoz siirecine girmesini saglar. Bu

genin agir1 liretimi veya mutasyona ugramasi meme kanserine neden olmaktadir (Liao ve

Dickson, 2000).

2.3.3.2.2. Ras/Raf/MEK/ERK

Ras sinyal iletiminde 6nemli role sahip G proteinleri ailesinin bir {iyesidir ve
plazma membranindaki biiyiime faktorii reseptorlerinin sitoplazmik bolgelerinde yerlesik
durumdadirlar. GTP molekiilii tarafindan aktiflesirler ve protein kinazlar ile etkilesimleri

sonucu hiicrenin mitozunu aktiflestirirler. Ras’in onkogenik bir 6zellik kazanmas1 ancak

13



nokta mutasyonu veya gen ekspresyonunun artisi ile olmaktadir. Ras aktive oldugunda
gerekli olan kaskadi baglatmaktadir. Aktive olan Ras, dnce Raf (MAPKKK), MEK
(MAPKK) ve son olarak Erk (MAPK) aktive ederek gorevini yerine getirir. Bu sinyal
yolaginin olusan tiimdrlerin %30’unda aktive oldugu saptanmistir. Ras’1n inhibisyonu bu
yolagin durdurulmasini saglayacagindan kanser olusumunu durdurmakta énemli bir role
sahiptir (Von Linting vd, 2000). Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinazlar (ERK),
mitojenle aktiflesen kinazlar (MAP) olarak da bilinirler. Bulunduklar yolak yasama,
proliferasyon, apoptoz ve embriyogenezde rol almaktadir (Crews, Alessandrini ve
Erikson, 1992).

2.3.3.3. Siklinler, siklin bagimh kinazlar ve inhibitorleri

Siklinler, siklin bagimli kinazlar (CDK) ve inhibitérleri (CDKI) hiicre siklusunun
her agsamasinda 6nemli role sahip proteinlerdir. Hiicre siklusunda gorev alan siklinler ve
siklin-CDK’larin aktive edici mutasyonlari onkogen, CDK inhibitérleri ise timor
baskilayici gen fonksiyonu gorevi taklit etmektedir. Yapilan ¢alismalarda meme kanseri
hiicrelerinin  siklin-D1 (PRAD1) ve siklin-E’nin %30 oraninda ekspresyonuna
rastlanmistir. Meme kanserinde tespit edilmis bu aileye ait bir dier gen ise kromozom
9p21°de bulunan CDK-2’dir. CDK’nin aktiflesmesi hiicrenin GO fazin1 ge¢ip dogrudan
mitoza gegisini saglamaktadir. CDK’lar siklinler tarafindan diizenlenmektedir. SiklinD1
ve SiklinE ekpresyonlarinda ki artislar hiicre siklusunun ve bunun kontroliiniin
bozulmasina sebebiyet vermektedir (Zukerberg vd., 1995; Keyomarsi vd., 1995).

CYD-1 (sitokinez defektifl) onkogeni bir¢ok meme kanserinde yiiksek oranda
eksprese etmekte ve hiicre proliferasyonunu arttirmaktadir. Bu genin hiicre siklusunu
diizenleyici bir rolii vardir. Lehn ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada CYD-1 geninin
bunlara ek olarak yiiksek seviyelerde eksprese olan meme kanserinde hiicre gogleri ile de

iliskili olduguna dair bilgiler toplanmistir (Lehn vd., 2010).

14



2.3.3.4. Steroid reseptorleri
2.3.3.4.1. Ostrojen reseptorii (ER), Progesteron reseptorii (PR)

Bu reseptorler ER ve PR gen regiilasyonlarinda rol oynamaktadirlar. ER ve PR dogrudan
onkogen veya tiimor baskilayici gen gruplarina dahil degillerdir. Fakat kanserin baslangig
ve ilerleme evrelerinde rol oynamalari sebebiyle kanser genleri olarak
diisiintilmektedirler. Meme kanseri hiicrelerinde ER pozitif oldugu durumlarda PR’ de
pozitif bulunmaktadir. Hormon bagimli meme kanseri durumlarinda ER ve PR
aktivasyonlar1 normal durumlara gore olduk¢a fazladir. Ayrica meme kanserinde
%60’dan daha fazla oranda ER pozitif olmasina ragmen hastalarin tigte biri endokrin

tedaviye cevap verememektedir (Smith ve Toft, 1993).

2.3.3.4.2. Ppary Onkogeni

Bu gen, aktivasyonu steroid hormonun baglanmasi ile diizenlenmis olan 48 insan
transkripsiyon faktoriinii, tiroid hormonlarmi, vitaminleri, lipit metabolitlerini ve
ksenobiyotikleri i¢eren niikleer reseptor olarak da bilinen steroid hormon siiper ailesinin
tiresidir (Chawla vd., 2001).

Ppary geninin, spesifik DNA sekanslarina baglanmasi niikleer reseptor ailesinin
bir diger iiresi olan retinoik X reseptorii (RXR) ile heterodimerizasyon gerektirmektedir.
Agonist ligandlarin Ppary’ya baglanmasi steroid reseptorii koaktivatdr (SRC) iiyeleri de
dahil olmak iizere, transkripsiyonel kofaktorleri ¢eken bir konformasyon degisikligini
tetiklemektedir. Ligand yoklugunda ise Ppary, niikleer reseptor koruyucusu (N-CoR)
veya SMRT (silencing mediator of retinoid and thyroid receptors) iceren transkripsiyonel
korepresor kompleksleri alarak, baglandigi genleri aktif olarak susturma yetenegine

sahiptir (McKenna ve O’Malley, 2002).

2.3.3. Meme kanserinde genetik ailesel yatkinhk genleri

Meme kanserine sebep olan bir¢cok gen bulunmasina ragmen, ailesel yatkinlik
saglayan genler sebebiyle olusan meme kanseri %5-10 oraninda bir yer tutmaktadir.
Kalitsal yatkinlikla ilgili genlerin aragtirllmasinda iki tip gen bulunmustur. Bunlarin
birincisi BRCA1 ve BRCA2’dir. Bu gen gruplarinda meydana gelebilecek germ hiicresi

mutasyonlarinda meme kanseri olusma riski %50-80 arasinda bulunmaktadir. Bun
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genlerde meydana gelebilecek herhangi bir mutasyon, ovaryum kanserinde %10, meme

kanserinde ise %7 oraninda dominant gen olarak sonraki nesillere aktarim gdstermektedir

(Polyak, 2002).

2.3.3.1. BRCA1 ve BRCAZ2 genleri

BRCAL proteini 1863, BRCA2 proteini ise 3418 aminoasitten olusan, hiicre
proliferasyonunu kontrol eden tiimdr baskilayici proteinler, DNA hasar tamiri eden
proteinler, hiicre siklusunu ve transkripsiyon diizenleyici proteinlerle baglanarak is goren
protein gruplaridir. BRCAL ve BRCA2’de meydana gelebilen mutasyonlar, bu genlerin
proteinlerinin inaktivasyonunu saglayacagi i¢in dolay1 yoldan tiimor baskilayici ve diger
onemli proteinlerin de inaktivasyonunu saglayacagi igin hiicreyi malign hiicrelere
cevirirler (Wooster vd., 1994).

Bu genlerin aktivasyonu dogrudan o&strojen ile baglantilidi. BRCAI1 geni
mutasyona ugradiginda genc¢ yasta disilerde meme kanseri riski yiikselmektedir, fakat
kolon ve prostat kanseri i¢in tasidigi risk orani1 daha diistiktiir. BRCA2 geninde meydana
gelebilecek bir mutasyon ise erkeklerde geng yastaki meme kanseri riskini arttirmaktadir

(Neuhausen ve Marshall, 1994).

2.4. Kanserde programlanmis hiicre 6liim yolaklari
2.4.1. Apoptoz, nekroz ve otofaji

Apoptoz, fizyolojik veya patolojik olabilecek programlanmis veya organize bir
hiicre oliimidir. Bu hiicre olimu sekli ile ilgili ek bilgiler bu bdliimiin kapsami
disindadir. Bir hiicre 6liimii bi¢imi olarak nekroz, hemen hemen her zaman patolojik bir

stireg ile iligkilidir (Krishna, 2017; Petek vd., 2019).

Nekroz, apoptotik hiicre oliimiiniin bir alternatifidir. Enerjiden bagimsiz tam
anlamiyla pasif olarak ger¢eklesmektedir. Fakat apoptoz ise tamamen hiicre kontroliinde
olan ve enerji harcayarak gergeklesen bir 6liim bi¢cimidir. Onkoz, karyoliz ve hiicre
sismesi, nekroza neden olan bir islemi tanimlamak i¢in kullanilirken, apoptoz, hiicre
kiiciilmesi, piyozoz ve karyoreksis ile hiicre olimiine yol agmaktadir. Bu nedenle

“onkotik hiicre 6liimii” ve “onkotik nekroz” terimleri, hiicre sismesiyle eslik eden hiicre
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6liimiinii tantmlamanin alternatifleri olarak 6nerilmistir (Majno ve Joris; 1995; Levin vd.,
1999).

Apoptoz ve nekroz her ne kadar birbirinden morfolojik ve mekanizma olarak
farkl1 olsalar dahi, benzerlik gosterdikleri ¢ok fazla konu vardir. Bundan kaynakli olarak

“apoptoz-nekroz siirekliligi” denilmektedir (Zeiss, 2003).

Hiicreler nekroz yolu ile 6ldiiklerinde, mikroskobik ve makroskobik olmak iizere
iki ana gorliniim sergilerler. Mikroskobik nekroz, ayn1 zamanda koligatif nekroz olarak
da bilinen sivilastirict nekrozdur. Olii dokunun veya hiicrenin kismi ya da tam ¢dziinmesi,
viskoz bir kiitleye donligiimii ile karakterize edilir. Mikroskobik nekrozun aksine,
makroskobik nekroz pihtilastiricidir. Hiicre 6liimiinden birkag¢ giin sonra normal nekrotik

dokunun bi¢imce korunmasi ile tanimlanabilmektedir.

Otofaji bir ¢esit programli hiicre Olimidiir, apoptozda oldugu gibi enerji
harcayarak ve hiicrenin istegi dahilinde gergeklesmekte ve evrimsel olarak oldukca
korunmus katabolik bir islemdir. Otofagozom adini alan sitoplazmanin bir kismini
velveya organelleri igeren ¢ift katli ya da daha fazla zarlara sahip vezikiiller ile morfolojik
olarak karakterize edilmektedirler. Hiicrenin otofajik 6liimiinde otofagozomlar, asidik
hidrolazlar1 igeren lizozomlar veya vakuoller ile birleserek hiicrenin kendi kendini

yemesine/sindirmesine neden olmaktadir (Ohsumi, 2014).

2.4.2. Apoptoz

Apoptoz, kelime anlami olarak Yunanca’ da ayr1 diigme anlamina gelmektedir.
Bunun esin kaynagi agaclarin yaprak dokmesidir. Agaglarin yaprak dokmesi tam
anlamiyla kendi kontrollerinde, programli bir hiicre 6liimii sayesinde gerceklesmesidir.
Yunanca’da, Apo; Ayri, Ptosis; Diisme anlamina gelmektedir. Apoptozu ilk defa
tanimlayan Avustralya’li patolog J.F.K. Kerr’dir (Kerr vd., 1972).

Programlanmis hiicre 6liimii veya apoptoz, hiicrenin kendini kontrollii bir sekilde
Oldiirme yetenegidir. Apoptoz genetik olarak diizenlenmis bir siirectir ve bir¢ok fizyolojik
ve patolojik islemin diizenlenmesinde rol oynar. Canlinin gelisimi sirasinda, ihtiyag
duyulmayan yapilar apoptoz ile giderilir. Yagam boyunca apoptoz, yasli, enfekte olmus,

hasar gormiis veya mutasyona ugramis hiicreler gibi yararsiz veya potansiyel olarak
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tehlikeli olan hiicreleri elimine eder. Apoptozun diizensizlesmesi kansere yol agabilir.
Apoptoz genel olarak hiicre biiziilmesi, hiicre zarmin kabarciklanmasi, hiicre zari
bozulmasi, hiicre pargalanmasi, iskeletinin tekrar diizenlenmesi, kromatinlerin
yogunlasmasi, DNA fragmentasyonlar1 ve parcalanmasi gibi morfolojik bozukluklara yol
acan biyokimyasal olaylar igerir. Hiicreler apoptotik siirece basladiginda organelleri ve
kendisi, makrofajlar veya komsu hiicreler tarafindan yok edilirler. Boylece inflamatuar
bir duruma sebep olmazlar. Apoptoz normal gelisim ve yaslanma sirasinda, dokulardaki
hiicre popiilasyonlarini korumak i¢in homeostatik bir mekanizma olarak ortaya cikar.
Apoptoz ayrica immiin reaksiyonlarda oldugu gibi bir savunma mekanizmasi olarak veya
hiicrelerin hastalik veya zararli ajanlar tarafindan zarar gordiigiinde de ortaya ¢ikar (Jin

ve El-Deiry, 2005; Norbury ve Hickson, 2001).

Radyasyon veya kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaglari, bazi hiicrelerde
p53 bagimhi bir yoldan apoptotik 6liime yol agabilecek DNA hasarina neden olur.
Kortikosteroidler (6rnegin timositler) gibi bazi hormonlar da apoptotik Oliime yol
acabilirler. Baz1 hiicreler apoptoza yol agan, Fas veya TNF reseptorlerini eksprese
edebilmek i¢in ligand baglama ve protein baglama yollarina gidebilmektedir. Bazi
hiicreler ise biiylime faktorii, hormon gibi yasam faktorleri ile baglantili 6liim yolaklarina
sahiptir. Hiicrenin Olimiinliin apoptoz veya nekrozdan kaynaklandigimi ayirt
edebilmemizi saglayacak iki siire¢ vardir. Hiicrelerin apoptoz veya nekroz ile oSliip
O0lmeyecegi, uyaranlarin tipi ve dereceleridir. Apoptozu indiikleyen diistik dozlardaki 1s1,
radyasyon, hipoksi ve kemoterapétikler olabilir. Ancak yiiksek dozlarda ki durumlar ise
bu durum nekroz ile sonuglanabilmektedir. Apoptozlar, uyaranlarin sonrasinda Kaspazlar
olarak adlandirilan sistein proteaz gruplarinin aktivasyonlar: ile birlikte geri doniisii
olmayan kaskada girerek nihai 6liime baglanirlar (Hirsch vd., 1997; Zeiss, 2003; Elmore,
2007).

2.4.2.1. Kaspazlar

Apoptozun gerceklesmesinde en Onemli faktorlerden biri hiicre i¢i sistein
proteazlar olan kaspazlardir. Aspartat kalintilarindan peptid baglarmi kirarlar.
Memelilerde apoptotik stirecte rol alan kaspaz -2, -3, -6, -7, -8, -9 ve -10
tanimlanabilmistir. Kaspazlar, bir prodomain, bir p20 biiyiik alt birimi ve bir p10 kiiciik

alt birimi igeren inaktif zimojenler olarak firetilip, proteolitik boliinme ile aktive
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edilmektedir. Aktif kaspazlar iki biyiik, iki kii¢iik alt grup iceren heterotetramerlerdir (Li
ve Yuan, 2008).

Apoptozun iki tane sinyal yolagi vardir. Bunlardan birincisi dis yolak (extrinsic)
olarak bilinen “Oliim reseptorii yolag1”, ikinicisi ise i¢ yolak (intrinsic) olarak bilinen

aktivasyonunu kaspazlarin sagladig “Mitokondriyal yolak™ tir.

2.4.2.2. P53 geni

P53 geni 6ncelikle sitoplazmada ve gekirdekte olmak tizere iki pS3 formu olabilir.
Cekirdekte, esas olarak hedefleriyle etkilesime girerek, diizenlenmis otofaji
modiilatériine (DRAM) ve sestrin 1 / 2 DRAM’a zarar vererek otofajiyi saglar. Bu,
makrofatofajiyi indiikkleyen bir lizozomal proteini kodlayan bir pS3 hedef genidir ve p53
ile otofaji arasindaki dogrudan baglantiy1 gdsteren, p53 kaynakli hiicre Sliimiiniin bir

efektorii oldugu bulunmustur (Lui vd., 2010).

Ayrica, hiicre DNA hasar1 olustugunda, hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurma
ve olusan hasarin tamiri icin gerekli siireyi saglayabilme 0Ozelliginde olan bir
transkripsiyon faktoriidiir. Eger bu hasar geri doniisii olmayacak bir durumda ise apoptoz
stirecini baglatmak i¢in Bax, Apaf-1 ve Fas iretimini arttirip, Bcl-2 ve Bcl-x1

inhibisyonunu saglar (Vousden, 2002).

2.4.2.3. I¢ reseptor oliim yolu (Mitokondriyal yolak)

Mitokondriyal ya da igsel yolak olarak bilinen bu yolak DNA hasar1 ya da
sitotoksik ilaglar gibi etkenler sayesinde tetiklene bilmektedir. Mitokondriyal yolagin en
onemli noktasi mitokondriyal dis zar permeabilizasyonudur (MOMP). Bu durum
sitokrom ¢ (cyt c), ikinci mitokondriyal tiirevli kaspaz aktivatorii/ IAP baglayici protein
(Smac/DIABLO), Htr2/Omi, apoptoz indiikleyici faktor ve endoniikeaz D (EndoG) gibi
mitokondriyal intermembran proteinlerinin sitozole salinimini saglar. Sitozole salinim
sonrasinda sitokrom c, adaptdr protein Apaf-1’e baglanir. dATP/ATP’nin varliginda
sitokrom c/Apaf-1 kompleks oligomerleri, ¢ekirdegi 7 tane N-terminal CARD igeren

heptamerik bir yapiya donisiir. Olusan bu kompleks Prokaspaz-9’un Apaf-1 kendi
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CARD’1 ile, Apaf-1’in CARD’1 arasinda etkilesime girmesini saglar, bu durum
Prokaspaz-9’un molekiillerini birbirine yakinlastirmaktadir. Kaspaz-9 apoptozomda
aktive olur ve apoptozun efektor kaspazlari olan kaspaz-3 ve kaspaz-7’yi aktive eder.
Saliman Smac/DIABLO ve serin proteaz Htra/Omi, IAP aracili kaspaz inhibisyonuna
ragmen, kaspaz aktivasyonunu tesvik eder. AIF ve EndoG ise kaspazdan bagimsiz hiicre

6liimiinii indiikler (Li ve Yuan, 2008; Riedl ve Salvesen, 2007; Susin vd., 1999).

2.4.2.3.1. Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 ailesi apoptozun diizenlenmesinde onemli role sahip bir onkoprotein
grubudur ve ii¢ gruba ayrilmaktadir. Bcl-2 ailesi gen gruplarinin proapoptotik ve
antiapoptotik olmasi, bir hiicrenin apoptoz siirecine girip giremeyecegini belirlemektedir.
Bu ailenin Anti-apoptotik iiyeleri; Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1, Al ve Bcl-B’dir. Bu
tiyeler mitokondriyal dis membran ile iligkilidir ve hiicreyi apoptotik uyaricilara karsi

korur.

Proapoptotik liyeler ise kendi aralarinda ikiye ayrilirlar. Bunlar Bak-benzeri
Multidomainler (BH-1, BH-3) apoptotik proteinler (Bax, Bak, Bok) ve BH3- tek
proteinleri (Bik, Bid, Bad, Puma, Noxa, Bim, Hrk, Bmf). Bu proteinler ise sitozolde
lokalize olmuslardir. Proapoptotik tiyelerin bir diger 6zelligi ise kaspazlarin Oncii
formlariyla AIF ve sitokrom-c salinimini bloklayarak apoptozu inhibe ederler (Van Delft
ve Huang, 2006).

2.4.2.3.2. Bax ve Bak aktivasyonlari

Bax ve bak proteinlerinin, apoptotik olmayan hiicrelerde aktif olmadigir ve
MOMP’yi temelde indiikledigi ve eksprese ettigi bilinmektedir. Bax ve Bak proteinleri

mitokondriyal apoptoz i¢in olmazsa olmazdir. (Kuwana ve Newmever 2003).

2.4.2.4. Dig reseptor oliim yolu (Ekstrinsik yolak)

Dis reseptor 6liim yolu yani ekstrinsik apoptotoik yol, hiicre yiizeyindeki 6lim
reseptorlerinin ligandlar1 ile birlesmesiyle aktive olur. Tiim &liim reseptorleri, timor

nekroz faktorii reseptorii (TNF-R) siiperailesine aittir. Bu siiper ailenin tyeleri, tip 1
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transmembran proteinleridir ve ligand baglanmasini tanimlayan benzer sistein
bakimindan zengin hiicre dis1 alanlar olarak karakterize edilirler. Oliim reseptdrleri,
apoptotik sinyalin iletilmesi igin gerekli olan “Oliim alan1” (DD) ad1 verilen, hiicre i¢i 80
aminoasit uzunlugunda bir bolge icermektedir. En ¢ok calisilmis olan 6liim reseptdrleri,
Fas (CD95 / Apo-1), TNFR-1, TRAIL-R1 (DR-4) ve TRAIL-R2 (DR5/Killer/TRICK2)
‘dir. Bu 6liim reseptorlerine baglanan ligandlar ise (FasL, TNF-a, TRAIL) TNF siiper
ailesine ait yapisal olarak iligkili proteinlerdir.

