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Onsoz

Lisans egitimim sirasinda toksikolojiye olan ilgim bitirme tezimi yapmak igin
Farmasotik Toksikoloji alanini segmeme neden oldu. Ardindan bitirme tezinde de
danisman hocam olan Prof. Dr. Hande GURER-ORHAN’in danismanhginda doktora
egitimime basladim. Tezimden 6nceki dénemde danisman hocamin arastirmaci
olarak yer aldigi “indol ve karbazol tiirevi yeni ila¢ etken maddesi gelistirilmesi:
Antioksidan ve kanserde kemopreventif aktivitelerinin degerlendiriimesi” adli
Tubitak projesinde calisma firsati buldum. Melatonin ve tilirevleriyle ilgili olarak
grubumuzun isbirligiyle yuarattugld bu c¢alismalarin 8-9 vyillik bir geg¢misi
bulunmaktaydi. Devam eden slregte melatoninin meme kanseriyle ilgili etkileri
¢alismalarimizi bu yéne ¢evirmemize neden oldu ve tez konumun belirlenmesi bu
sekilde gergeklesti. Toksikolojik agidan risk olarak degerlendirdigimiz bazi
durumlarin bakis agisi degistirildiginde onemli bir tedavi segenegi haline geliyor
olmasi toksikolojik bakis agisinin ne kadar 6nemli oldugunu, ‘bilgi’nin gok dnemli bir
glg oldugunun bir kez daha farkina varmami sagladi. Yasadigimiz en biyik sikinti ise
proje sireglerindeki gecikmelerdi. Tez konumu gereken zamanda projelendirmis
olmama ragmen llkenin iginde bulundugu genel sikintili siiregler nedeniyle uzun
suire beklemek zorunda kaldik. Proje kabuliinden sonraki suregte 6grendigim en
onemli seyse bilimsel yeterlilik kadar finansal anlamda proje yonetim sireglerine

hakim olmanin da basarili olma ve sireklilik icin gerekli olduguydu.

Daha glzel yarinlarda, daha iyi imkanlarla, daha ¢ok ¢alisabilmek dilegiyle.

izmir, 2018 Elif INCE



Ozet

Kimyasallarla indiiklenen Meme Kanseri Olusum Mekanizmalarinda Olasi Antikanser

ila¢ Hedeflerinin Arastiriimasi

Meme kanseri, diinyada gorulme sikligi hizla artan ve kadinlarda kanserden 6lim
nedenleri arasinda ikinci sirada yer alan bir kanser turtudur. Endojen 6strojenlerin ve
eksojen Ostrojenik bilesiklerin  bazilarinin  hem reseptér araciligiyla hicre
proliferasyonunu arttirarak, hem de metabolizmalari sonucu olusan reaktif kinon
metabolitlerinin DNA’ya baglanmasiyla kanserin olusum ve gelisimine katkida

bulundugu bildirilmektedir.

Endojen bir hormon olan melatoninin hormon-iliskili meme kanserinde 6strojen
reseptoru aracilikli etkileri degistirdigi ve dokularda lokal 6strojen sentezini inhibe
ettigi bilinmektedir. Meme kanserinin dnlenmesi ve tedavisinde destekleyici ajan
olarak kullaniminin diger ilaglarin etkinligini artirdigi ve yan etkilerini azalttig
gosterilmistir. Ancak melatoninin yarilanma Omrinin kisa olusu ve oral
biyoyararlaniminin dusiik olusu ilag olarak kullanimini kisitladigi igin bu tez
¢alismasinda bazi indol tlirevi melatonin analoglarinin benzer etkinliklerinin test

edilmesi distinulmustr.

Tez calismasi kapsaminda 1-etilindol, 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon ve 2-
metilindol yapisindaki melatonin analogu bilesiklerin kimyasallarla indiklenen
meme kanserinin olusumunda rol oynayan hedefler Gzerine etkileri arastirilmistir.
Bu hedefler, dstrojenik bilesiklerin baglanmasi ile hicre proliferasyonunu artiran
Ostrojen reseptorl, lokal Ostrojen sentezini katalize eden aromataz enzimi ve
Ostrojen ya da kimyasallari genotoksik metabolitlere dontstiiren CYP1B1 enzimidir.
Tirevlerin sirasiyla potansiyel dstrojen reseptdr antagonisti, aromataz inhibitori ve
CYP1B1 inhibitoru etkileri arastirilmistir. Ayrica hem insan saglikli meme epiteli
hiicre hatti (MCF-10A), hem de ER+ (MCF-7 BUS) ve Ucli negatif (MDA-MB-231)
insan meme kanseri hiicre hatlari Gzerindeki kisa ve uzun sureli sitotoksik etkileri de

degerlendirilmistir.

Maddelerden bazilarinin ER antagonizmasi, aromataz inhibisyonu veya CYP1B1

inhibisyonu yoéninde etkileri oldugu, bazilarinin ise birden fazla hedefte etkileri



oldugu gorulmustir. Etkili bazi turevlerin saghkli meme hicrelerinde sitotoksisite
gostermezken meme kanseri hiicrelerinde sitotoksisite gostermeleri ve o6zellikle
uzun sureli maruziyet ile hiicrelerin koloni olusumunu tamamen engellemis olmalari
ilag adayr olabilecekleri yo&ninde umut vericidir. Bazilarinin MCF-7 BUS
hicrelerindeki sitotoksik etkilerinin MDA-MB-231 hiicre hattina kiyasla daha gigcli
bulunmasi sitotoksik etkilerinin hormon-iligkili olabilecegini, bazilarinda hucreler
arasinda etki farki gézlenmemesi ise sitotoksik etkilerinin temelinde test edilen

hedeflerin disinda mekanizmalarin da rol oynadigini diusiindiirmektedir.

Sonug olarak indol tirevi melatonin analoglarindan bazilarinin belirlenen Ug farkl
hedef Uzerinde melatoninden daha etkili olduklari bulunmustur. Bununla birlikte
arastirilan hedefler Gizerinde etkili oldugu bulunan bilesikler, etki giigleri bakimindan
mevcut tedavi ajanlarina alternatif olabilecek Ustlinlikte bulunmamistir. Bu
nedenlerle s6zkonusu bilesiklerin meme kanserinin dnlenmesinde kemopreventif
ve/veya tedavi etkinligini gliclendirerek yan etkileri azaltmaya aday adjuvan ajan
olabilecekleri distinilmektedir. Tez ¢alismasinda ortaya konan yapi-aktivite iliskileri,
var olan ilaglardan daha glgli yeni ilag adaylarinin gelistirilmesine olanak
saglayabilecektir. Bu tezde klinik dncesi ilag kesif calismalari kapsaminda yer alan
hedef belirleme, etki belirleme/élgme yontemi segimi ve validasyonu, orta/hizli
ciktili tarama, molekiler modelleme ile 6ngorisel veri elde etme ile in vitro etkinlik
ve toksisite testlerini kapsayan butiincil bir yaklasim kullanilarak hit/6nct-molekil

belirlenmesi amaglanmig ve gergeklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri; ER antagonizmasi; Aromataz inhibisyonu;

CYP1B1 inhibisyonu, sentetik melatonin analoglari.



Abstract

Investigation of Mechanisms of Chemically-Induced Breast Cancer as Targets for

Anticancer Drugs

Breast cancer is the second cause of death among female cancers and its incidence
is increasing rapidly all over the world. It was reported that endogen estrogens and
xenoestrogens play a role in the initiation and progression of breast cancer via two
complementary pathways; by increasing cell proliferation via binding to estrogen
receptor and by inducing oxidative DNA damage as a result of metabolism of
estrogens to their reactive quinone metabolites. Melatonin, a natural indolic
hormone, is known to be beneficial in breast cancer via modulation of estrogen
receptor mediated effects and via inhibiting local biosynthesis of estrogens by
aromatase inhibition. Furthermore melatonin is reported to play a role as a potent
adjuvant agent to increase effectiveness and to reduce side effects of the
conventional breast cancer therapy. However short half-life and low bioavailibility

of melatonin limit its therapeutic use.

Therefore the present thesis is aimed to investigate the potential effects of
melatonin analogues on the selected targets that are involved in the chemical-
induced breast carcinogenesis. Our selected target proteins were are estrogen
receptor, aromatase and CYP1B1 enzymes. The inhibitory activies of the compounds
on estrogen induced cell proliferation as a consequence of their ER antagonist
effects were investigated. Inhibitory effects of the compounds on both aromatase,
enzyme responsible for local estrogen biosynthesis, and CYP1B1, enzyme catalysing
biotransformation of chemicals/estrogens to their reactive metabolites, were
investigated. Furthermore short-term and long-term cytotoxicity of the compounds
were evaluted in both non-tumorigenic breast epithelial cell line (MCF-10A) and two

different breast cancer cell lines (MCF-7 BUS and MDA-MB231).

We found that some of the compounds have ER antagonist, aromatase inhibitor
and/or CYP1B1 inhibitory activitiy; some of them were effective against more than
one target. Some of the compounds that were found to be effective on selected
targets caused cytotoxicity on human breast cancer cell lines without having
cytotoxic effect on non-tumorogenic breast cancer cell line which indicates that



these molecules can be promising candidates for breast cancer therapy without
causing harm to the healthy cells. Some of the tested indol derivatives were found
to inhibit formation of colonies dramatically in long term cytotoxicity studies in
MCF-7 cells which suggests an important role for them as novel drug candidates. It
was also found that some compounds are more cytotoxic to ER + (MCF-7 BUS) cells
than ER-(MDA-MB-231) breast cancer cells implying the hormon related mode of
action of their cytotoxic activity. On the other hand for some compounds, there
were no differences between their cytotoxic effects on ER+ or ER- cell lines
suggesting that off-target mechanisms may be involved in their cytotoxicity.
Although effective compounds are not as potent as current therapy agents, they
were much more effective than their parent compound, melatonin, on all three
selected targets. We suggest that these compounds could be promising candidates
with lower side-effects in the prevention and treatment of breast cancer as an
adjuvant therapeutical agent. The structure-activity relationships obtained from this
study may provide data for further studies to develope more potent molecules and
alternatives to current therapies. In the present thesis, target identification,
selection and validation of method, medium/high throughput screening on
selected target, molecular modelling studies to provide predictive data, early
phases of the efficacy and toxicity determination were conducted to identify a
hit/lead among tested indole derivative melatonin analogs as in the preclinical

stages of drug discovery studies.

Keywords: Breast cancer; ER antagonist; Aromatase inhibitor; CYP1B1 inhibitor,

Melatonin analogues
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1  GiRis

Meme kanseri kadinlarda en sik gorilen kanser tlridir ve tim diinyada
insidansinin arttigi  bildirilmistir. Meme kanseri insidansi gelismis Ulkelerde,
gelismemis Ulkelere kiyasla daha vyiksek olmasina ragmen kanserden olim
oranlarinin gelismis llkelerde daha diisiik olmasi meme kanserinin tedavi edilebilir

oldugunun kanitidir.

Meme kanseri olgularinin gok blyuk bir kismi hormon-bagimlidir ve yapilan in vitro/
in vivo galismalar 6strojenlere maruziyetle meme kanseri riski arasinda pozitif bir
iliski oldugunu gostermistir. Endojen 6strojenin indikledigi karsinojenezde iki farkli
mekanizmanin roli oldugu gosterilmistir. Bunlardan ilki 6strojen reseptori aracilig
ile hiicre proliferasyonunun arttirilmasi, digeri ise 6strojenin oksidatif metabolizmasi
sonucu olusan reaktif kinon metabolitlerinin DNA hasari olusturmasidir. Benzer
mekanizmalarin bilinen ksenoostrojenlerin  (dietilstilbestrol, bisfenol-A gibi)

indukledigi meme kanseri olusumunda da rol aldigi bildirilmektedir.

Hormon bagimli meme kanserinde 6strojenin etkisini ortadan kaldirmayi amaglayan
iki temel tedavi yaklasimi bulunmaktadir; 6strojenin reseptéri araciligiyla
gerceklesen etkileri hedef alan selektif 6strojen reseptér modilatorleri (SERM) ve
Ostrojen sentezinde yer alan enzimatik yolaklarn etkileyen selektif 6strojen enzim
modaulatorleri (SEEM). Bu ilaglarin gesitli yan etkilerinin olmasi ve tedavi sirasinda
bazi ilaglara direng gelismesi gibi faktorler hem meme kanserine karsi preventif etkili
hem de yan etkisi az yeni ajanlarin gelistirilmesi konusundaki ¢alismalarin stirmesini

desteklemistir.

Melatonin pineal bezden salgilanan ve baslica fizyolojik rolu sirkadyen ritm ve uyku
dongusini dizenlemek olan indol yapili bir hormondur. Melatoninin fizyolojik
konsantrasyonlarda meme kanseri hicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve meme
kanserinde Ostrojen sinyal yolagiyla etkileserek onkostatik etkili oldugu in vitro ve in
vivo g¢alismalarla kanitlanmistir. Melatonin bu etkisini reseptér aracilikli olarak
ostrojenlerin etkilerini 6nleyerek ve Ostrojenlerin dokuda lokal olarak sentezinden
sorumlu enzim aktivitesini degistirerek gerceklestirebilmektedir. Ancak yari

omrinun kisa olmasi ve oral yararlaniminin diigiik olmasi gibi faktorler melatoninin



meme kanseri tedavisinde kullanimini kisitlamaktadir. Bu amagla yarilanma émru
daha uzun melatonin tlirevlerinin meme kanserinin dnlenmesi ve tedavisinde umut

vadedici oldugu dustinilmektedir.

Bu tez galismasinda amacimiz endojen Ostrojen ve/veya cgesitli ksenobiyotikler
tarafindan indiuklenen meme kanserinde toksisite mekanizmasini olusturan
basamaklarin kanserden korunmada olasi antikanserojenik etki hedefi olma
potansiyelleri nedeniyle bu hedeflere yonelik aday bilesikler arastirmaktir. Bu
amagla ilag kesif ¢alismalarinda erken evre etkinlik ve toksisite galigmalarinin
gerceklestiriimesinde yer alan hedef belirleme, hedef lizerinde etkilerin orta/hizli
ciktih tarama ¢alismalari ile belirlenmesine yer verilmistir. Ayrica molekiler
modelleme ¢alismalarindan vyararlanilarak sadece etkili olacagi 6ngorilen
maddelerin biyolojik aktiviteleri arastinlarak gugli etkili, toksisitesi dusik “hit”

bilesiklerin tespit edilmesi ile maliyet ve zaman kaybinin 6nlenmesi amaglanmistir.

Bu baglamda tez calismasi kapsaminda sentezlenen melatonin analoglarinin
Ostrojenin reseptore baglanmasini engelleyerek hiicre proliferasyonunu inhibe eden
ER antagonisti etkileri, 6strojenin periferal dokuda lokal olarak sentezini saglayan
aromataz enzimini inhibe edici etkileri ve &strojenlerin reaktif oksidatif
metabolitlerine donlsimini katalizleyen CYP1B1 enzimini inhibe edici etkileri
arastinlmigtir. Ayrica bu yolaklarda etkili bulunan olasi ilag adayi bilesiklerin
sitotoksik etkileri hem insan saglikli meme epiteli hiicrelerinde hem de hormon
reseptorlerini tasiyan/tasimayan 2 farkli insan meme kanseri hiicresinde farkli
yontemler kullanilarak arastirilmis ve bu bilesiklerin sitotoksik etki mekanizmalari

aydinlatiimaya calisiimistir.



2 GENELBILGILER

2.1 Kimyasal Karsinojenez

Kimyasal karsinojenez, farkli birgok basamaktan olusan ve kimyasallara maruziyet
sonucu malign timorlerin olusumuyla sonlanan ¢ok asamali bir suregtir. Kimyasal
karsinojenez  baslatma, gelistirme, ilerleme olmak Uzere 3 asamada
gerceklesmektedir. Karsinojenler hiicre i¢ci DNA, RNA ve proteinlerle etkileserek ya
da onlarla kovalent baglanarak mutasyona giden degisikliklere neden olmaktadir

(Taningher, Saccomanno, Santi, Grilli ve Parodi, 1990).

Baglatma, kanser gelisiminin ilk basamagidir. Bu basamakta DNA ile kalici hasar
olusturulur ve mutasyona ugramis hicrenin bolinmesiyle hasar genetik olarak
aktanlir. Baslaticilarin gogu viicutta belirli bir bolgeye ya da doku tipine spesifik
etkilidir. Bu bilesikler genellikle dogrudan DNA ile etkilesmezler ancak
metabolizmalari sonucu olugan metabolitleri DNA’ya kovalent baglanarak
mutasyonlara neden olurlar. Baglaticinin dozu ile olugsan timor hicresi sayisi
arasinda dogrusal bir iliski bulunmaktadir (Klaassen, Casarett ve Doull, 2013; Liu ve

ark., 2015).

Gelistirme basamaginda baslatici tarafindan mutasyona ugramis hicrelerin
proliferasyonu gergeklesmektedir (Trosko, 2001). Baslaticilarin aksine gelistiriciler
DNA ya da makromolekillere kovalent baglanmazlar fakat hicre ylzeyindeki
reseptorlere baglanarak hiicreler arasi yolaklar etkileyerek hiicre proliferasyonunu
artirabilirler (Klaunig, Kamendulis ve Xu, 2000). Gelistiriciler tek basina karsinojenik
etkili degildir ancak mutasyona ugramis hicrenin proliferasyonuna neden olurlar

(Klaassen ve ark., 2013; Klaunig ve ark., 2000).

Uglincii asama olan ilerleme asamasinda ise benign preneoplastik lezyonlarin
neoplastik kanserlere déniisiimi s6z konusudur. Bu basamakta inflamasyon, immiin
sistemin baskilanmasi ve genetik stabilitenin bozulmasi gibi siiregler de rol
almaktadir (Hanahan ve Weinberg, 2011). ilerleme asamasi geri donissiizdir ve

karyotipik degisiklikler meydana gelmektedir. Malign timarlerin olusumuyla birlikte



buylime kontroli ortadan kalkmakta, biylme hizi asin artmakta, invazyon ve

metastaz gerceklesmektedir (Klaassen ve ark., 2013; Liu ve ark., 2015).

Kimyasal karsinojenler etki mekanizmalarina goére iki gruba ayrilmaktadir;

Genotoksik karsinojenler ve genotoksik olmayan (epigenetik) karsinojenler.

Genotoksik karsinojenler DNA hasari olusturarak timor olusumunu baslatirlar.
Bilesigin kendisi DNA ile dogrudan etkilesebilmekte ya da metabolizmasi sonucu

olusan reaktif metaboliti DNA hasarina neden olmaktadir.

Epigenetik karsinojenler ise genotoksik etkili olmayip bagska mekanizmalarla kanser
olusturma yetenegine sahiptirler (Klaassen ve ark., 2013). Bu bilesikler etkilerini
hicre bliyimesi, bolinmesi, kronik inflamasyon, steroid hormon reseptor
aktivasyonu gibi pek ¢ok fizyolojik stireci hedef alarak gostermektedirler (Liu ve ark.,
2015). Kanserde gelistirici olarak yer alan epigenetik karsinojenlere 2,3,7,8-

tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD), asbest, fenobarbital 6rnek olarak verilebilir.

2.2 Meme Kanseri

Meme kanseri diinyada en sik gorilen ikinci kanser tirldur (Ferlay ve ark., 2015).
Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi (IARC)’'nin yiritmis oldugu GLOBOCAN
2012 adh proje kapsaminda 184 (ilkeden toplanan veriler, kanser nedeniyle 6lim
siralamasinda meme kanserinin 2. sirada yer aldigini géstermektedir. 2016 yilinda
kadinlarda 246.660 yeni meme kanseri vakasi gorilecegi ve yaklasik 40.450 kisinin
bu sebeple hayatini kaybedecegi tahmin edilmektedir. Amerika’da yeni gorilen tim
kanser vakalarinin % 14,6 sini kadinlarda gorilen meme kanseri olugturmaktadir
(Cancer Statistics Review, 1975-2015 - SEER Statistics, 2018). Meme kanseri kadinlar
arasinda en sik goérilen kanser turiadir ve 2012 yilinda yaklasik 1,67 milyon kadina
ilk kez meme kanseri teshisi konuldugu tahmin edilmektedir (tim kanser vakalarinin

%25’i) (Ferlay ve ark., 2015).

Meme kanseri gorulme sikhgl gelismekte olan Ulkelerde disik oldugu halde 6lim
oranlari yiksekken, gelismis tlkelerde ise meme kanserinden 6lUm oranlarinin daha
dlstk olmasi tarama ve tedavideki gelismelerin dnemine dikkat cekmektedir (Ferlay

ve ark., 2015).



2.2.1 Meme Kanserinin Siniflandiriimasi

Meme kanseri tek bir hastalik olarak degil farkh klinik ve patolojik 6zelliklere sahip
alt gruplan olan bir hastalik grubu olarak tanimlanmaktadir. Bu alt gruplama,
hastanin veya timorin farkh fenotipik ve genotipik 6zelliklerine (tiUmor evresi,
derecesi, genetik gegmisi ve klinikteki davranisi) gére yapilmaktadir. Bu alt tiplerin
tedaviye vyanitlari da farkhlik gosterdiginden meme kanserinde alt tipin
tanimlanmasi dogru tedavinin uygulanmasi ve tedavi etkinliginin artiriimasi
acisindan ¢ok onemli olmaktadir (Blows ve ark., 2010; Perou ve ark., 2000; Reis-

Filho ve Pusztai, 2011).

Perou ve arkadaslari gen ekspresyon profiline dayanarak meme kanserinin 4 alt
tipini tanimlamiglardir (Perou ve ark., 2000). Fakat bu yontem klinik ve arastirmalar
icin maliyetli ve karistk olmasi nedeniyle ¢ok kullanilabilir olmadigindan
immuohistokimyasal gostergelerin kullanilmasi tercih edilmektedir (Goldhirsch ve

ark., 2011; Rick ve ark., 2014).

Bu yaklasima gore tiumorler 6strojen reseptor (ER), progesteron reseptor (PR) ve
epidermal blylme faktér reseptori (HER2) ekspresyonlarina gore 4 alt tipe
ayrilmaktadir; luminal A, luminal B, ligli-negatif bazal-benzeri ve HER2 (Reis-Filho ve

Pusztai, 2011).

Luminal A; meme kanserlerinin en sik gorilen (% 40) alt tipidir. Bu tip timorler ER
ve/veya PR eksprese ederken HER2 eksprese etmezler. Diger tumor tiplerine goére
biylime hizlar yavastir ve daha az agresiftirler. Yiksek sag kalim ve digik nuiks
oranina sahip tim alt tipler arasinda en iyi prognoza sahip tiptir. Bu iyi prognoz
hormon reseptor ekspresyonunun var olmasiyla agiklanmaktadir ¢linkii hormon
reseptdr ekspresyonu ile hormonal tedaviye yanit arasinda pozitif bir iligki

bulunmaktadir.

Luminal B; meme kanserlerinin % 10-20" lik kismi bu tiptedir. Bu timorler ER+
ve/veya PR+ olmakla birlikte HER2 eksprese etmeleri nedeniyle luminal A tipinden
ayrilirlar. Proliferasyon hizlar yiksektir ve luminal A timdrlere kiyasla prognozu

kotudar.



Uglii negatif bazal-benzeri; meme kanserlerinin yaklasik % 10-20" si bu tiptedir ve
adindan da anlasilacag tzere higbir hormon reseptérini eksprese etmezler. ER-,
PR-, HER2- olan bu timorler agresif ve invaziv Ozelliktedir. Bazal benzeri timorler
Afroamerikan kadinlarda, menopoz oncesi donemdeki ve BRCA1 gen mutasyonu
tastyan kadinlarda daha sik goriilmektedir. Hormonal tedaviye yanit vermedikleri ve
bu timorler igin hedeflenen bir tedavi yaklagimi bulunmadigindan kot bir prognoza

sahiptirler.

HER?2 tipi; tim meme kanserlerinin % 10’u bu tiptedir. HER2 ekspresyonu yliksek
olan bu tipte hormon reseptorleri eksprese edilmemektedir. Bu tip kanserler bazal
benzeri kanserler gibi agresif blylime ve yayilma 6zelligi gosterirler. Kisa vadede
prognozu luminal kanserlere gére daha kotlyken Uglii negatif kanserlere gére daha
iyidir ¢linkii HER2+ ekspresyonu oldugu igin bu reseptoérleri hedefleyen tedavi
yaklasimlari bulunmaktadir (Blows ve ark., 2010; Goldhirsch ve ark., 2011; Perou ve

Borresen-Dale, 2011; Rick ve ark., 2014).

2.2.2 Meme Kanserinde Risk Faktorleri

Meme kanserinin olusumunda yer alan risk faktoérleri Tablo 2.1’de 6zetlenmistir. Bu
faktorlerden cinsiyet, yas, aile oykisil, erken menarj, ge¢c menopoz gibi faktorler
degistirilemeyen faktorlerken sigara igme, alkol tlketimi, menopoz déneminde
kombine hormon preparatlarinin  kullanimi gibi faktérler degistirilebilir risk
faktorleridir (Demark-Wahnefried, Bandera, Gapstur ve Patel, 2012; Kushi ve ark.,
2012).

25 yasindan 6nce meme kanseri goriilme riski cok diigsiikken 45 yasina gelindiginde
risk 100 kata kadar artmaktadir (Hulka ve Moorman, 2001). Bu durum {ireme
hormonlarinin  meme kanseri etiyolojisinde rol oynadigini gostermektedir
(Dumitrescu ve Cotarla, 2005). Erken menarj, ge¢ menopoz, ilk gebeligin ge¢ yasta
olmasi ve hi¢ dogum yapmamis olmak meme dokusunun yasam boyu hormonlara
maruziyetini ve meme kanseri riskini artiran faktorlerdir. Diger taraftan ilk gebelik
yasinin erken olmasi, uzun emzirme suresi, yuksek dogum sayisi meme kanseri
riskini azaltmaktadir. Hormon replasman tedavisi ve oral kontraseptif gibi eksojen

hormonlarin kullanimi da meme kanseri riskini artirmaktadir (Collaborative Group
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on Hormonal Factors in Breast Cancer, 1996, 1997). Yasam sekliyle ilgili faktorlerden
olan alkol tliketiminin onemli risk faktorli oldugu cok sayida epidemiyolojik
calismada gosterilmistir (Singletary ve Gapstur, 2001). Bununla beraber sebze,
meyve, omega-3 ve doymamis yag asitlerinden zengin beslenmenin riski azalttigi,
tam tersi yonde beslenmenin meme kanseri riskinde artisla iliskili oldugu

gosterilmistir (Dumitrescu ve Cotarla, 2005).

Meme kanseri % 5-10 oraninda kalitsal mutasyonlardan kaynaklanmaktadir.
Tanimlanan ilk meme kanseri yatkinlik geni, BRCA1 genidir (Hall ve ark., 1990). Bu
genin transkripsiyonuyla meme ve overlerde tiimor baskilayici olan BRCA1 proteini
uretilir (Miki ve ark., 1994). BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonu olan bireylerde meme
ve over kanserine yatkinhigin arttigi bildirilmistir (Schwartz ve ark., 2008). BRCA1
mutasyonu tasiyan kadinlarin % 44 ile % 78 inde, BRCA2 mutasyonu tasiyan
kadinlarin ise % 31 ile % 56’sinda 70 yasina kadar meme kanseri gelismesi

beklenmektedir (Chen ve Parmigiani, 2007).

iyonize radyasyon hem erkeklerde hem de kadinlarda meme kanseri riskini
artirmakta ve diger klasik etkili karsinojenler gibi genotoksik etkiye neden olarak
DNA’da hasar olusturmaktadir (Land ve ark., 2003; Little ve McElvenny, 2017).
lyonize radyasyona erken yasta maruz kalanlarda (20 yasindan &nce atom
bombasindan etkilenenler veya tibbi radyasyona maruz kalanlar) meme kanseri

riskinin arttig bildirilmistir (Henderson ve ark., 2010; Land ve ark., 2003).