Bu ligandlar esas olarak tip Il transmembran proteinleri olarak ifade edilirler.
Gerektiginde bu proteinler, proteolitik olarak pargalanabilir ve ¢oziilebilirler. Ancak
¢oziinebilen ligandlarin, apoptozu indiikleme kapasitesi zara bagl ligandlara kiyasla daha

diistiktiir (Guicciardi ve Gores, 2009).
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

10, 200, 1000, 5000 pL’lik mikropipet uglar1 (Axygen, Ingiltere),

15 ve 50 mL’lik santrifijj tiipleri (Isolab, Almanya),

25 ve 75 cm?2’lik hiicre kiiltiir flasklar1 (T25 ve T75 Flasklar; Greiner bio-one, Amerika)
2 mL’lik Ependorf tiip (Greiner bio-one, Amerika),

12 kuyulu 5 mL’lik reservuarlar (Isolab, Almanya)

5 ve 10 mL lik steril enjektor (Hayat, Tiirkiye),

5-10 ve 25 mL’lik tek kullanimlik serolojik pipet (Costar, Sigma-Aldrich, Almanya),
6 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakas1 (TPP, Isvigre),

Lamel (Isolab, Almanya),

Filtre (Sartorius stedim, Almanya);

Karyotiip (2 mL) (Greiner bio-one, Amerika),

Parafilm (Pechiney, Fransa),

pH indiikator kagidi (Macherey- Nagel, Almanya),

Thoma lam1 (Marienfeld, Almanya),

NIH/3T3 hiicre hatt1 (ATCC,Amerika),

L-929 hiicre hatti (ATCC, Amerika),

MDA-MB-231 hiicre hatt1 (ATCC, Amerika),

MCF-7 hiicre hatt1 (ATCC, Amerika),

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide %98, Alfa Aesar, Almanya),

Fosfat tamponu (PBS, Sigma-Aldrich, Almanya),
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Dimetilsiilfoksit (DMSO, Sigma—Aldrich, Almanya),
Fetal Bovine Serum (FBS, Sigma-Aldrich, Almanya),

Penisilin-streptomisin Soliisyonu (10.000 U/mL Penicillin / 10 mg/mL Streptomycin,
PAN, Almanya),

Insan epidermal biiyiime fakétrii (thEGF, Promega, Amerika),
Cis-Diamineplatium(ll) dichloride (Sigma Aldrich, Amerika),
Tamoxifen (Sigma Aldrich, Amerika),

L-glutamin (Sigma-Aldrich, Almanya),

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; Sigma-Aldrich, Almanya),
Eagle’s Minimal Essential Medium (EMEM; Sigma-Aldrich, Almanya),

Phenol Red free Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Sigma-Aldrich,
Almanya),

M3 Base Medium (Incell Corporation, Amerika),

Fetal Bovine Serum, Charcoal Stripped (Capricon Scientific, Almanya)
Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM; Sigma-Aldrich, Almanya),
Hepes Buffer (Pan Biotech, Almanya),

Mem Vitamin solution (Pan biotech, Almanya),

Sodyum piriivat (Biochrom AG, Almanya),

Tripan mavisi (Biological Industries, Israil)

Tripsin-EDTA Soliisyonu (Biochrom, Almanya),

Canli Hiicre Goriintilleme Soliisyonu (Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific,
Amerika),

Annexin V-FITC/PI Apoptoz Tayin Kiti 1 (BD Biosciences, Amerika),

PE Active Caspase-3 Tayin Kiti (BD Biosciences, Amerika),
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MitoScreen (JC-1) Membran Potansiyeli Tayin Kit (BD Biosciences, Amerika),
4’-Aminoasetofenon (Sigma-Aldrich),

Aseton (Merck, Almanya),

4-(1H-1,2,4-Triazol-1-il)benzaldehit (Sigma-Aldrich, Almanya),
4-(1H-Imidazol-1-il)benzaldehit (Sigma-Aldrich, Almanya),
4-(2-Morfolinoetoksi)benzaldehit (Maybridge, Ingiltere),
4-(4-Metilpiperazin-1-il)benzaldehit (Maybridge, Ingiltere),
4-(4-Morfolino)benzaldehit (Sigma-Aldrich, Almanya),
4'-(Metilsiilfonil)asetofenon (Sigma-Aldrich, Almanya),
4-(Piperidin-1-il)benzaldehit (Maybridge, Ingiltere),
4-[2-(Dimetilamino)etoksi]benzaldehit (Maybridge, Ingiltre),
4-[3-(Dimetilamino)propoksi]benzaldehit (Sigma-Aldrich, Almanya),
Absolii etanol (J.T. Baker, Hollanda),

Dimetil siilfoksit-de (DMSO-ds) (Merck, Almanya),

Sodyum hidroksit (Sigma-Aldrich, Almanya),

Etanol (Merck, Almanya),

Etilasetat (Sigma-Aldrich, Almanya),
3-Hidroksi-4-metoksibenzaldehit (Sigma-Aldrich, Almanya),
Kloroasetilkloriir (Sigma-Aldrich, Almanya),

Kloroform (Merck, Almanya),

p-Toluensiilfonil kloriir (Sigma-Aldrich, Almanya),

Hidrazin hidrat (Sigma-Aldrich, Almanya),

Etil piperazinoasetat (Sigma-Aldrich, Almanya),
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Metanol (Merck, Almanya),

Potasyum karbonat (Sigma-Aldrich, Almanya),
Petrol eteri (Sigma-Aldrich, Almanya),
Sodyum bikarbonat (Sigma-Aldrich, Almanya),

Trietilamin (Sigma-Aldrich, Almanya),

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Inverted mikroskop (Leica, Almanya),

Mulltimod Mikroplaka Okuyucu HTX Synergy AFL (ELISA Reader, BioTek, Amerika),
Mulltimod Mikroplaka Okuyucu Goriintiileme Sistemi (Cytation 5, BioTek, Amerika),
Akis sitometri cihazi (BD, FACS Aria I Cell Sorter, Amerika),

Stratagene Mx3005P RT PCR Isil Dongii Cihazi (Agilent Technologies, Amerika),
Laminar Flow kabin (Mars Scanlaf, Labogene ApS, Danimarka),

HeraSafe KS Molekiiler Biyoloji Laminar Kabin (Thermo, Kanada),

Masaiistii sogutmali santrifiij (Hettich Lab Teknoloji, Almanya),

Derin dondurucu buzdolabi (Nuaire, Amerika),

Steril CO2 inkiibatorii (Panasonic, Japonya),

Sterilizator (Heraeus, Almanya),

Su banyosu (Niive, Tiirkiye),

S1v1 azot tanki (Taylor Wharton, Amerika)

Hassas terazi (Mettler Toledo, Amerika),

Otoklav (Eryigit A.S. Tiirkiye),

Orbital calkalayic1 (Heidolph, Almanya)

Sarjli pipetor (Starlab, Almanya),
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Farkli hacimlerde otomatik mikropipetler (Thermo, FinnPet, Kanada),
Vorteks (Heidolph, Almanya),

Distile Su Cihaz1 (Sartorius Stedim, Almanya),

Ultrasonik Su Banyosu (BD, ProbeTecET, Amerika),

Mr. Frosty (Nalgene, Amerika),

Erime Derecesi Cihazi: MP90 digital melting point apparatus (Mettler Toledo,

Columbus, Amerika),

1H-NMR: Bruker 300 MHz FT-NMR Spektrometre (Bruker Bioscience, Billerica, MA,
Amerika),

13C-NMR: Bruker 75 MHz FT-NMR Spektrometre (Bruker Bioscience, Billerica, MA,
Amerika),

Kiitle Spektrometresi (MS): Shimadzu LCMS-IT-TOF system (Shimadzu, Tokyo, Japan),
Elemental analiz cihazi (PerkinElmer, Amerika Birlesik Devletleri),

Erime derecesi tayin cihazi (Mettler-Toledo MP90, Amerika Birlesik Devletleri),
Hassas terazi (Mettler-Toledo,Amerika Birlesik Devletleri),

Magnetik tabanli 1sitict karistirict (Heidolph, Almanya),
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3.2. Metodlar
3.2.1. Salkon Tiirevlerinin Genel Sentez Yontemi

Esdeger miktar 4'-(metilsiilfonil)asetofenon ve aromatik aldehit, %40’ luk sodyum
hidroksit ¢ozeltisi varliginda etanol icinde 24 saat oda sicakliginda karistirilir ve
buzdolabinda 24 saat bekletilir. Karisim buzlu su i¢ine dokiiliir. Coken madde siiziilerek
alinir, su ile yikanir ve kurutulur. Sekil 3.1°de gosterildigi gibi, Elde edilen madde uygun

¢Ozicii ile saflastirilir.
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Sekil 3.1. Salkon tiirevli bilesiklerin sentez semasi (i) Ar-CHO, %40 ’luk NaOH ¢ézeltisi, etanol, oda

sicakligi, 24 saat
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Sekil 3.2. Sonug bilesiklerinin sentez semasi
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Cizelge 3.1. Salkon tiirevi bilesiklerinin verimleri ve erime noktalari

Bilesik R Verim (%) Erime Noktas1 (°C)
3 Morfolinil 85 202-203
4 Piperidinil 79 245-246
5 4-Metilpiperazin-1-il 81 198-199
6 1H-Imidazol-1-il 87 209-210
7 1H-1,2,4-Triazol-1-il 86 230-231
8 2-(Dimetilamino)etoksi 83 212-214
9 3-(Dimetilamino)propoksi 80 194-197
10 2-Morfolinoetoksi 77 197-198

3.1.1.2. Salkon Tiirevi Bilesiklere ait Spektroskopik Verilerin Degerlendirilmesi

1-(4-(Metilsiilfonil)fenil)-3-(4-morfolinofenil)prop-2-en-1-on (3)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 3.28 (t, J= 4.8 Hz, 4H), 3.32 (s, 3H), 3.73 (t, J= 4.8 Hz,
4H), 6.99 (d, J= 9.2 Hz, 2H), 7.71 (d, J= 5.2 Hz, 2H), 7.76 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 8.08 (d,
J=8.0 Hz, 2H), 8.31 (d, J= 8.4 Hz, 2H).

Elementel analiz : C20H21NO4S igin
Hesaplanan : C,64.67; H, 5.70; N, 3.77.
Bulunan : C,64.64; H,5.72; N, 3.78.

1-(4-(Metilsiilfonil)fenil)-3-(4-(piperidin-1-il)fenil)prop-2-en-1-on (4)

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 1.57 (brs, 6H), 3.28-3.33 (m, 7H), 6.51 (d, J= 8.4 Hz,
1H), 6.61 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 7.05 (t, J= 8.0 Hz, 8.8 Hz, 2H), 7.29 (d, J= 8.4 Hz, 1H),
7.56 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 7.62-7.69 (m, 2H), 7.82 (d, J= 8.4 Hz, 1H).

Elementel analiz : C21H23NOsS igin
Hesaplanan : C, 68.27; H, 6.27; N, 3.79.
Bulunan : C, 68.28; H, 6.25; N, 3.81.
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3-(4-(4-Metilpiperazin-1-il)fenil)-1-(4-(metilsiilfonil) fenil)prop-2-en-1-on (5)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 2.21 (s, 3H), 2.43 (t, J= 4.98 Hz, 4H), 3.30 (s, 3H), 3.35
(t, J=4.98 Hz, 4H), 6.98 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.71-7.72 (m, 2H), 7.74 (d, J= 8.8 Hz, 2H),
8.08 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 8.31 (d, J= 8.4 Hz, 2H).

Elementel analiz : C21H24N2038 i¢in
Hesaplanan : C, 65.60; H, 6.29; N, 7.29.
Bulunan : C, 65.63; H, 6.28; N, 7.27.

3-(4-(1H-Imidazol-1-il)fenil)-1-(4-(metilsiilfonil)fenil)prop-2-en-1-on (6)
IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 3.34 (s, 3H), 7.19 (d, J= 7.6 Hz, 1H), 7.24 (d, J= 8.4
Hz, 1H), 7.33-7.73 (m, 9H), 7.84 (d, J= 8.4 Hz, 2H).

Elementel analiz : C19H16N203S igin
Hesaplanan : C, 64.76; H, 4.58; N, 7.95.
Bulunan : C,64.74; H, 4.59; N, 7.96.

3-(4-(1H-1,2,4-Triazol-1-il)fenil)-1-(4-(metilsiilfonil)fenil)prop-2-en-1-on (7)
'H NMR (400 MHz, DMSO-de): 3.36 (s, 3H), 7.46-7.74 (m, 6H), 7.85 (d, J= 7.6 Hz, 2H),
8.06-8.14 (m, 2H), 8.98 (s, 1H), 9.10 (s, 1H).

Elementel analiz : C18H15N303S i¢in
Hesaplanan : C,61.18; H, 4.28; N, 11.89.
Bulunan : C, 61.15; H, 4.29; N, 11.91.

3-(4-(2-(Dimetilamino)etoksi)fenil)-1-(4- (metilsiilfonil) fenil)prop-2-en-1-on (8)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 2.88 (s, 6H), 3.34 (s, 3H), 3.55 (t, J= 4.56 Hz, 4.80 Hz,
2H), 4.38 (t, J= 4.53 Hz, 4.83 Hz, 2H), 6.64 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.14-7.33 (m, 2H), 7.43-
7.66 (m, 4H), 7.82 (d, J= 8.0 Hz, 2H).

Elementel analiz : C20H23NO4S igin
Hesaplanan : C,64.32; H, 6.21; N, 3.75.
Bulunan : C,64.34; H, 6.20; N, 3.73.
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3-(4-(3-(Dimetilamino)propoksi)fenil)-1-(4-(metilsiilfonil) fenil) prop-2-en-1-on (9)

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 1.99-2.08 (m, 2H), 2.88 (s, 6H), 2.91-2.95 (m, 2H), 3.31
(s, 3H), 4.05-4.08 (m, 2H), 6.67 (d, J= 7.6 Hz, 2H), 7.22-7.24 (m, 2H), 7.47-7.75 (m,
4H), 7.84 (d, J= 8.0 Hz, 2H).

Elementel analiz - C21H2sNO4S igin
Hesaplanan : C, 65.09; H, 6.50; N, 3.61.
Bulunan : C, 65.05; H, 6.52; N, 3.63.

3-(4-(2-Morfolinoetoksi)fenil)-1-(4-(metilsiilfonil)fenil)prop-2-en-1-on (10)

'H NMR (400 MHz, DMSO-de): 2.36-2.38 (m, 4H), 2.76 (t, J= 5.60, 6.00 Hz, 2H), 3.31
(s, 3H), 3.56 (t, J= 4.80 Hz, 4H), 4.13 (t, J= 6.00 Hz, 2H), 6.69 (d, J= 7.6 Hz, 2H), 7.24
(d, J=8.0 Hz, 2H), 7.47-7.73 (m, 4H), 7.84 (d, J= 8.0 Hz, 2H).

Elementel analiz : C22H2sNOsS igin
Hesaplanan : C, 63.60; H, 6.06; N, 3.37.
Bulunan : C, 63.63; H, 6.04; N, 3.36.

3.3. Kullanilan Maddelerin Hazirlanmasi
3.3.1. Sentezlenen bilesiklerin Hazirlanmasi

Sentezlenen bilesikler kendi molekiiler agirliklarina gore hesaplanip ana stok
konsantrasyonu 40 mg/mL olacak sekilde tartildiktan sonra 500 pL DMSO iginde
¢Ozdiiriiliip ana stok olarak hazirlanmistir. Bu ana stoklardan ¢alismalarda kullanilmak
icin 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125 ve 3.90625 ng/mL konsantrasyonlari
hazirlanmistir. Konsantrasyonlarda en yiiksek DMSO oram1 %0,1 olarak sekilde

ayarlanmistir. Her analiz i¢in bu adimlar tekrarlanip taze ana stoklar elde edilmistir.

3.3.2. Sisplatinin Hazirlanmasi

Toz halinde Acros Organics’ten alinan sisplatin, deneylerde pozitif kontrollerden
biri olarak kullanilmistir. Analizler i¢cin 20 mg tartilarak 500 pL DMSO iginde
¢Ozdiiriilerek ana stok olarak hazirlanmustir. 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125

ve 3.90625 pug/mL konsantrasyonlart hazirlanmistir. Konsantrasyonlarda en yiiksek
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DMSO oran1 %0,1 olarak sekilde ayarlanmistir. Her analiz i¢in bu adimlar tekrarlanip

taze ana stoklar elde edilmistir.

3.3.3. Tamoksifenin Hazirlanmasi

Toz halinde Acros Organics’ten alinan tamoksifen, deneylerde pozitif
kontrollerden biri olarak kullanilmistir. Analizler i¢in 20 mg tartilarak 500 uL DMSO
i¢inde ¢Ozdiiriilerek ana stok olarak hazirlanmistir. 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625,
7.8125 ve 3.90625 pg/mL konsantrasyonlart hazirlanmistir. Konsantrasyonlarda en
yiiksek DMSO orant %0,1 olarak sekilde ayarlanmigtir. Her analiz i¢in bu adimlar

tekrarlanip taze ana stoklar elde edilmistir.

3.4. Deneylerde Kullamilan Hiicreler
3.4.1. insan meme karsinoma epitel hiicre hatti (MCF-7)

Calismalarda kullanilan MCF-7 hiicre hatti American Type Collection (ATCC)
kurulusundan CRL-3435™ Ticari kodu ile satn alinmistir. MCF-7 hiicre hatt1 insan 69
yasinda Kafkasyali bir kadindan alinmig Ostrojen reseptorii pozitif bir hiicre hattidir.

Hiicreler tek tabakali, yapiskan ve kiiltiir flasklarinda ¢ogalabilmektedir.

Hiicre hatlar1 ATCC’nin o6nerdigi sekilde, %10 fotal sigir serumu, %l
penisilin/streptomisin, iceren DMEM besiyerinde, %5 oraninda CO2 ve %92 bagil nem
icinde 37°C inkiibatorde kiiltiir ortaminda c¢ogaltilmistir. 2-3 giinde bir besi yeri

degistirilerek yenilenmistir.
3.4.2. Insan meme adenokarsinoma epitel hiicre hatti (MDA-MB-231)

Calismalarda kullanilan MDA-MB-231 hiicre hatti American Type Collection
(ATCC) kurulusundan CRM-HTB-26™ ticari koduyla satin alinmistir. MDA-MB-231

hiicre hatt1 51 yasinda Kaftkasyali bir kadindan alinmis, 6strojen reseptorii negatif olan bir

hiicre hattidir. Hiicreler tek tabakali yapiskan ve kiiltiir flasklarinda ¢cogalabilmektedir.

Hiicre hatlar1 ATCC’nin o6nerdigi sekilde, %10 fotal sigir serumu, %l

penisilin/streptomisin, iceren DMEM besiyerinde, %5 oraninda CO2 ve %92 bagil nem
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icinde 37°C inkiibatorde kiiltiir ortaminda g¢ogaltilmistir. 2-3 giinde bir besi yeri

degistirilerek yenilenmistir.

3.4.3. Normal fare fibroblast hiicre hatti (I.-929)

Calismalarda kullanilan L-929 hiicre hattt American Type Collection (ATCC)
kurulusundan CCL-1" ticari koduyla alinmis saglikli hiicre hattidir. L-929 hiicre hatti,

100 giinliik erkek fareden alinmis, toksisite deneyleri i¢in kullanilan bir hiicre hattidir.

Hiicreler tek tabakali yapigkan ve kiiltiir flasklarinda ¢ogalabilmektedir. Hiicre
hatlar1 ATCC’nin 6nerdigi sekilde, %10 at serumu, %1 penisilin/streptomisin, igeren
EMEM besiyerinde, %5 oraninda CO2 ve %92 bagil nem i¢inde 37°C inkiibatorde kiiltiir

ortaminda ¢ogaltilmistir. 2-3 gilinde bir besi yeri degistirilerek yenilenmistir.

3.4.4. Normal fare embriyo fibroblast hiicre hatti (NIH/3T3)

Calismalarda kullanilan NIH/3T3 hiicre hatt1 American Type Collection (ATCC)
kurulusundan CRL-1658" ticari koduyla alinmis saglikli hiicre hattidir. NIH/3T3 hiicre

hatti, disi fareden alinmais, toksisite deneyleri i¢in kullanilan embriyo hiicre hattidir.

Hiicreler tek tabakali yapiskan ve kiiltiir flasklarinda ¢ogalabilmektedir. Hiicre
hatlari1 ATCC’nin 6nerdigi sekilde, %10 at serumu, %1 penisilin/streptomisin, i¢eren
EMEM besiyerinde, %5 oraninda CO2 ve %92 bagil nem i¢inde 37°C inkiibatorde kiiltiir

ortaminda ¢ogaltilmistir. 2-3 giinde bir besi yeri degistirilerek yenilenmistir.

3.5. Hiicrelerin Kiiltiire edilmesi ve Deneye Hazirhk
3.5.1. Materyal Sterilizasyonu

Deneyler steril ve tek kullanimlik malzemelerle yapilmistir. Deneylerde
kullanilan cam ve metal malzemeler aliiminyum folyo ile tamamen saril1 olarak kuru hava

sterilizatoriinde 180°C de 2 saat, sivi soliisyonlar i¢in 121°C, 1.5 atmosferlik basing
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altinda otoklavda 20 dakika arindirma iglemi ile gergeklestirilmistir. Otoklavlanamayacak

stvilar ise 0,22 mikronluk filtreler ile steril edilmistir.

3.5.2. Hiicrelerin Stoklanmasi ve Pasajlanmasi

Calismalarda kullanilan MCF-7, MDA-MB-231, L-929 ve NIH/3T3 hiicre hatlari,
ilgili besiyerleri igerisinde 100l DMSO eklenerek 2mL hacimli viallere koyulmus ve
vialler Mr. Frosty igerisinde -86°C bir gece bekletildikten sonra sivi azot tankina (-196°C)

alinarak daha sonra kullanilmak tizere stok edilmistir.

Calismada kullanilacak hiicreler s1v1 azot tankinda alinarak 1200 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilerek stok yapimi sirasinda eklenen DMSO uzaklastirilmistir. Hiicre hatlar
ilgili besi yerlerinde inkiibatérde ¢ogaltilmistir. Besi yerleri 2-3 giinde diizenli olarak
tazelenmistir. Kiiltiir flasklar1 %70 doluluk oranma ulastiginda alt kiltiire alinarak

cogalmasi saglanmistir.

3.5.3. Hiicre hatlar1 sayim

Deneyler i¢in kiiltiirii yapilan hiicre hatlar1 1x PBS (phosphate salin buffer) ile
ikiser kez yikanmistir. Kiiltiir flasklarinin boyutu ve hiicrelerin yogunluguna bagli olarak
0,5-1 mL Tripsin-EDTA soliisyonu eklenmis ve inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin
flaskin yiizeyi ile olan baglantisinin kesilmesi beklenmistir. Tripsin-EDTA inhibisyonunu
saglayabilmek i¢in flasklara SmL ilgili besi yeri eklenip, hiicreler 15mL’lik falkon tiiplere
almarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda, silipernatant
dokiilerek, kalan pellete 1 mL uygun besiyeri eklenerek pipetleme yardimiyla homojenize
edilmistir. Yapilan biitiin deneylerden 6nce hiicreler sayilarak hesaplanmistir. Hiicre
sayimi igin tripan mavisi soliisyonundan bire bir oraninda karistirilarak Thoma laminda

sayim yapilmistir. Sayim i¢in asagida ki formiil kullanilmistir.

Toplam hiicre sayis1=16 biiyiik karedeki hiicre sayisi x 10,000 x diliisyon sayist
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3.6. Sitotoksisite Belirleme Testleri
3.6.1. MTT yontemi ile hiicre sitotoksisitelerinin belirlenmesi

Hiicrelerin toksisite ve canliliginin belirlenmesi birgok test ile yapilabilmektedir.
Calisma sirasinda MTT analizi yapilmistir. MTT analizi ilk defa Mossman tarafindan
1983 yilinda yapilarak tanimlanmig bir analiz olmustur. MTT (3-4,5-dimethylthiaol-2)-
2,-bdiphenyl tetrazolium bromide) sar1 renkli 1s1maya duyarli bir boyadir. Calisma
presnsibi saglikli hiicrelerde mitokondriyal siiksinik dehidrojenazin MTT tetrazolyum
tuzunun formazan kristallerine doniismesine dayanmaktadir. Olusan formazan kristalleri
DMSO igerisinde ¢ozdiriilerek plaka okuyabilen spektrofotometride okutularak
formazan kristali miktar1 belirlenir. Mitokondri fonksiyonu bozulmus olan hiicreler 6lii

kabul edilerek, canlilik miktar1 belirlenir (Mossman,1983).
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Sekil 3.3. MTT molekiiliiniin mitokondriyal rediiktaz analiz sonunda formazan kristaline déniisiimii.

3.6.2. Yontemin uygulanmasi

Deneylerde kullanilan sentez maddeler ve pozitif kontroller olan sisplatin,
tamoksifenin in vitro sitotoksisiteleri MTT analizi belirlenmistir. Flasklarda inkiibator
icerisinde kiiltiire edilen hiicreler, 96 kuyucuklu plakalara, kuyucuk basi 5x10° sayida
olacak sekilde sayilip 200uL besi yeri i¢erisinde kuyucuklara ekimi yapilmis ve 24 saatlik

inkiibasyona birakilarak bir gece beklenmistir. Bekleme sonunda hiicrelerin besi yerleri
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degistirilerek tizerlerine 100 pL yeni besi konulmustur. Hiicrelere vermeden dnce laminar
kabin igerisinde ayarlanan sentez madde ve pozitif kontrollerin konsantrasyonlar1 500,
250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125 ve 3.90625 ug/mL olarak kuyucuklara 100 pL
olarak uygulanmustir. Plakalar inkiibatorde 24-48 saat siiresince bekletilerek okumaya
hazir hale gelmistir. Okuma yapma oncesinde 1xPBS igerisinde 5 mg/mL olacak sekilde
MTT tozu eklenerek soliisyon hazirlanmistir. Boya eklenen plakalar 2-4 saat siiresince
inkiibatorde bekletilmistir. Bekleme sonunda besiyeri uzaklastirilarak, formazan
kristallerinin ¢6ziilebilmesi i¢in 100 uL. DMSO eklenmistir. Plakalarin 151k gdrmesini
engellemek i¢in aliiminyum folyo ile sarilarak oda sicakliginda orbital calkalayic ile
slispanse edilmistir. Plakalar igslem sonunda 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik

mikroplaka okuyucuda okunmustur.

3.6.3. Inhibisyon konsrantrasyonlariin belirlenmesi

Spektrofotometrinin saglamis oldugu absorbans degerleri hiicre canliligi olarak

kabul edilmektedir. Hesaplama islemi asagida verildigi gibidir.
% Canlilik = ornegin absorbans degeri / Kontroliin absorbans degeri x100 (3.1)

Hesaplama sonuglarima gore hiicre popiilasyonun %50 sinin inhibisyonunu
saglayan konsantrasyon ICso ve %50 inhibisyonun yarisini saglayan ICsoz degerleri
belirlenmistir. Bulunan konsantrasyonlar apoptoz belirleme ve gen aktivasyon /

inhibisyon deneylerinde kullanilmistir.

3.7. Akis Sitometrisi Cihazi ile yapilan deneyler
3.7.1. Annexin V-FITC/PI yontemi ile apoptotik etkilerin belirlenmesi

Annexin V-FITC/PI yonteminin g¢alisma mekanizmasi, apoptotik hiicrelerin,
fosfodiesterlerinin ve DNA ya da RNA’larinda meydana gelen bozulmalara/degisimlere
dayanmaktadir. Saglikli hiicrelerde fosfotidil serinler (PS), hiicre membranin ig
kisimlarinda lokalize olmus durumdadirlar. Bir hiicrenin apoptotik siirece girmesi ile bu
PS’ler i¢ membrandan dis membrana dogru mobilize olmaktadir. Bu yer degistirme

sirasinda membranin biitiinligli bozulmadig1 i¢cin bu evreye erken apoptotik evde
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denilmektedir. Propidyum iyodiir (PI) ise membran biitiinliigli bozulmus olan hiicrelerin
icine girip DNA ya da RNA ya baglanarak kirmizi renkte floresan veren bir boyadir.
Hiicre zarinda translokasyon meydana gelmemis olan ve hiicre membraninda herhangi
bir bozulma olmayan hiicrelerin ise PI gegirgenligi yoktur. Yalnizca olen ya da
membraninda hasarli olan hiicrelerin i¢cine gegebilen PI, ge¢ apoptoz veya nekroz

asamasinda ki hiicreleri goriintiilemis olur (Van England vd., 1998).

3.7.1.1. Yontemin uygulanmasi

Deney prosediirti, kit {ireticisinin belirledigi sekilde ilerlemistir. MDA-MB-231
ve MCF-7 hiicre hatlar1 6 kuyucuklu plakalara, kuyucuk basina 3x10° sayida 2mL
besiyerinde ekilmistir ve 24 saat inkiibasyona birakmustir. Inkiibasyon sonunda 2mL’lik
besiyerleri degistirilerek taze besiyerleri eklenmistir. MTT sonucu belirlenen 1Cso ve
ICs0/2 konsantrasyonlart 2mL besiyerindeki hiicrelere uygulanmistir. 24 ve 48 saatlik
etkilerini gorebilmek icin plakalar inkiibasyona birakmustir. Inkiibasyon sonrasinda
hiicreler ortamlariyla beraber toplanarak akis sitometrisi tiiplerine (flow) konularak 1200
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Sonrasinda soguk 1xPBS ile iki kez yikanarak
santrifiij edilmistir. Kitin icerisinde bulunan 10 x Assay Buffer (AB) distile su ile 1x
olarak hazirlanmistir. Her tiipe 100 pL assay buffer eklenerek nazikge pipetlenmistir.
Sonrasinda 5 pL Annexin V, 5 pL PI eklenerek hiicreler oda sicakliginda 15 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Bekleme sonunda tiiplere 400 uL hazirlanmis olan 1x Assay
buffer eklenerek akis sitometrisi cihazinda okumasi saglamis, erken/ge¢ apoptotik ve

nekrotik hiicre miktarlar1 pozitif kontrollere gore hesaplanmigtir.

3.7.2.JC-1 boyama ile hiicrelerin mitokondriyal membran aktivitesinin belirlenmesi

Mitokondriyal solunum zincirindeki oksidasyon reaksiyonlari sirasinda bir enerji
salinmaktadir ve bu salian enerji mitokondriyal membran boyunca bir elektrokimyasal
gradyan olarak depolanmaktadir. Bu elektrokimyasal gradyan, A¥Wm olarak ifade
edilmektedir. A¥m’nin ¢oktiigii durumlar genellikle erken apoptotik siiregte meydana
gelmektedir. Yapilan bazi ¢alismalarda apoptozun ilk basamaklarindan birisinin

mitokondrinin depolarizasyonu oldugu bildirilmis ve hatta sitokrom-C salinim1 olmazsa
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olmaz bir kosul oldugu iddia edilmistir. AYm degisiklikleri sadece apoptotik degil

nekrotik siiregte de meydana geldigi bilinmektedir.

Akis sitometrisi hemen tiim hiicrelerde A¥Ym analizinde tercih edilen bir tekniktir.
Lipofilik ve katyonik florokromar AWm problari olarak kullanilir; hiicrelere penetre olur
ve floresam1 AWm’y1r yansitmaktadir. JC-1 (5,5°, 6,6’-tetrakloro-1,1°, 3.,3’-
tetraetilbenziidazolkarbosiyanin iyodid), A¥m’nin durumunu degerlendirmek igin
kullanilan lipofilik bir florokromdur. JC-1’in floresan emisyon spektrumu, JC-1
konsantrasyonuna bagli olarak A¥m’nin durumuna gore belirlenmektedir. JC-1 agregat
veya monomer seklinde, her biri emisyon spektrumuna sahip farkli duruma sahiptir.
Diisiik boya konsantrasyonlarda agregatlar olugsmaktadir. JC-1’nin agregat ve monomer
seklinde her iki formu da akis sitometsinde FL-1 (yesil) kanalinda 6lgiilen spektrumun en
sonunda yesil floresan seklinde goriilmektedir. Canli hiicreler JC-1 boyasi ile inkiibe
edildiginde, JC-1 hiicrelerin plazma membranina monomerler olarak niifuz eder. JC-1’in
mitokondriye alinmast AWm tarafindan kontrol edilmektedir. Normal, saglikli
mitokondrinin A¥Ym’si polarizedir ve JC-1 boyle mitokondriler tarafindan hizla
alinmaktadir. Bu alim JC-1 boyasinin konsantrasyonun gradyantini arttirmakta ve
mitokondride agregat (J-agregatlari) olusumuna yol agmaktadir. Agregatlar, ¢ogu akim
sitometrisine FL-2 (Kirmiz1) kanalinda 6l¢iiliir (Kuo vd., 2008; Reers vd., 1995)

3.7.2.1. Yontemin uygulanmasi

Mitokondriyal membranin biitiinliigiiniin tespiti i¢in kullanilan bu yontem kit
prosediiriiniin belirledigi sekilde ve MCF-7, MDA-MB-231 hiicre hatlar i¢in yapilmistir.
6 kuyucuklu plakalara 2 mL besi yeri icinde 3x10° sayida ekilerek 24 saatlik inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda besiyerleri tazelenerek MTT analizleri ile belirlenen
ICs0 Ve 1Cs02 dozlar1 2mL iginde ki hiicrelere uygulanarak 24 ve 48 saatlik inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyonlar sonrasinda hiicreler kaldirilarak eski besiyerleriyle birlikte
akis sitometri tliplerine aktarilmistir. Hiicreler oda sicakliginda iki kez soguk 1 x PBS ile
yikanarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ustte kalan siipernatant
uzaklastirilarak, kalan pellete kit iceriginde bulunan Assay buffer (AB) icerisinde
hazirlanan JC-1boyasindan her bir tiipiine 0.5 mL eklenerek nazikge pipetlenmistir. 15

dakika inkiibatorde bekletilen hiicreler, sonrasinda 6nce 2’ser mL, daha sonra 1’er mL
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calisma sollisyonu ile 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij ile yikanarak siipernatant
uzaklagtinnlmigtir. Yikama sonrasinda tliplere 0.5 mL calisma soliisyonu eklenerek
nazikce pipetlenmis ve akis sitometrisi cihazinda analiz edilip, elde edilen sonuglar pozitif

kontrollere gore hesaplanmistir.

3.7.3. Kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptotik etkilerin belirlenmesi

Prokaspaz 3, apoptoz sirasinda boliinme ile aktive olan bir proenzimdir. Elde
edilen enzim kaspaz 3 ve 7’nin biitlin substratlar1 (DEVDase) i¢in ortak olan bir DEVD
sekansinin ikinci aspartatindan sonra birka¢ hedef proteini pargalayabilir. Aktiflesmis
olan kaspaz-3 apoptoz olayinda ortak bir efektér oldugundan, akis sitometrisinde

apoptotik hiicrelerin saptanmasinda énemli bir belirtegtir (Belloc vd., 2000).

3.7.3.1. Yontemin uygulanmasti

Kaspaz-3 aktivitesini belirlemek icin kullanilan yontem, kit prosediiriiniin
belirttigi sekilde MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda yapilmistir. 6 kuyucuklu
plakalara 2 mL besi yeri iginde 3x10° sayida ekilerek 24 saatlik inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonrasinda besiyerleri tazelenerek MTT analizleri ile belirlenen ICso Ve ICsor
dozlar1 2mL i¢inde ki hiicrelere uygulanarak 24 ve 48 saatlik inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonlar sonrasinda hiicreler kaldirilarak eski besiyerleriyle birlikte akis sitometri
tiiplerine aktarilmigtir. Tiipler ikiser kez soguk 1x PBS ile yikanmis ve her yikama
sonrasinda 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip siipernatant uzaklastirilmistir. Kit
iceriginde bulunan Cytofix/Cytoperm soliisyonundan her tiipe 0.5 mL konularak 20
dakika buz iizerinde bekletilmistir. Bekleme sonunda santrifiij edilip siipernatant
uzaklagtirllmigtir. Distile su ile 1 x haline getirilen Perm/Wash tampon ¢6zeltisinden
tiiplere 0.5 mL eklenerek 2 kez yikanmistir. Oncesinde 100 pL 1 x Perm/Wash soliisyonu
igerisine 20 uL antibody eklenerek hazirlanmis olan ¢ézeltiden tiiplere eklenmis ve
hiicreler 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
hiicrelere 0,5 mL 1 x Perm/Wash tampon ¢ozeltisi eklenerek akis sitometri cihazinda

kaspaz-3 aktivitesi analiz edilmistir.
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3.8. RT- PCR (Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu) Y ontemi ile PPAR-,
Bcl-2, Bax, CYD1, cMYC, ERK, pERK Genlerinin ifadelerinin (ekspresyon)

Belirlenmesi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), basitg¢e in vitro kosullarda belirlenmis olan
DNA pargasinin enzimatik yollarla kopyalanmasi ve ¢ogaltilmasi yontemidir. Bu teknik
ilk defa 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan uygulanmis ve gelistirilmistir, kendisine
1993 y1li Nobel Kimya Odiiliinii kazandirmistir. Molekiiler biyoloji teknikleri igerisinde
en sik kullanilan yontemlerden biridir. Bu teknikte secilen DNA dizisi cogaltilirken diger
diziler baskilanir. Boylece istenilen DNA dizisinin tanimlanmasi kolaylasir. Cogaltilacak
olan hedef DNA dizisini i¢eren kalip DNA tamamlayicisi olan sekilde tasarlanmig olan
oligoniikleotid primerler, sicakliga karsi Taq polimeraz enzimleri baslica en Snemli

bilesenlerdir. PCR {iriinlerinin analizi ile 3 ¢esit bilgiye ulasilabilmektedir.

1. Hedef DNA dizisinin varliginin ve tasidig1 varyasyonun belirlenmesi,
2. Baslangi¢ materyali olarak kullanilan DNA veya RNA miktarlarinin
belirlenmesi i¢in ¢ogaltilmig PCR iiriin miktarinin belirlenebilmesi,

3. Dizi analizi.
Ayrica PCR 3 temel basamaktan olugmaktadir.

1. Denatiirasyon (94°C-98°C / 15 saniye): DNA sarmalinin yiiksek sicakliklarda
birbirinden ayrilmasi basamagi.

2. Annealing (hibridizasyon) (37°C-65°C / 30 saniye): Sentezlenen
oligoniikleotid primerlerin istenilen bolgeye baglanmasi.

3. Ekstensiyon (uzama) (72°C / 1,5 saniye): Mg iyonlar1 varliginda sicakligin
yukselmesiyle Taq DNA polimeraz primerleri uzatir ve yeni DNA zinciri

sentezlenir.

PCR iiriin miktar1 bu 3 basamagin tekrar sayisina baghdir. ilk Basamakta yiiksek
sicakliklara ¢gikma sebebi DNA’nin sarmal yapisini koruyan niikleotidler arasi hidrojen
baglarmin birbirinden kopmas: ve denatiirasyona ugramasidir. ikinci basamakta sicaklik
distiriiliir, bu sayede Taq polimeraz enziminin DNA molekiiliinii tamamlayici
primerleriyle (oligoniikleotidler) birlesmesi saglanir. Primerlerin baglanmasi ile olusan
ikinci ipligin olusumu Taq polimerazin d-NTP (niikleotid trifosfatlar)’ler kullanilarak

uzamasi ile devam eder. Bu evre polimerizasyon evresidir. Primerler uzatilir ve
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primerlerin arasinda kalan bolge temizlenir. DNA tekrar denatiire edilir, yeni primerler
baglanir ve DNA sentezi tekrar devam eder. Her dongiide DNA fragmenti miktar1 2 katina
cikmaktadir. Ayrica ortamda Mg** iyonu kofaktor olarak goérev yapmaktadir, eksikliginde

hatal1 eslesmeler olabilmektedir.

PCR analizlerinden Once primer tasarimi yapilmalidir. Hedeflenen bdlgenin
cogaltilmasi i¢in oraya 6zgiin primerler tasarlanmalidir. Ortalama primerin boyutu 18-22
baz ciftinden olugmaktadir. Diisiik baz ¢iftine sahip primer 6zgiinliigii azaltirken, yiiksek

sayida baz ¢iftinden olusan primerlerin DNA’ya baglanmasi zorlasir.

Reverse-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR), hiicrelerden izole
edilen RNA molekiillerinin retro-viriisten izole edilen Reverse transkriptaz enzimi
yardimi sayesinde komplementer DNA (cDNA) sentezinin gergeklesmesi sonucu, gen

ekspresyon analizlerinin yapildigi bir yontemdir.

PCR’nin 5 onemli bilesenler olusmaktadir. Bunar: Kalip DNA, DNA

polimerazlar, Primerler, ANTP karigimi, tamponlar ve Magnezyum.

3.8.1. RNA izolasyonu

PCR analizi 6ncesi yapilacak ilk adim RNA izolasyonudur. MCF-7 ve MDA-MB-

231 hiicre hatlar1 bu asamada kullanilmustir.

Kontrol grubu olarak tamoksifen veya sentezlenen bilesiklerin uygulanmadigi
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlariin flasklar1 se¢ilmistir. Deney grubu olarak
sectigimiz MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 gruplarina ise MTT analizi sonuglarina
gore belirledigimiz ICso dozlart uygulanip ardindan 24 saatlik inkiibasyona birakilmaistir.

RNA izolasyonu kit protokoliine yapilmistir.

Hiicreler flasklardan 6nce Trypsin-EDTA yardimiyla tutunduklar yiizeyden
kaldirtlmigtir, trypsinin inhibisyonunu besiyeri ekleyerek saglanmistir. Hiicreler 15
mL’lik tiiplere konularak santrifiij edilmis slipernatant dokiilmiistiir. Sonrasinda PBS ile

yikanmistir.
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Hiicreler mikrosantrifiij tiiplerine 1x10° olacak sekilde boliinmiistiir. Tiipler
4°C’de 2000 rpm’de santrifiij edilip slipernatant dokiilmiis ve igerisinde Sul.’den fazla
PBS kalmamasina dikkat edilmistir.

100 pL Script RT-PCR numune hazirlama reaktifi (Sitoplazmik RNA’nin
izolasyon ve stabilizasyonu i¢in liziz tamponu) eklenmistir. Ardindan 30 saniye

vortekslenmistir.

15.000 rcf’de 2 dakika santrifiij edilmis ve pellete dokunulmadan siipernatant
dikkatlice toplanmuistir.

PCR analizi Bio-Rad’in IQ™ SYBR® Green Supremix veya IQ™ siipermix’inde
verilen talimatlarina gore gergeklestirilmistir. Islemler igin deney olarak kullandigimiz
hiicre hatlarimiza uygun Housekeeping gen olan GADPH se¢ilmistir ve uygun primerler

kullanilmustir.

Cizelge 3.2. RT-PCR analizi primerleri

Gen sembolil Sekanslar Primer Uriin  uzunlugu
(bp)

Ppar-gamma CACAAGAACAGATCCAGTGGTTGCAG Forward 101
AATAATAAGGTGGAGATGCAGGCTCC Reverse

Bcl-2 ATGTGTGTGGAGAGCGTCAACC Forward 196
TGAGCAGAGTCTTCAGAGACAGCC Reverse

Bax AGCAAACTGGTGCTCAAGG Forward 93
GCTCAGGCAGGTGAATCG Reverse

CYD1 AATGACCCCGCACGATTT Forward 134
GATTGGAAATGAACTTCACATCT Reverse

MYC TCGGTGGTCTTCCCCTACC Forward 358
CTGCGTAGTTGTGCTGATGT Reverse

Mapk1l (ERK) TGTGGAGCAGTATTACGACCC Forward 134
CTGGCTGGAATCTAGCAGTCT Reverse

pERK CGGAACCAGACGATGAGACA Forward 127
ACATCCAAATCCCACTGCTT Reverse
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Kendi hiicre hatlarimizin analiz sonucunda etkin RNA miktarin1 gérmek icin
sonuglar degerlendirilmis ve IScript RT-qPCR numune hazirlama reaktifi tarafindan
islenebilecek maksimum hiicre konsantrasyonunu belirlemek i¢in hiicre konsantrasyonun

loguna kars1 Plot Ct degerleri olarak ¢izilmistir.

3.8.2. Komplementer DNA (c-DNA) sentezi

RT-PCR analizi i¢in MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarindan izole edilen
RNA’lardan hem kontrol grubu i¢in hem de deney gruplarinin analizleri i¢in c-DNA

sentezlenmistir. c-DNA sentezleri kit protokoliine uygun yapilmistir.
2 uL’lik niikleaz igermeyen (DNA/RNA Free) tiipler kullanilmistir.

Deney grubu olarak ayrilan tiiplerin igerisine 4puL, 5x IScript reaksiyon karisimi,
1 pL IScript reverse transkriptaz, 7.5 pL RNA templati (1 ug RNA) ve 7.5 pL niikleaz
icermeyen su (DNA/RNA Free water) eklenmistir. Toplam hacim 20 pL’ye

tamamlanmustir.

Daha sonrasinda 6rnekler PCR cihazina yerlestirilmis ve 25°C’de 5 dakika,
42°C’de 30 dakika, 85°C’de 5 dakika ve 4°C’de sonsuz olarak termal profil olusturulmus
ve PCR baslatilmistir.

Analiz sonunda ise tiipler gergek zamanli kantitatif PCR” da kullanilmak tizere

20°C’de muhafaza edilmistir.

3.8.3. Supermix, Tagman prob ve primerlerin hazirlanmasi

Hazirlama ve sulandirma islemleri supermix, Tagman prob ve primerlerin
protokollerine gore yapilmistir. Supermix hazirlanirken liyofilize pellet seklinde olan
tipe 1 mL sulandirma ¢d6zeltisi eklenmis ve vortekslenerek 2x supermix ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Kullanilana kadar -20°C’de saklanmustir. RT-PCR sirasinda ise ekte
bulunan primerler final konsantrasyondan 0,5 uM (pmol/uL) olacak sekilde ayarlanarak

caligma tamamlanmaistir.
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3.8.4. Ger¢cek zamanh kantitatif PCR analizi

RT-PCR analizi Bio-RAD SsoAdvancedTM Universal SYBR® Green Supermix
kit kontroliine gore gerceklestirilmistir. Buradaki SsoAdvancedTM Universal SYBR®
Green Supermix, gercek zamanli herhangi bir PCR cihazinda boya bazli ger¢ek zamanli
PCR i¢in optimize edilmis, 2x konsantre, kullanima hazir bir reaksiyon supermix’idir.
Antikor aracili sicak baslangi¢ Sso7d fiizyon polimeraz, ANTP’ler MgCl>, SYBR® Green

I boya, arttiricilar, stabilizatorler ve pasif referans boyalarinin bir karigimini igerir.

Cizelge 3.3. RT-PCR bilesenleri

Bilesen 20 uL reaksiyon bagina hacim Final konsantrasyon
SsoAdvancedTM Universal 10 pL 1x

SYBR® Green Supermix (2x)

Forward ve Reverse Primerler 1 uL 0,5 uM (pmol/uL)
DNA template 7,5 uL 100 ng-100 fg
Niikleaz-Free H,0O 1,5 uL -

Total reaksiyon hacmi 20 uL -

SsoAdvancedTM Universal SYBR® Green Supermix ve diger dondurulmusg
reaksiyon bilesenlerini oda sicakligina getirilir ve iyice karistirilir, tiiplin dibinde kalan
cozeltileri toplamak icin kisa siire santrifiijlenir, muhafaza edilirken 1siktan korunur ve

buz tizerinde saklanir.

Cizelge 3.3.’teki bilgilere gére DNA sablonu harig tiim gerekli bilesenleri eklenir,
tim qPCR reaksiyonlar1 i¢in (buz lizerinde veya oda sicakliginda) yeterli reaksiyon

karigimi hazirlanir.

Homojenligi saglamak ve her bir qPCR tiipline veya bir qPCR plakasinin
oyuklarina esit kisimlar dagitmak icin reaksiyon karigimi iyice karistirilir. Biitiin bu

islemler sirasinda iyi pipetleme gerekmektedir.
Tiiplere veya kuyucuklara DNA numuneleri ve DNA-Free H>O eklenmistir.