Hem epidemiyolojik calismalar hem de mekanistik ve kemiricilerde yapilan
¢alismalar gevresel kimyasallarin meme kanseri gelisiminde muhtemel rol oynadigini
gostermekte ve kimyasallar ile meme kanseri arasindaki iliskinin arastirma énceligi
tasidigl belirtilmektedir (Interagency Breast, Cancer and Environmental Research

and Coordinating Committee, 2013).



Tablo 2.1 Meme kanseri riskini artiran faktorler

Artan yas

Ostrojen maruziyetinde artis
» Erken menarj (< 12)
Geg¢ menopoz (>55)
ileri ilk dogum yasi (>30)
Dogum yapmamis olmak

Oral kontraseptif kullanimi

vV V V V V

Hormon replasman tedavisi
Aile oykusu

BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonu

Benign meme timori 6ykiist

Meme dokusunun dansitesi

Radyasyon tedauvisi

Diyet ve yasam sekliyle ilgili faktorler
> Alkol tiketimi
» Sigara igmek
» Obezite
>

Egzersiz yapmamak

2.2.3 Eksojen/Ksenobiyotiklerle indiiklenen Meme Kanseri

Hem epidemiyolojik hem de laboratuvar galismalari kimyasallarla indiiklenen meme
kanserinde rol oynayan mekanizmalari su sekilde agiklamaktadir; DNA hasari, meme
bezlerinin gelisiminde ve hormonal vyanitlarda degisiklik, hormonal timor
gelisiminde ilerleme (Rodgers, Udesky, Rudel ve Brody, 2018). Hayvan
¢alismalarinda meme kanserine neden oldugu gosterilmis 216 tane kimyasal bilesik
bulunmaktadir (Rudel, Attfield, Schifano, ve Brody, 2007). in vitro calismalarda
Ostrojeni taklit ederek ya da onunla etkileserek 6strojene duyarli meme kanseri
hicrelerinin proliferasyonunu stimile ettigi gosterilen ve bdylece meme kanseri
riskini artirdigi bilinen 250’ye yakin kimyasal bilesik bulunmaktadir (Brody ve ark.,
2007; Soto ve ark., 1995). Bu maddelerden en iyi bilinen ikisi dietilstilbestrol (DES)

ve dimetilbenzantrasen (DMBA)’ dir.



DES sentetik Ostrojen turevi bir bilesiktir. 1940-1971 vyillari arasinda hamilelerde
distk tehdidi ve diger komplikasyonlarin édnlenmesi amaciyla kullanilmistir (Adam
ve ark., 1977). DES’in siganlarda meme bezi yapisinda ve gen ekspresyonlarinda
degisiklige neden oldugu bulunmustur. Prenatal maruz kalan kadinlarda 40 yasindan
sonra meme kanseri gorilme riskinin benzer risk faktéri tagimasina ragmen DES’e
maruz kalmayan kadinlara oranla iki kat fazla oldugu belirlenmistir (Hoover ve ark.,

2011; Palmer ve ark., 2006).

DMBA, polisiklik aromatik yapida ve karsinojen oldugu kanitlanmis bir bilesiktir
(Rundle ve ark., 2000). Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin (PAH) meme, deri,
pankreas, akciger ve diger pek ¢ok kansere neden olan mutasyonlari indiikledikleri
bildirilmektedir (Denison ve Nagy, 2003; Kimura ve ark., 2007). PAH’lar aril
hidrokarbon reseptorlerini aktive ederek ve nukleer translokatér protein ile
kompleks olusturarak CYP1A1l ve CYP1B1 gibi faz-1 enzimlerinin indiiksiyonuna
neden olur. Bu enzimler DMBA molekilinln toksik ve mutajenik ara Urlnlere
donlisimini katalizler. Bu ara Uurunler kanser olusumunu indikleyen DNA

mutasyonlarina neden olur (Rundle ve ark., 2000).

2.2.4 Endojen Ostrojenler ile indiiklenen Meme Kanseri

Ostrojenler 18 karbon tasiyan steroid yapida bir grup hormondur. insan viicudunda
9 farkh 6strojen molekili bulumakta olup 17 B-6stradiol (E;), 6stron (E1) ve Ostriol
(E3) bunlarin bashca g tanesidir. Ostrojenler menopoz 6ncesi dénemde baslica
overlerde sentezlenir. Menopoz sonrasi donemde ve erkeklerde ise dstrojen sentezi
gonad disi dokularda, lokal olarak testosteronun aromatizasyonu sonucu

gerceklesmektedir (E. R. Simpson, 2003).

Dogal hormonlar olan 6stron ve 0stradiol kemiriciler ve insanlarda yapilan
galismalarin sonuglarina dayanarak karsinojen olarak kabul edilmektedir (IARC
Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, 1999). Bu bilesikler
standart bakteri ve memeli test sistemlerinde mutasyonu indiklemedikleri igin
bilimsel kuruluglar tarafindan epigenetik karsinojen olarak siniflandiriimistir
(Drevon, Piccoli, ve Montesano, 1981; Lang ve Redmann, 1979; Lang ve Reimann,

1993).



Puberte déneminde ve seksiel olgunlasma sirasinda meme gelisimi dolasimdaki
biyolojik olarak en aktif steroid hormon olan 17-B-6stradiol tarafindan stimile
edilmektedir. Bununla birlikte yiksek konsantrasyonda ve uzun sireli dstradiole
maruz kalmanin meme kanserine neden olduguna dair yeterli kanit bulunmaktadir

(S Cos ve ark., 2008; J. Russo ve Russo, 2006).

Meme kanseri hormon-bagimli kanserlere klasik bir 6rnektir. Yeni tani konan meme
kanseri vakalarinin yaklasik % 95’i baslangigta hormon bagimlidir ve bu durum

menopoz durumundan bagimsizdir.

Yasam boyu 6strojene maruziyetin artisinin meme ve endometriyum gibi hormon-
iliskili kanserlerin gelisiminde baslica bir risk faktorii oldugu gosterilmistir (Clemons
ve Goss, 2001; Henderson, Ross, ve Bernstein, 1988; Roy ve Abul-Hajj, 1997; Roy,
Cai, Felty, ve Narayan, 2007). Endojen kaynaklarin yaninda, kontrasepsiyon amagli
kullanilan 17 a-etiniléstradiol; hormon replasman tedavisinde kullanilan mestranol,
premarin gibi sentetik 6strojenler de 6strojenlere toplam maruziyeti artirmaktadir
(Okoh, Deoraj ve Roy, 2011). Erken menarj ve ge¢ menopoz yasayan kadinlarda
meme kanseri riski artarken, tersi durumda meme kanseri riskinin azaldig
gorulmistir (Xu ve ark., 2004). Yapilan bir kohort galismada menopoz 6ncesi
kadinlarda serum 0strojen dulzeylerinin yiksek olmasi ile meme kanseri goriilme
sikhgl arasinda pozitif bir iliski oldugu gosterilmistir (Kaaks ve ark., 2005). Yine bir
kohort ¢alismada, 35 yasindan Once bilateral overektomi operasyonu gegirmis
olmanin yasam boyunca meme kanseri gorilme sikligini % 75 azalttigi gosterilmistir

(Feinleib, 1968).

Ostrodioliin meme kanseri gelisiminde énemli bir faktér oldugu kanitlanmistir ve
yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar, endojen 6strojenin indukledigi karsinojenezde
iki farkh mekanizmanin roli oldugunu go6stermistir. Bunlardan ilki Ostrojen
reseptori aracilikh, digeri ise Ostrojen reseptoriinden bagimsiz etkilerdir (Preston-

Martin, Pike, Ross, Jones ve Henderson, 1990; Yue ve ark., 2003) (Sekil 2.1).
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Androjen
Ostrojen
Hicre proliferasyonuna E2 metabolitleriyle
bagl mutajenik etki indiklenen mutajenik etki
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2-OHE, 4-OHE, Redoks 16a-OHE,
ER e
dongusiinde
i leri olusan
Proliferasyon genleri serbest
v radikaller
Hicre l
bolinmesi
Mutasyon \ DNA Hasari
ey
Meme Kanseri

Sekil 2.1 Ostrojenin indiikledigi karsinojenezde &strojen reseptdrii aracilikli ve &strojen

reseptoriinden bagimsiz yolaklar

2.2.4.1  Ostrojen Reseptérii Aracilikli Etkiler

Ostrojen ER’ye baglandiginda reseptériin konformasyonal degisikliklere ugramasiyla
homodimerizasyon gerceklesir (Kumar ve Chambon, 1988). Dimerizasyona ugrayan
ER, DNA (zerinde hedef genlerin promotér bélgelerinde bulunan Ostrojen Yanit
Elementi (ERE; estrogen response element) bolgesine baglanir. Homodimerize ER
koreglilatér olarak adlandirilan proteinlerle etkilesime girerek bir transkripsiyonel
kompleks olusturdugunda gen regiilasyonu gergeklesmektedir. Bu koregulatorler ER
transkripsiyon kompleksini aktive (koaktivator) ya da inaktive (inaktivator) ederek

hedef gendeki ER ekspresyonunu degistirmektedir (Hall ve McDonnell, 2005).

Hicre proliferasyonundaki artigin kanser olusumundaki rolii Preston-Martin ve ark.
tarafindan agiklanmistir. Hiicre proliferasyonu arttiginda DNA replikasyonu sirasinda
yanlis eslesmelerin olma olasiligi artmaktadir. Hiicre bélinme hizi kontrolsiiz bir

sekilde arttiginda olusan bu nokta mutasyonlarinin onarimi igin yeterli sire
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olmayacagindan DNA’daki katim Grunleri ve/veya kiriklar bolinme sonrasinda sabit
mutasyonlara dontglr. Olusan bu mutasyonlarin kimyasal karsinojenezin ilk
basamagl olan “baslatma” rolini Ustlenecegi dustnidlmektedir. Reseptore
baglanmanin ayni zamanda proto-onkogenleri ve onkogenleri de aktive ederek
kanser olusumuna katki sagladig da ifade edilmektedir (Preston-Martin ve ark.,

1990).

2.2.4.2  Ostrojen Reseptériinden Bagimsiz Etkiler

Ostrojenin ER’den bagimsiz olarak da meme kanserini tetikleyebildigi in vitro ve in
vivo galismalarla kanitlanmistir. ER tagimayan insan benign meme epitel hiicresi
olan MCF-10F hdcrelerinin Ostradiole maruz birakilmasinin malign timorlerin
olusumuna neden oldugu belirtilmistir. Malign timorlere dénlisimin erken
evrelerinde gorilen duktal yapilarin farkhilagsmasinin kaybolmasi, 6stradiole maruz
birakilan bu hicrelerde go6sterilmistir. Ayrica hicrelerin  koloni olugturma
etkinliklerinde de artis saptanmistir (J. Russo ve ark., 2006; J. Russo ve Russo, 2006).
ERa tasimayan ve Wnt-1 protoonkogen ekspresyonu artmis farelerde, yapilan bir
¢alismada farelerin yumurtaliklari cerrahi yolla g¢ikarildiginda meme dokusunda
timor olusma suresinin uzadigl gosterilmistir. Bu farelere 6stradiol verildiginde ise
timor olusum suresi kontrole kiyasla azalmis ve bu sonug dstradiollin reseptérden
bagimsiz etkilerine kanit olarak sunulmustur (Yue, Yager, Wang, Jupe, ve Santen,
2013). Menopoz doéneminde uygulanan hormon tedavisinin hem ER+ hem de ER-
timor riskini artirmasi da dstradiollin reseptdrden bagimsiz olarak meme kanserine

yol actigini destekleyen bir bulgudur (Yager, 2015).

ER’den bagimsiz etkiler 06strojenin oksidatif metabolizmasi sonucu olusan
genotoksik metabolitlerinden  kaynaklanmaktadir. Olusan bu genotoksik

metobolitler direk olarak DNA hasarina neden olmaktadir.

Ostrojenler oksidatif metabolizmasi sonucu 2-OH ve 4-OH metabolitlerine dénisiir.
2-OH katekol olusumu CYP1A1 ve CYP3A4 tarafindan katalizlenirken 4-OH katekol
olusumu CYP1B1 tarafindan katalizlenmektedir. Ostrojenlerin 2-OH ve 4-OH katekol
metabolitleri biyolojik 6zellikleri agisindan farklihk géstermektedir; 2-OH

metabolitleri zayif 6strojenik etkilidir ve pek ¢ok deneysel sistemde kismi antagonist
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olarak rol aldiklari gosterilmistir (Franks, MacLusky ve Naftolin, 1982; MacLusky,
Naftolin, Krey ve Franks, 1981) fakat 4-OH metabolitleri glgli Ostrojenik etkiye
sahiptir. insan meme kanseri hiicrelerinde 4-OH Ey’ nin ER’ye baglanma afinitesi E;’
ye gore yaklasik 1,5 kat daha fazladir (Van Aswegen, Purdy ve Wittliff, 1989). 2-OH
E, 6strojen reseptoriinden E;’ ye gore daha hizli ayrilirken, 4-OH E; reseptdre daha
uzun slre bagh olarak kalmaktadir (Yager, 2015). Yapilan ¢alismalar 6strojenlerin 4-
OH metabolitlerinin 2-OH metabolitlerine gére daha karsinojenik oldugunu
gostermektedir. Bu durumun bir detoksifikasyon enzimi olan katekolamin-O-
metiltransferaz (COMT)'In 2-OH metabolitine 4-OH metabolitinden daha ylksek

afinite gdstermesinin bir sonucu oldugu dislintiimektedir (Lavigne ve ark., 2001).

2-OH ve 4-OH katekol metabolitler oksidatif metabolizmalari sonucu 2,3- ve 3,4-
kinon metabolitlerine donismektedir (E. Cavalieri ve ark., 2006). Olusan reaktif
kinon tlrevleri DNA daki purin bazlarina kovalan olarak baglanarak DNA katim
drinleri (4-OH-6stradiol-1-N7-guanin and 4-OH-6stradiol-1-N3-adenin) olusumuna
sebep olur. Bu katim urunlerinin DNA’dan ayrilmasiyla nokta mutasyonlarina karsi
hassas olan apurinik bolgeler olusur. DNA’daki apirinik bdlgelerin hatali baz
eksizyon onarimi sonucu ¢esitli kanser tiplerinin olusumuna yol agan mutasyonlar
olusabilmektedir. 3,4- kinon metabolitleri stabil olmayan DNA katim {Urlnleri
olusumuna yol acarken 2,3- kinon metabolitlerinin olusturdugu DNA katim Grtnleri
stabildir (E. L. Cavalieri ve Rogan, 2011). Ostrojen kinon metabolitlerinin meme
kanseri olgularinda kontrol grubuna goére daha yilksek oranda bulunmasi bu
metabolitlerin mutasyon ve kanser olusum siirecinde bir roli olabilecegini

gostermektedir (Rogan ve ark., 2003).

Ostrojenlerin  kinon metabolitlerine déniisimii  sirasinda, semikinon yapisi
molekiler oksijen varliginda enzimatik olmayan otooksidayona ugrayarak kinon
yapisina donisebilmekte, olusan kinonun semikinon yapisina geri dontsimu ise
sitokrom P450 reduktaz aracilikli redoks dongusi ile gergeklesmektedir. Bu siirecte
oksijen molekulli siperoksit anyon radikaline (0;*) ve hidrojen peroksite (H203)
indirgenir. H,0, ortamda Fe*? iyonlari varliginda reaktif hidroksil radikaline (HO®)
donlsturulmektedir. Hidroksil radikali lipitlerle etkileserek yag asidi zincirlerinden

bir hidrojen atomu kopartmaya yetecek reaktiviteye sahiptir ve 06zellikle
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membranlarda lipid peroksidasyonu denen bozunma siirecinin baslamasina yol agar

(E. L. Cavalieri ve Rogan, 2011, 2012).

Saglkli kisilerde 06strojen metabolizmasi sirasinda olusan katekol metabolitleri
karacigerde glukronit ve siilfat konjugasyonu ile inaktive edilirken, ekstrahepatik
dokularda COMT enzimi araciligl ile metilasyon sonucu detoksifiye edilmektedir
(Ercole Cavalieri ve Rogan, 2014; Yue ve ark., 2013). Metoksi Ostrojenler CYP1A1 ve
CYP1B1 uzerinde feedback inhibisyona neden olmakta ve bu durum aktivasyondan
sorumlu enzimlerin ekspresyonunun diizenlenmesi ve Ostrojen homeostazinin

saglanmasina yardimci olmaktadir (Dawling, Roodi ve Parl, 2003).

Ostrojenlerin oksidatif metabolizmasi sirasinda olusan kinon metabolitleri Faz II
enzimleri arasinda yer alan NAD(P)H kinon oksidorediiktaz 1 (NQO1) enzimi araciligl
ile katekol metabolitlerine indirgenebilmekte ve ardindan COMT enzimi ile
detoksifiye edilmektedir. Kinon metabolitleri ayni zamanda glutatyon-S-transferaz
(GST) enzimi aracihglyla, GSH konjugatlari seklinde viicuttan uzaklastirilabilirler
(Liehr, 2002; Yager, 2015). Sekil 2.2'de sematize edilen bu metabolik yolakta yer
alan Faz | enzimleri endojen 6strojenlerin biyoaktivasyonuna neden olduklari igin
kanser  olusumunda  6nemli  birer  faktér, Faz Il enzimleri ise
koruyucu/detoksifikasyonda rol oynadiklari igin kanserden korunmada énemli birer

basamak olmaktadirlar.

14



NQO1

OH
R
CYP19 (aromataz)
o)/i/:éig > /@@:YPIB} HO'

R
Testosteron Ho Ostradiol(E,)-Ostron(E,) OH

E1:R=0 E2:R-OH .
4-OH E,(E,)

HO'
SULT1E1
o
! CcCOMT E,(E;)-3,4-semikinon
R

”“\\//‘ /(Igig 7 E (YE )-3,4-kinon
J L o
E, (E,) stlfat o N GST
Scy v

«
4-metoksi E,(E;) GSH DNA katim Grdinleri

konjugatlari

Sekil 2.2 Ostrojenin endojen metabolizmasi ve yolakta yer alan biyoaktivasyon ve

detoksifikasyondan sorumlu enzimler

Ostrojen metabolizmasi sirasinda aktivasyondan sorumlu CYP enzimleri ve
detoksifikasyondan sorumlu enzimler (COMT, NQO1, GSH) arasinda bir denge s6z
konusudur. Bu dengenin diyet, ¢evresel maruziyetler, yasam sekli, yaslanma ve
genetik faktorler nedeniyle kinon metabolitleri ve nihai olarak depurine edici DNA
katim Urlnleri olusumu ydniinde bozulmasi DNA hasariyla sonuglanmakta ve bu
durumun kanser baslama evresini tetikleyebilecegi ifade edilmektedir (Ercole
Cavalieri ve Rogan, 2014). ER+ insan meme kanseri hiicresi olan MCF-7 hicreleri,
TCDD ile muamele edildiginde Ostrojenin oksidatif metabolizmasi sonucu olusan
reaktif katekol ve kinon tirevlerinin arttigi; ayni hiicrelerde COMT enzimi de inhibe
edilirse oksidatif DNA hasarinin bir biyogostergesi olan 8-okso deoksiguanozin (8-
oxo-dG) dizeylerinin arttigi gozlenmistir (Lavigne ve ark., 2001). Benzer sekilde
Ostrojen reseptori tasimayan saglikli insan meme epitel hiicresi olan MCF-10F
hicreleri, 6stradiolle muamele edilip COMT enzimi de inhibe edildiginde oksidatif
DNA hasarinda artis gézlenmistir (Zahid ve ark., 2007). Meme kanserli kadinlarda
yapilan bir ¢alismada aktivasyondan sorumlu CYP enzimlerinin yiksek miktarda,
deaktivasondan sorumlu enzimlerin ise disiuk miktarda eksprese edildigi, kanserli
olmayan kadinlarda ise durumun bunun tam aksini gosterdigi gozlenmistir (Singh ve
ark., 2005). Ostrojen metabolizmasindaki dengenin meme kanserindeki énemi ve
roll, bu yolakta yer alan biyoaktivasyondan sorumlu enzimlerin (CYP19A1l ve

CYP1B1) inhibisyonu ve detoksikasyondan sorumlu enzimlerin (COMT, NQO1 ve
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GST) aktivasyonu/indiksiyonuna neden olan resveratrol, N-asetilsistein ve
sulforafan gibi maddelerin varliginda 6strojen-DNA katim urinleri olusumunun

azalmasinin saptanmasiyla dogrulanmistir (Yang ve ark., 2013; Zahid ve ark., 2008).

2.3 Meme Kanseri Tedavisinde Ostrojeni Hedef Alan Terapotik Yaklagimlar

Ostrojenin hormon-bagimli meme kanserinin ilerleme ve gelisimindeki rolii goz
oniine alindiginda meme kanserinin tedavisinde ana yaklasim Ostrojenin etkisini
ortadan kaldirmaktir. Bu anlamda uygulanan ilk antidstrojenik yaklasim ‘overektomi’
ile overlerin alinmasi olmustur. Memenin cerrahi olarak alinmasi, radyoterapi,

kemoterapi ve hormon terapisi de giinimuzde kullanilan tedavi yaklagimlaridir.

Ostrojen sinyal vyolagi ile etkilesen ilaglar iki grupta siniflandiriimaktadir:
Ostrojenlerin sentezinde yer alan enzimlerin aktivitesini etkileyen selektif dstrojen
enzim modulatorleri (SEEM) ( 6rnegin formestan, letrozol) ; endojen 6strojenlerin
etkisini reseptor aracilikli olarak etkileyen selektif dstrojen reseptér modulatorleri

(SERM) (6rnegin tamoksifen ve tirevleri) (Barker, 2003; Wong ve Ellis, 2004).

2.3.1 Selektif Ostrojen Enzim Modiilasyonu (SEEM)

Ostrojenlerin viicutta baslica Uretildigi yerler menopoz éncesi ve sonrasinda farkhlik
gostermektedir. Menopoz Oncesi kadinlarda Ostrojen sentezi baslica overlerde
gerceklesmekteyken menopoz sonrasi donemde periferal dokularda (yag, kas
dokusu ya da timoér dokusunda) androjenlerin enzimatik olarak Ostrojenlere
donlstarialmesi ile dretilirler (Miller, 1990). Steroidlerin meme dokusundaki
biyotransformasyon yolaklari Sekil 2.3’de goriilmektedir (Pasqualini ve Chetrite,
2005). CYP19A olarak da isimlendirilen aromataz enzimi androjenlerin (testosteron
ve androstendion) oOstrojenlere dénusimini katalizlemektedir. Bu 6strojenler,
Ostrojen siilfataz ve Ostrojen siilfotransferaz enzimlerinin aktivitesine bagh olarak
stilfat konjugati ya da konjuge olmamis aktif formuna doénisiirler. Ostrojen siilfataz
enzimi konjuge olmamis aktif dstrojen formunun olusumu yoniinde galismaktadir
(Suzuki ve ark., 2003). 17-B-hidroksisteroid dehidrojenaz (tip | ve tip Il ) enzimleri ise
dislik aktiviteye sahip olan androstendion ve 6stronun sirasiyla aktivitesi daha
yuksek olan testosteron ve 17-B-6stradiole donlisimini katalizlemektedir (Hilborn,
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Stal, ve Jansson, 2017). Normal meme dokularindakinin aksine meme kanserli
dokularda aktif tlrevlerin olusumu yoniinde bir egilim s6z konusu olmaktadir

(Pasqualini ve Chetrite, 2005).

Goraldagu gibi ostrojenler bir dizi steroid hormon doénlsim reaksiyonu sonucu
olusan son urilnlerdir. Bu basamaklardan herhangi birinin inhibisyonu &strojen
diizeylerinde azalmayla sonuglanmaktadir. Ozellikle 6strojen biyosentezine 6zgi
olan son basamagin spesifik olarak inhibisyonu 6strojen dizeylerinde baskilamaya
neden olmaktadir (C. Jordan ve Furr, 2006). Bu basamagi katalizleyen aromataz
enzimi prostetik spesifik sitokrom P450 ve ubikuitdz flavoprotein NADPH sitokrom
P450 rediiktaz gruplarini tagimaktadir (S. E. Bulun ve Simpson, 1994). Aromataz
enziminin 0Ostrojen sentezindeki kilit roli bu enzimi inhibe eden ajanlarin
gelistirilmesi ve bunlarin hormon bagimli timérlerde kullanimi konusundaki ilginin

artmasina neden olmustur.

2.3.1.1  Aromataz inhibisyonu ve inhibitérleri

Endojen Ostrojenler igerisinde en potent bilesik olan 6stradiol, androjenlerden
hareketle sitokrom P450 enzim kompleksi olan ‘aromataz’ araciligiyla
sentezlenmektedir (E. R. Simpson ve ark., 1994). Aromataz enzimi menopoz oncesi
kadinlarda overlerde, menopoz sonrasi kadinlarda ise adipoz dokuda en yliksek

miktarda bulunmaktadir.

Aromataz inhibitorleri etki mekanizmalarina ve yapilarina goére baslica iki gruba
ayrilmaktadir. Tip-1 inhibitorler steroid yapili androstendion tiirevi bilesiklerdir ve
enzimin substrat bolgesine geri donlssiiz olarak baglanirlar. Tip-2 inhibitoérler ise
non-steroidal yapilidir ve enzimin “hem” grubuna geri donusli olarak baglanirlar ve

blyuk cogunlugu triazol grubu tasimaktadir.

Tip-1 inhibitorler genellikle Tip-2 ajanlardan daha spesifik inhibitorlerdir (C. Jordan
ve Furr, 2006). Formestan ve eksemestan gibi bazi tip-1 inhibitorlerin enzimin
katalitik bolgesindeki inhibitor etkinlikleri ihmal edilebilir dizeydedir fakat
metabolizmalari sonucu olusan ara Urlinler enzimin aktif bolgesine geri donlisiimsiiz

olarak baglanarak enzimi inhibe etmektedir (Johnston, 1998). Bu bilesikler bu etki
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mekanizmalari ile kendi metabolizmalarini inhibe ettikleri icin “intihar inhibitorleri”
olarak adlandirilirlar. inhibitér etkinlikleri metabolize olmalarina bagli olan bu
bilesikler sadece kendisini metabolize eden enzimi inhibe ettikleri igin etkileri daha

spesifiktir (C. Jordan ve Furr, 2006).

Tip 1 inhibitorlerin aksine Tip 2 inhibitorlerin etkisi geri donuslidir ve etkinin
surdurulebilmesi bilesigin ortamdaki varligina baghdir. Tip 2 inhibitérler aromataz
enzimindeki CYP450 yapisinda bulunan “hem” grubuyla etkilesmektedir (Kao, Cam,
Laughton, Zhou ve Chen, 1996). Aromataz enziminin aminoasit dizilimi sitokrom
P450 enzim ailesinin diger Uyelerinden farklidir (Vanden Bossche, Moereels, ve
Koymans, 1994). Bu farkhlik aromataz enzimine selektif ilaglarin gelistirilmesini ve
bdylece yapisinda hem grubu tasiyan diger CYP enzimlerini inhibe etmek yerine
aromataz enziminin spesifik olarak inhibe edilmesine olanak saglamaktadir (Santen

ve Misbin, 1981).