Kuyucuklarin oldugu plaka veya tiipler optik olarak gecirgen bir filmle kapatilir

ve reaksiyon bilesimlerinin karismasini saglamak i¢in 30 saniye vortekslenir. Hava
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kabarcig1 kalmamasi ve reaksiyon karisimini kap altindan toplamak i¢in tiipler ve plaka

donduruliir.

qPCR tiiplerini veya plakasini RT-PCR’a yiikledikten sonra cihazin PCR

protokolii baglatilir veri analizi yapilir.

3.9. E-Screen Metodu ile Ostrojenik Aktivitenin Belirlenmesi

E-Screen testi, Soto ve arkadaglarmin gelistirdigi 1995 yilindaki makalelerinde
detaylica anlatilan, Ostrojene kars1 aktif olan antagonist ya da agonisti olan bilesiklerin,
Ostrojen reseptdrii pozitif meme kanseri hiicre hattt MCF-7’nin proliferasyon gosterip
gostermedigini aydinlatan bir analizdir. Bu analizle strojen kaynakli meme kanseri artis
gozlemlenebilmektedir (Soto vd., 1995)

E-Screen analizinin temel ¢alisma prensibi, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
bulunan dstrojen reseptoriine, test edilen bilesiklerin baglanmasina dayalidir. Bilesiklerin
baglanmasi Ostrojenik aktivite gostergesi olarak kabul edilmistir. Soule ve arkadaslar
tarafindan yayimlanan makaleye gore MCF-7 hiicre hiicrelerinin yiiksek oranda 17p-
estradiol reseptorii icerdigi saptanmistir. Bu reseptoriin ligandi ise Ostrojenik bir steroid

hormon olan 6stratioldiir (E2) (Brooks vd., 1973).

Soto ve arkadaslar1 E-Screen metodunu gelistirdiklerinde, analiz 24 kuyucuklu
plakalarda yapilmaktaydi. Ama sonrasinda yapilan ¢alismalarda 24 ve 96 kuyucuklu
plakalarda yapilan karsilagtirmali deneylerde, 6nemli bir fark goriilmemistir (Rasmussen
ve Nielsen, 2002).

Ostrojenlerin ve ksenorojenlerin biyolojik etkileri, dstrojen reseptorii tarafindan
hiicrelere alnmaktadir. Ostrojen reseptdrleri (ER), biiyiik niikleer reseptor ailesine

aittirler, baglanma sonrasinda ise hedeflenen genlerin transkripsiyonunu indiiklerler.
Ostrojen reseptdrler form olarak iki izoforma sahiptirler. Bunlar ERa ve ERp’ dir.

ERa uterusta, Ostrojen reseptorii ligandinin baglandigi bolgelerde varlik
gostermektedir. Meme kanseri vakalarinda ekspresyonundaki artig bilinmektedir. ER ise
insan viicudunda hipotalamus merkezi, hipofiz bezi ve prostatta bulunmaktadir. Yine

ERP’nin meme kanseri durumlarinda oldugu bilinmektedir.
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3.9.1. E-Screen analizi sirasinda kullamlacak soliisyonlarin hazirlanmasi

Analiz sirasinda kullanilacak fenol-kirmizi icermeyen RPMI igerisine %10 aktif
komiir-dekstran fotal sigir serumu %1 MEM-NEAA, %1 sodyum piriivat, %1 L-
Glutamin ve %1 HEPES eklenmistir.

Trikoloroasetik asit i¢in, 25 g TCA 250 mL distile su i¢inde ¢ozdiriilmiistiir.

Asetik asit i¢in, 990 mL distile su igerisine 10 mL asetik asit eklenerek %1 lik

asetik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Sulforadamin B boyasi i¢in, 1 g SRB, 250 mL %1’lik asetik ¢ozeltisine eklenerek

alliminyuma sarilarak hazirlanmistir.

Tris-Baz ¢ozeltisi i¢in, 0,3028 g Tris-baz tartilarak 250 mL distile su igerisinde

¢cozdiiriilmiistiir. pH derecesi 10.7° ye gbre ayarlanmistir.

Anastok 17-B ostradiol igin, 5,4 mg tartilarak 5 mL etanol igerisinde
¢Ozdiriilmiistiir. Plakalara verilmeden Once besiyeri igerisinde diliie edilerek ve doz

aralig1 belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak ise 107 kullanilmustir (Uslu D.,2011).

3.9.2. E-Screen yonteminin uygulanisi

Soto ve arkadaslarinin gelistirdigi yontemle beraber, Rasmussen ve arkadaslarinin
gelistirdigi yontem ornek olarak deneylere devam edilmistir (Soto vd., 1995; Rasmussen
ve Nielsen, 2002).

E-Screen analizi igin 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125 ve 3.90625 ug/mL
konsantrasyonlar1 doz araligi olarak belirlenip plakalara verilmistir. Tamoksifenin
Ostrojen reseptori ile iligkisi oldugu bilindigi i¢in bilesiklerimiz 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10

ile beraber plakalara uygulanmustir.

Kiiltiire edilen MCF-7 hiicreleri ikiser kez 1xPBS ile yikanarak tripsin-EDTA ile
yiizeyden kaldirilmaya hazir hale getirilmistir. Kaldiran hiicreler 15 ml hacimli deney
tiiplerine konularak 1200 rpm’de santriflij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant

dokiiliip. Hiicre pelletine fenol-kirmizi igeren besi yeri konularak pipetlenmistir.
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Stispansiyon halinde ki hiicreler sayilarak 96 kuyucuklu plakada kuyucuk basi
6x10° hiicre olacak sekilde ekilip ve bir gece plakalar inkiibasyona birakilmislardir.

Bir gecelik inkiibasyonun sonunda hiicreler doz verilmek iizere tekrar isleme

alinmustir.

96 kuyucuklu plakalardan, bir giin oncesinde konulmus olan fenol-kirmizili

DMEM tamamen uzaklagtirilmistir.

Sonrasinda %1 MEM-NEAA, %]1 sodyum piriivat, %1 L-glutamin, %1 HEPES
ve hazir alinan %10 aktif komiir-dekstran FBS eklenmis fenol-kirmizi igermeyen RPMI

kuyucuklara eklenerek devam edilmistir.

Plakalarda 6 negatif (CD-RPMI, %1 etanol), 6 pozitif (CD-RPMI, 101 M
Estradiol) kontrol i¢in yer birakilmistir. Ve bu kuyucuklara uygulanmislardir.

Test edilen bilesiklerin hem o&strojenik hem de anti-Gstrojenik etkilerinin

belirlenebilmesi i¢in 8’er doz ve 3’er tekrarli olarak plakalara uygulanmaigtir.

Bilesiklerin dstrojenik etkilerinin belirlenebilmesi i¢in kuyucuklara 150 uL fenol-
kirmizi bulundurmayan RPMI ile hazirlanmis besiyeri ve 50 pL bilesiklerin belirlenen

dozlar1 verilmistir.

Bilesiklerin anti-Ostrojenik etkilerinin belirlenmesi i¢in ise kuyucuklara 100 pL
fenol-kirmizisiz hazirlanmig besiyeri, 50 pL belirlenmis doz ve 50 pL 1072° M olarak

hazirlanmig standart 6stradiol soliisyonu eklenmistir.
Uygulamalar sonunda plakalar 144 saatlik inkiibasyona birakilmislardir.

144  saatlik inkiibasyon sonunda plakalardaki besiyerleri hiicrelerden

uzaklastirmistir.

Plakalar, o6lii hiicre kalintilarinin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in oda sicaklifinda

bekletilmis PBS ile 100 pL kuyucuklara eklenerek yikanmistir.

Yikama sonrasi hiicreleri yiizeye sabitlemek icin buz listlinde devam edilmistir.
Kuyucuklara 100 pL, %10’luk trikloroasetik asit (TCA) eklenerek +4°C’de 30 dakika
bekletilmistir.
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Bekleme sonrasinda TCA’y1 plaklardan uzaklagtirmak i¢in 5 kere musluk suyu ile

dikkatlice yikanip iyice kurtulmustur.

Plakalarin kurudugundan emin olduktan sonra hiicrelere %1°lik asetik asit

cozeltisinde hazirlanan %4 liikk SRB boyasi1 eklenerek boyanmustir.

Boyama sonrasinda hiicreler 20 dakika folyo ile sarilarak karanlik ortamda

inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki fazla TCA boyasmi uzaklastirmak igin

plakalar boya ortamdan uzaklasincaya kadar %1°lik asetik asit ile yikanip, kurulanmistir.

Plakalar tamamen kuruduktan sonra 100 pL 10mM’lik 10.7 pH derecesine sahip

Tris-Baz ¢ozeltisi eklenmistir.

Cozelti eklenen plakalar 30 dakika bekletilip, boya tamamen ¢oziildiikten sonra

ise mikroplaka okuyucuda 492 nm’ de OD (optik densite) degerleri igin okutulmustur.
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3.9.3.0ptik densite degerlerinin belirlenmesi

Tris-SRB ¢ozeltisinin olusturmus oldugu absorbans degeri, kuyucuklardaki hiicre
sayisiyla direkt olarak ilgilendirilmistir. Proliferatif etki (PE), ostradiol ve test edilen
diger bilesiklerinin analizde ki en yiiksek hiicre sayisiyla oranlanmasidir (Korner W vd.,
1999)

Proliferatif etki (PE) = maksimum hiicre sayisi (test maddesi) / hiicre sayisi (negatif kontrol) (3.2)

Ostrojenik aktivite “Rolatif (bagil) proliferatif etki (RPE)” ve “Ostradiol
esdegerlik faktorii (EEF)” hesaplanarak belirlenmektedir. RPE hesaplarken 6stradiol ile
test maddesi kiyaslanmaktadir. Bu hesaplamaya gére maddenin kismi ya da tam agonist
oldugu hesaplanmaktadir. Test maddesinin dstrojenik aktivitesi hesaplarken; RPE<%20
ise diisiil Ostrojenik aktivite, %20<RPE<%80 ise kismi agonist, RPE>%80 ise tam
kimyasal agonist olarak adlandirilmaktadir. EEF ise E2’nin ECso degeri ile test
maddelerinin ECso degerleri arasindaki oran ile hesaplanabilmektedir (Vanparys vd.,
2006).

RPE%= [PE (test maddesi)-1/ PE (E2) -1]x100 (3.3.)

EEF=ECso(E2) / ECsp (test maddesi) (3.4.)

3.10. In Silicio Molekiiler Docking Calismalari

Molekiiler Docking, prensip olarak hedef protein veya reseptdr ligandlarinin
baglanma potansiyellerini kesfetmemize yarayan bir yontemdir. Kiigiik molekiillerin, X
isinlart  kristalografisi veya niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi
kullanilarak yapisi belirlenebilmesinden dolayi, molekiiler docking yontemi yeni ilag
kesiflerinde kullanilan giderek yayginlagsan giivenilir bir yontem haline gelmistir.
Homolojik olarak modellenen hedefler, yapilar1 bilinmeyen proteinlere de baglanma

gosterip gosteremeyecegi bu yontem ile miimkiin olmustur.

Molekiiler Docking programlari, ligand konformasyonlarinin minimum enerjiye
yakinsama saglanana kadar tekrarli bir sekilde degerlendirme sagladig: bir algoritmaya

sahiptir. Son olarak, olast muhtemel pozisyonlari siralar. Ve bu pozisyonlari elektrostatik
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ve Van Der Waals bag enerjilerinin toplami olarak siralayabilmek i¢in afinite skorlama

fonksiyonu AG (kcal/mol cinsinden U toplami) kullanmaktadir (Pagalada vd., 2017).

3.10.1. Molekiiler docking yonteminin uygulanisi

Yapilan deney sonuglarina goére uygun bilesikler Schrodinger’s Maestro
molekiiler docking programinin “ligand hazirlama” modiiliinde Optimize Potansiyel Sivi
Simiilasyonlar1 (OPLS 2005) araciligiyla fizyolojik pH’da enerji minimizasyonu ile
hazirlanmistir.  Ostrojen reseptér o’nmn, kompleks X-1sin1  kristal yapis1 PDB
sunucusundan alinmistir (PDB Kod: 4Q50) (Fanning vd., 2016).

Secili kodlu reseptor docking analizleri i¢in Schrodinger yaziliminin “protein
hazirlama” modiilinde optimize edilmistir. Molekiiler docking ¢aligmalarinda,
ligandlarin topolojilerinin tahmini i¢in bu reseptdriin substrat baglanma bdlgesinde
Glide/XP docking protokolleri uygulanmistir (Schrodinger Release 2016-2: Schrodinger,
LLC, New York, NY, USA).
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4. SONUCLAR VE BULGULAR
4.1. MTT Analizi Sonuclar:

4.1.1. Tamoksifen, sisplatin ve sentezlenmis salkon tiirevli bilesiklerin MDA-MB-

231 meme kanseri (6strojen negatif) hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkileri

MDA-MB-231 hiicre hatlarina tamoksifen, sisplatin ve sentezlenen bilesikler 500,
250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125 ve 3.90625 pg/mL konsantrasyon araliginda
uygulanarak, hiicreler 24 ve 48 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
hiicreler MTT boyast ile boyanarak tekrar 3 saatlik inkiibasyona birakilmis ve ELISA
Reader cihazinda 540 nm dalga boyunda okumasi yapilmistir. Hesaplamalar kontrol
canliligin1 %100 kabul edilerek, her kuyucuk i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir. Tamoksifen,
sisplatin ve sentez bilesiklerin 24 ve 48 saatlik etkilerinin 1Cso ve 1Cso2 degerleri
Microsoft Excel programinda grafiksel olarak hesaplanmistir. Deneyler 3’er kuyucuklu
ve tekrarli olarak yapilmis, pozitif kontrol olarak tamoksifen ve sisplatin kullanilmistir.

Cizelge 4.1°de MTT analiz sonuglar1 gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Tamoksifen, sisplatin ve sentez bilesiklerinin MDA-MB-231 hiicre hattindaki 24. Ve 48.

Saatlerdeki I1Cs0 konsantrasyon degerleri.

Uygulanan bilesik ve pozitif MDA-MB-231 hiicre hatti 24. MDA-MB-231 hiicre hatt1 48.

kontroller saat 1Cso degerleri saat 1Cso degerleri
Tamoksifen 2,03+0,66 pg/mL 0,98+0,11 pg/mL
Sisplatin 29,53+1,49 pg/mL 15,33+1,57 pg/mL
Bilesik 3 21,33+0,57 ug/mL 19,33+1,15 pug/mL
Bilesik 4 56,66+4,16 pg/mL 12,33+2,3 pg/mL
Bilesik 5 19,66+3,51 pg/mL 27,33+£2,51 pg/mL
Bilesik 6 198,33+12,58 ug/mL 4,7+£0,28 pg/mL
Bilesik 7 292,5+3,53 pg/mL <3,9 pg/mL
Bilesik 8 5,33+1,44 pg/mL 3,66+1,52 pg/mL
Bilesik 9 >500 pg/mL >500 pg/mL
Bilesik 10 >500 pg/mL >500 pg/mL
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4.1.2. Tamoksifen, sisplatin ve sentezlenmis salkon tiirevli bilesiklerin MCF-7 meme

kanseri (0strojen reseptorii pozitif) hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkileri

MCF-7 hiicre hatlarina tamoksifen, sisplatin ve sentezlenen bilesikler 500, 250,
125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125 ve 3.90625ug/mL konsantrasyon araliginda
uygulanarak, hiicreler 24 ve 48 saatlik inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda
hiicreler MTT boyasi ile boyanarak tekrar 3 saatlik inkiibasyona birakilmis ve ELISA
Reader cihazinda 540 nm dalga boyunda okumasi yapilmistir. Hesaplamalar kontrol
canliligin1 %100 kabul edilerek, her kuyucuk igin ayri ayri yapilmistir. Tamoksifen,
sisplatin ve sentez bilesiklerin 24 ve 48 saatlik etkilerinin 1Cso ve 1Cso2 degerleri
Microsoft Excel programinda grafiksel olarak hesaplanmistir. Deneyler 3’er kuyucuklu
ve tekrarli olarak yapilmis, pozitif kontrol olarak tamoksifen ve sisplatin kullanilmistir.

Cizelge 4.2. de MTT sonuglart gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Tamoksifen, sisplatin ve sentez bilesiklerinin MCF-7 hiicre hattindaki 24. Ve 48. Saatlerdeki

I1Cso konsantrasyon degerleri.

Uygulanan bilesik ve pozitif MCF-7 hiicre hatti 24. saat MCF-7 hiicre hatti 48. saat

kontroller 1Cso degerleri I1Cso degerleri
Tamoksifen 5,12+0,82 ug/mL <3,9 pg/mL
Sisplatin 11,41+1,15 pg/mL <3,9 pg/mL
Bilesik 3 9,5842,17 pg/mL <3,9 ng/mL
Bilesik 4 60,57+2,5 ng/mL <3,9 ng/mL
Bilesik 5 50,32+5,11 pg/mL <3,9 ng/mL
Bilesik 6 >500 pg/mL <3,9 ng/mL
Bilesik 7 12,67+2,88 ng/mL <3,9 ug/mL
Bilesik 8 85,97+6,42 pg/mL <3,9 ug/mL
Bilesik 9 4,13+0,63 ng/mL <3,9 pg/mL
Bilesik 10 12,32+1,15 pg/mL <3,9 ng/mL
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4.1.3. Sentezlenmis salkon tiirevli bilesiklerin L-929 saghkl hiicre hatt1 iizerindeki
sitotoksik etkileri

L-929 hiicre hatlarina sentezlenen bilesikler 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625,
7.8125, ve 3.90625 ng/mL konsantrasyon araliinda uygulanarak, hiicreler 24 ve 48
saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler MTT boyas: ile
boyanarak tekrar 3 saatlik inkiibasyona birakilmis ve ELISA Reader cihazinda 540 nm
dalga boyunda okumasi yapilmistir. Hesaplamalar kontrol canliligimi %100 kabul
edilerek, her kuyucuk i¢in ayri ayr1 yapilmistir. Tamoksifen, sisplatin ve sentez
bilesiklerin 24 ve 48 saatlik etkilerinin 1Cso ve 1Cso degerleri Microsoft Excel
programinda grafiksel olarak hesaplanmistir. Deneyler 3’er kuyucuklu ve tekrarl olarak
yapilmis, pozitif kontrol olarak tamoksifen ve sisplatin kullanilmistir. Cizelge 4.3.’de

MTT sonuglar1 gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Sentez bilesiklerinin L-929 hiicre hattindaki 24. Ve 48. Saatlerdeki 1Csy konsantrasyon

Degerleri.

Uygulanan bilesikler L-929 hiicre hatti 24. saat ICso  L-929 hiicre hatt1 48. saat ICso
degerleri degerleri

Bilesik 3 196,66+2,88 pg/mL 53,66+3,51 pg/mL
Bilesik 4 >500 pg/mL >500 pg/mL
Bilesik 5 207,5£10,6 pg/mL 187,66+3,05 pg/mL
Bilesik 6 >500 pg/mL 85,5+6,36 ng/mL
Bilesik 7 >500 pg/mL >500 pg/mL
Bilesik 8 48,334+4,04 pg/mL 5,85+1,62 ug/mL
Bilesik 9 49,66+4,5 pg/mL 45,33+5,68 pg/mL
Bilesik 10 19,3340,58 pg/mL 4,75+0,63 pg/mL

52



4.1.4. Sentezlenmis salkon tiirevli bilesiklerin NIH/3T3 saghkh hiicre hatti

uizerindeki sitotoksik etkileri

NIH/3T3 hiicre hatlarina sentezlenen bilesikler 500, 250, 125, 62.5,31.25, 15.625,
7.8125, ve 3.90625 pg/mL konsantrasyon araliginda uygulanarak, hiicreler 24 ve 48
saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler MTT boyas: ile
boyanarak tekrar 3 saatlik inkiibasyona birakilmig ve ELISA Reader cihazinda 540 nm
dalga boyunda okumasi yapilmigtir. Hesaplamalar kontrol canliligmi %100 kabul
edilerek, her kuyucuk i¢in ayri ayr1 yapilmistir. Tamoksifen, sisplatin ve sentez
bilesiklerin 24 ve 48 saatlik etkilerinin ICsp ve 1Cso2 degerleri Microsoft Excel
programinda grafiksel olarak hesaplanmistir. Deneyler 3’er kuyucuklu ve tekrarli olarak
yapilmis, pozitif kontrol olarak tamoksifen ve sisplatin kullanilmistir. Cizelge 4.4°de

MTT sonuglar1 gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Sentez bilesiklerinin NIH/3T3 hiicre hattindaki 24. Ve 48. Saatlerdeki 1Csp konsantrasyon

degerleri.

Uygulanan bilesikler NIH/3T3 hiicre hatt1 24. saat NIH/3T3 hiicre hatti 48. saat
ICso degerleri ICso degerleri

Bilesik 3 185+9,89 ug/mL 5,56+0,49 nug/mL
Bilesik 4 99,542,12 ug/mL 15,5+0,7 pg/mL
Bilesik 5 4,86+0,32 pg/mL <3,9 pg/mL
Bilesik 6 <3,9 pg/mL <3,9 pg/mL
Bilesik 7 407,5+17,67 ng/mL 5,83+0,28 ug/mL
Bilesik 8 6,16+0,75 ng/mL 14,334+0,57 pg/mL
Bilesik 9 424424 pg/mL 6,75+0,35 ug/mL
Bilesik 10 115,54+6,36 pg/mL <3,9 pg/mL
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4.1.5. MDA-MB-231 hiicre hattinin L-929 hiicre hattina gore selektivite indeksi

Bilesiklerin MTT analiz sonuglarina gore selektivite indeksi belirlenmektedir.
Bunu belirlemek i¢in saglikli hiicre ile yapilan deneyin ICso degeri, kanserli hiicrenin ICsg

degerine boliinerek yapilir. Selektivite indeksi igin 24. Saat 1Csp degerleri alinmistir.

Cizelge 4.5. 24. Saat 1Cso degerlerine gore MDA-MB-231 hiicre hatlarinin L-929 hiicrelerine gore
Selektivite indeksi. (Selektivite indeksi (S.I) =Saglikli hiicre ICso degeri / Kanserli hiicre ICsg
degeri)

Hiicreler Bilesik3 Bilesik 4 Bilesik 5 Bilesik 6 Bilesik 7 Bilesik 8 Bilesik 9 Bilesik
1Cso 1Cso I1Cso 1Cso 1Cso 1Cso 1Cso 10 1Cso
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

L-929 196,66 >500 207,5 >500 >500 48,33 49,66 19,33

MDA- 21,33 56,66 19,66 198,33 292,5 5,33 >500 >500
MB-231
S.1. 9,21 >8,82 10,55 >2,52 >1,71 9,06 0,09 0,03

4.1.6. MCF-7 hiicre hattinin L-929 hiicre hattina gore selektivite indeksi

Bilesiklerin MTT analiz sonuglarina gore selektivite indeksi belirlenmektedir.
Bunu belirlemek i¢in saglikli hiicre ile yapilan deneyin ICso degeri, kanserli hiicrenin ICso

degerine boliinerek yapilir. Selektivite indeksi i¢in 24. Saat ICso degerleri alinmistir.

Cizelge 4.6. 24. Saat |Cso degerlerine gore MCF-7 hiicre hatlarinmin L-929 hiicrelerine gore selektivite
indeksi. (Selektivite indeksi (S.I) =Saglikl hiicre ICso degeri / Kanserli hiicre ICso degeri)

Hiicreler Bilesik 3 Bilesik 4 Bilesik 5 Bilesik 6 Bilesik 7 Bilesik 8 Bilesik 9 Bilesik
1Cso I1Cso I1Cso I1Cso I1Cso 1Cso 1Cso 10 ICso
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

L-929 196,66 >500 207,5 >500 >500 48,33 49,66 19,33

MCF-7 9,58 60,57 50,32 >500 12,67 85,97 4,13 12,32

S.I. 20,52 >8,25 4,12 >1 >39,46 0,56 12,02 1,56

54



4.1.7. MDA-MB-231 hiicre hattinin NIH/3T3 hiicre hattina gore selektivite indeksi

Bilesiklerin MTT analiz sonuglarina gore selektivite indeksi belirlenmektedir.
Bunu belirlemek i¢in saglikli hiicre ile yapilan deneyin ICso degeri, kanserli hiicrenin ICsg

degerine boliinerek yapilir. Selektivite indeksi i¢in 24. Saat ICsp degerleri alinmistir.

Cizelge 4.7. 24. Saat 1Cso degerlerine gore MDA-MB-231 hiicre hatlarinin NIH/3T3 hiicrelerine gore
selektivite indeksi. (Selektivite indeksi (S.1) =Saglikli hiicre ICso degeri / Kanserli hiicre ICsg
degeri)

Hiicreler Bilesik3 Bilesik 4 Bilesik 5 Bilesik 6 Bilesik 7 Bilesik 8 Bilesik 9 Bilesik

1Cso 1Cso 1Cso 1Cso 1Cso 1Cso 1Cso 10 1Cso
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
NIH/3T3 182 99,5 4,86 <3,9 407,5 6,16 42 1155
MDA- 21,33 56,66 19,66 198,33 292,5 5,33 >500 >500
MB-231
S.1. 8,53 1,75 0,24 <0,01 1,39 1,15 0,08 0,23

4.1.8. MCF-7 hiicre hattinin NIH/3T3hiicre hattina gore selektivite indeksi

Bilesiklerin MTT analiz sonuglarina gore selektivite indeksi belirlenmektedir.
Bunu belirlemek i¢in saglikli hiicre ile yapilan deneyin ICso degeri, kanserli hiicrenin ICso

degerine boliinerek yapilir. Selektivite indeksi i¢in 24. Saat ICso degerleri alinmistir.

Cizelge 4.8. 24. Saat |Cxo degerlerine gore MCF-7 hiicre hatlarinin NIH/3T3 hiicrelerine gére selektivite
indeksi. (Selektivite indeksi (S.I) =Saglikli hiicre ICso degeri / Kanserli hiicre ICso degeri)

Hiicreler Bilesik3 Bilesik 4 Bilesik 5 Bilesik 6 Bilesik 7 Bilesik 8 Bilesik 9 Bilesik

1Cso I1Cso I1Cso I1Cso I1Cso 1Cso 1Cso 10 ICso

pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
NIH/3T3 182 99,5 4,86 <3,9 407,5 6,16 42 1155
MCF-7 9,58 60,57 50,32 >500 12,67 85,97 4,13 12,32
S.1. 18,99 1,64 0,09 <0 32,16 0,07 10,16 9,37
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4.2. Tamoksifen, Sisplatin ve Sentez Bilesiklerin, Akim Sitometrisi Yontemleri ile
MDA-MB-231 ve MCF- 7 Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Apoptotik Etkilerin

Belirlenmesi

4.2.1. Akim sitometrisinde Annexin-V FITC-Pl analizi ile apoptotik etkilerin

belirlenmesi

4.2.1.1. MDA-MB-231 hiicre hatti iizerinde sisplatin, tamoksifen ve sentez maddelerin

uygulanmasi sonrast 24. Saatte olusan apoptotik etKilerin belirlenmesi
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Sekil 4.1. Sisplatinin MDA-MB-231 hiicre hatti iizerinde 24. Saatteki, ICs ve 1Csop
konsantrasyonlarinin apoptotik etkileri. A) Hiicre popiilasyonu icerisinden segilen ana

kapt ve kontrol B) Sisplatin ICso ve 1Csoz analizleri

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)
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Sekil 4.1. C) Tamoksifenin 1Csq ve I1Cso2 apoptotik etkileri D) Bilesik 3 ’iin 1Cso ve 1Cso apoptotik
etkileri E) Bilesik 4’iin ICso ve 1Cso2 apoptotik etkileri

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)
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Sekil 4.1. F) Bilesik 5'in I1Cso ve |Csor2 apoptotik etkileri G) Bilesik 6 'nin ICso ve 1Cso2 apoptotik
etkileri H) Bilesik 7 'nin ICso ve 1Cso2 apoptotik etkileri

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)
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Sekil 4.1. I) Bilesik 8’in ICs ve 1Csoz apoptotik etkileri

(Q1l=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)

Cizelge 4.9. MDA-MB-231 hiicre hatlarimin 24. Saatteki % canlilik oranlari, Annexin-V FITC

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)

24. Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)

Kontrol 0,4 0,1 98,0 1,6

Cizelge 4.10. Tamoksifen ve sisplatinin MDA-MB-231 hiicre hatlari iizerindeki 24. saat % canlilik oranlart,
Annexin-V FITC

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)

24, Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)
Sisplatin 1Cso 14,0 23,4 58,2 4.4
Sisplatin 1Csor 12,3 18,0 63,7 6,0
Tamoksifen 1Cso 42,2 23,6 30,8 3,3
Tamoksifen 1Csor 38,9 11,1 47,8 2,2
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Cizelge 4.11. Sentez bilesiklerin MDA-MB-231 hiicre hatlart iizerindeki 24. Saat % canlilik oranlari,
Annexin-V FITC

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)

24. Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)
Bilesik 3 ICso 34,1 27,0 37,4 1,5
Bilesik 3 ICsor2 28,2 28,0 41,0 2,8
Bilesik 4 ICso 38,0 20,4 38,1 35
Bilesik 4 I1Cso2 35,8 16,0 45,8 2,4
Bilesik 5 ICso 241 34,4 39,4 2,0
Bilesik 5 ICsor2 26,5 23,4 46,7 3.4
Bilesik 6 ICso 17,1 11,7 67,9 3.3
Bilesik 6 ICsor2 215 12,8 63,3 2,4
Bilesik 7 ICso 25,8 7,3 65,7 1,2
Bilesik 7 ICso2 26,7 14,5 56,6 2,3
Bilesik 8 ICso 13,6 16,0 65,7 4,7
Bilesik 8 ICsor2 12,0 15,0 67,1 5,9
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4.2.1.2. MDA-MB-231 hiicre hatti iizerinde sisplatin, tamoksifen ve sentez maddelerin

uygulanmasi sonrasi 48. Saatte olusan apoptotik etkilerin belirlenmesi
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Sekil 4.2. Sisplatinin ve Tamoksifenin MDA-MB-231 hiicre hatti iizerinde 48. Saatteki, I1Cso ve
ICs0r2 konsantrasyonlarinin apoptotik etkileri. A) Hiicre popiilasyonu icerisinden
segilen ana kapi ve kontrol B) Sisplatin 1Cso ve 1Cso analizleri C) Tamoksifen 1Cso ve
ICsor2 analizleri (Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canliltk Q4=Erken apoptoz)
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Sekil 4.2. D) Bilesik 3 ’iin ICso Ve |Csor2 analizleri E) Bilesik 4 iin ICso Ve |Cso2 analizleri F) Bilesik

5’in ICso ve 1Csopz analizleri

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)
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Sekil 4.2. G) Bilesik 6 'nin ICso Ve |Csop analizleri H) Bilesik 7 'nin ICso ve 1Csorz analizleri
1) Bilesik 8’in ICsq ve ICso2 analizleri

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)
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Cizelge 4.12. MDA-MB-231 hiicre hatlarinin 48. Saatteki % canluik oranlari, Annexin-V FITC

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)

48. Saat

Q1(%)

Q2

Q3

Q4

Kontrol

1,2

1,7

86,5

10,6

Cizelge 4.13. Tamoksifen ve sisplatinin MDA-MB-231 hiicre hatlart tizerindeki 48. saat % canlilik oranlari,
Annexin-V FITC

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)

48. Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)
Sisplatin 1Cso 19,7 28,3 46,0 59
Sisplatin 1Csor 22,8 23,8 48,2 52
Tamoksifen 1Cso 23,7 15,4 48,9 12,0
Tamoksifen 1Csor 25,2 34,1 31,3 9,3

Cizelge 4.14. Sentez bilesiklerin MDA-MB-231 hiicre hatlar: iizerindeki 48. Saat % canlilik oranlari,
Annexin-V FITC (Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)

48. Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)
Bilesik 3 ICso 21,1 47,3 28,8 2,7
Bilesik 3 ICsor 20,3 41,2 35,5 2,9
Bilesik 4 ICso 23,5 38,0 34,4 4,0
Bilesik 4 ICso2 22,9 38,8 34,2 41
Bilesik 5 ICso 13,4 31,5 47,9 7,2
Bilesik 5 ICso2 14,2 35,2 43,8 6,8
Bilesik 6 ICso 18,2 32,9 44,3 4,6
Bilesik 6 I1Cso2 18,2 33,9 41,5 6,4
Bilesik 7 1Cso 16,8 36,4 39,6 71
Bilesik 7 ICso2 18,1 34,6 41,6 5,6
Bilesik 8 ICso 15,1 38,1 39,2 7,6
Bilesik 8 ICso2 16,2 35,3 42,2 6,5
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24. Saat analizinin sonuglarinda tamoksifen, sisplatin ve sentez bilesiklerin MDA -
MB-231 hiicre hatlar1 iizerinde, uygulanan ICsgo ve 1Cso2 konsantrasyonlarin 24. Saat
sonunda erken ve ge¢ apoptotik etkilerinin kontrol grubuna gore arttig1 belirlenmistir. 24.
Saat sonunda yapilan analize gore kontrol grubunun erken apoptozu %1,6 ge¢ apoptozu

ise %1 olarak gozlemlenmistir.

Sisplatinin ICso ve ICsp2 konsantrasyonlarinin 24. Saat sonunda ki analizi
sonrasinda sirasiyla, erken apoptozu %4,4 %6 ge¢ apoptozu ise %23,4 %18 olarak

gbzlemlenmistir.

Tamoksifenin 1Csg ve ICso2 konsantrasyonlarinin 24. Saat sonunda ki analizine
gore ise sirasiyla erken apoptozu %3,3 %2,2 gec apoptozu ise %23,6 %11,1 olarak

gozlemlenmistir. Sentez bilesiklerin ise analiz sonuglar tablolarda gosterildigi gibidir.

48. Saat analizinin sonuglarinda tamoksifen, sisplatin ve sentez bilesiklerin MDA -
MB-231 hiicre hatlar1 iizerinde, uygulanan ICsp ve ICso2 konsantrasyonlarin 48. Saat
sonunda yapilan analize gore kontrol grubunun erken apoptozu %9,3 gec apoptozu ise

%0,1 olarak gozlemlenmistir.

Sisplatinin ICso ve ICso2 konsantrasyonlarinin 48. Saat sonunda ki analizi
sonrasinda sirasiyla, erken apoptozu %35,9 %5,2 gec apoptozu ise %28,3 %?23,8 olarak

gdzlemlenmistir.

Tamoksifenin ICsp ve 1Cso2 konsantrasyonlarinin 48. Saat sonunda ki analizine
gore ise sirasiyla erken apoptozu %12 %9,3 ge¢ apoptozu ise %154 %34,1 olarak

gbzlemlenmistir. Sentez bilesiklerin ise analiz sonuglari tablolarda gdsterildigi gibidir.
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4.2.1.3. MCF-7 hiicre hatti iizerinde sisplatin, tamoksifen ve sentez maddelerin

uygulanmasi sonrast 24. Saatte olusan apoptotik etkilerin belirlenmesi
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Sekil 4.3. Sisplatinin ve tamoksifen MCF-7 hiicre hatti iizerinde 24. Saatteki, 1Cso ve 1Csop
konsantrasyonlarmmin apoptotik etkileri. A) Hiicre popiilasyonu igerisinden segilen
ana kapt ve kontrol B) Sisplatin ICsq ve 1Csoo analizleri C) Tamoksifen 1Cs ve 1Csor
analizleri (Q1=Nekroz Q2=Geg¢ apoptoz Q3=Canliitk Q4=Erken apoptoz)
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Sekil 4.3. D) Bilesik 3 ’iin ICso Ve |Cso2 analizleri E) Bilesik 7 'nin ICso ve |Csoz analizleri
F) Bilesik 9 'un ICs ve I1Cso analizleri

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)
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Sekil 4.3. G) Bilesik 10 un ICso ve 1Csq2 analizleri

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)

Cizelge 4.15. MCF-7hiicre hatlarinin 24. Saatteki % canlilik oranlari, Annexin-V FITC

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)

24. Saat

Q1(%)

Q2(%)

Q3(%) Q4(%)

Kontrol

0,0 0,0

99,6 03

Cizelge 4.16. Tamoksifen ve sisplatinin MCF-7 hiicre hatlar: iizerindeki 24. saat % canlilik oranlari,

Annexin-V FITC

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)

24, Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)
Sisplatin 1Cso 6,1 67,8 9,9 16,2
Sisplatin 1Csorz 12,0 449 20,6 22,4
Tamoksifen 1Cso 9,9 40,0 26,3 23,7
Tamoksifen 1Csor 13,4 37,0 25,8 23,8
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Cizelge 4.17. Sentez bilesiklerin MCF-7hiicre hatlari iizerindeki 24. Saat % canlilik oranlari, Annexin-V
FITC (Q1=Nekroz Q2=Geg¢ apoptoz Q3=Canliltk Q4=Erken apoptoz)

24. Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)
Bilesik 3 ICso 6,0 48,7 20,7 245
Bilesik 3 ICso2 8,0 41,8 24,0 26,2
Bilesik 7 ICso 55 40,5 17,8 36,2
Bilesik 7 ICsor2 7,0 42,9 18,4 31,7
Bilesik 9 ICso 8,2 42,0 24,1 25,7
Bilesik 9 ICso2 10,4 44,7 20,2 24,7
Bilesik 10 ICso 3,6 41,3 16,5 38,7
Bilesik 10 ICso2 53 36,9 20,7 37,1

4.2.1.4. MCF-7 hiicre hatt iizerinde sisplatin, tamoksifen ve sentez maddelerin

uygulanmasi sonrasi 48. Saatte olusan apoptotik etkilerin belirlenmesi
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Sekil 4.4. A) Hiicre popiilasyonu igerisinden segilen ana kapi ve kontrol

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)
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Sekil 4.4. B) Sisplatin 1Cso ve 1Cso2 analizleri C) Tamoksifen 1Csq ve 1Csop analizleri D) Bilesik

3"1in ICsp ve ICsppz analizleri

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canliltk Q4=Erken apoptoz)
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Sekil 4.4. E) Sisplatin ICsg ve |Cso2 analizleri F) Bilesik ICso ve |Csor analizleri G) Bilesik 10 un

ICs0 ve 1Csop2 analizleri

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)
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Cizelge 4.18. MCF-7hiicre hatlarinin 48. Saatteki % canlilik oranlari, Annexin-V FITC

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)

48. Saat Q1(%) Q2 Q3 Q4
Kontrol 1,1 3,3 91,1 45

Cizelge 4.19. Tamoksifen ve sisplatinin MCF-7 hiicre hatlart iizerindeki 48. saat % canlilik oranlari,
Annexin-V FITC

(Q1=Nekroz Q2=Ge¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)

48. Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)
Sisplatin I1Cso 10,9 24,0 42,2 22,9
Sisplatin 1Csor 7,6 23,2 45,9 23,4
Tamoksifen 1Cso 8,4 16,5 36,5 38,6
Tamoksifen 1Csor2 114 24,6 39,5 24,6

Cizelge 4.20. Sentez bilesiklerin MCF-7hiicre hatlari iizerindeki 48. Saat % canlilik oranlari, Annexin-V
FITC

(Q1l=Nekroz Q2=Geg¢ apoptoz Q3=Canlilik Q4=Erken apoptoz)

48. Saat Q1(%) Q2(%) Q3(%) Q4(%)
Bilesik 3 ICso 8,8 24,1 37,6 29,5
Bilesik 3 ICso2 12,5 31,1 34,2 22,2
Bilesik 7 ICso 8,7 29,3 29,5 32,5
Bilesik 7 ICso2 13,1 24,6 438 18,5
Bilesik 9 ICso 10,0 26,3 39,2 24,4
Bilesik 9 ICso2 13,2 29,3 37,6 19,9
Bilesik 10 ICso 15,4 24,7 38,9 21,0
Bilesik 10 ICs02 16,0 23,5 38,5 22,0
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24. Saat analizinin sonuglarinda tamoksifen, sisplatin ve sentez bilesiklerin MCF-
7 hiicre hatlar tizerinde, uygulanan ICso Ve 1Cso/2 konsantrasyonlarin 24. Saat sonunda
erken ve gec apoptotik etkilerinin kontrol grubuna gore arttig1 belirlenmistir. 24. Saat
sonunda yapilan analize gore kontrol grubunun erken apoptozu %0,3 gec apoptozu ise

%0 olarak gézlemlenmistir.

Sisplatinin 1Cso ve ICsp2 konsantrasyonlarinin 24. Saat sonunda ki analizi
sonrasinda sirastyla, erken apoptozu %16,2 %22,4 ge¢ apoptozu ise %67,8 %44,9 olarak

gbzlemlenmistir.

Tamoksifenin 1Cso ve ICso2 konsantrasyonlarinin 24. Saat sonunda ki analizine
gore ise sirasiyla erken apoptozu %23,7 %23,8 ge¢ apoptozu ise %40 %37 olarak

gozlemlenmistir. Sentez bilesiklerin ise analiz sonuglar tablolarda gosterildigi gibidir.

48. Saat analizinin sonuglarinda tamoksifen, sisplatin ve sentez bilesiklerin MCF-
7 hiicre hatlari tizerinde, uygulanan ICsp ve ICso2 konsantrasyonlarin 48. Saat sonunda
yapilan analize gore kontrol grubunun erken apoptozu %9,3 ge¢ apoptozu ise %0, 1 olarak

gbzlemlenmistir.

Sisplatinin ICso ve ICsp2 konsantrasyonlarinin 48. Saat sonunda ki analizi
sonrasinda sirastyla, erken apoptozu %22,9 %23,4 gec apoptozu ise %24 %?23,2 olarak

gdzlemlenmistir.

Tamoksifenin ICsp ve 1Cso2 konsantrasyonlarinin 48. Saat sonunda ki analizine
gore ise sirastyla erken apoptozu %38,6 %24,6 ge¢ apoptozu ise %16,5 %24,6 olarak

gbzlemlenmistir. Sentez bilesiklerin ise analiz sonuglari tablolarda gosterildigi gibidir.
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4.2.2. Akim sitometrisinde JC-1 analizi ile apoptotik etkilerin belirlenmesi

4.2.2.1. MDA-MB-231 hiicre hatti iizerinde sisplatin, tamoksifen ve sentez maddelerin

uygulanmasi sonrast 24. Saatte olusan mitokondriyal membran aktivitesinin

belirlenmesi
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Sekil 4.5. Tamoksifen, sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin MDA-MB-231 hiicre hatti tizerinde 24.
Saatteki mitokondriyal membran aktiviteleri 4) Hiicre popiilasyonu icerisinde segilen

anakapt ve kontrol B) Tamoksifen ICsy ve 1Cso analizleri

(P1= Mitokondriyal aktivite gostermeyen, P2= Mitokondriyal aktivite)
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Sekil 4.5. C) Sisplatin 1Cso ve 1Cso analizleri D) Bilesik 3 ’iin 1Cso ve 1Csop analizleri E) Bilesik
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(P1= Mitokondriyal aktivite gostermeyen, P2= Mitokondriyal aktivite)

75



MDA ME 231-5 1550 MDA MEB 231-5 1C5052

1I:I4
Ll

1I:I4
Ll

JC-1 PE-A
JC-1 PE-A

1I:I3
Lol

10’
i

1I:I3
Lol

10’
i

10 107 10 10° 10 107 10 10°
= JC-1 FITC-A JC-1 FITC-A
MDA MB 231-6 [C4aN MDA ME 231-6 ICHN2
o Vg il =g |
5 ¥
g’ = S
10° 10° 10* 10° iy 107 10" 10*
G Ji-1 FITC-A JC-1 FITC-A |
MDA MB 231-7 [C4AN MDA MB 231-7 ha082
o i i . |
k| Ui~
(i . (i
S =3 N
- ] T o
10° 10” 10 107 10” 10
H Ji-1 FITC-A Ji-1 FITC-A

Sekil 4.5. F) Bilesik 5 'in ICso Ve |Csoz analizleri D) Bilesik 6 'nin ICso Ve |Cso analizleri E) Bilesik

7’nin ICsq ve 1Csqr2 analizleri

(P1= Mitokondriyal aktivite gostermeyen, P2= Mitokondriyal aktivite)
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Sekil 4.5. F) Bilesik 8’in ICso ve 1Csorz analizleri

(P1= Mitokondriyal aktivite gostermeyen, P2= Mitokondriyal aktivite)

Cizelge 4.21. Tamoksifen, sisplatin ve sentez bilesiklerin MDA-MB-231 hiicre hatlart tizerindeki 24. Saat

analizi sonrast % mitokondriyal aktivite degerleri

(P1= Mitokondriyal aktivite gostermeyen, P2= Mitokondriyal aktivite)

24. Saat P1(%) P2(%)
Kontrol 92,5 7,7
Tamoksifen 1Cso 40,0 60,2
Tamoksifen 1Csor 53,7 46,7
Sisplatin 1Cso 16,2 84,1
Sisplatin 1Csor2 41,3 57,9
Bilesik 3 ICso 61,9 38,0
Bilesik 3 ICso2 65,1 35,0
Bilesik 4 ICso 49,8 49,8
Bilesik 4 ICso2 49,4 50,0
Bilesik 5 ICso 53,3 46,6
Bilesik 5 ICso2 42,2 57,6
Bilesik 6 I1Cso 55,0 41,6
Bilesik 6 1Cso2 63,5 35,2
Bilesik 7 ICso 60,7 38,2
Bilesik 7 ICso2 63,7 36,2
Bilesik 8 ICso 32,0 68,3
Bilesik 8 ICsor2 52,4 47,7
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4.2.2.2. MDA-MB-231 hiicre hatti iizerinde sisplatin, tamoksifen ve sentez maddelerin

uygulanmasi sonrast 48. Saatte olusan mitokondriyal membran aktivitesinin

belirlenmesi
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Sekil 4.6. Tamoksifen, sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin MDA-MB-231 hiicre hatti iizerinde 48.
Saatteki mitokondriyal membran aktiviteleri A) Hiicre popiilasyonu icerisinde segilen
anakapi ve kontrol B) Tamoksifen 1Cso ve 1Cso2 analizleri C) Sisplatin 1Csp ve 1Cso2 analizleri