Aromataz inhibitorleri gelistirilme zamanina gére de 3 gruba ayrilmaktadir (Tablo

2.2).Bunlar birinci, ikinci ve tGglincl kusak inhibitorlerdir.

Tablo 2.2 Aromataz inhibitorlerinin siniflandiriimasi

Tip 1 (Steroidal ) Tip 2 (Non-steroidal)
1.Kusak - Aminoglutetimit
2.Kusak Formestan Fadrazol
3.Kusak Eksemestan Anastrazol, Letrazol

1.kusak inhibitor olan aminoglutetimit, meme kanserinin tedavisinde kullanilan ve
klinik calismalarda etkinligi gosterilen aromataz inhbitért ilk ajandir (Lipton ve
Santen, 1974). Plazma 06strojen dizeylerini baskilamada kismen etkilidir ve etkisi

spesifik degildir. Ayni zamanda aminoglutetimit, mide bulantisi, kusma, uyusukluk
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ve uyku hali gibi ¢cok sayida yan etkiye sahiptir (Hughss ve Burley, 1970). Bu nedenle

daha iyi tolere edilebilen aromataz inhibitérleri gelistirilmistir.

2.kusak aromataz inhibitorleri steroidal inhibitor formestan ve non-steroidal
fadrazoldir. Formestan, plasental mikrozomlarda aromataz aktivitesini inhibe
etmede aminoglutetimitten 60 kat daha potent bulunmustur fakat oral

biyoyararlanimi diistik bulunmustur. (C. Jordan ve Furr, 2006).

Fadrazol imidazol yapil tip 2 aromataz inhibitoriidir. Birinci kusak inhibitérlerden
¢ok daha potent bir bilesik olsa da yari &mriniin kisa olusu, in vivo etkinliginin diger
triazol yapili inhibitorlere gore disiik olusu ve kortizol ve aldosteron sentezini de
inhibe ettiginin bildirilmis olmasi nedeniyle ginimizde yaygin olarak kullanimi

bulunmamaktadir (C. Jordan ve Furr, 2006).

3.kusak aromataz inhibitorleri nonsteroidal inhibitérler olan anastrazol ve letrozol
ile steroidal inhibitoér olan eksemestandir (Brueggemeier, Hackett ve Diaz-Cruz,
2005). 3. kusak inhibitorler in vitro aromataz inhbisyonunda aminoglutetimitten ¢ok
daha potent bilesiklerdir. Aminoglutetimitin mikromolar konsantrasyonuyla elde
edilen etki anastrazol ve letrazololin nanomolar konsantrasyonlarinda
gorulmektedir. Bu bilesiklerin in vivo olarak da daha etkin olduklari gosterilmistir.
Anastrazol, letrozol ve eksemestanin miligramlik glnlik dozu tim vicuttaki
aromatizasyonu inhibe etmeye yetmektedir ve dolasimdaki Ostrojen seviyesi
Olgulebilir duzeylerin altina dismektedir (Lonning, 1996). Anastrazol (Arimidex;
Astra-Zeneca, Londra), 1 mg/giin dozda plazma 6stradiol seviyesini % 97 oraninda

inhibe etmektedir (Brueggemeier ve ark., 2005).

Letrozol (Femara; Novartis, Basel, isvicre), periferal aromatazi giiclii bir sekilde
inhibe eder ve menopoz sonrasi kadinlarda 6strojen sentezini baskilar. Letrozoliin
2,5 mg/giin dozu aromataz enzimini % 99'dan daha ylksek oranda inhibe
etmektedir (Dowsett ve ark. 1995). iki hafta boyunca 0,1 mg/giin letrozol
kullaniminin dolasimdaki Ostron, Ostron silfat ve Ostradiol dizeylerini % 95’ten

daha fazla baskiladigi gosterilmistir (Demers, 1994).

Eksemestan (Aromasin; Pfizer, New York), plasentada sentezlenen aromatazin

potent inhibitériadir ve 25 mg’lik oral tek dozunun plazma ve idrar 6strojen
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diizeylerinde uzun sureli bir azalmaya neden oldugu gosterilmistir. 2-3 gin
kullanimdan sonra dolasimdaki 0Ostrojen dlizeylerinde maksimum azalma

gerceklesmektedir (Brueggemeier ve ark., 2005; Evans ve ark., 1992).

Ostron siilfat

Ostrojen Steroid
siilftransferaz stilfataz
P450

X Aromataz "
Androstenedion N Ostron
17-6 hidroksisteroid ! 7—3:;]7;)52:;1:;0% 17-8 hidroksisteroid 1 73:!;7;:(;‘5;226;0101
dehidrojenaz (tip2) idroi i
(tip1) dehidrojenaz (tip2) (tip1)
Testosteron P50 17B-6stradiol

Aromataz
5a-rediiktaz )
Steroid Ostrojen
silfataz I \ silftransferaz

5a- Dihidrotestosteron ™
Ostron siilfat

Sekil 2.3 Steroidlerin saglkli ve kanserli meme dokusundaki biyotransformasyonunda yer
alan enzimatik yolaklar. Melatonin selektif 6strojen enzim moduilatori (SEEM) etkisiyle
duslik aktiviteye sahip androjenlerin biyolojik olarak aktif Ostrojenlere donisimiini
katalizleyen enzimlerin (kirmizi renkli) ekspresyonunu ve aktivitesini inhibe ederken,
Ostrojenlerin inaktif tlrevlerine donlisiminde yer alan enzimlerin (yesil renkli)
ekspresyonunu ve aktivitesini artirmaktadir (Gonzalez-Gonzalez, Mediavilla ve Sanchez-

Barcelo, 2018; Pasqualini ve Chetrite, 2005).

2.3.2 Selektif Ostrojen Reseptér Modiilasyonu (SERM)

Selektif Ostrojen reseptor modilatorleri 6strojen reseptoriine baglanan ve doku
tlriine bagli olarak reseptoriin biyolojik aktivitesinde farkl degisikliklere neden olan
sentetik non-steroidal ajanlardir (Oseni, Patel, Pyle ve Jordan, 2008). SERM’ler

kemik dokusu gibi bazi dokularda dogal hormon &stradiollin etkisini taklit ederek
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agonist etkili ya da hormonun etkisine zit yonde antagonist etkili olabilmektedir

(Nilsson ve Koehler, 2005).

Ostojen reseptorii, genis bir reseptér ailesi olan niikleer hormon reseptérlerinin bir
dyesidir. Nikleer reseptorlerin diger reseptor tiplerinin aksine DNA’ya dogrudan
baglanabilmesi, transkripsiyon faktori olarak rol almalarina olanak saglamaktadir
(Pawlak, Lefebvre ve Staels, 2012). 17-B-6stradiol hormonu en potent endojen

Ostrojendir ve ER’ye baglanmada yuksek selektiviteye sahiptir.

Ostrojenler veya SERM’ler ER ’ye baglandiktan sonra dstrojen sentezinden sorumlu

genleri aktive eden bir dizi olay ger¢eklesmektedir (Bkz 2.2.4.1).

Ostrojen reseptériine baglanarak onun fonksiyonunu diizenleyen ve transkripsiyonu
pozitif ya da negatif yonde etkileyen yirmiden fazla koregulatér protein
tanimlanmistir (McKenna, Lanz ve O’Malley, 1999; Smith, Nawaz ve O’Malley,
1997). Ligandin reseptdre baglanmasiyla olusan reseptor kompleksinin farkli
diizenleyici proteinlerle etkilesmesi farkli sonuglara neden olmaktadir. Meme
kanserinin tedavisinde en sik kullanilan SERM olan tamoksifenin meme dokusunda
ER antagonisti iken uterus ve kemik dokuda parsiyel agonist ya da agonist etkili
olmasi bu duruma o6rnektir (C. V Jordan ve Furr, 2017). Tamoksifen meme
dokusunda promotor gen Uzerinde transkripsiyonu inaktive edici proteinlerle
etkileserek antagonist etkili olmakta, endometriumda ise aktivator proteinlerle
etkileserek Ostrojen reseptor agonisti olarak hareket etmektedir (Shang ve Brown,

2002).

SERM’ler selektif 6strojen agonisti 6zelliklerinden dolayl osteoporoz gibi 6strojen
eksikliginden  kaynaklanan  hastaliklarin ~ tedavisinde ve  ©&nlenmesinde
kullanilmaktadir. Bunun yaninda selektif 6strojen antagonisti 6zellikleriyle de
gelisiminde 06strojenin rol oynadigi hormon-bagimli meme kanseri tedavisinde
kullanilmaktadir. Ganimuzde kullanilan SERM’lerin kullanimini kisitlayan baslica
etkileri zayif agonist etkileri olmasi ve sicak basmasina neden olmalaridir (Riggs,

2003).

SERM’ler kimyasal yapilarina goére farkli siniflara  ayrilmaktadir.  Bunlar

trifeniletilenler (tamoksifen), benzotiyofenler (raloksifen, arzoksifen), fenilindoller
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(bazedoksifen, pipendoksifen) ve tetrahidronaftalenlerdir (lasofoksifen) (Patel ve

Bihani, 2018) (Sekil 2.4).

ABD Gida ve ila¢ Kurumu (FDA) tarafindan onaylanmis klinik olarak kullanimi
bulunan (¢ adet SERM bulunmaktadir. Tamoksifen meme kanserinin énlenmesi ve
tedavisinde, toremifen ileri evre meme kanserinin tedavisinde, raloksifen menopoz

sonrasl osteoporozun tedavisinde ve dnlenmesinde kullanilmaktadir.

Tamoksifen, meme kanserinin bitin asamalarinda endokrin tedavi segenegi olarak
kullanilan en 6nemli ajandir. Menopoz sonrasi kadinlarda tamoksifen kullanimi, bazi
dokulardaki reseptoér agonisti etkisinden dolayl 6strojen replasman tedavisine
benzer sekilde yan etkilere neden olmaktadir. Bunlar venéz tromboz, pulmoner
emboli, fel¢ ve endometriyal kanserdir (Baum ve ark., 2002). Tamoksifen kullanan
meme kanseri hastalarinda endometriyal kanser gorilme sikliginin iki kat arttig

belirlenmistir (Assikis, Neven, Jordan ve Vergote, 1996).

Tamoksifen, meme kanserinin énlenmesinde kullanimi onaylanmis preventif etkili
hormonal bir ajandir. Ailesinde meme kanseri 6ykisu olanlar ya da BRCA gen
mutasyonu tasiyan kadinlar meme kanseri gelisiminde potansiyel adaylar olarak
gorllse de tamoksifenin preventif olarak hangi durumlarda kullanilabilecegi

konusunda tartismalar devam etmektedir (Riggs, 2003).

Raloksifen (orijinal adi LY156,750), Ostrojen reseptoriine yiiksek afinite gosteren
non-steroidal antidstrojenik bir ajandir (Black, Jones ve Falcone, 1983) ve menopoz
sonrasi kadinlarda osteoporozun 6nlenmesinde kullanilmak Gzere FDA tarafindan
onaylanmistir. ilk olarak meme kanserinin tedavisinde kullanilmasi hedeflenmis
fakat daha sonra siganlarda kemik yogunlugunun azalmasina neden olmayisi ve
tamoksifenle stimile edilen endometriyal kanser olusumunu inhibe etmesi
yonundeki bulgular raloksifenin osteoporozun énlenmesine yonelik ilag gelistirme
galismalarinda yer bulmasina zemin hazirlamistir (Gottardis ve Jordan, 1987;
Gottardis, Ricchio, Satyaswaroop ve Jordan, 1990; V. C. Jordan, Phelps ve Lindgren,
1987).
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Sekil 2.4 Farkh siniflardaki SERM’lerin kimyasal yapilari

Tamoksifenin ER Uzerindeki parsiyel agonist etkileri nedeniyle guivenlilik araligi daha
genis, saf antagonist bilesiklerin gelistirilmesi amaglanmistir. Fulvestran bu anlamda
klinik ¢alismalarda etkinligi tanimlanan ilk ‘saf antidstrojen’ ilagtir. Fulvestran ER’ye
baglandiginda dimerizasyonunu bozmakta, aktivasyon faktorlerini inaktive etmekte,
ER degradasyonunu artirmakta ve nikleer ER lokalizasyonunu bozmaktadir. Bunun
sonucunda transkripsiyonu ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmektedir (Wakeling,
2000). Ayrica hicre igi ER dlizeyleri ve ER yari émri de azalmaktadir (Howell,
Osborne, Morris ve Wakeling, 2000). Bu mekanizmasi nedeniyle “6strojen reseptor
baskilayici  (downregulator)” olarak adlandiriimaktadir. Tamoksifenin aksine
fulvestran uterusta proliferasyona neden olmamaktadir (Wakeling, Dukes ve
Bowler, 1991). Ayni zamanda kan-beyin bariyerini gegcemedigi igin 0Ostrojenin
beyindeki etkilerini engellememekte ve bu nedenle sicak basmasina neden
olmamaktadir (Wade, Blaustein, Gray ve Meredith, 1993). Tamoksifene direngli ileri
evre meme kanserli kadinlarla yapilan klinik ¢alismalar ikinci basamak fulvestran
tedavisinin en az ikinci basamak anastrazol tedavisi kadar etkili oldugunu

gostermektedir (Robertson, 2002).
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2.3.3 Biyoaktivasyondan sorumlu enzimlerin modiilasyonu

Kimyasallarla indiklenen meme kanserinin énlenmesinde bir diger yaklagim hormon
konsantrasyonlarini  ve hormonal dengeyi bozmadan zararli, genotoksik
metabolitlerin olusumunu ve etkilerini inhibe etmektir. Bu yolla meme kanseri
olusumu Onlenebilecegi gibi Ostrojenlerin yararl etkilerinin ortadan kalkmasi da
dnlenmis olmaktadir. Ostrojenin metabolitlerinden kaynaklanan genotoksisitenin
onlenmesinde iki yaklasim s6z konusudur: 06strojenin reaktif metabolitlerine
donlisimin katalizleyen enzimlerin inhibisyonu ya da olusan reaktif metabolitlerin

detoksifikasyonundan sorumlu Faz Il enzimlerinin indiksiyonu (Liehr, 2002).

Ostadioliin hepatik katekol metabolitlerine déniisimii biiyiilk oranda CYP3A ve
CYP1A tarafindan gergeklestiriliyor olsa da bu enzimlerin inhibe edilmesinin meme
kanserinin dnlenmesinde etkili olmadigi bulunmustur (Hammond, Zhu, Wang, Ricci
ve Liehr, 1997). Bu metabolitler hepatik Faz Il enzimleri tarafindan konjugatlarina
donlsturulip vlcuttan uzaklastiriimaktadirlar (Raftogianis, Creveling,
Weinshilboum ve Weisz, 2000). Meme kanserinin etkili bir sekilde dnlenebilmesi igin
lokal olarak meme dokusunda CYP1B1 enzimi araciligiyla 4-OH katekol
metabolitlerinin olusumunun inhibe edilmesinin 6nemli bir yaklasim oldugu
bildirilmistir (Hayes ve ark., 1996). Ostradioliin CYP1B1 tarafindan 4-OH katekol
metabolitine donlismesi ve 06strojene duyarli dokularda bu metabolitin ylksek
oranlarda bulunmasi 0Ostrojenle iligkili timor olusumunda 6nemli rol oynar (E. L.
Cavalieri ve Rogan, 2011; Gajjar, Martin-Hirsch ve Martin, 2012). CYP1B1 enziminin
cesitli kanser tiplerinde (meme, kolon, deri, beyin, testis vb.) normal dokulara
kiyasla daha yliksek oranda eksprese edildigi gosterilmistir (Gajjar ve ark., 2012).
CYP1Bl’in kanser olusum sirecinde yer alan 6nemli bir enzim oldugu CYP1B1
tasimayan farelerin DMBA ile indliklenen timoér olusumuna karsi direngli
bulunmasiyla gosterilmistir (Chun ve Kim, 2003). Diger yandan CYP1B1 tasimayan
farelerde yapilan calismalarda bu enzimin eksprese edilmemesinin farenin gelisimini
etkilemedigi ve herhangi bir anomaliye neden olmadigi bulunmustur (Bruno ve Njar,
2007). CYP1B1 enziminin polimorfik bir enzim oldugu gosterilmis ve Leu alleli

homozigot olan kadinlarda meme kanseri riskinin arttig bildirilmistir (Zheng ve ark.,
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2000). Bu bilgiler CYP1B1 enzimini selektif olarak inhibe eden yeni kemopreventif

bilesiklerin gelistirilmesi icin esas teskil etmektedir (Chun ve Kim, 2003).

Diger bir yolak da 0strojenin metabolizmasi sirasinda olusan reaktif kinon
metabolitlerinin detoksifikasyonunda rol alan kinon rediiktaz (NQO1) enziminin
indiklenmesidir. NQO1 indiiksiyonunun kimyasallarla induklenen kanser olusumuna
karsi koruyucu oldugu in vivo hayvan calismalarinda gosterilmistir (Cuendet,

Oteham, Moon ve Pezzuto, 2006).

Faz Il enzimlerinin indlksiyonu katekol metabolitlerinin konjugasyonunun artmasini
saglayarak redoks dongusiine giren metabolit miktarini ve dolayisiyla kanser riskini
azaltmaktadir. MCF-7 hicrelerinde  COMT enziminin inhibe edilmesi E;
metabolizmasi sonucu olusan DNA katim Urlnlerinin artmasina neden olmustur
(Lavigne ve ark., 2001). Bunun yaninda COMT enziminin inhibe edilmesinin
sicanlarda timor olusumunu arttirmasi bu enzimin E; metabolizmasi sirasinda
olusan reaktif metabolitlerin detoksifikasyonundaki 6énemini ortaya koymaktadir.
Ayrica COMT enzim aktivitesi dislikligu ile birlikte GST polimorfizmi bulunan (GST
genlerinin 2 tipini tasimayan) kadinlarda meme kanseri riskinin 4,1 kat arttig

bildirilmistir (Ritchie ve ark., 2001).

2.4 Melatonin

Melatonin (MLT), N-asetil-5-metoksitriptamin, indol halkasi tasiyan ve pineal
bezden salgilanan bir hormondur. Pineal bez disinda retina, timis, kemik iligi, deri
ve gastrointestinal kanalda da melatonin sentezi gerceklesmektedir. Sadece pineal
bezden salgilanan melatoninin kan dolasimina gectigi diger bdlgelerde Uretilen

melatoninin lokal olarak etki gosterdigi bilinmektedir (Pandi-Perumal ve ark., 2006).

Melatonin sentezi ve salgilanmasi diurnal ritme gore gerceklesmekte; gece
karanhginda artarken i1sik varliginda azalmaktadir (Brainard ve ark., 2001). Gece
saatlerinde plazma melatonin konsantrasyonlari en yliksek seviyeye ulasirken (80-
150 pg/mL), gindliz plazma konsantrasyonlari dastktir (10-20 pg/mL) (Dziegiel,
Podhorska-Okolow ve Zabel, 2008). Gece isiga maruz kalma sonucu melatoninin

sentez ritminin bozulmasinin meme kanserinin tim asamalarinda rol oynadigi
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gosterilmistir (Claustrat, Brun ve Chazot, 2005; Steven M. Hill ve ark., 2011; Jasser,
Blask ve Brainard, 2006). Gece vardiyasinda calisan kadinlarda gece 1siga maruziyet
nedeniyle melatonin dizeylerinin azaldigi ve meme kanseri riskinin arttig
gosterilmistir (Bonde ve ark., 2012; Davis, Mirick, Chen ve Stanczyk, 2012; Davis,
Mirick ve Stevens, 2001; Haus ve Smolensky, 2006).

Melatonin biyosentezi (Sekil 2.5), mitokondride triptofanin triptofan-5-hidroksilaz
enzimiyle 5-hidroksitriptofana (5-HTP) donustiridlmesiyle baslar. Daha sonra 5-HTP
sitozolde bulunan 5-HTP dekarboksilaz enzimiyle dekarboksilasyona ugrayarak
seratonine (5-hidroksitriptamin) donusir. Seratonin, arilalkilamin N-asetiltransferaz
(AA-NAT) enzimiyle N-asetilserotonine donustirilir. AA-NAT enzimi melatonin
sentezinde hiz kisitlayici enzimdir. Son olarak da N-asetilserotonin, hidroksiindol-O-

metiltransferaz enzimiyle melatonine dénustirulir (Pandi-Perumal ve ark., 2006).

triptofan-5-
hidroksilaz

Triptofan

5-hidroksitriptofan Serotonin

_

Melatonin N-asetilseratonin

Sekil 2.5 Melatoninin biyosentez basamaklari (AA-NAT: arilalkilamin N-asetiltransferaz,

HIOMT: hidroksiindol-O-metiltransferaz).

Pineal bezden salgilanan melatonin yagda ¢6zUnurlGginin yliksek olmasi sebebiyle
pasif diflizyonla periferal dolasimdan diger sivilara ya da hiicrelere geger. Serumdaki
melatoninin % 70’i albimine baglh olarak bulunurken serbest dolasan % 30’luk kismi
cevre dokulara difiize olur (Hardeland, Pandi-Perumal ve Cardinali, 2006).
Melatoninin kandaki yarilanma émrii bieksponensiyel dzellik géstermektedir. ilk

dagilimindaki yari 6mri 2 dakika iken ikincisi 20 dakikadir (Claustrat ve ark., 2005).
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Dolagsimdaki melatonin ana olarak karacigerde metabolize edilmektedir. CYP
enzimleri  tarafindan  hidroksilasyona  ugratilarak  6-hidroksi  melatonine
donistaralir.  CYP1A1 ve CYP1A2 enzimlerinin  karacigerde melatonin
metabolizmasindan sorumlu oldugu bilinmektedir (Ma, Idle, Krausz ve Gonzalez,
2005). 6-hidroksi melatonin daha sonra baslica siilfat konjugatlarina, daha az

miktarda da glukuronit konjugatlarina donastiralar (Claustrat ve ark., 2005).

Artan yagla birlikte melatonin sentezinin azaldigi bilinmektedir. 40-50 yaslarina
gelindiginde melatonin sentezinin belirgin derecede azaldigi ve 70 yasindan sonra
bircok bireyde diurnal ritmin ortadan kalktigi gorilmektedir (Dziegiel ve ark., 2008).
Bu durumun yashhkta uyku azalmasiyla ilgili olabilecegi distinulmektedir (Bartsch,
Bartsch ve Karasek, 2002). Melatonin sentezinde mevsimsel olarak da farklilik s6z
konusu olmaktadir. Kis aylarinda plazma melatonin diizeyleri yaz aylarina gére daha

yuksektir (Vijayalaxmi, Reiter, Tan, Herman ve Thomas, 2004).

Melatonin etkilerinin ¢ogunu reseptorleri araciligiyla gergeklestirmektedir. Bu
reseptorler membran reseptorleri olan MT1 ve MT2 reseptorleri ve nikleer reseptor
ailesinde bulunan RZR/ROR reseptorleridir. MT1 ve MT2 reseptorleri G-proteine
bagl reseptorlerdir ve bu reseptoérlerin aktivasyonu ile ¢esitli hiicre igi sinyal
yolaklarinin aktivasyonu/inhibisyonu gerceklesmektedir (Carpentieri, Diaz de
Barboza, Areco, Peralta Ldépez ve Tolosa de Talamoni, 2012; Dubocovich ve

Markowska, 2005).

Melatonin ¢ok sayida fizyolojik ve patolojik slregte rol almaktadir. Melatoninin
baslica fizyolojik roli sirkadyen ritmi diizenlemektir (R J Reiter, 1993). Bunun
yaninda mevsimsel Ureme ritmi ve uyku-uyaniklik dongusiiniin dizenlenmesi,
antioksidan etki, immiin sistemin modilasyonu, mitokondriyel aktivite gibi g¢ok
sayida fizyolojik olayda rolii oldugu bilinmektedir (Acuna Castroviejo ve ark., 2011;
Emilio J. Sanchez-Barcelo ve ark., 2007; Karasek ve Winczyk, 2006; R J Reiter ve ark.,
2007; Russel J Reiter ve ark., 2003). Ayrica melatoninin basta meme kanseri olmak
Uzere farkh timor tiplerinde onkostatik etkili oldugu bulunmustur (S Cos ve ark.,

2008; Emilio J. Sanchez-Barcelo ve ark., 2005).
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2.4.1 Melatoninin Meme Kanserindeki Koruyucu Etki Mekanizmasi

Melatoninin kanser (Uzerindeki etkilerini arastiran ¢alismalar uzun vyillara
dayanmaktadir. ilk olarak 1978 yilinda Cohen ve arkadaslari pineal bezin meme
kanseri etiyolojisinde olasi bir roli olabilecegi teorisini ortaya atmislar ve pineal
bezin fonksiyonunda azalmanin (MLT saliniminda azalma) &strojen dizeylerinde
artisa neden olacagi, bunun sonucu olarak da artmis dstrojen maruziyetinin meme
kanseri gelisiminde rol alacagini ileri stirmuslerdir (Cohen, Lippman ve Chabner,
1978). Birkag yil sonra Tamarkin ve arkadaslari plazma melatonin dlizeyleri ile meme
kanseri arasindaki iliskiyi tanimlamislardir. ER+ meme kanserli kadinlarda gece
plazma melatonin diizeylerinin ER- meme kanserli kadinlara ve saglkli kadinlara
gore disik oldugunu gostermislerdir. Ozellikle melatonin diizeyi en disiik olan
kadinlarda Gstrojen reseptdr konsantrasyonunun en yiksek oldugu saptanmistir
(Tamarkin ve ark., 1982). Epidemiyolojik ¢calismalar gece vardiyah galisan kadinlarda
meme kanseri riskinin arttigini géstermistir (Davis ve ark., 2001; Hansen, 2001). Bu
durumun sirkadyen ritmin bozulmasi ve melatonin diizeylerinin baskilanmasiyla
iliskili olabilecegi dustnilmektedir (Russel J Reiter, Tan, Erren, Fuentes-Broto ve

Paredes, 2009).

Melatoninin sicanlarda meme blylmesini inhibe ettigini gosteren calismalar
(Aubert, Janiaud ve Lecalvez, 1980; Blask ve ark., 1991), insan meme hiicrelerinde
yapilan in vitro arastirmalarin sayisinda artisa neden olmustur. Hill ve Blask 1988
yilinda melatoninin fizyolojik konsantrasyonlarda (10° M) MCF-7 hiicrelerinde hiicre
proliferasyonunu énemli oranda inhibe ettigini gdstermistir (S M Hill ve Blask, 1988).
MCF-7 hicreleri 6strojene duyarh hicreler oldugundan insan ER+ meme kanseri
¢ahsmalar igin kullaniglh  bir modeldir. Melatoninin MCF-7 hicrelerindeki
antiproliferatif etkisi uzun yillardir galisiimakta olan bir konudur. Bu etkinin
Ozellikleri su sekilde siralanmaktadir (Blask ve Hill, 1986; S Cos ve Blask, 1994;

Samuel Cos, Gonzalez, Martinez-Campa ve ark., 2006b):

a. Etki geri donlslidir ve melatonin ortamdan uzaklastinldiginda

hicreler kendi buylime doéngilerine donmektedir.
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b. Melatonin molekiliine 6zel bir etkidir; melatonin prekirsorleri,
metabolitleri veya diger metoksiindol tlrevleri tarafindan ayni etki

gorilmez.

c. Etki doza bagimhdir ve sadece 1 nM’ a yakin konsantrasyonlarda
(fizyolojik konsantrasyon) hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
gorllmustur, suprafizyolojik veya subfizyolojik konsantrasyonlarda etki

kaybolur.

d. Hucrelerde Ostrojen reseptori bulunmasiyla iliskilidir. Melatonin, MCF-
7 hiicreleri gibi ER+ olan T47D, ZR-75-1 hiicrelerinde de proliferasyonu
inhibe ederken ER tasimayan (MDA-MB-231, BT-20) hiicrelerde etkili

degildir.

e. Etki, ortamda serum varligina baghdir; serum icermeyen blylime
ortaminda eger ortama Ostradiol, prolaktin veya epidermal biyime
faktoru gibi mitojenik ajanlar eklenmezse melatonin antimitojenik
etkisini kaybetmektedir. Bu da melatoninin serumdaki mitojenik bilesik

ya da bilesiklerle etkilestigi hipotezini kanitlar niteliktedir.

Bu etkinin ¢ok sayida mekanizmayla gergeklestigi dusiinilmekle birlikte elde edilen
veriler melatoninin meme kanseri hicrelerindeki etkisinin genetik faktorler ve
Ostrojen sinyal yolagi ile iliskili oldugunu gostermektedir (Samuel Cos, Gonzalez,

Martinez-Campa ve ark., 2006a).

Sadece ER eksprese eden meme kanseri hiicrelerinin melatoninin antimitojenik
etkisine duyarli olmasi, onkostatik etkilerinin timoér hicrelerinin 6strojene yanit

yolagiyla etkileserek gerceklestigine bir kanittir.

Melatoninin onkostatik etkisinde yer alan farkli olasi mekanizmalar su sekilde
actklanmaktadir (Samuel Cos, Gonzalez, Martinez-Campa ve ark., 2006a; Fraschini,
Demartini, Esposti ve Scaglione, 1998; Karbownik, Lewinski ve Reiter, 2001; Leon-
Blanco, Guerrero, Reiter, Calvo ve Pozo, 2003; Mediavilla, Sanchez-Barcelo, Tan,

Manchester ve Reiter, 2010; Russel J. Reiter, 1980):

a. Noroendokrin—reproduktif eksen ile etkileserek timor biylmesinde yer alan

bazi hormonlarin sentezinin azalmasiyla (6zellikle gonadal 6strojenler),
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b. Antioksidan etkilerinin sonucu olarak,

c. Epitelyal meme kanseri hiicrelerinde antidstrojenik etkisinin sonucu olarak,
d. immun savunmayi giiglendirici etkisine bagli olarak,

e. Tumor hicrelerinde telomeraz aktivitesini inhibe ederek,

f. Sirkadiyen ritmi diizenleyerek,

g. Metastazi 6nleyerek,

Bu tez kapsaminda, melatoninin  meme kanseri Uzerindeki tim bu etki
mekanizmalari arasindan Ostrojen sinyal yolagina etkileri Gzerinde durulacaktir.
Melatoninin Ostrojen sinyal yolagindaki etkisi U¢ farkh yolla gerceklesmektedir:
Ostrojenlerin gonadal sentezinin modulasyonu; endojen &strojenlerin etkisini
reseptor aracilikh olarak etkileyerek selektif 6strojen reseptor modilatér (SERM)
etki; Ostrojenlerin sentezinde yer alan enzimlerin aktivitesini etkileyerek selektif

Ostrojen enzim moddilatori (SEEM) etki (Sekil 2.6).

2.4.2 Ostrojenlerin Plazma Konsantrasyonunun Melatonin Tarafindan

Modiilasyonu

Melatonin hipotalamo-hipofizyel Ulreme sistemi Uzerindeki etkileri araciligiyla
hayvanlarda mevsimsel Gremeyi kontrol eden bir hormondur (Arendt, 1986; Russel
J. Reiter, 1980). Mevsime bagl olarak Greyen memelilerde melatonin hipotalamo-
hipofizyel sistemde reseptor bolgelerini aktive ederek ireme fonksiyonunu kontrol
etmektedir (Dubocovich ve Markowska, 2005). Farkli memeli tlirlerinde melatoninin
overlerdeki dstrojen sentezini azalttigl gosterilmistir (Russel J. Reiter, 1980). Pineal
bezin salgilarinda bozulma sonucu melatonin dizeylerinin azalmasinin 6strojen
diizeylerinde artisa neden olacagi ve bu durumun meme kanseri riskini artirabilecegi

ileri stiriImustur (Cohen ve ark., 1978).

Melatoninin insanlarda lreme sistemi Uzerine etkileri tam olarak aydinlatiimisg
degildir. Serum melatonin dizeyleri ile overlerin aktivitesi arasinda ters bir iligki
oldugu gosterilmistir (Kauppila, Kivela, Pakarinen ve Vakkuri, 1987) ve melatoninin

noroendokrin-reproduktif sistem Uzerinde dlzenleyici roli oldugu ileri
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surilmektedir (Luboshitzky ve Lavie, 1999). Bununla birlikte luteal granulosa
hiicrelerinde melatoninin steroidojenez (izerinde dogrudan uyarici etkisinin oldugu
gosterilmistir (Woo ve ark.,, 2001) ve ayrica sican overlerinde antral folikdl
hicrelerinde fonksiyonel MT1 reseptorleri saptanmistir (Soares, Masana, Ersahin ve

Dubocovich, 2003).

Tim bu veriler melatoninin Ostrojen sentezini baskilayarak overlerin fonksiyonunu
diizenledigini ve bodylece dolayli olarak meme kanseri Uzerinde etkili oldugunu

gostermektedir.

2.4.3 Selektif Ostrojen Reseptér Modiilatérii (SERM) Olarak Melatonin

Melatonin ER ile etkileserek SERM gibi hareket etmektedir. Béylece melatonin,
Ostrojene duyarhh MCF-7 insan meme kanseri hicrelerinde fizyolojik
konsantrasyonlarda (1 nM) E; ile indlklenen hiicre proliferasyon ve invazyonunu
onlemektedir (S Cos, Fernandez, Glezmes ve Sanchez-Barcelo, 1998; S Cos ve
Sanchez-Barcelo, 2000). Melatonin ayrica tamoksifen gibi antidstrojenlere duyarlhgi
arttrmakta ve E; ile indliklenen blylime faktorleri ve protoonkogenlerin
ekspresyonunu da azaltmaktadir (Mediavilla ve ark., 1997; T. M. Molis, Spriggs,
Jupiter ve Hill, 1995; Wilson, Blask ve Lemus-Wilson, 1992).

Melatonin bu SERM etkisini diger bilesiklerin aksine direkt olarak &strojen
reseptoriine baglanmak veya Ostradioliin reseptoriine baglanmasini etkilemek
suretiyle degil farkli bir mekanizmayla 0strojen sinyal yolagiyla etkileserek
gostermektedir (T. M. Molis, Spriggs ve Hill, 1994; T. Molis, Walters ve Hill, 1993;
Emilio J. Sanchez-Barcelo ve ark., 2005). Melatonin ERa ekspresyonunu azaltmakta
ve Ostrojen-Ostrojen reseptor (E2-ER) kompleksinin  DNA (zerinde 6strojen
reseptoriniin  ekspresyonundan sorumlu olan ERE’ye baglanmasini inhibe
etmektedir (T. M. Molis ve ark., 1994; T. Molis ve ark., 1993; Rato ve ark., 1999).
Melatonin bu etkisini melatonin membran reseptorlerine (MT1) baglanarak
gerceklestirmektedir ve MT1 reseptoriniin ekspresyonundaki artisin melatoninin
meme kanseri hucrelerinde buylmeyi baskilayici etkisini artirdigi gosterilmistir
(Yuan, Collins, Dai, Dubocovich ve Hill, 2002). MT1 reseptéri G proteinlerine bagl

bir reseptordiir ve bu reseptoériin melatonin tarafindan aktive olmasi farkh G
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proteinlerini modile etmekte ve bodylece ¢ok sayida sinyal iletim yolagini
etkilemektedir. Bu reseptorlerin aktivasyonu adenilat siklaz enzimini inhibe eder ve

bunun sonucunda cAMP/PKA (protein kinaz A) aktivitesi azalir (Lai ve ark., 2008).

Melatonin ve 0Ostrojen siklik adenozin mono fosfat (cAMP) dizeyleri lzerine zit
etkilidirler. cAMP dulzeylerindeki artis ERa reseptor aktivasyonuna neden
olabilmektedir (Aronica ve Katzenellenbogen, 1993; Emilio J. Sanchez-Barcel6 ve
ark., 2005). Ostrojenler MCF-7 hiicrelerinde adenilat siklazi aktive ederek cAMP
diizeylerini transkripsiyonel olmayan bir mekanizmayla arttirmakta ve olusan cAMP
steroidlerle indlklenen sitoplazmik ve membrana bagl dizenleyici proteinlerin
modilasyonunda yer almaktadir (non genomik etki). Ayni zamanda ER-aracilikh
transkripsiyonu artirarak da steroidlerin genomik etkisine katkida bulunmaktadir
(Aronica, Kraus ve Katzenellenbogen, 1994). Melatoninin, MCF-7 hiicrelerinde, MT1
reseptorlerine baglanarak forskolinle ve strojenle indiiklenen cAMP artisini inhibe
ettigi ve boylece ERa gen transkripsiyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Kiefer, Ram,

Yuan ve Hill, 2002; Emilio J. Sanchez-Barcelo ve ark., 2005).

Melatonin  MT1 reseptériinden bagimsiz olarak da antiostrojenik etki
gostermektedir. Melatonin kalmoduline (CaM) baglanarak Ca*? /kalmodulin
kompleksinin olusumunu inhibe etmektedir. CaM, sadece ERa' nin transkripsiyonel
aktivasyonunda yer almakta ve E;-ER kompleksinin ERE’ye baglanmasini
kolaylastirarak  Gstrojen reseptorinin transkripsiyonel aktivitesini modiile
etmektedir (Garcia Pedrero ve ark., 2002). Bu modiile edici etki ERB igin s6z konusu
degildir. Melatoninin Ca*?/CaM kompleksine baglanmasi bu kompleksin &strojen
sinyal yolagindaki pozitif etkilerini 6nlemektedir (Dai, Inscho, Yuan, ve Hill, 2002).
Melatoninin SERM etkisi bir bitlin olarak degerlendirildiginde de, insan meme
kanseri hiicrelerinin melatonine duyarhliginin ERa/ERB oranina bagli oldugu ve ERB
ekspresyonundaki artisin bu etkiyi ortadan kaldirdigi bilinmektedir (del Rio ve ark.,

2004).
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E, sentezinin SEEM etki
baskilanmasi

1 3
o -

o ; Androjenler
AROMATAZ
(Adipoz doku)

‘T Androjenler

AROMATAZ
(epitel hicreler)

o,

SEEM etki

SERM etki

Transkripsiyol @

Sekil 2.6 Melatoninin 6strojen sinyal yolagindaki etkileri. 1) E; sentezinin baskilanmasi, 2)

SERM etki, 3) SEEM etki (Emilio J. Sanchez-Barcelo ve ark., 2005)

2.4.4 Selektif Ostrojen Enzim Modiilatérii (SEEM) Olarak Melatonin

Ostrojenlerin  lokal olarak sentezi farkh dokularda enzimatik olarak
gerceklesmektedir. Bu durum o6zellikle menopoz sonrasi kadinlarda meme kanseri
olusumunda 6nemli bir faktérdiir. Ostrojenlerin sentez ve dénisiminde rol alan
enzimler ve melatoninin bu basamaklardaki etkisi Sekil 2.3’de gosterilmistir.
Melatonin aromataz, silfataz ve 17 B-HSD1 ekspresyonunu ve aktivitesini inhibe
ederken, oOstrojenin silfat konjugasyonunu katalizleyen siilfotranferaz enzim
ekspresyonunu ve aktivitesini artirmaktadir(S Cos ve ark., 2008; Emilio J. Sanchez-

Barcelo ve ark., 2005).

MCF-7 hicrelerinin aromatazi eksprese ettigi bilinmektedir. Hicrelerin biuylime
ortaminda testosteron ilavesinin hiicre proliferasyonu arttirdigi gosterilmistir
(Samuel Cos, Martinez-Campa, Mediavilla ve Sanchez-Barcelo, 2005). Bu etkinin ER
inhibitorli tamoksifen varliginda azalirken androjen reseptér inhibitdri bir ajan
eklendiginde degismemesi, hiicre proliferasyonunun testosterondan aromataz
aracihgr ile olugsan 06strojenin reseptériine baglanmasi sonucu gergeklestigini

kanitlamaktadir (Samuel Cos, Gonzalez, Martinez-Campa ve ark., 2006b).
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Melatoninin, MCF-7 hiicrelerinde hem bazal hem de cAMP veya kortizol ile
indiklenmis aromataz aktivitesini azalttigi bulunmus ve mRNA dizeylerinde

azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Samuel Cos ve ark., 2005).

Melatoninin aromataz enzimi Uzerindeki modulatér etkisi DMBA ile indiklenen
meme kanserli siganlarda in vivo olarak da kanitlanmistir. Bu modelde tiimérlerin
gelisimi Ostrojene bagimli oldugundan overektomize edilmis hayvanlarda timor
sayisi ve blyukligi onemli oranda azalmistir. Overektomize edilen hayvanlara
testosteron uygulandiginda ise lokal olarak 6strojen sentezi devam ettiginden timor
bliylimesi devam etmistir ve bu hayvanlara melatonin verilmesi testosteronla
indiklenen tiimor buyldmesini inhibe etmistir (Samuel Cos, Gonzalez, Gliezmes ve

ark., 2006).

Meme kanser hiicrelerinde aromataz gen ekspresyonu promoter Il ve 1.3
boélgelerinin kontroll altindadir ve cAMP bu siliregte yer almaktadir (S. E. Bulun ve
ark., 2003). Melatonin MT1 reseptorlerine baglanarak cAMP diizeylerini azalttig
bilinmektedir. MCF-7 hicrelerinde melatonin nanomolar konsantrasyonlarda
forskolinle indliiklenen cAMP artisini azalttigi gosterilmistir (Kiefer ve ark., 2002) . Bu

nedenle melatonin cAMP yolagi araciligiyla da aromatazi modiile etmektedir.

2.4.5 Ostrojenin Metabolizmasinda Yer Alan Enzimlerin Regiilasyonu

Ostrojenlerin metabolizmasinin ilk basamaginda CYP1B1 enzimi ile hidroksile
metabolitlerine dénlisimi yer almaktadir (Sekil 2.2). Bu nedenle ostradioliin 4-OH
katekol metabolitlerine donlisiminld inhibe etmenin meme kanserinin
onlenmesinde bir hedef olabilecegi belirtilmistir(Liehr, 2002). Yapilan bir galismada
melatoninin CYP1B1, CYP1A1l ve CYP1A2 enzimlerini inhibe edici etkisi oldugu ve
boylece bu enzimler aracihg ile karsinojenik metabolitlerine doénigen
prokarsinojenlerin toksik etkisini dnleyebilecegi ifade edilmektedir (Chang, Chen,

Yang ve Yeung, 2010).

Ostrojenin metabolizmasi sirasinda CYP enzimleri araciligiyla olusan hidroksile
tirevler bir sonraki basamakta kinon metabolitlerine donlismektedir (Sekil 2.2).

Kinon metabolitlerinin DNA’da depiirine DNA katim Urlnlerinin olusmasindan ve
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potansiyel karsinojenik etkiden sorumlu olduklari bildirilmektedir. Olusan kinon
metabolitleri NADPH kinon oksidorediiktaz (NQO1) tarafindan katekol
metabolitlerine indirgenir ve daha sonra Faz Il enzimi olan COMT tarafindan inaktif
metabolitine déntgtlraliur. Bu nedenle NQO1 enzim aktivasyonu ve indiiksiyonuna
neden olan bilesikler dstrojene bagli kanser olusumunda olasi koruyucu etkileri
bakimindan 6nemli gérinmektdir. Melatoninin NQO1 enzimi Uzerine etkilerine
bakildiginda hicrelerde yapilmis in vitro bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bununla
beraber siganlarda akut karaciger hasarinda melatoninin NQO1 ekspresyonunda
artisa neden oldugu (Jung, Hong, Zheng, Lee ve Hong, 2009), akut pankreatit
modelinde melatonin uygulanmasinin ise NQO1 ekspresyonunu artirdig
bildirilmistir (Jung ve ark., 2010). Literatir bilgileri isiginda melatoninin, antioksidan
savunma sisteminin bir pargasi olan NQO1 enzimi Uzerine indikleyici etkisi oldugu

distnulmektedir.

2.4.6 Melatoninin Terapotik Olarak Kullanimi

Melatoninin bélim 2.4 ‘te belirtilen fizyolojik etkilerinden dolayi uyku bozukluklari,
jet-lag, bazi hormon bagimli kanserler, depresyon gibi pek ¢ok patolojik siirecin
tedavisinde kullanilmasinin yararh olacagl distnilmektedir. Ancak melatonin
molekilinin ilag olarak kullanimi konusunda bazi kisitlamalar bulunmaktadir.
Melatoninin yarilanma émri kisadir ve ¢ok hizl bir sekilde metabolik inaktivasyona
ugramasi nedeniyle oral biyoyararlanimi ¢ok disuktiir. Ayrica birden fazla reseptor
alt tipi araciligiyla gerceklesen etkileri, farmakolojik etkinin selektif olmasini
zorlastirmaktadir. Bunun yaninda melatonin kullanimi farkl Glkelerde farkl
diizenlemelere tabidir. Ornegin Amerika’da diyet destek uriinii olarak kabul
ediliyorken, bazi Avrupa Ulkelerinde ilag olarak kabul edildiginden sadece regete ile
satisina izin verilmektedir. Ote yandan patentlenebilir olmayisi nedeniyle ilag
firmalarinin duzenleyici kuruluglara bu molekdlin ilag olarak kabul edilmesine
yonelik bir talebi bulunmamaktadir. Tim bu nedenler melatonin tirevi yeni

molekiillerin gelistiriimesine yol agmistir (Emilio J. Sanchez-Barcelo ve ark., 2007).
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Kullanilan Kimyasallar

Tez galismasi kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler Tablo 3.1’de belirtilmistir.

Tablo 3.1 Tez calismasi kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal madde Firma adi

CD-FBS Sigma F6765

DMEM (fenol kirmizisi igermeyen) | Gibco 21063029

DMEM Gibco 41966029
DMEM F12 Sigma D8062

Dimetil stlfoksit (DMSO) Merck 8.02912.2500
Etanol Merck K41392783037
FBS Gibco 10270-106
Horse serum Gibco

Heat inactivated FBS Gibco 10500-064
MEM-NEAA Gibco 11140

L-Glutamin Gibco 25030-024




17B-6stradiol

Sigma E8875

Sodyum pirlivat

Sigma P5280

Tripsin-EDTA Invitrogen 25300
MTT Sigma M2128
CYP 19 kit Corning 459520

MCF-7 BUS hucreleri

Prof. Ana Soto’dan temin
edildi.

MDA-MB-231

Prof. John Meerman’ dan
temin edilmistir.

MCF-10A hicreleri

ATCC- CRL10317

Horse serum

Invitrogen 16050-122

insilin

Sigma 1-1882

Epidermal blyime faktori

Peprotech AF-100-15

Hidrokortizon

Sigma HO888

PBS Invitrogen 10010-015
Fulvestran Sigma 14409
Ketokonazol Sigma K1003
Triton X- 100 Sigma T8787

Rekombinant CYP1B1 enzimi

Corning 456-220
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NADPH

Sigma N6505

Etoksirezorufin

Sigma 46121

Dipotasyumhidrojen
fosfat(K,HPOa)

Merck 105101.1000

Potasyumdihidrojen fosfat
(KH2POa4)

Merck 104873

Asetik asit

Sulforodamin B

Sigma 341738

TCA Sigma 27242
Tris-base Sigma T1503
NADH Sigma N8129

3.1.2 Kullanilan Geregler

Tez gcalismasi kapsaminda kullanilan geregler Tablo 3.2’de belirtilmistir.

Tablo 3.2 Tez calismasi kapsaminda kullanilan geregler

Makine ve tecghizat

Firma adi ve modeli

Buzdolabi Ariston hotpoint
75 cm? flask SPL Life 70025
25 cm? flask SPL Life 70075
inkiibatér Nuaire nu-5510e

Laminar akimli kabin

Shinsaeng scbn 1013/1300
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Mikroskop

Olympus ckx41

Neubauer sayim kamarasi

Marienfeld 0640110

Otomatik mikropipet (0,5-10 ul)

Brand ve Eppendorf

Otomatik mikropipet (10-100
ul)

Brand ve Eppendorf

Otomatik mikropipet (100-
1000pl)

Brand ve Eppendorf

8 kanalli otomatik mikropipet

Brand 703708 ve Gilson

Otomatik pipetor

Brand

Steril filtre

Minisart NML Syringe Filters
16534- K

96 kuyucuklu plaka

Corning- 3599
Greiner bio one 655-209

Thermo Scientific Varioskan Flash

Spektrofotometre ol kuyuall

Su banyosu Wisabath wb-22

Terazi Sartorious BI610 ve GP1200P
Vorteks Nivenm110 velpscientifica 2x3

3.1.3 Kullanilan Melatonin Analoglari

Bu tez calismasinda kullanilan melatonin analoglari Ankara Universitesi Eczacilik

Fakulltesi Farmasoétik Kimya Anabilim dali 6gretim Uyesi Prof. Dr. Sibel Sizen ve

grubu tarafindan sentezlenmistir. Bilesikler kimyasal yapilarina gére 3 gruba

ayrilmistir. NO kodlu maddeler 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon yapisinda,

KD

kodlu maddeler 1-etilindol yapisinda ve M kodlu bilesikler 2-metilindol yapisindadir.
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KD1

KD2

3.1.3.1

KD Kodlu Bilegikler

3- { ([2-(4-Klorofenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

Cl

NH

Molekiil agirligi: 297,79 g/mol

3- { ([2-(3-Klorofenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

Molekiil agirligi: 297,79 g/mol
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KD3

KD4

3- { ([2-(4-Bromofenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

Br,

Molekiil agirligi: 342,24 g/mol

3- { ([2-(2-Bromofenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

Br

Molekiil agirligi: : 342,24 g/mol
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KD5

KD6

3- { ([2-(3-Bromofenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

NH

/Z\

Molekiil agirligi: 342,24 g/mol

3- { ([2-(2-Klorofenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

Cl

Molekiil agirligi: 297,79 g/mol
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KD7

KD8

3- { ([2-(3,5-Diklorofenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

Cl

Molekiil agirligi: 332,23 g/mol

3- { ([2-(2,4-Diklorofenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

Cl

Molekiil agirligi: 332,23 g/mol
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KD9

KD10

3- { ([2-(3,4-Diklorofenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

cl Cl

NH

/Z\

Molekiil agirligi: 332,23 g/mol

3- { ([2-(4-Florofenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

n

NH

/Z\

Molekiil agirligi: 281,33 g/mol
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KD11

KD12

3- { ([2-(3-Florofenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

Molekiil agirligi: 281,33 g/mol

3- { ([2-(2-Florofenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

Molekiil agirligi: 281,33 g/mol
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KD13

KD14

3- { ([2-(3,5-Diflorofenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

NH

/Z\

Molekiil agirligi: 299,32 g/mol

3- { ([2-(2,5-Diklorofenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

Cl
Cl

Molekiil agirligi: 332,23 g/mol
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KD15

KD17

3- { ([2-(2,4-Diflorofenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

n

Molekiil agirligi: 299,32g/mol

3- { ([2-(4-Klorofenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

Molekiil agirligi: 291,4 g/mol
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KD18

KD19

3- { ([2-(2,4-Dimetilfenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

Molekiil agirligi: 291,4 g/mol

3- { ([2-(orto-tolilfenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

Molekiil agirligi: 277,37 g/mol
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KD20 3- { ([2-(4-Klorofenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol

Molekiil agirligi: 263,34 g/mol

3.1.3.2  NO Kodlu Bilesikler

N1/9B 3-[[2-(2-florofenil)hidraziniliden]metil]-5-metoksi-1H-indol

H3C/O\©i\§\N/NH\©
N F
H

Molekiil agirligi: 283,3 g/mol

NO/1 3-[[2-(4-klorofenil)hidraziniliden]metil]-5-metoksi-1H-indol

HSC/O \ \N/NH
Cl
N

Molekiil agirligi: : 299,75 g/mol
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NO/2 3-[[2-(2,4-diklorofenil)hidraziniliden]metil]-5-metoksi-1H-indol

Hac/o \ \N/NH
Cl
N
H Cl

Molekiil agirligi: 334,19 g/mol

NO/3 3-[ [2-(3,4-diklorofenil)hidraziniliden]metil]-5-metoksi-1H-indol

Cl
HSC/O \ \N/NH
Cl
N

Molekiil agirligi: 334,19 g/mol

NO/4 3-[[2-(2-klorofenil)hidraziniliden]metil]-5-metoksi-1H-indol

Hao/0©i\§\N/NH\©
N
H Cl

Molekiil agirligi: 299,75 g/mol
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NO/5 3-[[2-(3,5-diklorofenil)hidraziniliden]metil]-5-metoksi-1H-indol

HSC/O \ \N/NH
Cl
N
Cl

Molekiil agirligi: 286 g/mol
NO/7 3-[ [2-(2,4-diflorofenil)hidraziniliden]metil]-5-metoksi-1H-indol
H3C/O \ \N/NH
F
i F
Molekiil agirligi: 301,29 g/mol

NO/8 3-[[2-(2,5-diflorofenil)hidraziniliden]metil]-5-metoksi-1H-indol

F
H3C/O\©i\§\N/NH©
N
N F

Molekiil agirligi: 301,29 g /mol
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NO/10 3-[[2-(3,5-diflorofenil)hidraziniliden]metil]-5-metoksi-1H-indol
F
Hsc/0\©i\§\N/NH\©
N
H
F
Molekiil agirligi: 286 g/mol

NO/13 3-[[2-(3-bromofenil)hidraziniliden]metil]-5-metoksi-1H-indol

HSC/O\(I\g\N/NH\Q
N
H

Br

Molekiil agirligi: 344,2 g/mol

NO/14 3-[[2-(4-bromofenil)hidraziniliden]metil]-5-metoksi-1H-indol

Hac/o \ \N/NH
Br
N

Molekiil agirligi: 287 g/mol

52



NO/15 5-metoksi-3-[(2-fenilhidraziniliden)metil]-1H-indol
N
H
Molekiil agirligi: 265,30 g/mol
NO/16 2-siyano N'- [(5-metoksi-1H-indol-3-il)metiliden]asetohidrazid
\ H
H,c—© N/N N
m T
o]
N
H
Molekiil agirligi: 283,3 g/mol
NO/17 N'-[(5-metoksi-1H-indol-3-il)metiliden]furan-2-karbohidrazid

e « & [

Molekiil agirligi: 283,28g/mol
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NO/18  N'- [(5-metoksi-1H-indol-3-il)metiliden]-1H-indol-3-karbohidrazid

Hyc—© \/H /
O

Molekiil agirligi: 332,35 g/mol

NO/20 5-(4-bromofenil)-N"-[(5-metoksi-1H-indol-3-il)metiliden]-1,2

oksazol-3-karbohidrazid

H3C/O\<>i\§\\N/H\]/L)\©\Br

Molekiil agirligi: 439,26 g/mol

3.1.3.3 M Kodlu Bilesikler

M3 2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (3-florofenil) hidrazon
F

— '\

NH
CH,

N
H

Molekiil agirligi: 269 g/mol
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M5 2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (3-klorofenil) hidrazon

Cl
N
— N\
NH@
Moo
N
H

Molekiil agirligi: 286 g/mol

M6 2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (4-klorofenil) hidrazon

N Cl
— N\
NH
-ch,
N
H

Molekiil agirligi: 286 g/mol

M16  2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (3,5-diflorofenil) hidrazon

F
N
— N\
NH@
N\ F
CH,
N
H

Molekiil agirligi: 287 g/mol

M23 2-metilindol-3-karboksialdehit izonikotinoil hidrazon

Molekiil agirligi: 280 g/mol



3.1.4 Kullanilan Cozeltiler

3.1.4.1 Aromataz Aktivitesi Olgiim Yénteminde Kullanilan Cézeltiler

Aromataz aktivitesi 6lgimiinde ticari olarak satilan Corning® Supersomes™ Kit HTS
CYP19-MFC kiti kullanilmigtir. Kitte kullanilan ¢ozeltiler Uretici firma tarafindan
belirtilen sekilde hazirlanmistir. Kit igerigi, CYP19 aromataz enzimi, kontrol proteini,
potasyum fosfat tamponu (pH:7,4), durdurucu ¢ozelti, kofaktér karisimi (NADP,
MgCl,, glukoz-6-fosfat), glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PDH), 7-metoksi-4-
triflorometil kumarin (MFC, enzimin substrati)(25mM), ketokonazol (2mM) ve

hidroksitriflorometilkumarin (HFC, standart metaboliti)(0,25 mM)’den olusmaktadir.