(P1= Mitokondriyal aktivite gostermeyen, P2= Mitokondriyal aktivite)
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Sekil 4.6. D) Bilesik 3 iin I1Cso Ve |Csop2 analizleri E) Bilesik 4 ’iin ICso Ve |Csor2 analizleri F) Bilesik
5’in ICso ve |ICso analizleri (P1= Mitokondriyal aktivite gdstermeyen, P2=

Mitokondriyal aktivite)
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Sekil 4.6. G) Bilesik 6 'nin ICsq ve |Csopp analizleri H) Bilesik 7 'nin ICso Ve |Csop analizleri I) Bilesik

8’in ICso ve |Cso analizleri

(P1= Mitokondriyal aktivite gostermeyen, P2= Mitokondriyal aktivite)
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Cizelge 4.22. Tamoksifen, sisplatin ve sentez bilesiklerin MDA-MB-231 hiicre hatlari iizerindeki 48. Saat

analizi sonrast % mitokondriyal aktivite degerleri

(P1= Mitokondriyal aktivite gostermeyen, P2= Mitokondriyal aktivite)

48. Saat P1(%) P2(%)
Kontrol 90,4 9,8
Tamoksifen 1Cso 28,1 72,0
Tamoksifen 1Cso2 22,1 78,1
Sisplatin 1Cso 351 64,9
Sisplatin 1Cso2 31,6 67,7
Bilesik 3 ICso 68,1 31,3
Bilesik 3 ICsor2 45,6 53,0
Bilesik 4 ICso 36,6 61,1
Bilesik 4 I1Csor2 37,9 60,4
Bilesik 5 ICso 25,1 73,6
Bilesik 5 ICso2 33,7 65,4
Bilesik 6 ICso 31,7 65,1
Bilesik 6 ICso2 41,8 56,7
Bilesik 7 ICso 33,4 65,2
Bilesik 7 ICso2 26,6 71,8
Bilesik 8 ICso 36,6 61,9
Bilesik 8 ICsor2 48,7 52,4

81



4.2.2.3. MCF-7 hiicre hatt iizerinde sisplatin, tamoksifen ve sentez maddelerin

uygulanmasi sonrast 24. Saatte olusan mitokondriyal membran aktivitesinin

belirlenmesi
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Sekil 4.7. Tamoksifen, sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin MCF-7 hiicre hatti iizerinde 24.
Saatteki mitokondriyal membran aktiviteleri A) Hiicre popiilasyonu igerisinde segilen

anakapt ve kontrol B) Tamoksifen I1Csp ve 1Csop analizleri

(P1= Mitokondriyal aktivite gostermeyen, P2= Mitokondriyal aktivite)
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Sekil 4.7. C) Sisplatin 1Cso ve 1Cso2 analizleri D) Bilesik 3 ’iin 1Cso ve |Csop2 analizleri E) Bilesik

7 'nin ICsp ve ICsoz analizleri

(P1= Mitokondriyal aktivite gostermeyen, P2= Mitokondriyal aktivite)
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Sekil 4.7. F) Bilesik 9 'un I1Cso Ve |Csop2 analizleri G) Bilesik 10 'un ICsq ve 1Csqrz analizleri

(P1= Mitokondriyal aktivite gostermeyen, P2= Mitokondriyal aktivite)
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Cizelge 4.23. Tamoksifen, sisplatin ve sentez bilesiklerin MCF-7 hiicre hatlari iizerindeki 24. Saat analizi

sonrast % mitokondriyal aktivite degerleri

(P1= Mitokondriyal aktivite gostermeyen, P2= Mitokondriyal aktivite)

24. Saat P1(%) P2(%)
Kontrol 92,6 7,4
Tamoksifen 1Cso 31,3 68,9
Tamoksifen 1Csor 31,4 68,2
Sisplatin 1Cso 30,9 69,4
Sisplatin 1Cso2 42,0 58,1
Bilesik 3 ICso 35,4 64,7
Bilesik 3 ICsor2 53,8 46,5
Bilesik 7 ICso 34,9 65,2
Bilesik 7 ICsor2 54,9 45,2
Bilesik 9 ICso 30,4 69,6
Bilesik 9 ICso2 28,3 71,8
Bilesik 10 ICso 33,8 66,4
Bilesik 10 ICso2 50,0 50,1

85



4.2.2.4. MCF-7 hiicre hatt iizerinde sisplatin, tamoksifen ve sente; maddelerin

uygulanmasi sonrast 48. Saatte olusan mitokondriyal membran aktivitesinin

belirlenmesi
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Sekil 4.8. A) Hiicre popiilasyonu igerisinde segilen anakapi ve kontrol B) Tamoksifen ICso ve 1Csor
analizleri C) Sisplatin ICsp ve ICso analizleri (P1= Mitokondriyal aktivite gostermeyen,

P2= Mitokondriyal aktivite)
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Sekil 4.8. D) Bilesik 3 'tin ICso Ve |Csoz analizleri E) Bilesik 7 'nin ICsq Ve |Csop analizleri F) Bilesik

9’un ICsp ve ICsp analizleri

(P1= Mitokondriyal aktivite gostermeyen, P2= Mitokondriyal aktivite)
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Sekil 4.8. D) Bilesik 10 un ICso ve 1Csq2 analizleri

(P1= Mitokondriyal aktivite gostermeyen, P2= Mitokondriyal aktivite)

Cizelge 4.24. Tamoksifen, sisplatin ve sentez bilesiklerin MCF-7 hiicre hatlart tizerindeki 24. Saat analizi

sonrast % mitokondriyal aktivite degerleri

(P1= Mitokondriyal aktivite gostermeyen, P2= Mitokondriyal aktivite)

48. Saat P1(%0) P2(%)
Kontrol 75,6 24,0
Tamoksifen 1Cso 23,2 76,3
Tamoksifen 1Csor 29,2 70,6
Sisplatin 1Cso 26,5 73,6
Sisplatin 1Cso2 35,9 63,2
Bilesik 3 ICso 38,7 59,0
Bilesik 3 1Cso2 44,8 55,2
Bilesik 7 ICso 331 66,1
Bilesik 7 ICsor2 37,2 622
Bilesik 9 ICso 35,9 63,2
Bilesik 9 ICso2 53,6 46,5
Bilesik 10 ICsp 32,3 67,2
Bilesik 10 ICso2 415 58,1
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4.2.3. Akim sitometrisinde kaspaz-3 analizi ile kaspaz aktivitesinin belirlenmesi

4.2.3.1. MDA-MB-231 hiicre hatlar1 iizerinde 24. Saatte kaspaz-3 aktivitesinin
belirlenmesi
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Sekil 4.9. Tamoksifen, sisplatin ve sentezlenen bilesikierin MDA-MB-231 hiicre hatti tizerinde 24.
Saatteki kaspaz-3 aktiviteleri A) Hiicre popiilasyonu igerisinde segilen anakapi ve
kontrol B) Tamoksifen 1Cso ve 1Cso2 analizleri

(P2= Kaspaz-3 aktivasyonu gistermeyen, PA= Kaspaz-3 aktivasyonu gosteren)
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Sekil 4.9. C) Sisplatin I1Cso ve 1Cso2 analizleri D) Bilesik 3 ’iin ICso ve |Csop analizleri E) Bilesik

4’1in ICsp ve I1Csppp analizleri

(P2= Kaspaz-3 aktivasyonu gistermeyen, PA= Kaspaz-3 aktivasyonu gosteren)
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Sekil 4.9. F) Bilesik 5 ’in ICso ve |Csop2 analizleri G) Bilesik 6 'nin ICso ve |Csop2 analizleri H) Bilesik
7’nin ICsp ve ICso2 analizleri

(P2= Kaspaz-3 aktivasyonu gostermeyen, PA= Kaspaz-3 aktivasyonu gosteren)
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Sekil 4.9. 1) Bilesik 8’in ICso ve 1Csqz analizleri
(P2= Kaspaz-3 aktivasyonu gostermeyen, PA= Kaspaz-3 aktivasyonu gisteren)

Cizelge 4.25. Tamoksifen, sisplatin ve sentez bilesiklerin MDA-MB-231 iizerindeki kaspaz-3 24. Saatteki

% aktivasyonlari

(P2= Kaspaz-3 aktivasyonu gostermeyen, PA= Kaspaz-3 aktivasyonu gisteren)

24. Saat P2(%) P4(%)
Kontrol 99,2 0,2
Tamoksifen 1Cso 96,4 3,3
Tamoksifen 1Csor 35,2 64,5
Sisplatin 1Cso 96,0 34
Sisplatin 1Cso2 73,7 26,0
Bilesik 3 1Cso 94,0 5,6
Bilesik 3 1Cso2 98,1 1,7
Bilesik 4 1Cso 99,9 0,1
Bilesik 4 1Csor2 95,6 3,9
Bilesik 5 1Cso 83,6 15,6
Bilesik 5 1Csor2 85,7 13,8
Bilesik 6 1Cso 100 0
Bilesik 6 1Cso2 99,8 0,2
Bilesik 7 1Cso 100 0
Bilesik 7 1Cso2 99,8 0,2
Bilesik 8 1Cso 95,5 41
Bilesik 8 1Cso2 85,5 41
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4.2.3.2. MDA-MB-231 hiicre hatlart iizerinde 48. Saatte kaspaz-3 aktivitesinin
belirlenmesi
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Sekil 4.10. Tamoksifen, sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin MDA-MB-231 hiicre hatti iizerinde
48. Saatteki kaspaz-3 aktiviteleri A) Hiicre popiilasyonu i¢erisinde segilen anakapi ve

kontrol B) Tamoksifen 1Csq ve ICso2 analizleri C) Sisplatin 1Csq ve 1Cso2 analizleri

(P2= Kaspaz-3 aktivasyonu gistermeyen, PA= Kaspaz-3 aktivasyonu gosteren)
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Sekil 4.10. D) Bilesik 3 iin ICso Ve |Csorp analizleri E) Bilesik 4 iin ICso Ve |Csoz analizleri F) Bilesik

5’in ICso ve 1Csopz analizleri

(P2= Kaspaz-3 aktivasyonu gistermeyen, PA= Kaspaz-3 aktivasyonu gosteren)
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Sekil 4.10. G) Bilesik 6 'min ICso ve 1Csop2 analizleri H) Bilesik 7’nin I1Cso ve 1Cso2 analizleri 1)
Bilesik 8’in ICsp ve 1Csp2 analizleri

(P2= Kaspaz-3 aktivasyonu giostermeyen, PA= Kaspaz-3 aktivasyonu gosteren)
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Cizelge 4.26. Tamoksifen, sisplatin ve sentez bilesiklerin MDA-MB-231 iizerindeki kaspaz-3 48. Saatteki

%Y%aktivasyonlart

(P2= Kaspaz-3 aktivasyonu giostermeyen, PA= Kaspaz-3 aktivasyonu gosteren)

48. Saat P2(%) P4(%)
Kontrol 99,6 0,4
Tamoksifen 1Cso 99,8 0,2
Tamoksifen 1Csor2 99,8 0,3
Sisplatin 1Cso 99,8 0,2
Sisplatin 1Csor2 99,2 0,2
Bilesik 3 1Cso 99,4 5,6
Bilesik 3 1Cso2 99,4 0,6
Bilesik 4 1Cso 99,9 0,1
Bilesik 4 1Cso2 99,2 1,0
Bilesik 5 ICso 99,6 0,4
Bilesik 5 1Cson2 99,4 0,6
Bilesik 6 1Cso 99,9 0,2
Bilesik 6 1Cson 99,8 0,2
Bilesik 7 1Cso 99,8 0,2
Bilesik 7 1Csor2 99,8 0,2
Bilesik 8 1Cso 99,8 0,2
Bilesik 8 1Csor2 99,8 02
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Cizelge 4.27. Bilesik ve pozitif kontrollerin, MTT ve Akim sitometrisi analizleri (Annexin-V, Q2: Erken apoptoz-Q4.: Geg apoptoz), (JC-1, P2: Mitokondriyal aktivite),
(Kaspaz-3, P4: Kaspaz-3 aktivasyonu gosteren)

Deneyler/bilesikler Tamoksifen Sisplatin Bilesik 3 Bilesik 4 Bilesik 5 Bilesik 6 Bilesik 7 Bilesik 8 Bilesik 9 Bilesik 10

L-929 MTT ICs 24.Saat  N/A N/A 196,66+2,88 >500 pg/mL 207,5+10,6 >500 pg/mL >500 pg/mL 48,33+4,04 49,66+4,5 19,33+0,58
ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL ng/mL

L-929 MTT ICs, 48. N/A N/A 53,66+3,51 >500 pg/mL 187,66+3,05 85,5+6,36 >500 pg/mL 5,85+1,62 45,33+5,68 4,75+0,63

Saat png/mL png/mL pg/mL png/mL png/mL png/mL

NIH/3T3 MTT ICs 24. N/A N/A 18549,89 99,54+2,12 4,86+0,32 <3,9 pg/mL 407,5+17,67 6,16+0,75 424424 115,5+6,36

Saat png/mL pg/mL png/mL png/mL png/mL png/mL png/mL

NIH/3T3MTT ICs 48. N/A N/A 5,56+0,49 15,5+0,7 <3,9 pg/mL <3,9 ng/mL 5,83+0,28 14,33+0,57 6,75+0,35 <3,9 pg/mL

Saat ug/mL ng/mL ug/mL ug/mL ug/mL

MDA-MB-231 MTT 2,03+0,66 ug/MI  29,53+1,49 21,33+0,57 56,66+4,16 19,66+3,51 198,33+12,58 292,5+3,53 5,33+1,44 >500 pg/mL >500 pg/mL

1Csp 24. Saat pg/mL png/mL pg/mL png/mL pg/mL png/mL png/mL

MDA-MB-231 MTT 0,98+0,11 15,33+1,57 19,33+1,15 12,33+2.3 27,33+2,51 4,740,28 pg/mL <3,9 ug/mL 3,66+1,52 >500 pg/mL >500 pg/mL

1Cs 48. Saat pg/mL pg/mL ug/mL ng/mL ug/mL pg/mL

MCF-7 MTT 1C524. 5,12+0,82 11,41+1,15 9,58+2,17 60,57+2,5 50,32+5,11 >500 pg/mL 12,67+2,88 85,97+6,42 4,13+0,63 12,32+1,15

Saat png/mL png/mL png/mL png/mL png/mL png/mL png/mL pg/mL png/mL

MCF-7 MTT ICs 48. <3,9 pg/mL <3,9 pg/mL <3,9 ug/mL <3,9 pg/mL <3,9 ng/mL <3,9 pg/mL <3,9 pg/mL <3,9 pg/mL <3,9 ug/mL <3,9 pg/mL

Saat

MDA-MB-231 ICs Q2: %23,6 Q2: %23,4 Q2: %27 Q2: %16 Q2: %34,4 Q2: 1%1,7 Q2: %7,3 Q2: %16,0 \\

24.Saat Annexin-V Q4: %3,3 Q4: %4,4 Q4: %1,5 Q4: %2,4 Q4: %2,0 Q4: %3,3 Q4: %1,2 Q4: %4,7

MDA-MB-231 ICs Q2: %15,4 Q2: %28,3 Q2: %47,3 Q2: %38 Q2: %31,5 Q2: %32,9 Q2: %36,4 Q2: %38,1 \\

48.Saat Annexin-V Q4: %12,0 Q4: %5,9 Q4: %2,7 Q4: %4 Q4: %7,2 Q4: %4,6 Q4: %7,1 Q4: %7,6

MCF-7 24.Saat ICs Q2: %40 Q2: %67,8 Q2: %48,7 \\\ Q2: %40,5 \ Q2: %42 Q2: %41,3

Annein-V Q4: %23,8 Q4: %16,2 Q4: %24,5 Q4: %36,2 Q4: %25,7 Q4: %38,7

MCF-7 48.Saat I1Cs Q2: %16,5 Q2: %24 Q2: %24,1 \\\ Q2: %29,3 \ Q2: %26,3 Q2: %23,5

Annein-V Q4: %38,6 Q4: %22,9 Q4: %29,5 Q4: %32,5 Q4: %24,4 Q4: %22

MDA-MB-231 I1Cs P2: %60,2 P2: %84,1 P2: %38 P2: %49,8 P2: %46,6 P2: %41,6 P2: %38,2 P2: %68,3 \\

24.Saat JC-1

MDA-MB-231 ICs P2: %72 P2: %64,9 P2: %31,3 P2: %60,4 P2: %65,4 P2: %65,1 P2: %65,2 P2: %61,9 \\

48.Saat JC-1

MCF-7 1Cs024.Saat JC-  P2: %68,9 P2: %69,4 P2: %64,7 \\\ P2: %65,2 \ P2: %69,6 P2: %50,1

1

MCF-7 ICs 48.Saat JC-  P2: %76,3 P2: %73,6 P2: %59 \\\ P2: %66,1 \ P2: %63,2 P2: %67,2

1

MDA-MB-231 ICs P4: %3,3 P4: %3,4 P4: %5,6 P4: %0,1 P4: %15,6 P4: %0 P4: %0 P4: %4,1 \\

24.Saat Kaspaz-3

MDA-MB-231 I1Cs P4: %0,2 P4: %0,2 P4: %5,6 P4: %0,1 P4: %0,4 P4: %0,2 P4: %0,2 P4: %0,2

48.Saat Kaspaz-3




4.3. RT-PCR (Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Analizi Sonugclari

MDA-MB-231 o6strojen reseptorii negatif ve MCF-7 Gstrojen reseptorii pozitif
hiicrelerinde eksprese edilen Ppary, Bcl-2, Bax, CYD1 ¢c-MYC, ERK ve pERK genleri
ile birlikte house keeping gen olarak GADPH geni pozitif olarak kullanilarak RT-PCR
analizi yapilmistir. MDA-MB-231 hiicre hatti i¢in Bilesik 3 ve tamoksifen, MCF-7 hiicre
hatt1 i¢in ise Bilesik 3, 7 ve tamoksifen se¢ilmistir. MTT analizi sonucunda hesaplanan
ICso degerleri doz olarak uygulanmistir. Doz uygulamasi sonrasinda 24 saatlik
inkiibasyona birakilmis ve ardindan RT-PCR analizi yapilmistir. Bu analizler sonucunda
Kontrol degerleri 1 olarak kabul edilmis ve buna gore bilesiklerin ve tamoksifenin Ppary,
Bcl-2, Bax, CYD1 c-MYC, ERK ve pERK genlerinin ifade diizeyleri 1’in iizerinden kat
degisimine gore hesaplanmistir. 1 degerinin tizerindekiler, over eksprese, altindakiler ise
down eksprese olarak belirlenmistir. Kontrole gore olan kat degisimleri ¢izelge 4.28. ve

4.29.’de verilmistir.

Cizelge 4.28. MDA-MB-231 hiicre hatlarindaki Ppary, Bcl-2, Bax, CYD1 c-MYC, ERK ve pERK
genlerindeki kat degisimleri.

Bilesikler CYD1 cMYC ERK BCL-2 BAX pPERK PPARy
Kontrol 1 1 1 1 1 1 1

Tamoksifen 0,87661 1,61328 1,04608 0,96259 1,50004 1,70527 1,41421
Bilesik 3 0,61557 6,47554 0,9629 0,89503 3,27161 1,6358 1,55294

Cizelge 4.29. MCF-7 hiicre hatlarindaki Ppary, Bcl-2, Bax, CYD1 c-MYC, ERK ve pERK genlerindeki kat

degisimleri.
Bilesikler CYD1 cMYC ERK BCL-2 BAX pPERK PPARy
Kontrol 1 1 1 1 1 1 1

Tamoksifen 0,48297 2,95878 2,18102 12,2525 18,1891 2,96905 2,54912
Bilesik 3 0,63949 4,06992 3,35195 27,8576 57,0834 6,9644 3,5801
Bilesik 7 0,52668 4,27226 1,77769 9,25351 1,32674 2,37019 2,09943
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4.4. E-Screen Analizi Sonuglari

Ostrojen tarama testinde 17p-0stradiol (E2), bilesik 3, 4,5, 6, 7, 8, 9 ve 10, 6nemli
bir antidstrojenik etkiye sahip olarak bilinen 6nemli bir segici Ostrojen reseptorii modiilii
olarak bildigimiz meme kanseri tedavisinde onemli bir ajan, meme kanseri dokularinda
antagonist olan tamoksifen test edilmistir. Biitiin maddeler ve E2 igin 8 doz araligi

belirlenmis ve uygulanmistir.

Ostradiol Tamoksifen
4 2
3,5
3 1,5
2,5
a 2 w !
1,5
1 0,5
0,5
6 0
0,1 1 10 100 1000 0,1 1 10 100 1000
(ng/mL) (ng/mL)
Bilesik 3 Bilesik 4
1,6 1,6
1,4 1,4
1,2 1,2
1 1
w 0,8 & 0,8
0,6 0,6
0,4 0,4
0,2 0,2
€] 0
0,1 1 10 100 1000 0,1 1 10 100 1000
(ng/mL) (ug/mL)

Sekil 4.11. 17p-dstradiol, tamoksifen, bilesik 3 ve 4 iin proliferatif etki grafikleri
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Sekil 4.12. Bilesik 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 un proliferatif etki grafikleri

Bilesik5

._/"_'/M

1 10
(ug/mL)

Bilesik 7

1 10
(ng/mL)

Bilesik 9

100

100

o

1 10
(ng/mL)

100

1000

1000

1000

100

PE

0,1

PE

0,1

PE

0,1

1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

1,6
1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

14
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Bilesik 6

1 10 100
(ng/mL)
Bilesik 8
1 10 100
(ng/mL)
Bilesik 10
1 10 100
(ng/mL)

1000

1000

1000



RPE

0,1

RPE

0,1

RPE
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Bilesik 3

10

(ng/mL)

Bilesik 5

10
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Bilesik 7
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100

100

100
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1000
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100

80

60

RPE

40

20

0,1

80
60
40

20

RPE

0,1
-20

120
100
80
60

RPE

40
20

0,1

Bilesik 4

10
(ng/mL)

Bilesik 6

(ng/mL)

Bilesik 8

10
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Sekil 4.13. Bilesik 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 in rolatif (bagil) proliferasyon etki grafikleri
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RPE

0,1

Sekil 4.14. Bilesik 9 ve 10 un rolatif(bagil) proliferasyon etki grafikleri

80

60

40

20

-20

-40

Bilesik 9

(ng/mL)

100

1000

40
20

01 o1

RPE

-40
-60
-80
-100

Cizelge 4.30. Tamoksifen, Bilesikler ve 17B-0stradioliin ECsy degerleri

Bilesik 10

(ng/mL)

100

1000

Uygulanan bilesikler ECso degerleri
17p-Ostradiol (E2) 81,65(pg/ml)

Tamoksifen 180,37(ng/ml)
Bilesik 3 101,44(pg/ml)
Bilesik 4 80,28(pg/ml)

Bilesik 5 109,26(pg/ml)
Bilesik 6 106,53(ng/ml)
Bilesik 7 103,45(pg/ml)
Bilesik 8 107,55(png/ml)
Bilesik 9 107,63(ng/ml)
Bilesik 10 105,41 (pg/ml)

Cizelge 4.31. Bilesiklerin ve tamoksifenin bagil éstradiol esdegerlilik faktorii degerleri (EEF)

Bilesikler EEF degerleri
Tamoksifen 0,45

Bilesik 3 0,8

Bilesik 4 1,01

Bilesik 5 0,74

Bilesik 6 0,76

Bilesik 7 0,78

Bilesik 8 0,75

Bilesik 9 0,75

Bilesik 10 0,77
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Cizelge 4.32. Bilesiklerin en yiiksek, orta ve en diisiik doz araligindaki rélatif proliferatif etkileri (%RPE,
%20 den kiiciik ise onemli bir dstrojenik etkisi yok, %20-%80 araliginda ise kismi agonist,
%80 den biiyiik ise kimyasal tam agonist. N/A bolgelerinde ki degerler ¢ok diisiik oldugu i¢in

hesaplanamamigtir)
Bilesikler Dozlar (ug/mL) RPE (%)
Tamoksifen 125 pg/mL N/A
15,63 pg/mL 18,21
0,98 ug/mL 206,39
Bilesik 3 125 pg/mL 100,73
15,63 pg/mL 31,97
0,98 ug/mL N/A
Bilesik 4 125 pg/mL 94,48
15,63 pg/mL 70,93
0,98 ug/mL 33,12
Bilesik 5 125 pg/mL 56,61
15,63 pg/mL 32,55
0,98 pug/mL N/A
Bilesik 6 125 pg/mL 66,54
15,63 pg/mL 8,52
0,98 pg/mL N/A
Bilesik 7 125 pg/mL 44,11
15,63 pg/mL 8,91
0,98 pg/mL N/A
Bilesik 8 125 ng/mL 102,94
15,63 pg/mL 73,78
0,98 pg/mL 28,66
Bilesik 9 125 pg/mL 62,13
15,63 pg/mL 27,51
0,98 pg/mL N/A
Bilesik 10 125 pg/mL 29,77
15,63 pg/mL 0,77
0,98 ug/mL N/A
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4.5. Molekiiler Docking Sonuglar:

In vitro enzim deneyleri sonucunda en iyi Ostrojen reseptdr antagonist etki
gosteren 3, 7, 9 ve 10 numarali bilesikler i¢in Ostrojen reseptdr o substrat baglanma
bolgesinde molekiiler docking caligmasi yapilmistir. Bu amagla X-1s1n1 kristal yapisi 4-
hidroksitamoksifen ile kompleks halde olan Protein Veri Bankasi (PDB) kodu 4Q50 olan
reseptor  seg¢ilmistir (Fanning vd., 2016). Bilesiklerin docking pozlart 4-

hidroksitamoksifen ile kiyaslanmistir.