3.1.4.1.1 NADPH-Kofaktor Karisimi

187,5 ul kofaktor, 150 pl G6PDH, 100 pl kontrol proteini ve 14,56 ml distile su (37

°C) kanstirilarak hazirlanir.

3.1.4.1.2 Durdurucu Cozelti

Kit bilesenine 72 ml asetonitril eklenir ve oda sicakhiginda saklanir.

3.1.4.1.3 Enzim-Substrat Karisimi

150 ul CYP19, 20 ul MFC (25mM), 2ml tampon ¢ozeltisi, 7,83 ml distile su (37 °C)

karistirilarak hazirlanir.

3.1.4.2 E-Screen Analizinde Kullanilan Cozeltiler

3.1.4.2.1 Biiyiime igin Gerekli Eksiksiz Besi Ortami

Fenol kirmizi iceren Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) igerisine % 10 fotal

sigir serumu (FBS) eklenerek biyime igin gerekli eksiksiz besi ortami hazirlanmistir.
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3.1.4.2.2 Hormon igermeyen Besi Ortami

Fenol kirmizisi igermeyen Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) igerisine %
10 aktif kémir-dekstran ile muamele edilmis fotal sigir serumu (CD-FBS), %1
minimum temel ortam-esansiyel olmayan amino asit (MEM-NEAA) ve % 1 sodyum

pirivat eklenerek hormon icermeyen besi ortami hazirlanmistir.

3.1.4.2.3 % 10 (a/h) Trikloroasetik Asit (TCA) Cozeltisinin Hazirlanmasi

10 g TCA tartilarak bir miktar distile suda ¢6ziilmis ve distile su ile 100 ml’'ye

tamamlanmistir.

3.1.4.2.4 % 1 Asetik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi

10 ml asetik asit ¢ozeltisi alinip, distile suyla 1 L’ ye tamamlanmistir. Stlforodamin B
ile boyama sonrasinda baglanmamis fazla boya % 1’lik asetik asit ¢ozeltisiyle

yikayarak uzaklastirilmistir.

3.1.4.2.5 % 0,4 (a/h) Siilforodamin-B Boyasinin Hazirlanmasi

1 g sllforodamin-B (SRB) Uzerine bir miktar % 1’lik asetik asit ¢ozeltisi eklenmis ve
manyetik karistirici yardimiyla ¢ézilmustur. % 1’lik asetik asit ¢ozeltisiyle 250 ml’ye
tamamlanmistir. Boya ¢Ozeltisinin igiktan etkilenmemesi igin renkli sisede

saklanmistir.

3.1.4.2.6 10mM Tris-baz Cozeltisinin Hazirlanmasi (pH 10,7)

0,1211 g tris-baz Uzerine bir miktar distile su eklenmis ve manyetik karistirici
yardimiyla ¢6zinmesi saglanmistir. 1 M NaOH ¢ozeltisi ile pH’si 10,7" ye

ayarlanmistir. Distile su ile son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir.

3.1.4.2.7 Stok 17-8 Ostradioliin Hazirlanmasi

1 mg 6stradiol 0,918ml etanolde ¢ozilerek 4.10° M konsantrasyonda stok dstradiol

¢Ozeltisi hazirlanmis ve filtreden slzllerek sterilize edilmistir. Hormon icermeyen
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besi ortami kullanilarak ana stoktan hareketle 4.10° M, 4.107 M, 4.10° M, 4.10° M

konsantrasyonlarda standart dstradiol (E;) ¢ozeltileri hazirlanmistir.
E-screen yonteminde pozitif kontrol olarak 10° M final konsantrasyonda &stradiol

¢Ozeltisi kullaniimistir.

3.1.4.2.8 Stok Fulvestranin Hazirlanmasi

3,1 mg fulvestran tartihp 1,277 ml DMSO’da c¢oézilerek 4.10° M final
konsantrasyonda stok fulvestran ¢0Ozeltisi hazirlanmis ve filtreden gegirilerek
sterilize edilmistir. Daha sonra hormon igermeyen besi ortamiyla dilisyonlar

yapilarak gerekli konsantrasyonda ¢ozeltiler elde edilmistir.

3.1.4.3  CYP1 Aktivitesi Olgiimiinde Kullanilan Cézeltiler

3.1.4.3.1 NADPH Coézeltisinin Hazirlanmasi

1 mg NADPH, 109 ul 90mM pH 7,4 olan fosfat tamponunda ¢ozilerek 11 mM
konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmistir. Cozelti her deney giini taze hazirlanmistir.

0,22 mM final konsantrasyonda kullaniimigtir.

3.1.4.3.2 Potasyum Fosfat Tamponunun Hazirlanmasi

3,919 g KyHPO4 tartilmis ve bir miktar distile suda ¢ozilerek hacmi 250 ml’ye
tamamlanmistir. 3,062 g KH,PO4 tartilmis ve bir miktar distile suda ¢ozulerek hacmi
250 ml’'ye tamamlanmistir. K;HPO4 ¢Ozeltisi Gzerine KH,PO4 ekleyerek pH ayarlamasi

yapilmis ve pH 7,4 olan 90 mM’lik tampon ¢6zeltisi hazirlanmistir.

3.1.4.3.3 Stok Etoksirezorufin Cozeltisinin Hazirlanmasi

1 mg etoksirezorufin 5,6 ml DMSO’da ¢ozllerek 740 pM’lik stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Fosfat tamponu ile 1:4 oraninda diliie edilerek deney ortamina 5 pl

eklendiginde final konsantrasyonu 3,7 uM olmusgtur.
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3.1.4.3.4 Stok Ketokonazol Cézeltisinin Hazirlanmasi

1 mg ketokonazol 0,470 ml DMSO’da ¢ozillerek 4 mM konsantrasyonda stok
ketokonazol ¢ozeltisi hazirlanmistir. Gerekli dilisyonlar bu ¢ozeltiden hareketle

yapilmistir.

3.1.4.4  Sitotoksisite Analizinde Kullanilan Cozeltiler

3.1.4.4.1 MCF-10A hiicre hatti icin gerekli eksiksiz biiyiime ortami

DMEM-F12 icerisine % 5 at serumu (horse serum) , 20 ng/ml epidermal buyime
faktort, 0,5 pg/ml hidrokortizon ve 10 pg/ml insllin eklenerek eksiksiz biyiume

ortami hazirlanmistir.

3.1.4.4.2 MCF-7 BUS ve MDA-MB-231 hiicre hatlari icin gerekli eksiksiz

biiyiime ortami

Fenol kirmizi iceren Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) igerisine % 10 fotal

sigir serumu (FBS) eklenerek biylime igin gerekli eksiksiz besi ortami hazirlanmistir.

3.1.4.4.3 MTT [3(4,5dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum

bromiir] Cézeltisinin Hazirlanmasi

MTT boyasi 5 mg/ml konsantrasyonda PBS igerisinde hazirlanmistir. Filtre edilerek

sterilize edilmistir. Cozelti aliminyum folyo ile sarilarak saklanmistir.

3.1.4.4.4 NADH ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Deney ortamindaki final konsantrayonu 300 uM olacak sekilde PBS igerisinde ve her

deney glinl taze hazirlanmistir.
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3.1.4.4.5 Sodyum piruvat ¢ézeltisinin hazirlanmasi

Deney ortamindaki final konsantrayonu 770 uM olacak sekilde PBS igerisinde ve her

deney glinl taze hazirlanmistir.

3.1.4.4.6 Metanol : Asetik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

75 ml metanol ile 25ml asetik asit karistirilarak 3:1 metanol: asetik asit ¢ozeltisi

hazirlanmstir.

3.1.4.4.7 %0,5 Kristal viyole ¢ézeltisinin hazirlanmasi

0,5 mg kristal viyole tartiip 100 ml distile suda ¢ozulmustir ve renkli sisede

saklanmistir.

3.2 Yontemler

3.2.1 Rutin Hiicre Kiiltiirii

Galismalarimizda ER + insan meme kanseri hiicresi olan MCF-7 BUS, UglU negatif
insan meme kanseri hiicresi olan MDA-MB-231 ve saglikli insan meme epitel hiicresi
olan MCF-10A hiicre hatlari kullanilmistir. Ug hiicre tiiri de yiizeye tutunan

(adherent) hiicrelerdir.

MCF-7 BUS hucre hatti Tufts Enstitisi’nden Prof. Ana Soto, MDA-MB-231 hiicre
hatti ise Leiden Universitesi’nden Prof. John Meerman tarafindan génderilmistir.
MCF-7 BUS ve MDA-MB-231 hicreleri, 25 cm?lik flasklarda % 10 FBS iceren
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ile idame ettirilmistir.

MCF-10A hiicre hatti ATCC (American Type Culture Collection) den satin alinmistir.
Hucreler % 5 at serumu (horse serum) , 20 ng/ml epidermal blylime faktéri, 0,5

ug/ml hidrokortizon ve 10 pg/ml insllin igeren DMEM-F12 ile idame ettirilmistir.

Tim hicre hatlart 37 °C'de % 5 CO;’li atmosfer ortaminda inkibe edilmistir.
Hicreler % 70 doluluga ulasinca alt kiltiirleme protokoli uygulanmistir. Besi ortami

flasktan uzaklastirilmis ve flask bir kez PBS ile yikanmigtir. 1 ml tripsin-EDTA ¢ozeltisi
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eklenmis ve hiicreler ylizeyden uzaklasinca tripsinin aktivitesini durdurmak igin 3 ml
eksiksiz blylime ortami eklenmistir. Elde edilen bu hiicre stspansiyonu steril bir
tiipe alinarak 153 x g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz atilip, hiicreler 2 ml besi

ortaminda slispande edilmis ve 1:4 -1:7 oraninda yeni flaska aktariimigtir.

3.2.2 ER Agonist/Antagonist Etkinin Belirlenmesi (E-Screen)

Olasi ER agonist/antagonist etkinin belirlenmesinde Soto ve arkadaslari (Soto ve
ark., 1995) tarafindan gelistirilen ve Rasmussen ve arkadaslari (Rasmussen ve
Nielsen, 2002) tarafindan 96 kuyucuklu plakaya uyarlanmis olan E-screen yontemi
kullanilmistir. ER agonisti etki, hormon icermeyen ortamda ER agonisti bilesik

varliginda MCF-7 BUS hiicre proliferasyonu 6élgllerek belirlenmektedir.

Bilesiklerin olasi ER antagonisti etkileri E-Screen yonteminin modifiye edilmesiyle
olusturulan iki basamakli bir yaklagimla degerlendirilebilmektedir (Soto, Maffini,
Schaeberle ve Sonnenschein, 2006). Bu yaklasima gore ilk basamakta hiicreler,
ostradioliin hiicre proliferasyonunu belirgin dlclide artiran en distik konsantrasyonu
ve bilesigin farkh konsantrasyonlari ile birlikte inkiibe edilmektedir. Bilesigin
konsantrasyona bagli olarak 6stradioliin proliferatif etkisini inhibe edip etmedigi
test edilmektedir. Bu basamakta etkili gorulen bilesiklerin bu etkisinin reseptoér
aracilikh bir etki mi yoksa sitotoksisite sonucu mu oldugu ikinci basamak
uygulanarak arastirilmaktadir. Bu kez hicreler bilesigin hiicre proliferasyonunu
inhibe etmede etkili olan en disuk konsantrasyonu ve Ostradiolin artan
konsantrasyonlari ile inklbe edilmektedir. Eger ilk basamakta proliferasyonda
gozlenen inhibisyon reseptér aracilikli ise Ostradioliin artan konsantrasyonlariyla
etki tersine gevrilerek hiicre proliferasyonunda artis gézlenmektedir. Sayet bilesigin
etkisi sitotoksisiteden kaynaklaniyor ise ikinci basamakta Ostradiollin artan

konsantrasyonlari ile hiicre proliferasyonunda artis gériilmemektedir.

Hlcrelerin tripsinizasyonu sonrasi elde edilen hiicre stispansiyonu santriflj edilerek
ust faz atilmis ve hiicreler taze besi ortaminda stispande edilerek hemasitometrede

mikroskop altinda sayilmistir.

61



MCEF-7 BUS hiicreleri her bir kuyucukta 6000 hiicre olacak sekilde ve 100 ul bliyiime
icin gerekli besi ortami igerisinde 96 kuyucuklu plakaya ekilmis ve hicrelerin
tutunmasi igin 24 saat beklenmistir. Stirenin sonunda besi yeri uzaklastirilmistir. ER
agonisti etkinin arastirilmasi icin test bilesikleri hormon igcermeyen besi ortami
icerisinde final DMSO orani % 0,5 i gegmeyecek sekilde kuyucuklara eklenmis ve 144
saat inkiibasyona birakilmigtir. Her bir plakada negatif kontrol olarak hormon
icermeyen besi ortami, tasiyici kontrol olarak % 0,5 DMSO igeren hormon igermeyen

besi ortami ve pozitif kontrol olarak da 1071° M E; kulanilmistir.

Antagonist etkinin belirlenmesinde hiicreler Ex’nin 107° M ve bilesigin 1,37.108- 10
> M araligindaki konsantrasyonlari ile 144 saat inkiibe edilmislerdir. Bu basamakta
Ex’nin  proliferatif etkisini inhibe eden bilesikler ikinci basamakta da test
edilmiglerdir. Hucreler, bilesigin hiicre proliferasyonunu belirgin derece azaltan en
dusuk konsantrasyonu ve 6stradiolin 4,57.10** - 10° M arahgindaki

konsantrasyonlari ile 144 saat inkiibasyona birakilmistir.

inkiibasyon siiresinin sonunda analiz ortaminin kuyucuklardan uzaklastiriimasiyla
deney sonlandirilmistir. Kuyucuklar oda sicakhgindaki PBS ile yikanarak 61U hiicreler
ve besi ortami kalintilari uzaklastirilmigtir. 100 ul buz soguklugunda % 10 TCA
¢Ozeltisi kuyucuklara eklenmis ve +4°C’de yarim saat bekletilerek hiicrelerin ylizeye
sabitlenmesi saglanmistir. Plakalar distile suyla 5 kez yikanmis ve bir gece kurumaya
birakilmistir. Ertesi glin  kuyucuklara damlalik yardimiyla % 0,4 (a/h) ik
sulforodamin-B ¢ozeltisi eklenmis ve 20 dk inkiibasyona birakilmistir. Proteinlere
baglanmamis fazla boyanin uzaklastirilmasi igin hicreler % 1’lik asetik asit
¢Ozeltisiyle 4-5 kez yikanmis ve bir gece karanlikta kurumaya birakilmistir. 100 pl 10
mM Tris baz ¢ozeltisi (pH 10,7) eklenerek 20 dk orbital karistiricida boyanin
tamamen ¢oziinmesi saglanmis ve renk siddeti ¢oklu plaka okuyucuda 492 nm’de
Olcilmustir. Elde edilen absorbans degerlerine gore proliferatif etki degerleri
hesaplanmistir. Proliferatif etki test edilen bilesik ile elde edilen hiicre sayisinin
hormon icermeyen besi ortaminda olusan (negatif kontrol) hiicre sayisina oranidir

(Soto ve ark., 1995).

PE = Hlcre sayisi (bilesik veya E; varhiginda) / Hicre sayisi (negatif kontrol)
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3.2.3 Aromataz Aktivitesi Olgiim Yéntemi

Aromataz aktivitesi insan rekombinant aromataz enzimi ile floresans veren bir
substrat olan 7-metoksi-4-triflorometilkumarin (MFC)’'in kullanildigi Corning®
Supersomes™ Kit HTS CYP19-MFC kiti kullanilarak ol¢tlmustir. 96 kuyucuklu plaka
formatinda ylksek hizli taramaya olanak veren bu ydntem, MFC'nin aromataz
enzimiyle 7-Hidroksitriflorometilkumarin  (HFC)’e donismesi ve floresans
siddetindeki azalmanin belirlenmesiyle inhibitor aktivitenin degerlendirilmesi

esasina dayanmaktadir.

Yonteme gore her bir kuyucuga farkli konsantrasyonda test maddesi igeren 100 pl
NADPH-kofaktor karisimi eklenmistir. 37 °C’de 10 dakika inkiibasyonun ardindan
tiim kuyucuklara 100 ul enzim-substrat karisimi eklenmis ve 37 °C’de 30 dakika daha
inkiibasyona birakilmigtir. Kuyucuklara 75 pl durdurucu ¢ozelti eklenerek reaksiyon
sonlandirilmistir. Floresans siddeti 409 nm eksitasyon ve 530 nm emisyon dalga
boyunda ¢oklu plaka okuyucuda 6l¢lilmis ve inhibitor aktivite kontrollin %’si olarak
ifade edilmistir. Pozitif kontrol olarak aromataz inhibitorii olan ketokonazol

kullanilmistir.

Test edilecek melatonin analoglarinin aromataz inhibitér etkinlikleri énce 10* M
konsantrasyonda taranmis, bu konsantrasyonda aktivite gosteren bazi bilesiklerin 8

farkl konsantrasyondaki aktiviteleri arastirilarak ICso degerleri hesaplanmistir.

3.2.3.1 Aromataz Aktivitesinin Dolayl Olarak Olgiilmesi

MCF-7 BUS hiicrelerinde, Ostrojensiz ortamda, testosteron aromataz enzimi
aracihgiyla 6stradiole donuastirilir. Olusan Ostradiole bagh olarak hicre
proliferasyonu gergeklesir ve boylece bilesiklerin aromataz enzimi tzerine inhibitor

etkinlikleri dolayli olarak degerlendirilmis olur (Samuel Cos ve ark., 2005)

Yonteme gore MCF-7 BUS hicreleri 6000 hicre/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu plakalara ekilmis ve 48 saat kuyucuk ylzeyine tutunmaya birakilmistir.
Ardindan kuyucuklardaki besi ortami uzaklastirilmis, hiicreler hormon igcermeyen

besi ortaminda 10 uM testosteron ve 10 uM test bilesigi ile 120 saat inkibasyona
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birakilmigtir. Strenin sonunda hicre canlihigi MTT yontemi ile degerlendirilmistir

(Bkz. 3.2.5.1).

3.2.4 CYP1 Aktivitesi Olgiim Yéntemi [7- Etoksirezorufin O-Dealkilasyon

(EROD) Yontemi ]

CYP1 enzim aktivitesi EROD ydntemiyle dlgllmustir. CYP-1 e selektif bir substrat
olan 7-etoksirezorufin, CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1 aktivitesiyle rezorufine donisir.
Olusan rezorufinin floresans siddeti 530 nm ekzitasyon ve 582 emisyon dalga

boyunda olgular.

Galismada kullanilan fenobarbitalle indiiklenmis sigan karaciger mikrozomlari Prof.
Dr. Hilmi ORHAN tarafindan saglanmistir. CYP1 enzim kaynagi olarak mikrozom
kullanilan ¢alismalarda, deney ortamina 10 pl mikrozom, 90 mM KH2POa4/K;HPO4 (
pH 7,4), 0,22 mM NADPH, 3,7 uM 7-etoksirezorufin ve test bilesigi son hacim 1 ml
olacak sekilde eklenmistir. NADPH ilavesiyle reaksiyon baslatiimistir. 30 °C ‘de 10
dakika inklibasyonun ardinda 2 ml soguk aseton ilavesiyle reaksiyon
durdurulmustur. Sogutmali santrifijde 12500 g (+4 °C)’de 5 dakika santriflijden
sonra Ust fazlarin floresans siddeti 530 ekzitasyon ve 586 emisyon dalga boyunda

spektroflorometrik olarak 6lctlmustdr.

Kullanilan enzim miktarini azaltmasi ve ayni anda birgok 6rnegin dl¢imiine olanak
saglamasi bakimindan yéntem 96 kuyucuklu plakaya uyarlanmistir. Buna gore final
hacmi 250 ul olan inkiibasyon ortamina 90 mM KH;PO4/K2HPO4 (pH 7,4), 0,22 mM
NADPH, 3,7 uM 7- etoksirezorufin ve test bilesigi eklenerek 30 °C ‘lik su banyosunda
10 dakika inklibasyona birakilmistir. Strenin sonunda 500 ul soguk aseton ilavesiyle
reaksiyon durdurulmustur ve santriflijden sonra Ust fazin 250 pl’si 96 kuyucuklu

siyah plakaya alinarak floresans siddeti 6lgliImustur.

insan rekombinant CYP1B1 enzimi kullanilan ¢alismalarda deney ortaminda 1,25
pmol enzimi ve 0,2 uM subtrast kullanilarak 37°C sicaklikta yontem ayni sekilde

uygulanmistir. Ortamdaki final DMSO % 1’i gegmeyecek sekilde g¢aligsiimistir.
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3.2.5 Sitotoksisitenin Farkli Yontemlerle Degerlendirilmesi

3.2.5.1 MTT Yéntemi

Sitotoksisite galigmalarinda ER+ MCF-7 BUS ve Ugli negatif MDA-MB-231 meme
kanseri htcreleri ile saglikh meme epiteli hiicresi olan MCF-10A hcreleri
kullanilmistir. Hiicreler tripsinlenmeyi takiben santrifiij edilmis ve daha sonra Ust faz
uzaklastinlmigtir. Stspande edilen hiicreler hemositometrede sayim sonrasi 96
kuyucuklu plakalara 180 ul hacimde her bir kuyucukta 6000 hiicre olacak sekilde
ekilmigtir. Hucreler kuyucuk vyilzeyine tutunmalar igin 24 saat inklbasyona
birakilmiglardir. Bu sirenin sonunda test maddeleri farkli konsantrasyonlarda ve
final DMSO orani % 0,5 olacak sekilde eklenmistir. Pozitif kontrol grubu olarak 171
UM Triton X-100, negatif kontrol grubu olarak sadece besi ortami, ¢6zlicii kontrol
grubu olarak ise % 0,5 DMSO igeren besi ortami kullanilmigtir. Tim test gruplari en
az 3 farkli kuyucukta calsiimistir. Test bilesikleriyle 24 ve/veya 72 saat
inklbasyonun  ardindan  kuyucuklardaki  ortam  uzaklastirilarak  deney

sonlandiriimistir.

Suda ¢o6zlnebilen bir tetrazolyum tuzu olan MTT, mitokondrideki siksinat
dehidrojenaz enzimiyle mor renkli formazan kristallerine déntiigsmektedir. Formazan
kristallerinin renk siddeti spektrofotometrik olarak olgilmekte ve hiicre canliliginin
bir gostergesi olarak degerlendiriimektedir. Deney sonlandirildiktan sonra
kuyucuklar PBS ile bir kez yikanarak besi ortami atiklari uzaklagtinlmistir. 40 pl
bliylme igin eksiksiz besi ortami ve 10 pul MTT boyasi kuyucuklara eklenmis ve 4 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Stirenin sonunda ortam uzaklastirilarak her bir kuyucuga
150 pl DMSO eklenmis ve boyanin ¢éziinmesi saglanmistir. Renk siddeti 550 nm’de
¢oklu plaka okuyucuda fotometrik olarak 6lgtilmis ve hiicre canliligl kontrol grubuna

oranla % cinsinden hesaplanmistir.

3.2.5.2 LDH yéntemi

Sitoplazmik bir enzim olan laktat dehidrojenaz (LDH) hiicre membran hasari

durumunda hicre digsina sizar.  Bu nedenle hicre disina sizan LDH enzim
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aktivitesinin olgulmesi sitotoksisitenin belirlenmesinde 6nemli bir parametredir.
LDH enzimi pirtivatin laktata dénlsimini katalizler. Reaksiyon sirasinda kofaktor
olarak ortamda tliketilen NADH’In absorbansindaki azalma kinetik olarak olglir
(Hassoun, Roche ve Stohs, 1993). Yonteme gore ¢alismada kullanilan g farkli hiicre
tipi de her bir kuyucukta 50000 hiicre olacak sekilde ekilmis ve hiicreler 24 saat
tutunmaya birakilmigtir. Test maddeleri 10 uM final konsantrasyonda ve final DMSO
orant % 0,5’i gegmeyecek sekilde eklenmistir. Bilesiklerlerle 4 saat inkiibasyonun
ardindan deney ortamindan 25 pl alinarak tGzerine 135 pl PBS eklenmis ve 37 °C'de 5
dakika inklbasyona birakilmistir. Ardindan 20 pl NADH (final konsantrasyonu 300
uM) ve 20 pl sodyum pirilivat (final konsantrasyonu 770 uM) eklenerek aktivite 340
nm’de 4 dakika boyunca kinetik olarak olgilmustlr. Sonuglar evrensel birim U/L

formilline gore hesaplanmistir.

U/L (umol/dak/L) = [(AA/dak)/6,3x107%] x (200/25)

200 = kiivetteki toplam hacim (pL)

25 = alinan besi ortami hacmi (pL)

6,3x103 = NADH’In 339 nm’deki mikromolar absorbsiyon katsayisi

AA/dak = AA/(240/60) dakikadaki absorbans degisimi ortalamasi

3.2.5.3  Siilforodamin B yéntemi

Sulforodamin B (SRB), hafif asidik kosullarda proteinlerin aminoasit rezidileriyle
elektrostatik kompleks olusturan aminoksantan yapisinda bir boyadir ve hiicresel
protein miktarinin 6lglilmesini saglamaktadir. Hucresel protein miktari hicre
sayisiyla korelasyon gosterdiginden bu yontem ilaglarla indiiklenen sitotoksisitenin

bir gostergesi olarak kullaniimaktadir (Skehan ve ark., 1990).

Ug farkh hiicre tipi de her bir kuycukta 50000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu
plakalara ekilmis ve 24 saat tutunmaya birakilmistir. Test maddeleri 10 puM final
konsantrasyonda ve ortamdaki final DMSO orani % 0,5i ge¢cmeyecek sekilde
hicrelerin Gizerine eklenmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Strenin sonunda
kuyucuklardaki besi ortami uzaklastiriimis ve kuyucuklar 100 pl PBS ile yikanmistir.

100 pl buz soguklugunda % 10 TCA ¢Ozeltisi eklenmis ve +4°C’de yarim saat
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bekletilerek hiicrelerin ylzeye sabitlenmesi saglanmistir. Plakalar distile suyla 5 kez
yikanmis ve bir gece kurumaya birakilmistir. Daha sonra % 0,4’ Itk SRB ¢ozeltisi ile
20 dakika inklUbasyona birakiimis ve % 1’ lik asetik asit ¢ozeltisiyle 4-5 kez
yikanmistir. Plakalar bir gece karanlikta kurumaya birakilmistir. Kuyucuklara 100 pl
10 mM Tris baz ¢ozeltisi (pH 10,7) eklenerek 20 dakika orbital karistiricida boyanin
tamamen ¢oziinmesi saglanmis ve renk siddeti ¢oklu plaka okuyucuda 492 nm’de

OlgUlmastdr.

3.2.5.4  Koloni Olusum Yéntemi

Koloni olusum ydntemi, tek bir hiicrenin bir koloni haline gelme yetenegine dayanan
ve uzun sireli (kronik) sitotoksik etkinin belirlenmesinde kullanilan in vitro bir hiicre
sagkalim degerlendirme yontemidir (Franken, Rodermond, Stap, Haveman ve Van

Bree, 2006).

MCF-7 BUS ve MDA-MB-231 hicreleri 6 kuyucuklu plakaya 500 hicre/kuyucuk
olacak sekilde ekilmis ve 24 saat tutunmaya birakilmistir. Daha sonra test bilesikleri
10 uM konsantrasyonda, 3 ml taze biylme ortami igerisinde ve final DMSO orani %
0,5’i gegmeyecek sekilde eklenmistir. Test bilesikleriyle 15 giin inkiibasyonun
ardindan deney ortami uzaklastirilmis ve kuyucuklar PBS ile yikanmigtir. Kuyucuklara
metanol: asetik asit (3:1) ¢ozeltisi eklenmis ve -20 °C’de 10 dakika bekletilerek
hicrelerin kuyucuklara sabitlenmesi saglanmistir. Daha sonra kuyucuklar 2 ml PBS
ile 2 kez yikanmis ve % 0,5 kristal viyole ¢oOzeltisi ile 1 saat inklibasyona birakilmistir.
Hlcreler distile suyla yikanmis ve 1 gece kurumaya birakilmistir. Boyanan koloniler

mikroskopta sayilarak koloni etkinligi (KE) degerleri asagidaki gibi hesaplanmistir.

_ Olusan koloni sayisi

Koloni Etkinligi (KE) = X 100

Ekilen hiicre sayisi

KE degerinin hesaplanmasinin ardindan maruziyet sonucu canl kalan hiicre

fraksiyonu hesaplanmistir.

Ornegin KE degeri
Canl Hiicre Fraksiyonu = — - —— X 100
Kontrol KE degeri
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3.2.6 Molekiiler Modelleme ile Yapi-Aktivite Calismasi

Molekiiler modelleme calismalari Bezmialem Vakif Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakoloji Anabilim dali 6gretim Uyelerinden Dog. Dr. Atilla Akdemir tarafindan
gergeklestirilmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda etkinlikleri arastirilan bilesiklerin
hedef proteinlerimiz olan aromataz (hCYP19A1) enzimi, insan rekombinant CYP1B1
(hCYP1B1) enzimi ve hER a reseptori ile olasi ligand-protein baglanma iliskileri

arastirilmistir.

RCSB Protein Data Bank (www.pdb.org) veribankasindan hedef proteinlerimiz igin
kristal yapilar elde edilmis, hazirlanmis ve docking calismalarinda kullanilmistir.
hCYP19A1 enzimi igin 3s79 kodlu kristal yapisi, hCYP1B1 enzimi igin 3pmo kodlu
kristal yapisi ve hERa reseptori igin 5Sufx kodlu kristal yapisi indirilmistir. Kristal
yapilarina hidrojen atomlari MOE bilgisayar programi (v2018.0101, Chemical
Computing Group, Inc, Montreal, Kanada) “protonate 3D” yontemini kullanilarak
eklenmistir (Labute, 2009). Daha sonra tim su molekdlleri, tampon molekilleri ve

ligandlar silinerek protein yapilari mol2 dosyalari olarak kaydedilmistir.

Docking calismalarinda kullanilacak ligandlarin hazirlanmasi amaciyla tim ligandlar
icin 3 boyutlu molekiler yapilar MOE bilgisayar programi kullanilarak hazirlanmstir.
Fizyolojik pH degerlerinde mevcut olan protomerler hazirlanmigtir. Daha sonra
MMFF94x forcefield kullanilarak steepes-descent enerji minimizasyon protokoli

uygulanmistir. Ligandlar mol2 dosyasi olarak kaydedilmistir.

Docking ¢alismalari igcin GOLD Suite programi kullaniimigtir (v5.6.2, CCDC Software
Limited, Cambridge, BK). hCYP19A1 ve hCYP1B1 igin P450 enzim ayarlari ve
ChemScore fonksiyonu, hERa igin ChemScore fonksiyonu kullaniimistir. Her ligand
hedef proteinin baglanma bdlgesine 50 kez dock edilmistir ve en yiksek skor

gosteren pozlar analiz igin kaydedilmistir.

Docking sonuglarinin analizinde yliksek skor yani sira ligand ve baglanma bdlgesi
arasinda sekil uyumlulugu ve ligand-protein baglanma iligkilerinin uyumlulugu
incelenmistir. Ayrica, ligandlarin disik enerjili konformasyonda bulunmalari

gerekmektedir.
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3.2.7 istatistiksel Degerlendirme

Gruplar arasi farkhligin istatistiksel olarak degerlendirmesi IBM SPSS Statistics 25
programi kullanilarak non-parametrik Mann-Whitney U testi ile yapilmistir. p<0,05

anlamli olarak kabul edilmistir. ICso ve ECso degerleri GraphPad Prism 5 programi

kullanilarak hesaplanmistir.

69



4 BULGULAR

4.1 Yéntemlerin Laboratuvar Kosullarina Uyarlanmasi ile ilgili Bulgular

4.1.1 ER Agonist/Antagonist Etkinin Belirlenmesi igin Uygulanan E-Screen

Yénteminin Kismi Validasyonu

4.1.1.1 Standart Maddelerin ECsp ve ICso degerleri

Yontemin kismi validasyon ¢alismalari kapsaminda standart maddeler ile yontemin
performansi degerlendirilmistir. Agonist etkinin belirlenmesinde 17-B-6stradiol 8
farkh konsantrasyonda kullanilmis ve proliferatif etki-konsantrasyon grafigi elde
edilmistir (Sekil 4.1). Ostradiol 1,37.10'> M ve (izeri konsantrasyonlarda doza bagli
olarak hiicre proliferasyonunda artisa neden olmus ve ve bu artislar istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Ostradioliin ECso degeri 1,84.10' M olarak
hesaplanmis ve bu deger literatiir verileriyle uyumlu bulunmustur (Van Lipzig ve

ark., 2005) .
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Sekil 4.1 ER agonisti oldugu bilinen 6stradiol icin proliferatif etki- konsantrasyon grafigi ve

ECso degeri (PE: Proliferatif Etki).
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Sekil 4.2 ER antagonisti oldugu bilinen fulvestran ile ER antagonisti etkinin iki basamakli
yaklasim kullanilarak bilinen ER antagonisti fulvestran ile belirlenmesi ve proliferatif etki-
konsantrasyon grafigi. A) 10° M E, ve artan fulvestran konsantrasyonlari ile gdzlenen
proliferasyon. B) 1,1.10° M fulvestran varliginda E;’nin artan konsantrasyonlari ile gdzlenen

proliferasyon (PE: Proliferatif Etki).
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Antagonist etkinin belirlenmesinde kullanilan iki basamakli ydontemin performansi
ise bilinen ER antagonisti fulvestran ile degerlendirilmistir. ilk basamakta hiicreler
101 M 6stradiol varhginda fulvestranin 4,5.1012-10® M araligindaki 8 farkli
konsantrasyonuyla muamele edilmistir. Fulvestranin 10° M’dan itibaren hicre
proliferasyonunu belirgin derecede azalttigi goérilmus ve 1Cso degeri 1,19.10° M
olarak hesaplanmistir (Sekil 4.2 A). Bu degerin literatiirde fulvestran icin 3.10° M
olarak bildirilen ICso degeri ile uyumlu oldugu gozlenmistir (Zimmermann, Liebl ve
Von Angerer, 2005). Gozlenen bu etkinin reseptor aracilikh oldugunu kanitlamak
amaciyla ikinci basamakta fulvestranin 1,1.10° M’lik konsantrasyonu varliginda
hicreler stradioliin 4,57.107 -10° M araligindaki konsantrasyonlari ile inkiibe
edilmistir. ~ Fulvestranin  ER  antagonisti  etkisinin  &stradioliin  artan
konsantrasyonlariyla tersine gevrildigi ve hiicre proliferasyonun arttigi bulunmustur
(Sekil 4.2 B). Bu bulgular ile ydontemin antagonist etkiyi belirlemede basarili oldugu

gorulmastir.

4.1.1.2  E-screen Yénteminin “Analiz i¢i” ve “Analizler Arasi”

Tekrarlanabilirligi

Yontemin kismi validasyon galismalari kapsaminda yontemin analiz igi ve analizler
arasi tekrarlanabilirligi arastirilmistir. Ayni plakanin 6 farkh kuyucugunda 17-B-
Ostradiol ile inkiibasyon sonucu elde edilen ortalama ve standart sapmalar ile giin igi
tekrarlanabilirlik; 10 farkh giinde 17-B-Ostradiol ile inkiibasyon sonucu elde edilen
ortalama ve standart sapma degerleri ile analizler arasi tekrarlanabilirlik
hesaplanmistir. Tablo 4.1’de gorildGgu gibi varyasyon katsayisi analiz i¢i % 4 ve
analizler arasi % 4,5 olarak hesaplanmis ve bu degerlere gére yodntemin

tekrarlanabilir oldugu sonucuna variimistir.
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Tablo 4.1 E-screen ydnteminin 17-B-6stradiol (10° M) ile hesaplanan “analiz ici” ve

“analizler aras1” tekrarlanabilirligi

Analiz ici (n=6) Analizler arasi (n=10)

Ortalama + SS 0,829+ 0,03 0,81+0,03

% Varyasyon katsayisi 4 4,5

4.1.2 Aromataz Aktivitesi Olgiim Yénteminin Kismi Validasyonu

4.1.2.1  Standart Maddelerin ICso degerleri

Aromataz aktivitesi 6lgiim yonteminin laboratuvar kosullarinda kismi validasyonu
kapsaminda standart maddeler ile yontemin performansi degerlendirilmistir.
Ketokonazol ve aminoglutetimitin farkli konsantrasyonlarda aromataz enzim
inhibitor etkinligini gosteren grafikler Sekil 4.3’tedir. Ketokonazol ve
aminoglutetimitin aromataz enzimini basarili bir sekilde inhibe ettigi gérilmus ve
elde edilen ICso degerleri literatiirle uyumlu bulunmustur (Tablo 4.2) (Wouters, De

Coster, Goeminne, Beerens ve Van Dun, 1988).

A B
2.5+ 2.5
2.0 2.0
1.5+ 1.5+
[re o
1.04 1.04
0.5 0.5
0.0 T T T T d 0.0 T T T T T ]
-9 -8 -7 -6 -5 -4 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
LogC (M) LogC (M)
[ 1C50 ] 2.248e-006 | [ 150 T 3.850e-007 |

Sekil 4.3 Ketokonazol (A) ve aminoglutetimitin (B) aromataz enzimi lzerine inhibitor etkileri

ve ICso degerleri (Fl: Floresans siddeti).
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Tablo 4.2 Ketokonazol ve aminoglutetimitin literatlirde yer alan 1Cso degerleri ile bu

calismadan elde edilen ICso degerlerinin karsilastirilmasi (Wouters ve ark., 1988).

Standart Madde Referans ICso Olciilen ICso
Ketokonazol 2.10°M 2,3.10°M
Aminoglutetimit 6.10°M 3,9.107M

4.1.2.2  Aromataz Aktivitesi Olgiim Yénteminin “Analiz i¢i” ve

“Analizler Arasi” Tekrarlanabilirligi

Aromataz aktivitesi 6lgim yonteminin validasyonu igin yontemin analiz i¢i ve
analizler arasi tekrarlanabilirligi sabit miktarda rekombinant enzim ve substrat (50
UM  MFC) varliginda enzim aktivitesi Olglilerek hesaplanmigtir. Analiz igi
tekrarlanabilirlik ayni gin iginde 5 farkli kuyucukta o&lgllen enzim aktivite
degerlerinin, analizler arasi tekrarlanabilirlik ise 3 farkli glinde 6lglilen enzim aktivite

degerlerinin ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanarak belirlenmistir.

”

Tablo 4.3 Aromataz aktivitesi 6lcim yonteminin “analiz ici” ve “analizler aras!”

tekrarlanabilirligi

Analiz ici (n=5) Analizler arasi (n=3)

Ortalama + SS 2,33+0,07 2,27 10,23

% Varyasyon katsayisi 2,8 10

Tablo 4.3’te goruldigu gibi analiz ici % 2,8lik, analizler arasi % 10’luk varyasyon
katsayisi elde edilmistir. Elde edilen varyasyon katsayilarina gore yontemin

tekrarlanabilirliginin kabul edilebilir oldugu sonucuna variimistir.
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Aromataz aktivitesinin dolayl 6l¢im yodnteminin validasyonu, Prof. Dr. Hande
GURER ORHAN danismanliginda laboratuvarimizda tamamlanmis olan Senem
OZCAN SEZER’in ‘Yeni Sentezlenen Melatonin Analoglarinin Aromataz Aktivitesi
Uzerine Etkilerinin Arastiriimasi’ baslikli doktora tezi kapsaminda yapilmis ve
yayimlanmis oldugundan bu tez kapsaminda yontem validasyonu yapilmamigstir

(Ozcan-Sezer ve ark., 2018).

4.1.3 CYP1 Aktivite Olgiim (EROD) Yénteminin Kismi Validasyonu

4.1.3.1  Standart Maddelerin ICso Degerleri

Yontemin kismi validasyon ¢alismalari kapsaminda standart maddeler ile yontemin
performansi degerlendirilmistir. Genel CYP inhibitori ketokonazol ve CYP1
inhibitord alizarinin 9 farkl konsantrasyonda, mikrozomal CYP1 enzim aktivitesi
Uzerine inhibitor etkinlikleri arastinlmigtir. Enzim inhibisyon grafikleri ve degerleri
Sekil 4.4’de verilmistir. ICso degerleri karsilastirildiginda ketokonazoliin (1Cso=1,7.10°
M) alizarine (ICs0=6,1.10"° M) kiyasla mikrozomal CYP1 enzim aktivitesini daha guicli

bir sekilde inhibe ettigi gdzlenmistir.

A B
51 150+
°
4- °
100+ 2
34
i e
2
50+
1
0 T T T T T 1 c T T T 1
9 -8 7 -6 5 4 3 -10 -8 6 -4 2
LogC (M) LogC (M)
| 1C50 | 1.705e-006 | | 1C50 | 6.119e-005 |

Sekil 4.4 Ketokonazol (A) ve alizarinin (B) mikrozomal CYP1 enzimleri lizerine inhibitor etkisi

ve ICso degerleri (Fl: Floresans siddeti).
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4.1.3.2  CYP1 Aktivite Olgiim Yénteminin “Analiz ici” ve “Analizler

Arasi” Tekrarlanabilirligi

CYP1 aktivite 6lgim yonteminin kismi validasyonu igin yontemin analiz igi ve
analizler arasi tekrarlanabilirligi sigan karaciger mikrozomlarinda CYP1 aktivitesi
Olculerek arastirilmistir. Analiz igi tekrarlanabilirlik ayni gin iginde esit miktarda
mikrozom ve substrat olarak etoksirezorufin (3,7 uM) iceren 10 farkh tipteki enzim
aktivite degerlerinin, analizler arasi tekrarlanabilirlik ise 3 farkli glindeki enzim
aktivite degerlerinin ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanarak

belirlenmistir.

Tablo 4.4’de gorildugi gibi analiz igi % 3,4” lUk, analizler arasi % 9,3’ luk varyasyon
katsayisi elde edilmistir. Analiz i¢i ve analizler arasi % varyasyon degerlerine gore
yontemin basarih bir sekilde yuridiga ve tekrarlanabilir oldugu sonucuna

variimistir.

Tablo 4.4 CYP1 aktivite 6lciim “analiz ici” ve “analizler arasi” tekrarlanabilirligi.

Analiz ici (n=10) Analizler arasi (n=4)

Ortalama % inhibisyon £ SS 54,8+1,9 48,4+ 4,5

% Varyasyon katsayisi 3,4 9,3

4.1.4 Sitotoksisite Olgiim Yéntemlerinin Kismi Validasyonu

4.1.4.1  MTT Yénteminin Kismi Validasyonu

MTT yonteminin kismi validasyonu igin sitotoksik olduklari bilinen Triton X-100 ve
etanol ¢Ozeltilerinin  tez kapsaminda kullanilan hicre hatlanyla, farkl
konsantrasyonlarda 24 saat inklbasyonu sonucu canliik Uzerine etkileri

degerlendirilmistir.
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Sekil 4.5 MCF-10A hiicrelerinde EtOH ve Triton X-100’ {n sitotoksik etkisinin MTT
yontemiyle degerlendirilmesi. istatistiksel degerlendirmede karsilastirma kontrol grubuna

gore yapilmistir (* p<0,05, ** p< 0,005, EtOH: Etanol).

MCF-10A hucrelerinde etanol ve Triton X-100’n hicre canhligini doza bagli olarak
ve istatistiksel olarak anlamli derecede azalttigi gorilmiustir (Sekil 4.5). Benzer
sekilde MCF-7 BUS ve MDA-MB-231 hiicrelerinde de Triton X-100 ve etanoliin artan
konsantrasyonlarda hiicre canlihigini doza bagli olarak azalttiklari saptanmistir (Sekil

4.6 ve Sekil 4.7)

Triton X-100’tin 171 uM konsantrasyonda ¢ hicre tipinde de sitotoksik oldugu
saptanmis ve ileri ¢galismalarimizda pozitif kontrol grubu olarak kullaniimasina karar

verilmistir.
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Sekil 4.6 MCF-7 BUS hiicrelerinde EtOH ve Triton X-100’Un sitotoksik etkisinin MTT
yontemiyle degerlendirilmesi. istatistiksel degerlendirmede karsilastirma kontrol grubuna

gore yapilmistir (* p<0,05, ***p<0,001, EtOH: Etanol).
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Sekil 4.7 MDA-MB-231 hiicrelerinde EtOH ve Triton X-100’lin sitotoksik etkisinin MTT
yontemiyle degerlendirilmesi. istatistiksel degerlendirmede karsilastirma kontrol grubuna

gore yapilmistir (* p<0,05, EtOH: Etanol).
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Yontemin kismi validasyon c¢alismalari kapsaminda MCF-7 BUS hicrelerinde
yontemin analiz i¢i ve analizler arasi tekrarlanabilirligi arastinlmistir. Pozitif kontrol
olarak kullanilan Triton X-100 (171 uM) ile ayni giin iginde 4 farkh kuyucuktan elde
edilen absorbans degerleri kullanilarak analiz igi, 4 farkli giinde ayni
konsantrasyonda Triton X-100 ile yapilan galismalardan elde edilen absorbans
degerleri kullanilarak ise analizler arasi tekrarlanabilirlik hesaplanmis, % varyasyon
katsayisi olarak ifade edilmistir (Tablo 4.5). Analiz ici % 3,1, analizler arasi % 8,3
olarak bulunun varyasyon katsayisi degerlerinin kabul edilebilir sinirlarda oldugu

gorllmus ve yontemin tekrarlanabilir oldugu sonucuna varilmistir.

Tablo 4.5 MCF-7 BUS hiicrelerinde sitotoksisitenin MTT yontemi ile belirlenmesinde Triton

X-100 (171 uM) ile elde edilen analiz i¢i ve analizler arasi tekrarlanabilirlik dizeyleri

Analiz ici (n=4) | Analizler arasi (n=4)

Ortalama Absorbans Siddeti £ SS 0,1+0,002 0,05 + 0,005

% Varyasyon katsayisi 3,1 8,3

4.1.4.2 LDH Aktivitesi Olgiim Yénteminin Kismi Validasyonu

MCF-10A hicrelerinde etanol ve Triton X-100 ile muamele sonucu olusan membran
hasarina bagl olarak besi ortamina salinan LDH aktiviteleri 6lglilmustir. Etanolln
hicbir konsantrasyonu 4 saat inkiibasyon sonucu MCF-10A hiicrelerinde membran
hasarina neden olmamistir. 24 saat inklibasyon sonucunda ise % 5 ve % 10 oraninda
etanol varligi membran hasarina neden olmus ve LDH aktivitesinde artis
gozlenmistir. Triton X-100’tGn 17,1 uM konsantrasyonda, zamana bagh olarak LDH

aktivitesinde artisa neden oldugu bulunmustur (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 MCF-10A hiicrelerinde EtOH ve Triton X-100 ile A) 4 saat B) 24 saat inkiibasyon
sonucu besi ortaminda saptanan LDH aktivitesi. Barlar ¢ farkh calismanin “ortalama +
standart sapma” degerlerini gostermektedir. istatistiksel degerlendirmede karsilastirma

kontrol grubuna gore yapilmistir (EtOH: Etanol).

Etanol, MCF-7 BUS hiicrelerinde 4 ve 24 saat inklibasyon sonucu LDH enzim
aktivitesinde doza bagh anlamli bir artisa neden olmamistir. Triton X-100 ise MCF-7
BUS hiicrelerinde 17,1 uM ve 171 uM konsantrasyonda, LDH aktivitesinde artisa
neden olmustur (Sekil 4.9). LDH aktivitesinde gozlenen artisin, dolayisi ile Triton X-
100 ile induklenen membran hasarinin uzayan inkiibasyon sireleri ile arttig da

goralmastir (Sekil 4.9 A ve B).
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Sekil 4.9 MCF-7 BUS hiicrelerinde EtOH ve Triton X-100 ile A) 4 saat B) 24 saat inkiibasyon
sonucu besi ortaminda saptanan LDH aktivitesi. Barlar g farkli ¢alismanin “ortalama +
standart sapma” degerlerini gdstermektedir. Istatistiksel degerlendirmede karsilastirma

kontrol grubuna gére yapilmistir (EtOH: Etanol).
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Sekil 4.10 MDA-MB-231 hiicrelerinde Triton X-100 ile A) 4 saat B) 24 saat inkiibasyon
sonucu besi ortaminda saptanan LDH aktivitesi. Barlar ¢ farkh calismanin “ortalama +
standart sapma” degerlerini gostermektedir. istatistiksel degerlendirmede karsilastirma

kontrol grubuna gore yapilmistir.
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Triton X-100, 17,1 uM konsantrasyonda MDA-MB-231 hiicreleri ile 4 saat inklbe
edildiginde LDH aktivitesinde artisa neden olurken 171 puM konsantrasyonda
aktivitede artis gézlenmemistir. MDA-MB-231 hiicrelerinin Triton X-100 ile 24 saat
inkibasyonu sonucunda membran hasarina bagli LDH aktivitesinde doza bagli olarak

artmistir (Sekil 4.10).

4.1.4.3  Siilforodamin B Yénteminin Kismi Validasyonu

Sitotoksik olduklari bilinen Triton X-100 ve etanolin MCF-10A ve MCF-7 BUS
hicrelerindeki ~ canlihk  Gzerine  etkileri  sllforodamin B yontemi ile
degerlendirilmistir. MCF-10A hiicrelerinde etanol sadece ortamda % 10 oraninda
bulundugu durumda sitotoksik etkili bulunmustur (Sekil 4.11). MCF-7 BUS
hicrelerinde ise % 5 ve % 10 oraninda etanolin sitotoksik etkili oldugu
belirlenmistir. Triton X-100 Gin 17,1 uM ve 171 uM konsantrasyonlarda her iki hiicre

tipinde de sitotoksik etkili oldugu bulunmustur (Sekil 4.12).

% canlilik

EtOH Triton X-100

Sekil 4.11 MCF-10A hiicrelerinde EtOH ve Triton X-100'{in sitotoksik etkisinin silforodamin
B yontemiyle degerlendirilmesi. istatistiksel degerlendirmede karsilastirma kontrol grubuna

gore yapilmistir (* p<0,05, EtOH: Etanol ).
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Sekil 4.12 MCF-7 BUS hicrelerinde EtOH ve Triton X-100'Un sitotoksik etkisinin

siilforodamin B ydntemiyle degerlendirilmesi. istatistiksel degerlendirmede karsilastirma
kontrol grubuna gore yapilmistir (EtOH: Etanol).
Triton X-100" in MDA-MB-231 hiicrelerinde sitotoksisitesinin konsantrasyona bagh

olarak arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.13).

1501

100+ '

% canlilik

50

Triton X-100

Sekil 4.13 MDA-MB-231 hiicrelerinde Triton X-100'{in sitotoksik etkisinin siilforodamin B

yontemiyle degerlendirilmesi. istatistiksel degerlendirmede karsilastirma kontrol grubuna
gore yapilmistir ( EtOH: Etanol).

83



4.1.4.4  Koloni Olusum Yénteminin Kismi Validasyonu

Yontemin kismi validasyon c¢alismalari kapsaminda MDA-MB-231 hiicrelerinde
yontemin analiz igi tekrarlanabilirligi arastiriimistir. Kontrol grubu olarak kullanilan %
0,5 DMSO igeren bliyime ortami ile ayni giin iginde farkh kuyulardan elde edilen
koloni etkinligi verileri kullanilarak analiz igi tekrarlanabilirlik hesaplanmis ve %
varyasyon katsayisi olarak ifade edilmistir (Tablo 4.6). Analiz igi ylizde varyasyon
katsayisi % 9,8 olarak bulunmus ve yontemin tekrarlanabilir oldugu sonucuna

varilmistir.

Tablo 4.6 MDA-MB-231 hiicrelerinde koloni olusum yonteminde % 0,5 DMSO ile elde edilen

analiz i¢i tekrarlanabilirlik dlizeyleri

Analiz ici (n=4)
Ortalama Koloni Etkinligi £ SS 13,7+ 1,35
% Varyasyon katsayisi 9,8

4.2 Melatonin Analoglarinin Antikanser ilag Hedefleri Uzerine Etkilerinin

Arastirilmasi ile ilgili Bulgular

4.2.1 Ostrojen Reseptor Agonist/Antagonist Etkinliklerin Arastiriimasi

4.2.1.1 Tek Doz Tarama Calismalari

Oncelikle bilesiklerin 10 uM konsantrasyonda olasi agonist/antagonist etkinlikleri E-
screen yontemi ile arastirlmis ve bu dozlarda etkili olan “hit” molekillerin
saptanmasi amaglanmistir. ER agonist etkinin belirlenmesinde MCF-7 BUS hiicreleri
Ostrojen icermeyen ortamda sadece test bilesikleri ile inkiibe edilmis ve hiicre

proliferasyonuna bagli olarak proliferatif etki degerleri hesaplanmistir.
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Sekil 4.14 1-etilindol grubu bilesiklerin (10 uM) E-Screen yontemi ile elde edilen proliferatif
etki (PE) degerleri (E,: 6stradiol, MLT: Melatonin).
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Sekil 4.15 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubu bilesiklerin (10 uM) E-Screen yontemi ile

elde edilen proliferatif etki (PE) degerleri (E,: 6stradiol).
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Sekil 4.16 2-metilindol grubu bilesiklerin (10 uM) E-Screen yontemi ile elde edilen

proliferatif etki (PE) degerleri (E,: 6stradiol).