Sekil 4.15. 3, 7, 9 ve 10 No’lu bilesiklerin 4-hidroksitamoksifen ile kiyasla dstrojen reseptor a substrat

baglanma bolgesindeki docking pozlari

Molekiiler docking sonuglarima gore 3, 7, 9 ve 10 numarali bilesiklerin hepsi
Ostrojen reseptor o substrat baglanma bolgesinde yiiksek affinite gostermislerdir. Bu
bilesiklerin metilsiilfonil siibstitiienti Leu536 ile hidrojen bagi yapmustir. 7 No’lu
bilesigin triazol halkas1 Phe404 ile n-n etkilesimleri olusturmustur. 9 No’lu bilesikte yer
alan dimetilamino grubu ise Glu353 ile tuz kopriisii olusturmustur. 3, 7, 9 ve 10 No’lu
bilesiklerin 4-hidroksitamoksifen ile kiyasla docking etkilesimleri Sekil 4.16°da

gosterilmistir.
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Sekil 4.16 3, 7, 9 ve 10 No’lu bilesiklerin 4-hidroksitamoksifen ile kiyasla dstrojen reseptor o substrat
baglanma bolgesindeki docking etkilesimleri.
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5. TARTISMA

Tamoksifen ve sisplatin, giiniimiizde en ¢ok kullanilan kemoterapi ilaglarindandir.
Kemoterapi siirecinde bu ilaglarin saglamis oldugu yan etkiler hastanin tedaviye
adaptasonunu zorlamaktadir. Sisplatinin, bulanti-kusma, nefrotosisite ve genotoksisite
gibi yan etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Tamoksifenin Gstrojen reseptorii antagonisti
olmasi ile birlikte meme kanserinde en etkili ilaglardan biri olmasina ragmen
farmakolojik etkisinden dolayi, vajinal kanama, akinti, pruritus vulva, gastrointestinal
intolerans, bas agrisi, sersemlik ve bazen goriilen sivi retansiyonu ile alopesi gibi yan
etkileri goriilmektedir. Bu yan etkilerin giderilmesi i¢in kombin ilaglar ile birlikte
kullanilmaktadirlar. Kombin ilaglarin alinmasi ve tedavi icerisinde yine diger kombin
ilaglarin da yan etkilerinin sorun olusturma ihtimallerini arttirmaktadir. Tedavi siirecini
olumsuz etkileyen bu durumlar karsisinda, kanserli hiicrelere karsi1 daha spesifik, daha az
toksik etkilere sahip ve yan etkilerinden arindirilmis yeni kemoterapik ilaglarin

evrimlestirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda ostrojen reseptorii negatif olan MDA-MB-231 insan meme
kanseri ve Ostrojen reseptorii pozitif olan MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatlar
tizerinde tamoksifen ve sisplatinin pozitif kontrol olarak kullanilarak, bunlarla birlikte
yeni sentezledigimiz salkon tiirevli bilesiklerin sitotoksik, apoptotik ve gen ekspresyon
diizeylerinde etkileri degerlendirilmistir. Tamoksifen, sisplatin bilesiklerimizin sitotoksik
etkileri MTT yontemiyle MDA-MB-231 (6strojen reseptorii negatif insan meme kanserti),
MCF-7 (6strojen reseptorii pozitif insan meme kanseri), L929 (normal fare fibroblast)
hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksisiteleri ve ICso degerleri belirlenmistir. Saglikli hiicre
hatlarinda sitotoksisite 1Cso degeri yiiksek, kanserli hiicre hatlarinda ise sitotoksisite 1Cso
degerleri diisiik olan bilesikler, akim sitometrisi yontemleri olan Annexin-V FITC, JC-1,
Caspase-3 Aktivasyon deneyleri ile apoptotik etkileri saptanmistir. Yiiksek apoptotik
etkiye sahip olan bilesiklerin ise, apoptotik ve hiicre proliferasyonunda rol oynayan genler

tizerindeki ekspresyon seviyeleri belirlenmistir.

MDA-MB-231, MCF-7, L929 ve NIH/3T3 hiicre hatlarimiz tizerine tamoksifen,
sisplatin ve sentezlenen yeni 8 salkon tiirevli bilesiklerimiz MTT y6ntemiyle zaman ve
konsantrasyon dengeleri gozetilerek sitotoksik etkileri belirlenmistir. Konsantrasyon
araligi olarak 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625, 1.953, ve 0.9765
pug/mL belirlenmistir. Bu belirlenen konsantrasyonlar plakalara uygulandiktan sonra 24
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ve 48 saat sonundaki etkileri tespit edilmistir. Her plaka icin kontrol ve kor gruplar
birakilmig, kontrol %100 canli olarak kabul edilip kor kuyucuklarin sayisal degerleri
kontrol degerlerinden ¢ikartilmistir. L-929 ve NIH/3T3 normal fare fibroblast hiicre hatti
yeni sentez bilesiklerin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in kullanilmis ve bu hiicre
hatlarina zaten bilinen ilaglar olan tamoksifen ve sisplatin uygulanilmamigtir. Deneyler

3’er tekrarli olarak yapilmistir.

MDA-MB-231 6strojen reseptdrii negatif hiicre hatt1 tizerinde yaptigimiz MTT
analizlerine gore Sisplatinin ICso degeri 24. Saatte 29,53+1,49 png/mL, 48. Saatte ise
15,33+1,57 pg/mL olarak belirlenirken tamoksifenin ICso degeri 24. Saatte 2,03+0,66
ug/mL, 48. Saatte ise 0,98+0,11 pg/mL olarak belirlenmistir. Sentez bilesiklerinin en
aktifinin Bilesik 8 oldugu gozlemlenmistir. Bilesik 8’in ICsp degeri ise 24. Saatte
5,33+1,44 pg/mL, 48. Saatte ise 3,66+1,52 png/mL olarak belirlenmistir. 24. Saat sonunda
yapilan MTT okumasi ve verilerin 1s183inda ICso degerlerinin Bilesik 8’in pozitif
kontrollerden biri olan sisplatinden daha diisiik, tamoksifenden daha yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. 48. Saat sonundaki analiz sonrasinda ise IC so degerlerinin yine Bilesik
8’in sisplatinden diisiik, tamoksifenden yiiksek oldugu gozlemlenmistir. 24. Saat
sonundaki analizlerin 1s18inda Bilesik 3, 4, 5, 6, 7 anti-proliferatif etki gostermis fakat
sisplatin ve tamoksifen ile kiyaslandiginda yiliksek dozlarda ICsp degerlerinde
kalmislardir. 48. Saat sonundaki analizlere gore ise en aktif tamoksifen olurken Bilesik
4, 6, 7, 8 sisplatinden daha diisiik ICsp degerine sahiptir. Bilesik 3 ve 5 zamana bagh
olarak diisiik dozlarda anti-proliferatif etki gostermislerdir. Bilesik 9 ve 10 ise doz

araliginin en yliksegi olan 500 ng/mL’ den biiylik oldugu gbzlemlenmistir.

MCF-7 ostrojen reseptorii pozitif hiicre hatti lizerinde yaptigimiz MTT
analizlerine gore Sisplatin ICso degeri 24. Saatte 11,41+1,15 pg/mL, 48. Saatte ise <3,9
pg/mL olarak belirlenmistir. Tamoksifenin ise 1Cso degeri 24. Saatte 5,12+0,82 pg/mL,
48. Saatte <3,9 ng/mL olarak belirlenmistir. Sentez bilesikler icerisindeyse en aktifinin
Bilesik 9 oldugu gozlemlenmistir. Bilesik 9’un ICso degerleri ise 24. Saatte 4,13+0,63
png/mL, 48. Saatte ise <3,9 ug/mL olarak belirlenmistir. 24. Saat sonundaki analizlere
gore Bilesik 9, pozitif kontrol olan tamoksifen ve sisplatinden daha diisiik 1Cso
degerlerine sahip oldugu gozlemlenmistir. Bilesik 3’{in ise pozitif kontrollerden biri olan
tamoksifenden daha yiiksek, bir diger pozitif kontrol olan sisplatinden ise daha diisiik ICso

degerine sahip oldugu gbézlemlenmistir. 48. Saat sonundaki analizlerde ise biitlin bilesik
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ve pozitif kontrollerin 1Csp degerlerinin <3,9 pg/mL oldugu gozlemlenmistir. 24. Saat
sonundaki analizlere gore Bilesik 6 disindaki biitiin bilesikler anti-proliferatif etki
gostermistir. Bilesik 6 ise konsantrasyon araligiin en yiiksegi olan 500 pg/mL’ den
bliyiik oldugu goézlemlenmistir. 48. Saat sonundaki okumada ise biitiin bilesikler ve

pozitif kontroller anti-proliferatif etki gostermisleridir.

Kanser hiicrelerinde yapilan MTT testlerine gore Ostrojen reseptdrii pozitif olan
MCF-7 ve Ostrojen reseptorii negatif olan MDA-MB-231 hiicre hatlarina gore sentez
bilesikler igerisinde 3. Bilesik iki hiicre hattinda da yiiksek aktiviteler gosterirken 5, 7, 8,

9, 10 numaral1 bilesikler hiicre tiplerine gore selektivite gostermislerdir.

Saglikli hiicreler iizerindeki sentez maddelerin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi
amactyla L.929 normal fare fibroblast hiicre hatt1 kullanilmistir. Yapilan sitotoksisite
testlerde 24. Saat sonundaki analizlere gore Bilesik 4, 6, 7 doz araliginin en biiyiik degeri
olan >500 pg/mL olarak belirlenmistir. Bilesik 3, 5, 8, 9, 10’un 24. Saat sonunda yiiksek
dozlarda da olsa anti-proliferatif etki gosterdigi belirlenmistir. 48. Saat sonunda Bilesik 4
ve 7 maksimum doz aralig1 olan 500 pg/mL’den biiyiik olarak belirlenmistir. Zamana
bagl olarak diger sentez bilesiklerin 24. Saatlerine gore diisiik dozlarda toksik etki

gosterdikleri gozlemlenmistir.

MTT analizleri sonrasi biitiin bulgular géz oniinde tutularak akim sitometrisinde
apoptotik yontemlerin belirlenmesi agsamasina geg¢ilmistir. Akim sitometrisi i¢in MDA-
MB-231 hiicre hatlarinda denenmek {izere pozitif kontroller Tamoksifen, Sisplatin,
Bilesik 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 secilmistir. MCF-7 hiicre hatlar1 i¢inse pozitif kontroller
Tamoksifen, Sisplatin, Bilesik 3, 7, 9 ve 10 se¢ilmistir.

Akim sitometrisinde kullanilan bilesiklerin ve pozitif kontrollerin ICso ve 1Cso2
dozlart MTT analizlerinin sonuclarindan belirlenmistir. Belirlenen konsantrasyonlarin 24
ve 48 saatlik etkileri akim sitometrisi cihazinda Annexin-V FITC yontemi kullanilarak

yapilmustir.

MDA-MB-231 hiicre hatlar1 {izerinde yapilan ICso Ve 1Csp2 konsantrasyonlarinin
erken ve gec¢ apoptoz belirleme analizlerinde sisplatin ve tamoksifen igin 24 ve 48

saatlerde doz artisina bagh olarak yiizdelerinin arttig1 gézlemlenmistir.
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Bilesik 3 i¢in; zamana bagli olarak ge¢ ve erken apoptozlarin arttig1 gériilmiistiir.
Geg apoptoz yiizdesinin 27,0°dan 47,3’e ¢iktig1, erken apoptoz yilizdesinin ise 1,5’den
2,5’e ¢iktig1 goriilmiistiir. Doz bakimindan analiz sonucunda ise zamana bagli olarak geg
apoptozun iki kati kadar arttigi erken apoptozun ise %0,1’lik bir artisa ugradigi
gozlemlenmistir. Bu sonuglarin 1518inda ge¢ apoptozun zamana bagli olarak arttiini

sOyleyebiliriz.

Bilesik 4 icin; zamana bagli olarak ge¢ ve erken apoptozlarin arttig
gbzlemlenmistir. Geg apoptoz yiizdesinin 20,4 ten 38’¢e ¢iktig1, erken apoptoz ylizdesinin
ise 3,5’den 4’e ¢iktig1 goriilmiistiir. Doz bakimindan analiz sonucunda ise zamana bagh
olarak artti1 goriilmiistiir. Bu sonuglara gore bilesik 4’iin de yiiksek veya diisiik doz fark

etmeksizin, zamana bagli olarak erken ve ge¢ apoptotik hiicrelerin arttigini sdyleyebiliriz.

Bilesik 5 icin; zamana bagh olarak toplam gec ve erken apoptoz oraninin arttigi
goriilmiistiir. Zamana bagl olarak gec apoptoz yiizdesi 34,4’den 31,5’e¢ gerilemis
olmasina ragmen, erken apoptoz yiizdesi 2,0’den 7,2’ye artmustir. Diisiik dozlarda ise

zamana bagl olarak ge¢ apoptozda artis goriilmiistiir.

Bilesik 6 icin; zamana bagl olarak erken ve ge¢ apoptotik yiizdelerinin arttigini
sOyleyebiliriz. Zaman ile orantili olarak ge¢ apoptoz yiizdesi 11,7’den, yaklasik ii¢ kat
artarak 33,9’a artarken, erken apoptoz ylizdesi 3,3’den 4,6’ya ¢ikmistir. Diisiik dozda ki

sonuglar ise ICsp analizi sonuglari ile paralellik gostermektedir.

Bilesik 7 icin; 24. Saatte gec apoptoz ylizdesinin 7,3 erken apoptoz yiizdesinin 1,2
olarak goriinmesine ragmen zamana bagli olarak ge¢ apoptozun, 36,4 e ytikseldigi, erken
apoptozun ise 7,1°e yiikseldigi gozlenmistir. ICso2 konsantrasyonlarindaki sonuglara

gore, yine zamana bagli oranda artan ge¢ ve apoptoz yiizdelerinde artis goriilmektedir.

Bilesik 8 i¢in; zamana bagli olarak ge¢ ve erken apoptozlarin arttigi
gbzlemlenmistir. 24. Saat sonunda ki analize gore ge¢ apoptoz ylizdesinin 16,0’dan

38,1’e, erken apoptoz yiizdesinin 4,7°den 7,6 ya ¢iktig1 gézlemlenmistir. Cizelge sekil

Sentez maddelerin MDA-MB-231 hiicre hatlari iizerinde ki apoptotik etkilerinin
sisplatin ve tamoksifenle kiyaslandiginda 24. Saat ICsp konsantrasyonlarinda bilesik 3’iin
gec apoptoz oraninin sisplatinin 1,15, tamoksifenin 1,14 kat1 oldugu goriilmiistiir. Bilesik

5’in ise gec apoptozda sisplatinin 1,47, tamoksifenin ise 1,45 kat1 oldugu goriilmiistiir.
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Erken apoptozda ise bilesik 8’in sahip oldugu yiizde degerin sisplatinin 1,06 tamoksifenin
1,42 kat1 oldugu goriilmiistiir. ICsoz dozunda ise en etkili bilesigin, bilesik 3 oldugu
gozlemlenmistir. Bilesik 3’iin ICso, dozunda ge¢ apoptoz igin sisplatinin 1,55
tamoksifenin 2,52 kat1 oldugu gozlemlenmistir. Erken apoptoz igin ise bilesik 8’in 1Csor
dozu tamoksifenin 2,13 kat1 olurken higbir bilesigin ICso2 dozu sisplatin ylizde degerini

gecememistir.

48. saat analizlerine gore ICso dozlarinda ge¢ apoptozda en aktif bilesigin bilesik
3 oldugu goriilmiistiir. Bilesik 3’{in ge¢ apoptoz orani, sisplatinin 1,67 tamoksifenin 3,07
kat1 oldugu goriilmiistiir. Erken apoptozda ise ICso dozunda en etkili bilesigin 8 numarali
oldugu gozlemlenmistir. Bilesik 8 ‘in erken apoptozda yiizdesi sisplatinin 1,28 kat1 iken,
hicbir bilesik erken apoptozda tamoksifen yilizdesini (%12,0) gecememistir. ICsop2
dozlarma gore geg apoptozda en aktif olan bilesik 3 sisplatin degerinin 1,73 tamoksifen
degerinin ise 1,20 katidir. Erken apoptozda ICso2 dozlarina gore bilesik 5 sisplatinin 1,32
kat1 iken hicbir bilesik ICsor2 dozlarinda tamoksifen yiizde degerini gecememistir. 24 ve
48 saatlik Annexin-V FITC analizlerine gore zamana goére ge¢ ve erken apoptoz

yiizdelerinde artis gozlemlenmistir.

MCF-7 hiicre hatlar1 lizerinde 24. Saat Annexin-V FITC analizlerinde sisplatin
ve tamoksifenin toplam apoptoz yiizdesinin yiiksek dozlarda arttigi gézlemlenmistir.
Sisplatin ve tamoksifen igin zamana bagli olarak ge¢ apoptozun azaldigi ve erken

apoptozun arttig1 belirlenmistir.

Bilesik 3 icin; zamana bagli olarak ge¢ apoptoz yilizdesinin 48,7°den 24,1’e
diistiigii erken apoptoz yiizdesinin ise 24,5’den 29,5’e ¢iktig1 gozlemlenmistir. 1Csop

dozunda ise bilesik 3’iin ge¢ ve erken apoptozda yiizdesinin diistiigii goriilmiistiir.

Bilesik 7 icin; zamana baglh olarak ge¢ apoptoz yiizdesinin 40,5’den 29,3’e
diistiigii erken apoptoz yiizdesinin 36,2’den 32,5’e geriledigi goriilmiistiir. ICso2 dozunda

geg ve erken apoptoz yiizdesinin doz ve zamanla orantili olarak diistiigii gézlemlenmistir.

Bilesik 9 i¢in; zamana bagl olarak ge¢ apoptoz yiizdesinin 42,0’dan 26,3’e erken
apoptozun ise 25,7’ den 24,4’¢ diistiigii gézlemlenmistir. Zamana bagli ICso» dozunda ise

gec ve erken apoptoz yiizdelerinin diistiigii gozlemlenmistir.
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Bilesik 10 i¢in; zamana baglh olarak gec¢ apoptozun 41,3’den 24,7’ye erken
apoptozun 38,7’den 21,0’a diistiigii gézlemlenmistir. Zamana bagli ICso2 dozunda ise geg

ve erken apoptozun yiizde degerinin diistiigii gdzlemlenmistir.

Sentez maddelerin MCF-7 hiicre hatlari tizerinde ki apoptotik etkilerinin sisplatin
ve tamoksifenle kiyaslandiginda 24. Saat ICsp konsantrasyonlarinda sisplatinin geg
apoptoz yiizdesinin en yiiksek oldugu bilesik 3’iin ge¢ apoptoz oraninin, tamoksifenin
1,21 kat1 oldugu goriilmiistiir. Erken apoptozda ise bilesik 10’un sahip oldugu yiizde
degerin sisplatinin 2,38 tamoksifenin 1,63 kat1 oldugu goriilmiistiir. 1Cso2 dozunda ise
en etkili bilesigin, bilesik 3’iin oldugu gozlemlenmistir. Bilesik 3’iin ICs02 dozunda geg
apoptoz icin sisplatinin 1,55 tamoksifenin 2,52 kati oldugu goézlemlenmistir. Erken
apoptoz i¢in ise bilesik 10’un ICsp2 dozu tamoksifenin 1,55 kat1 sisplatinin ise 2,29 kati

oldugu goriilmiistiir.

48. saat analizlerine gore ICso dozlarinda ge¢ apoptozda en aktif bilesigin bilesik
7 ve 9 oldugu goriilmiistiir. Bilesik 7 ve 9 ylizde olarak 29,3 degere sahipken geg
apoptozda sisplatinin 1,22 tamoksifenin 1,77 kat1 degere sahiptir. Erken apoptozda ise
ICs0 dozunda en etkili bilesigin 7 numarali oldugu gézlemlenmistir. Bilesik 7 ‘in erken
apoptozda yiizdesi sisplatinin 1,41 kat1 iken, higbir bilesik erken apoptozda tamoksifen
yiizdesini (%38,6) gegememistir. ICso/2 dozlarina gére ge¢ apoptozda en aktif olan bilesik
3 sisplatin degerinin 1,34 tamoksifen degerinin ise 1,26 katidir. ICsor2 dozlarina gore
erken apoptozda bilesik 3 en aktif olmasina ragmen (%22,2) hicbir bilesik 1Csor
dozlarinda tamoksifen ve sisplatin yiizde degerini gecememistir. 24 ve 48 saatlik
Annexin-V FITC analizlerine gore zamana gore ge¢ ve erken apoptoz yiizdelerinde diisiis
gozlemlenmistir. Bilesiklerin 24. Saatte,48. Saate kiyasla daha apoptotik sonuglar verdigi

gorilmiistii.

Calismanin buradan sonraki asamasi akim sitometrisinde sisplatin, tamoksifen ve
aktif olarak sectigimiz bilesiklerin MTT analizi sonrasi1 belirledigimiz 1Csp ve 1Cso2
dozlarinda 24. ve 48 saat sonlarinda 6l¢iim yapilmak {izere MDA-MB-231 ve MCF-7

mitokondriyal membran potansiyeli testi olan JC-1 boyama yontemi ile devam etmistir.