1-etilindol grubu bilesiklerden KD17, KD18 ve KD19 disindaki higbir bilesigin
ostrojenik etkili olmadigi gorilmastir (Sekil 4.14). 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon
grubu ve 2-metil grubu bilesiklerden higbiri 6strojenik etkili bulunmamistir (Sekil

4.15, Sekil 4.16).

Bilesiklerin olasi 06strojenik etkileri kontrol edildikten sonra bazi analoglarin
proliferatif etki degerlerinin 1’in altinda bulunmasi bu bilesiklerin 6strojen reseptér
antagonisti olabilecegini distundurmustir. Bilegiklerin olasi ER antagonisti etkileri

ortamda 0,1 nM 6stradiol ve 10 uM test bilesigi varliginda arastirilmistir.

1-etilindol grubu bilesiklerden KD1, KD3 ve KD13’ Un (Sekil 4.17); 5-metoksiindol-3-
aldehit hidrazon grubu bilesiklerden N1/9B, NO/1, NO/4, NO/8, NO/10 ve NO/14’ in
(Sekil 4.18) ve 2-metilindol yapisindaki bilesiklerden M3, M5, M6’ nin (Sekil 4.19)
ortamda Ostrojen varliginda dahi hicre proliferasyonunu gilgli bir sekilde

engelledigi gorilmustar.
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Sekil 4.17 1-etilindol grubu bilesiklerin (10 uM), 0,1 nM E, varhiginda MCF-7 BUS
hiicrelerinin proliferasyonu (zerine etkilerinin E-Screen yontemi ile degerlendirilmesi.
istatistiksel degerlendirmede karsilastirma E; grubuna kiyasla yapilmistir (* p<0,05, Ej:
Ostradiol, PE: proliferatif etki ).

Sekil 4.18 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubu bilesiklerin (10 uM), 0,1 nM E; varliginda
MCF-7 BUS hicrelerinin proliferasyonu Uzerine etkilerinin E-Screen yontemi ile
degerlendirilmesi. istatistiksel degerlendirmede karsilastirma E, grubuna gére yapilmistir (*

p<0,05, E,: 6stradiol, PE: proliferatif etki).
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Sekil 4.19 2-metilindol grubu bilesiklerin (10 uM), 0,1 nM E, varliginda MCF-7 BUS
hiicrelerinin proliferasyonu (zerine etkilerinin E-Screen yontemi ile degerlendirilmesi.
istatistiksel degerlendirmede karsilastirma E; grubuna gére yapilmistir (* p<0,05, Ej:

Ostradiol, PE: proliferatif etki).

4.2.1.2 hERa Docking Calismasi Bulgulari

1-etilindol ve 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubu bilesikleri ile hERa (5ufx)

kristal yapisi arasindaki ligand-protein baglanma iliskileri arastiniimigtir.

Elde dilen docking pozlarinin cogu benzerlik gostermektedir. Ligandlarin fenil grubu
Met343, Leu525 ve Val533 aminoasitlerinin yan zincirlerinin yakininda bulunmakta
ve hidrofobik etkilesmeler olusturmaktadir. Fenil grubuna bitisik amino grubu
Thr347'nin yan zincir hidroksil grubu ile hidrojen baglar olusturmaktadir. Bisiklik
kisim, Leu384, Met388, Met421, Phe425, Leud36, Ala350 ve Leu525 tarafindan
olusturulan hidrofobik boslukta bulunmaktadir. 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon
grubu bilesikler buna ek olarak Leu346 ile hidrojen bagi olusturabilmektedirler (Sekil
4.20).

Bu sonuglara dayanarak NO/4, KD2 ve KD4 bilesiklerinin hERa reseptorine

baglanmasi 6ngorilmektedir.
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Sekil 4.20 NO/4 bilesiginin ERa baglanma bolgesindeki docking pozu.

4.2.1.3  Melatonin ve Segilen Analoglarinin ICso Degerlerinin

Hesaplanmasi

Referans bilesik olan melatoninin fizyolojik/farmakolojik konsantrasyonlarinin,
101 M 6stradiol varliginda, hiicre proliferasyonu uzerine etkileri arastirilmistir.
Melatoninin, calisilan konsantrasyonlarda (3,3.10% - 1,5.10 %! M), 6stradioliin neden

oldugu hiicre proliferasyonunu istatistiksel olarak anlaml sekilde inhibe etmedigi

belirlenmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21 Melatoninin 0,1 nM 6stradiol varhginda MCF-7 BUS hiicrelerinin proliferasyonu

Uzerine etkisinin E-Screen yontemi ile degerlendirilmesi (PE: proliferatif etki).

Tek doz tarama c¢alismasi sonucu hicre proliferasyonunu azalttigi gozlenen
melatonin analogu bilesikler ile molekiiler modelleme ¢alismasi sonuglarina goére ER
antagonisti olabilecegi 6ngorilen bazi analoglarin (KD2 ve KD4) dstrojen reseptor
antagonisti etkinlikleri iki basamakli yaklasimla degerlendirilmistir. 1-etilindol
grubunda test edilen bilesiklerin tamami (Sekil 4.22), 5-metoksiindol-3-aldehit
hidrazon grubunda test edilen analoglardan ise NO/1 disindaki tim bilesikler
yontemin ilk basamaginda 0stradiol varliginda hiicre proliferasyonunu inhibe
etmistir (Sekil 4.23). Molekiler modelleme galismasi sonucu Onerilen KD4 bilesigi,
en disik 1Cso degeri ile (5,7.107M) 6stradiole bagli hiicre proliferasyonunu inhibe

eden en glglu bilesik olmustur.

ikinci basamakta ise hiicreler test edilen bilesigin proliferasyonu belirgin olarak
azaltan en dislk konsantrasyonu ve 6stradiolln artan konsantrasyonlari (4,57.10713
-10° M) ile muamele edilmistir. KD1, KD3, KD4, KD13, N1/9B ve NO/4 bilesikleri ve
Ostradioliin artan konsantrasyonuyla inklibasyon sonucu hiicre proliferasyonunun
arttigl  gozlenmistir.  Bu durum ilk basamaktaki etkinin sitotoksisiteden
kaynaklanmadigini ve antagonist bir etki oldugunu géstermektedir. KD2, NO/8 ve
NO/14 bilesikleri ise birinci basamakta hicre proliferasyonunu azaltirken ikinci

basamakta bu etki 6stradiol tarafindan tersine gevrilememis, proliferasyonda doza
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bagli bir artis gézlenememistir (Sekil 4.23). NO/1 bilesigi ise ilk basamakta doza bagli
olarak hiicre proliferasyonunu inhibe edemediginden bu bilesikle ikinci basamaga
gecilmemistir. Sonug olarak 1-etilindol grubundan KD1, KD3, KD4 ve KD13’lin; 5-
metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubundan ise N1/9B ve NO/4 bilesiklerinin ER

antagonist etkili oldugu belirlenmistir.

2-metilindol grubunda test edilen M3, M5, M6 ve M16 bilesikleri ilk basamakta
Ostradioltiin neden oldugu hiicre proliferasyonunu doza bagli olarak inhibe etmistir.
ikinci basamakta ise bilesiklerin proliferasyonu inhibe eden tek dozu varliginda
Ostradioliin artan dozlar uygulanmis ve hiicre proliferasyonunda doza-bagh artis
gozlenmistir (Sekil 4.24). Bu bulgu maddelerin ilk basamakta sitotoksik etkileriyle
degil, ER aracilikli etkileri nedeniyle hiicre proliferasyonunu azalttigini géstermistir.
2-metilindol grubu bilesikler igcinde ER antagonist etkisi en gigll bilesik ise M6 (1Cso:
9.107 M) olmustur (Sekil 4.24).
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Sekil 4.22 1-etilindol grubu bilesiklerin Ostrojen reseptor antagonisti etkilerinin E-screen

yontemi ile degerlendirilmesi ve ICso degerleri (PE: proliferatif etki).
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Sekil 4.23 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubu bilesiklerin 6strojen reseptor antagonisti

etkilerinin E-screen yontemi ile degerlendirilmesi ve 1Cso degerleri (PE: proliferatif etki).
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Sekil 4.24 2-metilindol grubu bilesiklerin dstrojen reseptor antagonisti etkilerinin E-screen

yontemi ile degerlendirilmesi ve ICso degerleri (PE: proliferatif etki)

4.2.2 Aromataz inhibitér Etkinligin Arastiriimasi

4.2.2.1 Tek Doz Tarama Calismalari

Oncelikle yeni sentezlenen melatonin tiirevi bilesiklerin 100 uM konsantrasyonda
aromataz enzim aktivitesi Uzerine etkileri floresans 6zellikli bir substrat (MFC) ve
insan rekombinant aromataz enziminin kullanildigl in vitro bir ydntemle
arastinlmigtir. Buna gore 1-etilindol grubu bilesiklerden KD1, KD10, KD17, KD18,
KD19 ve KD20’nin aromataz enzimini gugli bir sekilde inhibe ettikleri saptanmistir

(Sekil 4.25).
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Sekil 4.25 1-etilindol grubu bilesiklerin (100 uM) aromataz aktivitesi lizerine etkileri. Barlar
tizerindeki degerler kontrole gére hesaplanmis % degerlerdir. istatistiksel degerlendirmede

karsilagtirma kontrol grubuna gére yapilmistir (* p<0,05, KTZ: Ketokonazol).

NO/17 disinda 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubu bilesiklerin de tamami
aromataz enzim aktivitesini kontrole oranla % 50’den fazla oranda inhibe etmistir

(Sekil 4.26).
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Sekil 4.26 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubu bilesiklerin (100 uM) aromataz enzim
aktivitesi Uzerine etkileri. Barlar Uzerindeki degerler kontrole goére hesaplanmis %
degerlerdir. istatistiksel degerlendirmede karsilastirma kontrol grubuna gore yapilmistir (*

p<0,05, KTZ: Ketokonazol).

4.2.2.2 hCYP19A1 (Aromataz) Docking Calismasi Bulgulari

1-etilindol ve 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubu bilesiklerin hCYP19A1
(pdb: 3S79) enziminin aktif bolgesine baglanma durumlari arastiriimis ve iki
baglanma pozu 6ngoérulmustir. Poz 1’de ligandin ikincil amin grubu ve Ser478
aminoasidinin yan zinciri arasinda bir hidrojen bagi olusturulur (Sekil 4.29 A).
Phe221, Trp224 ve Thr310 arasinda hidrofobik etkilesmeler olugsturulmaktadir. Fenil
halkasinda para pozisyonunda klor substitiisyonu bulunan KD1 bilesigi pozisyon 1’e
baglanma olasiligi en yuksek bilesik olarak tespit edilmistir. Bu klor atomu
Arg192(uzaklik < 4.8 A) aminoasidinin katyonik yan zincirine yakin konumda

bulunmaktadir ve elektrostatik etkilesmelerin olusmasi mimkindr.
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5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubundaki bilesikler Ser478 ve Argl192 ile
etkilesimin korundugu benzer baglanma pozisyonlarindan baglanabilmektedirler.
Sadece bisiklik halkadaki oryantasyonunda kuguk farkliliklar gézlense de bu durum

bu kismin hem grubuyla etkilesmesine engel olmamaktadir.

Docking c¢alismasi yapilan bilesiklerin ¢ogunda poz 1 igin benzer baglanma

pozisyonlari elde edilmistir.

Docking poz 2’de ligand enzimin aktif bolgesi ile hidrojen bagi olusturmaz.
Bununla birlikte, ligandin aktif bolgedeki yeri ve oryantasyonu, ASD601'e (kristal
yapisinda gozlendigi gibi) cok benzemektedir. Phel34, Trp224 ve hem grubunun yan
zincirleri ile hidrofobik etkilesimler olusmaktadir (Sekil 4.29 B). Fenil halkasinda para
pozisyonunda flor substitisyonu bulunan KD10 bilesigi pozisyon 2’e baglanma
olasiligl en ylksek bilesik olarak tespit edilmistir. Bu baglanma pozisyonu pozisyon

1’e kiyasla daha az gézlenmektedir.

Sekil 4.27 KD1 bilesiginin (A) ve KD10 bilesiginin (B) aromataz enziminin aktif bolgesindeki

ongorilen baglanma pozlari.

Molekiler modelleme ve docking calismalarinin sonucuna gére KD1, KD10,
KD7 ile NO/3, NO/1, NO/8 bilesiklerinin aromataz enziminin aktif baglanma

bolgesiyle etkileserek enzimi inhibe edebilecegi ongdrilmektedir.
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4.2.2.3  Melatonin ve Segilen Analoglarinin ICso Degerlerinin

Hesaplanmasi

Oncelikle sentezlenen bilesiklerin ana molekili  olan melatoninin  farkli
konsantrasyonlarda (0,14-300 puM) aromataz enzim aktivitesi izerine olasi inhibitor
etkinligi arastinlmistir. Melatoninin 33,3 uM ve Uzerindeki konsantrasyonlarda

aromataz enzimini inhibe ettigi bulunmustur (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28 Melatoninin aromataz enzimi izerine inhibitor etkisi ve 1Cso degeri (Fl: floresans

siddeti).

Tek konsantrasyonlari ile (100 uM) yapilan tarama galismasinda aromataz inhibitor
etkinlikleri yiksek bulunan bilesiklerin farkli konsantrasyonlarda enzim aktivitesi
Uzerine etkileri arastiriimis ve ICso degerleri hesaplanmistir. Enzim-inhibisyon grafigi
arastinlacak bilesiklerin segiminde molekiiler modelleme g¢alismalarindan da
yararlanilmistir. Buna gore 1-etilindol grubu bilesiklerden hem tek konsantrasyon
tarama sonuglari hem de docking ¢alisma sonuglarina gére KD1, KD10 ve KD20
secilmis ve farkh konsatrasyonlardaki inhibitor etkileri arastirilmigtir. KD6 ve KD8
bilesikleri ise halojen substitlisyonunun bulundugu pozisyonun aktiviteye etkisini

degerlendirmek amaciyla galismaya dahil edilmistir.
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5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubu bilesiklerin neredeyse tamami tek
konsantrasyonda aromataz enzimini gligli bir sekilde inhibe etmis oldugundan,
molekiiler modelleme bulgularindan da yararlanilarak secilen NO/1, NO/3 ve NO/8&’
in farkh konsantrasyonlardaki etkileri arastinlmigtir. Ayrica ER antagonist etkili
oldugu belirlenen N1/9B ve NO/4 bilesiklerinin de sekiz farkli konsantrasyonda
aromataz inhibitor etkileri arastirilmis ve enzim inhibisyon grafikleri elde edilmistir

(Sekil 4.29).

Buna goére KD1, KD10 ile NO/1, NO/3 bilesiklerinin 1.10%-6.10®% M konsantrayon
araligindaki 1Cso degerleri ile inhibitor etkinligi ylksek bilesikler oldugu
belirlenmistir. Test edilen tim bilesikler igerisinde KD20 bilesigi aromataz enzimini
inhibe eden en gucli bilesik olarak tespit edilmis ve 1Cso degeri 9.107 M olarak

hesaplanmistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29 Yeni sentezlenen melatonin analoglarina ait aromataz enzimi inhibisyon grafikleri

ve ICso degerleri (Fl: Floresans siddeti).

2-metilindol yapisindaki bilesiklerin aromataz aktivitesi Uzerine etkinlikleri daha
once grubumuz tarafindan yapilan bir baska tez galismasi kapsaminda arastiriimis ve
yayimlanmis oldugundan bu tez kapsaminda bu verilere yer verilmemistir. Elde

edilen verilere gore 2-metilindol grubu bilesiklerin aromataz enzimini gigli bir
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sekilde inhibe ettigi gorilmis ve bu veriler molekiler modelleme galismalariyla da

desteklenmistir (Ozcan-Sezer ve ark., 2018).

4.2.2.4  Aromataz inhibitér Etkinligin Dolaylh Aktivite Olgiim Yéntemi

ile Arastirilmasi

Dogrudan aktivite dlcim yonteminde 8.107 M’lik ICso degeri ile aromataz enzimini
inhibe eden en gligll bilesik olan KD20 ve hem aromataz enzimini inhibe eden hem
de tez kapsaminda arastirdigimiz diger hedeflerde etkili oldugunu buldugumuz KD1
bilesiginin, aromataz enzimi Uzerine inhibitor etkileri hicre temelli bir yontem
kullanilarak da arastiriimistir. Ostrojensiz ortamda testosteron varliginda bilesiklerin
MCF-7 BUS hiicre proliferasyonu Uzerine etkileri degerlendirilerek maddelerin
aromataz aktivitesi Uzerine etkileri dolayh olarak belirlenmistir. Bu maddelere ait
enzim inhibisyon grafikleri Sekil 4.30’da gosterilmistir. Elde edilen verilere gére KD1
bilesiginin ICso degeri 6,7.10® M, KD20 bilesiginin ICso degeri ise 6.107 M olarak
bulunmustur. KD1 bilesiginin hiicre temelli olan bu yontemdeki inhibitor aktivitesi
(ICs0: 6,7.10° M) direk 6lcim ydntemine gére (ICso: 2,4.10° M) yaklasik 3 kat diistik
bulunmustur. KD20 bilesigi biri hiicre temelli olan iki in vitro yéntemde de benzer
ICso degerleri ile aromataz enzimini basarili bir sekilde inhibe etmistir (Sekil 4.29,

Sekil 4.30).
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Sekil 4.30 KD1 ve KD20 maddelerine ait dolayh aktivite 6lciim yontemi ile elde edilen enzim

inhibisyon grafikleri ve ICso degerleri.

4.2.3 CYP1 Aktivitesi Uzerine Etkilerin Arastiriimasi

Oncelikle bilesiklerin, sican karaciger mikrozomal CYP1 enzimleri (zerine olasi
inhibitor etkinlikleri CYP1 enzimlerine spesifik bir substrat olan 7-etoksirezorufinin
kullanildigi EROD yoéntemiyle arastinimigtir. Mikrozomal CYP aktivitesini gugli
sekilde inhibe eden ve molekiiler modelleme sonuglarina gore inhibitor etkisi
ongorulen bilegiklerin insan rekombinant CYP1B1 enzimi Uzerine inhibitor

etkinlikleri arastirilmistir.
4.2.3.1 Mikrozomal CYP1 Enzim Aktivitesi Uzerine Etkilerin
Arastiriimasi

4.2.3.1.1 Tek Doz Tarama Calismalari

Oncelikle yeni sentezlenen melatonin analoglarinin 10 uM konsantrasyonda

mikrozomal CYP1 enzim aktivitesi lizerine etkileri EROD yontemiyle arastiriimistir.

1-etilindol grubu bilesikler 10 uM konsantrasyonda mikrozomal CYP1 inhibisyonunu

degisen oranlarda inhibe etmislerdir. KD17 ve KD18 bilesikleri ise mikrozomal CYP1
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enzimlerini inhibe etmede diger bilesikler kadar etkili olamamiglardir. ER antagonist
ve/veya aromataz inhibitor etkileri bulunan KD1, KD4, KD13 ve KD20 bilesiklerinin
mikrozomal CYP1 inhibitor etkileri CYP inhibit6ri olan ketokonazolden daha yiliksek

bulunmustur (Sekil 4.32).
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Sekil 4.31 1-etilindol grubu bilesiklerin (10 uM) CYP1 enzim aktivitesi Uzerine etkileri. 7-
etoksirezorufin  O-dealkilasyon (EROD) yontemi sican karaciger mikrozomlarinda
uygulanmistir. % inhibisyon degerleri kontrol grubuna kiyasla hesaplanmistir. istatistiksel
degerlendirmede karsilastirma kontrol grubuna gore yapilmistir (KTZ: Ketokonazol, MLT:

Melatonin).

5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubunda, aromataz enzimini inhibe etmede de
basanli bulunmayan NO/17 bilesigi disindaki tim bilesikler mikrozomal CYP1
enzimlerini gliclU bir sekilde inhibe etmislerdir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubu bilesiklerin (10 uM) CYP1 enzim
aktivitesi Gzerine etkileri. 7-etoksirezorufin O-dealkilasyon (EROD) yontemi sican karaciger
mikrozomlarinda uygulanmistir. % inhibisyon degerleri kontrol grubuna kiyasla

hesaplanmistir. istatistiksel degerlendirmede karsilastirma kontrol grubuna gére yapilmistir.
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Sekil 4.33 2-metilindol grubu bilesiklerin (10 uM) CYP1 enzim aktivitesi lizerine etkileri. 7-
etoksirezorufin  O-dealkilasyon (EROD) yontemi sican karaciger mikrozomlarinda
uygulanmistir. % inhibisyon degerleri kontrol grubuna kiyasla hesaplanmistir. Istatistiksel

degerlendirmede karsilastirma kontrol grubuna gore yapiimistir (KTZ: Ketokonazol).
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2-metilindol grubu bilesiklerden M3, M5, M6 ve M16 bilesikleri mikrozomal CYP1
enzimlerini % 70-80 oraninda inhibe ederken M23 bilesiginin inhibisyon dlzeyi
kontrole kiyasla % 15 bulunmustur. M23 disindaki bilesikler mikrozomal CYP1

enzimlerini ketokonazole kiyasla daha yiiksek oranda inhibe etmistir (Sekil 4.33).

4.2.3.1.2 Melatonin ve Segilen Analoglarinin ICso Degerlerinin

Hesaplanmasi

Melatoninin farkh konsantrasyonlarda mikrozomal CYP1 {izerine inhibitér etkinligi

arastirilmis ve 1Cso degeri 80,9.10° M olarak hesaplanmistir (Sekil 4.34).

81
[
7 §
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54
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[1C50 [ 8.087e-005 |

Sekil 4.34 Melatoninin mikrozomal CYP1 enzimleri (zerine inhibitor etkisi ve ICso degeri (FI:

floresans siddeti).
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Tek konsantrasyonda yapilan tarama galismalarinda mikrozomal CYP1 inhibitor
aktivitesi yuksek bulunan bilesik sayisi fazla oldugundan, molekiler modelleme
bulgularindan da yararlanilarak, ‘hit’ bilesikler segilmistir. Bu bilesiklerin sigan
karaciger mikrozomlarinda 8 farkli konsantrasyondaki CYP1 inhibitor etkileri

arastinlarak doz-yanit egrileri elde edilmis ve ICso degerleri hesaplanmistir.

Buna gore 1-etilindol grubu bilesiklerden KD1 ve KD4 molekiler modelleme
bulgularina gore; KD2, KD3 ve KD13 ER antagonisti etkinlikleri nedeniyle; KD20 ise
aromataz enzimini inhibe eden en potent bilesik olmasi nedeniyle se¢ilmis ve doza
bagh olarak enzim inhibisyon grafikleri elde edilmistir (Sekil 4.35). Bu bilesikler
arasinda KD20 bilesigi (ICso: 3,8.107 M) inhibitér etkisi en yiksek bilesik olmus, CYP1
inhibitor etkinligi de ketokonazolden (ICso: 1,7.10°% M) yaklasik 5 kat ylksek
bulunmustur. Diger bilesiklerin 1Cso degerleri ise 1,8.10° -7.10® M araliginda

bulunmustur.
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Sekil 4.35 1-etilindol grubu bilesiklerin mikrozomal CYP1 inhibitdr etkinlikleri ve ICso

degerleri (Fl: floresans siddeti).

5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubunda NO/14 ve NO/15 bilesikleri tek doz
tarama g¢alismasinda inhibitor etkisi en yiksek bilesikler oldugundan; NO/13 ve NO/3
bilesikleri molekiler modelleme sonuglarina gore; NO/4 ve NO/8 bilesikleri ise

aromataz inhibitor etkinlikleri nedeniyle segilmistir. N1/9B bilesigi ise aromataz
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inhibitorl ve ER antagonisti etkilerinin yani sira hem tek doz tarama ¢alismasinda
mikrozomal CYP1 inhibitoér etkinligi en yuksek bilesik oldugu hem de molekiler
modelleme c¢alismalarinda inhibitér etkili olacagr 6ngorildigi icin segilmistir.
Segilen bu bilesiklerin farkli dozlarda mikrozomal CYP1 enzimlerine inhibitor etkileri
arastirilmis ve 1Cso degerleri elde edilmistir (Sekil 4.36). Bilesiklerin 1Cso degerleri
1,3.10° - 3.10® M araliginda bulunmustur.
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NO/13
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Sekil 4.36 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubu bilesiklerin mikrozomal CYP1 inhibitor

etkinlikleri ve I1Cso degerleri (FI: floresans siddeti).

2-metilindol grubu bilesiklerden M3, M5, M6 ve M16’nin 8 farkl konsantrasyonda
mikrozomal CYP1 enzimleri Uzerine inhibitdr etkileri arastinlmistir. M3 ve M6
bilesikleri sirasiyla 1,5.10° M ve 1,8.10° M ICso degerleriyle mikrozomal CYP1

enzimlerini inhibe eden en giicli bilesikler olmustur (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37 2-metilindol grubu bilesiklerin mikrozomal CYP1 inhibitor etkinlikleri ve ICso

degerleri (Fl: floresans siddeti).

4.2.3.2  hCYP1B1 Docking Calismasi Bulgulari

Enzim inhibisyon g¢alismalari oncelikle sican karaciger mikrozomlari kullanilarak
gercgeklestirilirken docking calismalari sadece insan rekombinant CYP1B1 enziminin

aktif bolgesiyle yapilmistir.

Ligandlar aktif baglanma bdolgesinde fenil grubu ya da hem grubuna yakin bisiklik
kisim ile lineer konformasyonda bulunurlar (Sekil 4.38 A). Birinci poz da bisiklik grup
Phe231 ve Phe268'nin yakininda bulunur ve sibstitiie fenil grubu hem grubuna
yakinken hidrofobik etkilesmeler olusturur (Sekil 4.38 A). Ligandlarin amin grubu ise

Asp333’ln yan zinciriyle hidrojen bagi olusturmaktadir.
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ikinci poz da, molekiiliin oryantasyonu degismekte ve sibstitiie fenil grubu ile
Phe231 ve Phe268 arasinda hidrofobik etkilesmeler olusmaktadir (Sekil 4.38 B). Bu
pozisyonda hidrojen bagi olusmamaktadir fakat yan zincir konformasyonunda kiiglik
degisimler meydana gelirse ligand ile hidrojen bag kurulmasi da muimkin

olmaktadir.

Molekiiler modellemesi yapilan ligandlarin ¢cogu poz 1 ve 2’ ye benzer pozlarda
enzime baglanmislardir. Yapilan docking ¢alismasi sonuglarina gére KD1, KD4, KD6,
KD8, KD14, N1/9B, NO/13, NO/3 bilesiklerinin insan rekombinant CYP1B1 enzimine

karsi inhibitor etkili olacagl 6ngorilmektedir.

Sekil 4.38 KD6 bilesiginin (A) ve KD14 bilesiginin (B) CYP1B1 enziminin aktif bolgesindeki 6n

gorilen baglanma pozu

4.2.3.3 Rekombinant CYP1 Enzim Aktivitesi Uzerine Etkilerin

Belirlenmesi

Molekiler modelleme galismasi sonuglarina gére CYP1B1 enzimini inhibe edecegi
ongorilen, mikrozomlarla elde edilen 1Cso degerleri karsilastirildiginda da
mikrozomal CYP1 enzimlerini inhibe etmede en etkili bulunan bilesiklerin insan

rekombinant CYP1B1 enzimi Gizerine inhibitor etkinlikleri, EROD yéntemi kullanilarak
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arastinlmigtir. Buna goére 1-etilindol grubundan KD1, KD4, KD20’nin; 5-metoksiindol-
3-aldehit hidrazon grubundan N1/9B, NO/3, NO/4 ve NO/4’Un; 2-metilindol
grubundan ise M3 ve M6’ nin farkl konsantrasyonlarda rekombinant CYP1B1 enzimi
Uzerine inhibitor etkileri arastirilmis ve elde edilen doz-yanit egrilerine goére 1Cso

degerleri hesaplanmistir.