MDA-MB-231 hiicre hatlar1 ile yaptigimiz ¢alismalarda tamoksifen, sisplatin ve
sentez maddelerimiz kontrole gére mitokondriyal membran potansiyelinde artisa sebep

olmuslardir.

111



24. saat analizinin sonucuna gore tamoksifen, sisplatinin, bilesik 3, 6, 7 ve 8’in
ICs0 dozundaki Mitokondriyal aktivite yiizdesinin ICso dozlarina gore daha yiiksek
oldugu, dolayisiyla bu bilesiklerin doz ile paralellik gosterdigi goriilmiistiir. Bilesik 4 ve
5’in doza bagli olmadig1 gorilmiistiir. ICso dozlarinda sisplatinin aktivason yiizdesi
kontrole gore 10,92 kat tamoksifenin aktivason yiizdesi 7,81 kat yiiksek ¢ikmugtir. ICso
dozlarinda en aktif bilesik 8 oldugu gozlemlenmistir (%68,3). Bilesik 8’in gosterdigi
mitokondriyal aktivite orani tamoksifenin 1,13 katidir. ICso2 dozlarinda ise sisplatin
yiizde degerine (%57,9) en yakin olan bilesik 5°dir (%57,6).

48. saat analizine gore tamoksifen, bilesik 4, 5, 6 ve 7°’nin zamana bagli olarak
mitokondriyal membran aktivite degerini zamana bagli olarak arttirirken, sisplatinin
aktivite degerleri diismiistiir. ICso ve ICso2 dozlarinda bilesik 4, 5, 6, 7 zamana bagh
aktivasyon yiizdelerinde artis olmustur. ICsp dozunda 5. Bilesik %73,6 aktivasyon
gostermistir. Bilesik 5, kontroliin 7,51 sisplatinin 1,13 ve tamoksifenin 1,02 kat1 degere
sahiptir. 1Cso2 konsantrasyonunda ise tamoksifen zamana bagl artis gostererek kontrol

ylizdesinin 7,96 kat1 aktivasyon gdstermistir.

MCF-7 hiicre hatlar1 ile yaptigimiz ¢aligsmalarda tamoksifen, sisplatin ve sentez
maddelerimiz kontrole gore mitokondriyal membran potansiyelinde artisa sebep

olmuslardir.

24. saat analizinin sonucuna gore tamoksifenin ve bilesik 9’un doza bagli olmadigi
sisplatinin, bilesik 3, 7 ve 10’unn ICsp dozundaki Mitokondriyal aktivite yiizdesinin ICso/
dozlarma gore daha ytiksek oldugu, dolayisiyla bu bilesiklerin doz ile paralellik gosterdigi
goriilmiistiir. 1Cso dozlarinda sisplatinin aktivasyon yiizdesi kontrole gore 9,37 kat
tamoksifenin aktivasyon yiizdesi 9,31 kat yiiksek ¢ikmistir. ICso ve ICso2 dozlarinda en
aktif yiizdeye sahip bilesigin, bilesik 9 oldugu gozlemlenmistir (IC50=%69,6 ve
ICs0/2=%71,8). Bilesik 9’un gdsterdigi mitokondriyal aktivite oran1 tamoksifenin 1,01
katiyken, sisplatin ile es deger ¢ikmistir. ICso2 dozlarinda ise bilesik 9’un sisplatin yiizde
degerinin 1,23 tamoksifenin 1,05 katidir.

48. saat analizine gore tamoksifen, sisplatin, bilesik 3, 7, 9 ve 10 zamana bagh
olarak mitokondriyal membran aktivite degerini zamana bagli olarak arttirirken, bilesik
9’un aktivite degerleri diismiistiir. ICso ve 1Cso/2 dozlarinda bilesik 4, 5, 6, 7 zamana bagl

aktivasyon ylizdelerinde artis olmustur. ICso dozunda pozitif kontroller tamoksifen ve
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sisplatin en aktif bilesikler olmuslardir. Pozitif kontrollere en yakin bilesik ise Bilesik 10
olmustur (%67,2). Bilesik 10, kontroliin 2,8 kat1 degere sahiptir.

Calismamizin bu asamasinda MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarimizin
apoptotik durumunu belirlemek i¢in, mitokondriyal membran aktivitesi testi olan JC-1
boyama yonteminin ardindan hem i¢ yolak hem dis yolak hem de endoplazmik retikulum
yolag: iizerinden aktive olabilen kaspaz-3 analizini akim sitometrisi ile ICso ve 1Csg2

dozlarimiz1 24. Ve 48. Saatlerde dlctiik.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 lizerinde yaptigimiz 24. Saat sonrasi analize gore
tamoksifen, sisplatin, bilesik 3, 5 ve 8 biitiin dozlarda kaspaz-3 aktivasyonu gostermistir.
ICs0 dozlarinda aktivasyon gdstermeyen ama 1Cso/2 dozlarinda aktivasyon gosteren bilesik
4 ve iki dozunda da ayni sonucu veren bilesik 8, doz ile bagimsizdir. Tamoksifen ve
sisplatin 1Csp dozunda aktivasyon vermesine ragmen ICspz dozlarinda daha yiiksek
kaspaz-3 aktivitesi gostermislerdir. Bilesik 6 ve 7 higbir kaspaz-3 aktivasyonu
gostermeyen bilesikler olmuslardir. Sentez bilesikler igerisinde, bilesik 5 en yiiksek
aktivasyonlar1 dozdan bagimsiz olarak vermistir. ICsp dozunda kontroliin 78,
tamoksifenin 4,72, sisplatinin ise 4,87 kat1 ylizdeye sahiptir. ICso,2 konsantrasyonlarinda

ise en yiiksek deger tamoksifen (%64,5) ve sisplatindir (%26).

[lk defa sentezlenmis olan salkon tiirevli bilesiklerimizin MTT analizleri
sonrasinda anti kanser etkilerine gore akim sitometrisinde Annexin-V FITC, JC-1
mitokondriyal aktivasyon ve kaspaz-3 aktivitesi deneyleri sonrasinda MDA-MB-231
hiicre hatt1 i¢in en etkili bilesigin 3 numarali, MCF-7 hiicre hatt1 i¢in yaptigimiz
deneylerde ise en aktif bilesiklerin bilesik 3 ve 7 oldugunu gézlemlemis bulunmaktayiz.
Bu bilesiklerin normal hiicre hatlarinda zararimin diisiik olmas1 ve apoptotik etkilerinin
yiiksek olmast1 sebebi ile, deneylere RT-PCR yontemi ile proliferasyon ve kanser iliskili

genlerinin ekspresyonlarini belirlemek amaciyla devam edilmistir.

RT-PCR metodu ile Ppary, Bcl-2, Bax, CYD1 ¢c-MYC, ERK ve pERK gen

ifadelerine bakilmustir.

Bax hiicrenin sitozoliinde yer alan, sitokrom-c ve AIF uyaran apoptozu
indiikleyen bir apoptotik proteindir. Bu genin ekspresyon gdstermesi, hiicrenin apoptoz
yolagma gittigini gdstermektedir. Mitokondriyal yolak icin Bax olmazsa olmaz bir

proteindir (Kuwana ve Newmeyer, 2003).
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Bcl-2 ise apoptozun diizenlenmesinde rol oynayan bir onkogen ailesidir. Ug gruba
ayrilmaktadir. Bu gen ailesinin proapoptotik ya da anti apoptotik olmas1 hiicrenin apoptoz
stirecine ge¢ip ge¢meyeceginin belirleyicisidir. Bu ailenin bir iiyesi olan Bcl-2 geni
mitokondriyal dis membranla ilgilidir ve hiicreyi apoptotik uyaranlara karsi koruyarak,

sitokrom-c ve AIF salinimini durdurur (Van Delft ve Huang, 2006).

c-MYC geni, hiicrenin proliferasyonu, farklilagsmasi ve apoptoz ile iligkini
genlerin transkripsiyonunu diizenlemekle gorevli olan bir gendir ve {iriinii bir
fosfoproteindir. Bu gende meydana gelecek bir amplifikasyon, hiicre siklusunun
bozulmasi ve p53 genine bagl yolaktan hiicrenin apoptoz siirecine girmesini saglar. Bu
genin agir1 tiretimi veya mutasyona ugramasi meme kanserine neden olmaktadir (Liao ve

Dickson, 2000).

CYD-1 (sitokinez defektifl) onkogeni bir¢ok meme kanserinde yiiksek oranda
eksprese edilmesi, hiicre proliferasyonunu arttirmaktadir. Bu genin hiicre siklusunu
diizenleyici bir rolii vardir. Lehn ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada CYD-1 geninin
bunlara ek olarak yliksek seviyelerde eksprese olan meme kanserinde hiicre gogleri ile de

iligkili olduguna dair bilgiler toplanmistir (Lehn vd. 2010).

Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinazlar (ERK), mitojenle aktiflesen kinazlar
(MAP) olarak da bilinirler. Bulunduklar1 yolak yasama, proliferasyon, apoptoz ve
embriyogenezde rol almaktadir. Kanser vakalarinin %30’unda bu yolagin aktive oldugu
bilinmektedir (Crews, 1992).

Peroksizom proliferator ile aktiflesen reseptorler (PPARS) alfa, beta ve gama
olmak tizere ti¢ tipi vardir. Bu genlerin hepsi birbirinden farkli gorevleri vardir ve insan
viicudunun farkli bolgelerinde eksprese edilirler. Yapilan ¢alismalarda Ppary’nin hiicre
farklilagsmasi ve apoptoz da 6nemli roller oynadig1 belirlenmistir. Ppary geninin meme
kanseri dahil bir¢ok kanser hiicre hatlarinda anti-proliferatif etkisi vardir. Ppary ligand
aktivasyonunun, meme kanserinde apoptozu indiikledigi, metastaz ve hiicre gogiinii
inhibe ettigi goriilmiistiir (Woo vd., 2011).

MDA-MB-231 hiicre hatt1 izerinde Bilesik 3 ve tamoksifenin RT-PCR analizinde
Ppary, Bcl-2, Bax, CYD1 c-MYC, ERK, pERK ve house keeping GADPH genlerinin 24.
Saat sonunda ekspresyon iizerinde ki etkilerine bakilmistir. Kontrol 1 kabul edilerek

ekspresyon diizeylerin kontrole gore kat degisimleri olarak hesaplanmistir.
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RT-PCR analizi sonras1 tamoksifenin proapoptotik Bax proteinini 1,5 kat up-
regiile ederken, anti-apoptotik gen olan Bcl-2’yi ise 1,03 kat down-regiile etmistir. Meme
kanserinde yiiksek eksprese oldugunu bildigimiz CYD-1 genini ise 1,14 kat down-regiile
etmistir. Asirt ekspresyonunun meme kanseri sebeplerinden biri olan c-MYC genini ise
1,61 kat up-regiile etmistir. Kanser vakalarinin %30’unda aktif olarak saptanan ERK ve
PERK genlerinin tamoksifen uygulamasindan sonra sirastyla 1,04;1,7 kat up-regiilasyona
ugradigi gozlemlenmistir. Meme kanserinde anti-proliferatif etkisi ve apoptozu
indiikledigini bildigimiz Ppary genini 1,41 kat up-regiile etmistir. Asir1 ekspresyonunun
meme kanserine etken oldugunu bildigimiz ¢c-MYC geninin down-regiile olmasini

bekliyorduk ama tamoksifenin bu etkisini gézlemleyemedik.

Bilesik 3’{in analiz sonras1 proteinini proapoptotik Bax proteinini 3,27 kat up-
regiile ederken, anti-apoptotik gen olan Bcl-2’yi ise 1,11 kat down-regiile etmistir. Meme
kanserinde yiiksek eksprese oldugunu bildigimiz CYD-1 genini ise 1,62 kat down-regiile
etmistir. Asirt ekspresyonunun meme kanseri sebeplerinden biri olan c-MYC genini ise
6,47 kat up-regiile etmistir. Kanser vakalarinin %30’unda aktif olarak saptanan ERK ve
pERK genlerinin tamoksifen uygulamasindan sonra sirastyla 1,03 kat dawn-regiilasyona,
1,63 up-regiilasyona ugradigi gézlemlenmistir. Meme kanserinde anti-proliferatif etkisi

ve apoptozu indiikledigini bildigimiz Ppary genini 1,55 kat up-regiile etmistir.

MCF-7 hiicre hatt1 tizerinde Bilesik 3, 7 ve tamoksifenin RT-PCR analizinde
Ppary, Bcl-2, Bax, CYD1 c-MYC, ERK, pERK ve house keeping GADPH genlerinin 24.
Saat sonunda ekspresyon lizerinde ki etkilerine bakilmistir. Kontrol 1 kabul edilerek

ekspresyon diizeylerin kontrole gore kat degisimleri olarak hesaplanmistir.

RT-PCR analizi sonrast MCF-7 hiicre hatti izerinde tamoksifenin proapoptotik
Bax proteinini 18,18 kat, anti-apoptotik gen olan Bcl-2’yi ise 12,25 kat up-regiile etmistir.
Meme kanserinde yiiksek eksprese oldugunu bildigimiz CYD-1 genini ise 2,07 kat down-
regiile etmistir. Asir1 ekspresyonunun meme kanseri sebeplerinden biri olan ¢-MYC
genini ise 2,95 kat up-regiile etmistir. Kanser vakalarinin %30’unda aktif olarak saptanan
ERK ve pERK genlerinin tamoksifen uygulamasindan sonra sirasiyla 2,18;2,96 kat up-
reglilasyona ugradigi gozlemlenmistir. Meme kanserinde anti-proliferatif etkisi ve

apoptozu indiikledigini bildigimiz Ppary genini 2,54 kat up-regiile etmistir.
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Bilesik 3 icin; analiz sonrasi proteinini proapoptotik Bax proteinini 57,08 kat up-
regiile ederken, anti-apoptotik gen olan Bcl-2’yi ise 27,85 kat up-regiile etmistir. Meme
kanserinde yiiksek eksprese oldugunu bildigimiz CYD-1 genini ise 1,56 kat down-regiile
etmistir. Asirt ekspresyonunun meme kanseri sebeplerinden biri olan c-MYC genini ise
4,06 kat up-regiile etmistir. Kanser vakalarinin %30’unda aktif olarak saptanan ERK ve
PERK genlerinin tamoksifen uygulamasindan sonra sirasiyla 3,35;6,96 kat up-
regiilasyona, meme kanserinde anti-proliferatif etkisi ve apoptozu indiikledigini

bildigimiz Ppary genini 3,58 kat up-regiile etmistir.

Bilesik 7 i¢in; analiz sonrasi proteinini proapoptotik Bax proteinini 10,26 kat up-
regiile ederken, anti-apoptotik gen olan Bcl-2yi ise 9,25 kat up-regiile etmistir. Meme
kanserinde yiiksek eksprese oldugunu bildigimiz CYD-1 genini ise 1,89 kat down-regiile
etmistir. Asirt ekspresyonunun meme kanseri sebeplerinden biri olan c-MYC genini ise
4,27 kat up-regiile etmistir. Kanser vakalarinin %30’unda aktif olarak saptanan ERK ve
pERK genlerinin tamoksifen uygulamasindan sonra sirasiyla 1,77;2,37 kat up-
reglilasyona, meme kanserinde anti-proliferatif etkisi ve apoptozu indiikledigini

bildigimiz Ppary genini 2,09 kat up-regiile etmistir.

Biitiin bu calismalardan bagimsiz olarak, sentezlenen sekiz yeni bilesigimiz ve
Ostrojen reseptoriine duyarli, secici 0strojen reseptdr modiilii olan tamoksifen ile dstrojen
agonist/antagonist tarama testi olan e-screen testine geg¢ilmistir. Daha 6nceki ¢alismalarda
flavonoid ailesine ait olan salkonlarin antiostrojenik aktiviteler gosterdigi bilinmektedir.
Ostrojen bagimli meme kanserinde dstrojen reseptorii alfanin, baglandig: ligand (E2)
sonrasinda kanser hastalarinda metastazi arttirdigi, malign hiicrelerin proliferasyonu
arttirdigr bilinmektedir. Tamoksifenin meme kanserinde antagonist olmasmna karsin,
kemik, uterusta agonist oldugu bilinmektedir. Salkon bilesiklerimizin analizi igin

antagonist olarak tamoksifenin bu 6zelliginden faydalanilmistir (Shiau vd.,1998)

ECso degerlerine gore standart olarak kullanilan 17B-Ostradiol 81,65ug/mL
olarak, en yiiksek ECsg degerine sahip olan test maddesi bilesik 5, en diisiik ise bilesik 4

olarak hesaplanmuistir.

EEF degerlerine gore ise en diisiik deger bilesik 5, en yliksek degere sahip ise
bilesik 4 hesaplanmistir. Diger bilesikler ise birbirine yakinlik gostermistir.
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%RPE hesaplamalarinda bilesiklerimiz kendi ICsp dozlarinda antagonist etki

gosterdigi gozlemlenmistir.

Molekiiler docking sonuglara gore 3, 7, 9 ve 10 numarali bilesiklerin hepsi
Ostrojen reseptdr o substrat baglanma bdlgesinde yiiksek affinite gostermislerdir. Bu
bilesiklerin metilsiilfonil siibstitiienti Leu536 ile hidrojen bagi yapmistir. Bilesik 7’nin
triazol halkasi Phe404 ile n-n etkilesimleri olusturmustur. 9 No’lu bilesikte yer alan
dimetilamino grubu ise Glu353 ile tuz kopriisii olusturmustur. 3, 7, 9 ve 10 No’lu
bilesiklerin 4-hidroksitamoksifen ile kiyasla docking etkilesimleri Sekil 4.16°da

gosterilmistir.

Bilesik 7’nin yapilan deneylerde gosterdigi yiiksek aktivite sebebinin,
bulundurdugu triazol yan grubu oldugunu diisiinmekteyiz. Yadav ve arkadaslarinin 2017
yilinda yayinladiklar1 makalede 1,2,3 triazol bulunduran ve yeni sentezledikleri salkon
tirevli bilesikler MCF-7, A549, HepG2 ve MIA-PA-CA-2 kanser hiicre hatlarinda
yiiksek anti kanser etki gostermistir (Yadav vd., 2017). Triazoller, aromatik bes liyesi
bulunan heterosiklik yapiya sahip bilesiklerin en ¢ok arastirilan smifidir. Bunun
sebeplerinden biride bir¢ok biyolojik aktif molekiiliin sentezinde yapitasi olmalaridir
(Ammar vd.,2018).

Bilesik 3’iin ise gosterdigi yiiksek aktivite sebebinin, yan grup olarak bagh
bulunan morfolinil oldugunu diisiinmekteyiz. 2018 yilinda Konakanchi ve arkadaslarinin
yaptiklari ¢aligmalar morfofinil igerikli sentez bilesikleri yapilan deneylerde yiiksek anti
kanser etki gostermistir. Ve sentezledikleri bilesiklerin patentini Amerika Birlesik
Devletleri’nde almiglardir. Yaptiklari caligmada anti kanser ajan olarak 7(morfofinil) -2-
(N-Piperazinil) metil tiyeno [2,3-C] pridin tiirevi bilesik kullanmiglardir. Bu yeni
kesfedilen bilesikler beyin, meme, akciger, prostat ve c¢esitli pankreatik kanser

tedavilerinde yararli olabilecegi goriilmiistiir (Konakanchi vd., 2018).

Bu sebeplerden dolayr sentezlemis oldugumuz bilesiklerden en iyi sonuglari
aldigimiz Bilesik 3 ve en iyi ikinci sonuglart aldigimiz Bilesik 7 nin birer anti kanser ajan

olarak ilave deneylerle birlikte aragtirmaya agik oldugunu diisiinmekteyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasi i¢in sentezlenen sekiz yeni salkon tiirevlerinin hepsi 6zgiin ve ilk
defa sentezlenmistir. Ve pozitif kontrol olarak iki bilinen anti-kanser etkiye sahip
tamoksifen ve sisplatin kullanilmistir. Sentezlenen bilesiklerimiz ve pozitif kontrolleri
MDA-MB-231 (6strojen reseptorii negatif), MCF-7 (Ostrojen reseptorii pozitif) insan
meme kanseri hiicreleri ve L929 normal fare fibroblast hiicre hatlar1 tizerinde MTT analizi
ile sitotoksisiteleri belirlenmistir. MDA-MB-231 hiicre hatti i¢in bilesik 3, 4, 5, 6, 7, 8 ve
pozitif kontrollerle, MCF-7 hiicre hatt1 i¢in ise bilesik 3, 7, 9, 10 ve pozitif kontroller ile
devam edilmistir. L-929 ve NIH/3T3 hiicre hatlar1 {izerinde ise sadece saglikli hiicreye
verilen zarar1 ve segiciligi gorebilmek i¢in yalnizca MTT analizi yapilmistir. MDA-MB-
231 ve MCF-7 hiicre hatlar1 tizerinde onemli sitotoksik gdsterebilen maddelerimizi,
apoptotik etkilerin belirlenebilmesi i¢in akim sitometrisinde Annexin-V FITC, JC-1
mitokondriyal membran aktivitesi testi ve kaspaz-3 aktivitesisin gozlemlenmesi
saglanmistir. Deneyler sonunda MDA-MB-231 hiicre hatti iizerinde yalnizca bilesik 3 ve
MCEF-7 hiicre hatt1 tizerinde ise bilesik 3 ve 7 olarak se¢ilmistir. Bilesik 7°nin erken

apoptoz orani ne kadar diisiikse de L929 hiicrelerinde toksisitesi yiiksek ¢ikmuistir.

Ostrojen reseptdrii hem pozitif olan hem de negatif hiicrelere baktigimizda en aktif
bilesigin Bilesik 3 oldugu goriilmiistiir. Bilesik 3’iin RT-PCR analizleri sonrasinda da
apoptozda hem i¢ hem de dis yolak da etkili olarak apoptozu indiikleyen ve diger
bilesiklere gore daha az toksik oldugu gozlemlenmistir. Yapilan E-Screen analizlerinde
de Gstrojen reseptorii antagonisti oldugu ve Molekiiler docking calismalarinda dstrojen

reseptOrii alfa ile baglanma bolgeleri gosterilmistir.

Aktif ¢ikan bilesiklerimizin saglikli hiicreler tizerinde yaptigimiz MTT testlerinde
diisiik toksisite gostermeleri, bu maddelerin segici 6zelliklere sahip oldugunu gostermesi
ve yapilan akim sitometrisi deneylerinde apoptotik yolak {izerinde aktif rol
oynayabilmeleri bu bilesiklerin bilimsel anlamda tedavi siirecine katk1 yapabilecek aday
ajanlar olduklarini gostermislerdir. Siirekli evrim igerisinde olan, kanser ilaglarina direng
kazanan malign hiicrelere karsi kanser ilaglarinin da gelistirilmeye ihtiyaci vardir.
Deneylerimizde en aktif sonuglar veren bilesik 3’lin gelecekte biyokimyasal ve molekiiler
etki mekanizmalarimin in vivo, in vitro ve in situ yontemleriyle aydinlatilmasiyla,

bilesigin bir tedavi ajani olarak gelistirilebilecegini diistinmekteyiz.
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