KD1 KD4
101 101
8- 8-
@
6- 6-
s s
4- 4-
2- 2+
0 T T T T \ 0 T T T T ]
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -10 -9 -8 -7 -6 -5
LogC (M) LogC (M)
| 1C50 | 9.572e-008 | | 1C50 | 8.465e-009 |
KD20
101 . I

FI

4 9 8 7 6 5
LogC (M)
| 1C50 [ 5.829e-007 |

Sekil 4.39 1-etilindol grubu bilesiklerin rekombinant CYP1B1 enzimi (zerine inhibitor

etkinlikleri ve I1Cso degerleri (FI: floresans siddeti).
Test edilen bilesiklerden KD4 bilesigi 8,5.10° M’ lik ICso degeriyle CYP1B1 enzimini
inhibe eden en potent bilesik olarak belirlenmistir (Sekil 4.39).

5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubundaki N1/9B, NO/3, NO/4, NO/13
bilesiklerinin ICso degerleri 10% -1,6. 10® M araliginda bulunmustur (Sekil 4.40).

M3 bilesiginin ICso degeri 1,8.10% M, M6 bilesiginin 1Cso degeri ise 5,1.10% M olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.41).
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Sekil 4.40 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubu bilesiklerin rekombinant CYP1B1 enzimi

Gzerine inhibitor etkinlikleri ve ICso degerleri (Fl:Floresans Siddeti).
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Sekil 4.41 2-metilindol grubu bilesiklerin rekombinant CYP1B1 enzimi Uzerine inhibitor

etkinlikleri ve I1Cso degerleri (FI: floresans siddeti).
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4.2.4 Sitotoksik Etkilerin Arastiriimasi
4.2.4.1 Sitotoksisitenin MTT Yéntemiyle Arastiriimasi

Yeni sentezlenen melatonin analogu bilesiklerin tek konsantrasyondaki sitotoksik
etkileri biri saglikli insan meme epitel hiicresi MCF-10A olmak uzere, 3 farkl meme
hicre hatti kullanilarak arasgtirnlmistir. Meme kanseri hicresi olarak da ER+ MCF-7

BUS ve Uclu negatif MDA-MB-231 hiicre hatlari kullaniimistir.

Oncelikle 1-etilindol grubu bilesiklerin saglikli insan meme epitel hiicresi olan MCF-
10A hicrelerinde hicre canliigl Gzerine etkileri 10 uM konsantrasyonda MTT
yontemiyle arastirilmistir. Hicreler melatonin analoglariyla 24 ve 72 saat siireyle
inkiibe edilmigtir. 1-etilindol grubu bilesikler MCF-10A hicreleriyle 24 saat
inklibasyon sonucu hicre canhliginda azalmaya neden olmazken, 72 saat
inkibasyon sonucunda KD3, KD7, KD14 ve KD15 hiicre canliigini istatistiksel olarak

anlaml derecede azaltmistir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.42 1-etilindol grubu bilesiklerin (10 uM), MCF-10A hiicreleriyle A) 24 saat, B) 72 saat
inkiibasyonu sonucu hiicre canliliginin MTT yéntemiyle degerlendirilmesi. istatistiksel

degerlendirmede karsilastirma ¢6ziict kontrol grubuna goére yapiimistir (*p<0,05).

1-etilindol grubu bilesiklerin canhlik Gzerine etkileri ER+ MCF-7 BUS hiicrelerinde

MTT yontemi ile arastirilmis, KD1 ve KD3’lin 24 saat inkiibasyon sonucu hiicre
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canhligini 6nemli oranda azalttig gortlmustir. Bu sitotoksik etki bilesiklerle 72 saat
inklibasyon sonucu zamana bagli olarak artmistir. Ayrica KD13 bilesigi MCF-7 BUS
hicreleriyle 24 saat inklibasyon sonucu canlilik Gzerine belirgin bir degisiklige neden
olmazken, inklbasyon slresinin artigi ile sitotoksisitede belirgin bir artis

gozlenmistir (Sekil 4.43).

140 140+
120+ 120+

100+

% canhilik
% canhilik

Sekil 4.43 1-etilindol grubu bilesiklerin (10 puM), MCF-7 BUS hiicreleriyle A) 24 saat, B) 72
saat inkiibasyonu sonucu hiicre canliliginin MTT ydntemiyle degerlendirilmesi. istatistiksel
degerlendirmede karsilastirma ¢oziici kontrol grubuna goére yapilmistir (*p<0,05, MLT:

Melatonin).

1-etilindol yapisindaki bilesiklerin sitotoksik etkileri Ggli negatif MDA-MB-231
hicrelerinde de arastirilmis, bazi bilesikler 24 saat inklibasyon sonucu hicre
canlihginda istatistiksel olarak anlamli derecede azalmaya neden olmustur (Sekil
4.44 A). 72 saat inkibasyon sonucunda sitotoksik etkisi en gi¢li bilesik ise KD3
olmustur (Sekil 4.44 B).

Sonug olarak KD3 bilesigi her iki meme kanseri hiicresinde de sitotoksik etkili
olmasinin yani sira saglkli meme epitel hiicresinde de sitotoksik etkili bulunmustur.
KD1 ve KD13 bilesikleri ise saglkli meme epitel hiicresi olan MCF-10A hiicrelerinde
sitotoksisiteye neden olmazken, iki meme kanseri hiicresinde de (MCF-7 BUS, MDA-

MB-231) sitotoksik etkili bulunmustur. Ayrica KD1 ve KD13’lin sitotoksik etkisinin
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ER+ MCF-7 BUS hiicrelerinde, Ugli negatif MDA-MB-231 hiicrelerine kiyasla daha

glclu oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.44 1-etilindol grubu bilesiklerin (10 uM), MDA-MB-231 hiicreleriyle A) 24 saat, B) 72
saat inkiibasyonu sonucu hiicre canliliginin MTT ydntemiyle degerlendirilmesi. istatistiksel

degerlendirmede karsilastirma ¢6ziict kontrol grubuna goére yapilmistir (*p<0,05).

5-metoksiindol-3- aldehit hidrazon grubu bilesiklerin canlilik Uzerine etkileri yine
MTT yontemiyle 3 farkli hiicrede arastiriimistir. Bilesiklerin 10 uM konsantrasyonda
MCF-10A hicreleriyle 72 saat inkiibasyonu sonucu NO/1 ve NO/10 hiicre canliigini %
60’In altina distrerek belirgin sitotoksik etkiye neden olmustur. NO/20 bilesigi ise
24 saat inkibasyon sonucunda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlaml derecede

azaltirken (Sekil 4.45A), bu sitotoksik etki inkiibasyon siiresine bagl olarak artmistir

(Sekil 4.45 B).

118



B
1407
140+
1201 1204
100 100+
£ 0] £ g0+
= =
g
X 60 x 601
401 40+
20 204
ol 0
I IR R R IR I R A IR R I SRS IR S > IR VIR IR T R AT I T TN WK, S
*9&« é{@&\% TIPS S ‘\e\“’ ‘\Q\w &\s \@\» ‘\e\” e& ‘\Q\s‘@\m *9&@“?9‘; FL L LS ‘\Q\QQ\»QQ\»&\» ‘\e\x ‘\Q\x éo\N’ e0\'» eo\m
e O
<& <&

Sekil 4.45 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubu bilesiklerin (10 uM) MCF-10 A
hicreleriyle A) 24 saat, B) 72 saat inkiibasyonu sonucu hiicre canliiginin MTT yontemiyle

degerlendirilmesi. istatistiksel degerlendirmede karsilastirma ¢dziicii kontrol grubuna gére

yapilmistir (*p<0,05).

5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubunun MCF-7 BUS hiicrelerinde canlilik
uzerine etkilerine bakildiginda, bilesiklerin 24 saat inkiibasyon sonucu hicre
canlihgini % 70’in altina distrmedigi gortlmugtir (Sekil 4.46 A). Bilesiklerle 72 saat
inklibasyon sonucunda ise arastirilan diger yolaklarda da etkili bulunan N1/9B,
NO/3, NO/4, NO/8, NO/14 bilesikleri istatistiksel olarak anlamli derecede sitotoksik

etki gostermis ve hiicre canhligini % 70’in altina duslirmastir (Sekil 4.46 B).
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Sekil 4.46 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubu bilesiklerin (10 uM), MCF-7 BUS
hicreleriyle A) 24 saat, B) 72 saat inkiibasyonu sonucu hiicre canliiginin MTT yontemiyle
degerlendirilmesi. istatistiksel degerlendirmede karsilastirma ¢dziicii kontrol grubuna gore

yapilmistir (*p<0,05).

5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon yapisindaki bilesiklerin Ggli negatif insan meme
kanseri hiicresi MDA-MB-231 hiicreleriyle 24 saat inkliibasyon sonucunda hiicre
canhligini degisen oranlarda ve istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttiklari
gorulmuistir (Sekil 4.47 A). Ayrica sitotoksisitenin zamana bagl olarak arttig

bulunmustur (Sekil 4.47 B).

Sonug olarak NO/1 ve NO/10, 72 saat inkiibasyon sonucu hem saglikli meme epitel
hiicrelerinde hem de insan meme kanseri hicrelerinde sitotoksik etkili

bulunmustur.

ER antagonist, aromataz inhibitér ve CYP1 ihibitor etkilerini de arastirdigimiz N1/9B,
NO/3, NO/4, NO/8 ve NO/14 ise MCF-7 BUS ve MDA-MB-231 insan meme kanseri
hicrelerinde sitotoksik etkili bulunurken saglikl meme epiteli hiicre hatti olan MCF-

10A hiicrelerinde sitotoksisiteye neden olmamistir.
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Sekil 4.47 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubu bilesiklerin (10 pM), MDA-MB-231
hicreleriyle A) 24 saat, B) 72 saat inkiibasyonu sonucu hiicre canliiginin MTT yontemiyle

degerlendirilmesi. istatistiksel degerlendirmede karsilastirma ¢dziicii kontrol grubuna gore

yapilmistir (*p<0,05).

2-metilindol grubundaki M3, M5, M6 ve M16 bilesiklerinin saglikli insan meme
epiteli hicresi olan MCF-10A hiicre hattinda canlilik Gzerine etkileri arastiriimistir.
Bilesiklerin 24 ve 72 saat inkibasyon sonucu hicre canliigint % 70’ in altina

distrmedigi ve 6nemli bir sitotoksik etkiye neden olmadigi gozlenmistir (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48 2-metilindol grubu bilesiklerin (10 uM), MCF-10A hiicreleriyle A) 24 saat, B) 72
saat inkiibasyonu sonucu hiicre canliliginin MTT ydntemiyle degerlendirilmesi. istatistiksel

degerlendirmede karsilastirma ¢oziict kontrol grubuna goére yapilmistir (*p<0,05).

Ardindan bilesiklerin insan meme kanseri hicrelerindeki etkileri arastiriimistir.
Bilesikler MCF-7 BUS hiicrelerinde hiicre canliligini zaman bagli olarak ve istatistiksel
olarak anlamli derecede azaltmistir (Sekil 4.49). MDA-MB-231 hiicrelerinde bilesikler
24 saat inklibasyon sonucu anlamli bir sitotoksisiteye neden olmazken (Sekil 4.50 A),
72 saat inktubasyon sonucunda hiicre proliferasyonunu istatistiksel olarak anlamli
derecede azaltmistir (Sekil 4.50 B). Bilesiklerin ER+ MCF-7 BUS hiicre hattindaki

sitotoksik etkilerinin, Uglt negatif MDA-MB-231 hiicre hattina kiyasla daha yliksek
oldugu gorulmustar (Sekil 4.49, Sekil 4.50).
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Sekil 4.49 2-metilindol grubu bilesiklerin (10 uM) MCF-7 BUS hiicreleriyle 72 saat
inkiibasyonu sonucu hiicre canhliginin MTT yéntemiyle degerlendiriimesi. istatistiksel

degerlendirmede karsilastirma ¢6ziict kontrol grubuna goére yapilmistir (*p<0,05).
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Sekil 4.50 2-metilindol grubu bilesiklerin (10 uM), MDA-MB-231 hiicreleriyle A) 24 saat, B)
72 saat inklibasyonu sonucu hicre canhliginin MTT yoéntemiyle degerlendirilmesi.

istatistiksel degerlendirmede karsilastirma ¢oziici kontrol grubuna gére vyapilmistir
(*p<0,05).
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4.2.4.2 Sitotoksisitenin LDH Yontemi ile Arastirilmasi

ER antagonisti, aromataz inhibitori ve CYP1B1l inhibitori oldugu bulunan
bilesiklerin MCF-10A, MCF-7 BUS ve MDA-MB-231 hiicrelerindeki kisa sureli
sitotoksik etkileri LDH yontemiyle arastirlmigtir. Hucreler bilesiklerin 10 uM
konsantrasyonu ile 4 saat inkiibe edilmis ve ardindan deney ortamindaki LDH
aktivitesi kinetik olarak 6lglilmustur. Test edilen bilesiklerin MCF-10A hiicrelerinde

membran hasarini indikleyici bir etkisinin olmadigi bulunmustur (Sekil 4.51).
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Sekil 4.51 MCF-10A hiicrelerinde test bilesikleriyle (10 uM) 4 saat inklibasyon sonucu besi
ortaminda saptanan LDH aktivitesi. Barlar (g farkli calismanin “ortalama + standart sapma”

degerlerini gostermektedir. istatistiksel degerlendirmede karsilastirma ¢6ziicii kontrol

grubuna gore yapiimistir.
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MCF-7 BUS hiicrelerinde sadece M6 bilesigi 10 uM konsantrasyonda membran
hasarini indiikleyerek LDH aktivitesini artirmig ancak bu artis istatistiksel olarak

anlamh bulunmamistir (Sekil 4.52).
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Sekil 4.52 MCF-7 BUS hiicrelerinde test bilesikleriyle (10 uM) 4 saat inkiibasyon sonucu besi
ortaminda saptanan LDH aktivitesi. Barlar (g farkli calismanin “ortalama + standart sapma”
degerlerini gostermektedir. istatistiksel degerlendirmede karsilastirma ¢6ziicii kontrol

grubuna gore yapilmistir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde ise NO/8 ve NO/14 bilesiklerin 4 saat inkiibasyon sonucu
deney ortamindaki LDH aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artisa

neden olmustur (Sekil 4.53).

Sonug olarak test edilen bilesiklerin hiicrelerle kisa stlireli maruziyet sonucu

membran hasarina neden olmadigi bulunmustur.
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Sekil 4.53 MDA-MB-231 hiicrelerinde test bilesikleriyle (10 uM) 4 saat inkiibasyon sonucu
besi ortaminda saptanan LDH aktivitesi. Barlar g farkli ¢alismanin “ortalama + standart
sapma” degerlerini gostermektedir. Istatistiksel degerlendirmede karsilastirma ¢oziici

kontrol grubuna gore yapilmistir.

4.2.4.3  Sitotoksisitenin Siilforodamin B Yontemiyle Arastiriimasi

Galisma kapsamindaki farkli hedeflerde etkili goériinen analoglarin MCF-10A, MCF-7
BUS, MDA-MB-231 hiicrelerindeki sitotoksik etkileri stlforodamin B yontemiyle de
arastinlmigtir. Hucreler bilesiklerin 10 uM konsantrasyonu ile 24 saat inkiibe edilmis
ve canlilik Gzerine etkileri stlforodamin B yontemiyle degerlendirilmistir. Bilesikler
MCF-10A hicrelerinde, MTT yontemiyle elde edilen bulgulara benzer sekilde,
sitotoksisiteye neden olmamistir (Sekil 4.54). MCF-7 BUS hiicrelerinde sitotoksik
oldugu MTT yoOntemiyle gosterilen bilesikler (Sekil 4.55) ise siilforodamin B

yonteminde hiicre canliliginda azalmaya neden olmamustir.
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Sekil 4.54 MCF-10A hiicrelerinde bilesiklerle (10 uM) 24 saat inkiibasyon sonucu
sitotoksisitenin siilforodamin B yéntemi ile degerlendirilmesi. istatistiksel degerlendirmede

karsilastirma ¢ozlicli kontrol grubuna gore yapiimistir.
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Sekil 4.55 MCF-7 BUS hiicrelerinde sitotoksisitenin bilesiklerle (10 uM), 24saat inkiibasyon
sonucu silforodamin B ydntemi ile degerlendirilmesi. istatistiksel degerlendirmede

karsilastirma ¢ozlicli kontrol grubuna gore yapilmistir (*p<0,05).
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Bilesiklerin Uglu negatif meme kanseri hicresi olan MDA-MB-231 hiicrelerinde

canlihk tzerine etkileri siilforodamin B yontemiyle degerlendirildiginde ise NO/8 ve

M6 bilesiklerinin istatistiksel olarak anlamli dizeyde hiicre canhligini azalttig

goralmastur (Sekil 4.56).
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Sekil 4.56 MDA-MB-231 hiicrelerinde sitotoksisitenin bilesiklerle (10 uM)

24saat

inkiilbasyon sonucu silforodamin B ydntemi ile degerlendiriimesi. Istatistiksel

degerlendirmede karsilastirma ¢6ziict kontrol grubuna goére yapilmistir (*p<0,05).

4.2.4.4  Melatonin Analoglarinin Farkli Meme Kanseri Hiicrelerinde

ICso Degerlerinin Hesaplanmasi

Tek doz tarama calismalarinda meme kanseri hiicrelerinde sitotoksik etkili olan ve

bunun yaninda arastirdigimiz diger yolaklarda da etkili goriinen bilegiklerin

sitotoksik etkilerinin hormon iliskili olup olmadigini aydinlatabilmek amaciyla ER+

MCF-7 BUS hicre hatti ile tgli negatif meme kanseri hicresi olan MDA-MB-231

hicre hatlarinda bilesiklerin hiicre canhligi Gzerine etkileri arastiriimigtir. Hiicreler

bilesiklerin 8 farkli konsantrasyonuyla 72 saat inkiibasyona birakilmis ve canliik MTT
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yontemiyle degerlendirilmistir. Elde edilen veriler ile konsantrasyon - % canhlik

grafikleri gizilmis ve ICso degerleri hesaplanmistir.

KD13, NO/3 ve M5 bilesikleri MCF-7 BUS hiicrelerinde doza baglh bir sitotoksisite
gostermemis ve ICso degeri hesaplanamamistir. KD1, KD3, KD20, NO/8, NO/14 ve M6
bilesiklerinin ise 0,59.10° -9,2. 10 M araligindaki ICso degerleriyle taranan bilesikler

arasinda en etkili bilesikler olduklari bulunmustur (Sekil 4.57).
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Sekil 4.57 Etkin bilesiklerin MCF-7 BUS hicreleriyle 72 saat inklibasyonu sonucu

sitotoksisitenin MTT yontemiyle degerlendirilmesi ve I1Cso degerleri.
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Sekil 4.58’de bilesiklerin konsantrasyona bagli % canlilik degerleri ve 1Cso degerleri
gorilmektedir. NO/3 ve M3 bilesikleri MDA-MB-231 hiicrelerinde hilicre canliligini

konsantrasyona bagli sekilde inhibe edememis ve bu nedenle ICso degeri

hesaplanmamugtir.

Her iki hiicre hattinda elde edilen 1Cso degerleri karsilastirildiginda test edilen bazi
bilesiklerin MDA-MB-231 hiicrelerindeki toksik etkili konsantrasyonlarinin MCF-7
BUS hiicrelerine kiyasla daha ylksek oldugu, bir baska ifadeyle ER+ hicrelerdeki

sitotoksik etkinin Ggli negatif hiicrelerdekine gore daha gli¢li oldugu gorilmustir

(Sekil 4.57, Sekil 4.58).
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Sekil 4.58 Etkin bilesiklerin MDA-MB-231 hiicreleriyle 72 saat inklibasyonu sonucu

sitotoksisitenin MTT yontemiyle degerlendirilmesi ve I1Cso degerleri.
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4.2.4.5  Uzun Siireli Sitotoksisitenin Koloni Olusum Yéntemi ile

Arastiriimasi

MCF-7 BUS ve MDA-MB-231 hiicrelerinde sitotoksik etkileri MTT yontemi ile
arastirilan ve ICso degeri 10° M’ in altinda bulunan bilesiklerin uzun sireli sitotoksik
etkileri koloni olusum yontemi ile degerlendirilmistir. Buna gore 1-etilindol
grubundan KD1, KD3; 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubunda N1/9B, NO/4 ve
2-metilindol grubundan M3, M6’nin bilesikleri segilmis ve 10 uM konsantrasyonda
koloni olusumu Uzerine etkileri arastirilmistir. Test edilen bilesiklerin hepsi 10 uM
konsantrasyonda MCF-7 BUS hiicrelerinde koloni olusumunu engellemis ve koloni
olusumu gozlenmemistir. Bilesiklere ait koloni etkinligi ve canli hiicre fraksiyonu

degerleri 0 olarak hesaplanmistir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde de bilesiklerin 10 uM konsantrasyonda uzun sireli
sitotoksik etkileri koloni olusum yéntemi ile degerlendirilmis ve maruziyet sonrasi

canh kalan koloni sayisina gére canli hiicre fraksiyonu % olarak hesaplanmistir.

Test edilen analoglarin MDA-MB-231 hiicrelerinde degisen oranlarda koloni
olusumunu inhibe ettigi gorilmis ve KD1’ in koloni olusumunu inhibe etmede en

etkili bilesik oldugu saptanmigtir (Sekil 4.59).
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Sekil 4.59 Bilesiklerin (10 uM) MDA-MB-231 hiicrelerinde koloni olusumu Uzerine etkileri.
istatistiksel degerlendirmede karsilastirma c¢oziici kontrol grubuna gére yapilmistir

(*p<0,05).

Tez kapsaminda arastirilan melatonin analoglarinin uygulanan tiim testlerdeki etkileri Tablo

4.7'de 6zetlenmistir.

134



Tablo 4.7 Biyolojik olarak aktif bulunan melatonin analoglarinin uygulanan tiim testlerdeki

etkilerinin 6zeti (+ : Tek doz tarama c¢alisamsinda etkili bulunan ancak doz-yanit iliskisini

arastirmak icin degerli bulunmayan; —: etkili bulunmayan).

Bilesik ER-antagonisti | Aromataz Mikrozomal | Rekombinant | MCF-10A MCF-7 BUS MDA-MB-231
adi Etki inhibisyonu CYP1 CYP1B1 sitotoksisite | sitotoksisite | sitotoksisite
inhibisyonu inhibisyonu
KD1 ICs0: 2,9 UM | 1Cs0: 2,4 uM | I1Csp: 3 uM ICso: 95,7 NM _ ICs0: 9,1 uM | ICsp: 24,9 pM
KD2 1Cs0: 9,3 UM + 1Cs0: 6,7 UM _ _ _
KD3 ICso: 5,3 UM + ICs0: 5,6 UM + ICs0: 0,6 UM | ICsp: 15,3 pM
KD4 |C50: 0,6 |J.M _ |C50: 1,8 HM |C50: 8,5 nM p— _ _
KD10 + ICs0: 1,1 uM + _ ICs50:22,4 UM | ICsp: 15 uM
_ Doz- yanit
KD13 ICso: 9,9 UM + ICso: 7,1 uM iliskisi yok | 1Cso: 40,6 uM
KD20 + ICs0: 0,8 UM | [Cs0: 0,4 UM | ICs0: 0,6 pM B ICs0: 9,2 UM | ICs0: 26,8 pM
N1/98 ICso: 6,1 pM ICso: 10 UM | 1Cs0: 2,6 uM | ICso: 10,9 nM _ ICso: 12,9uM | 1Cso: 17,6uM
Doz- yanit Doz- yanit
NO/3 + 1Cs0: 6,6 UM | 1Cs0: 1,5 UM ICs0: 14 nM _ iligkisi yok iliskisi yok
N0/4 |C50: 7 HM |C502 41 |J.M |C502 1,3 |J.M |C502 16,4 nM _ |C503 18,4IJM |C50: 33 LI.M
NO/8 ICso: 9,4 UM ICs0: 20 UM | ICs0: 1,5 pM _ ICso: 2,8 UM | ICsp: 10,8 pM
Doz- yanit
NO/14 _ + 1Cs0: 1,5 uM _ ICs0: 2,2 uM iliskisi yok
Doz- yanit
M3 ICs0: 3,3 pM 1Cs0: 1,5 uM | 1Cs0: 18,3 nM _ 1Cs0: 31,8uM iliskisi yok
Daha 6nce Doz- yanit
M5 ICs0: 2,2 uM yayinlandi 1Cs0: 2,7 UM _ iligkisi yok ICs0: 73,4 uM
(Ozcan-
Sezer et al.,
M6 ICso: 0,9 pM 2018) ICso: 1,9 UM | ICs0: 51,7 nM B ICso: 4,1 pM ICso: 5,2 UM
Doz- yanit Doz -yanit
M16 ICs0: 4,8 uM 1Cs0: 4,1 uM _ iligkisi yok iligkisi yok
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5 TARTISMA

Meme kanseri kadinlarda en sik goérilen ve kanserden 6lim nedenleri arasinda
akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer alan kanser tirudur (Ferlay ve ark., 2015;
Parkin, 2004). TC Saglik Bakanhg Halk Saghg Genel Mudurligli Kanser Dairesi
Bagkanlig’'nin 2015 yili verilerine gore lilkemizde kadinlarda en sik goriilen kanser
(% 24,7) turt oldugu bildirilmistir. Meme kanseri tanisi alan kadinlarin % 44,5 inin
50-69 yas arasinda oldugu, % 40,6’sinin ise 25-49 yas araliginda yer aldig
gorilmektedir (Tirkiye Kanser istatistikleri, 2015). Bu durum menopoz sonrasl
donemde de riskin devam ettiginin bir kanitidir. Uluslararasi Kanser Aragtirma Ajansi
(IARC) tarafindan yayimlanan GLOBOCAN 2012 projesinin verilerine gore gelismekte
olan llkelerde meme kanseri insidansi gelismis Ulkelere gore daha diigiikken, meme
kanserinden 6lim oranlari daha ylksek bulunmustur (Ferlay ve ark., 2015). Bu veri
teshis ve tedavi yontemlerindeki gelismelerin 6nemini ve hastaligin tedaviye yanit

verdigini kanitlar niteliktedir.

Meme kanserinin nedenleri arastirildiginda endojen &strojenlere maruziyet ile
meme kanseri arasinda pozitif bir iliski oldugu goriilmis ve yasam boyu Ostrojene
maruziyeti artiran ge¢ menopoz, erken menars, geg ilk dogum yasi, dogum sayisinin
az olmasi, emzirme siiresinin kisa olmasi gibi faktorlerin meme kanseri riskini
artirdig bildirilmistir (Berkey, Frazier, Gardner ve Colditz, 1999; Collaborative Group
on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2002; Hankinson, Colditz ve Willett, 2004;

Medina, 2004).

Ostrojenin meme kanseri olusumundaki etkileri reseptér aracilikli ve reseptérden
bagimsiz olarak gerceklesebilmektedir. Ostrojen, reseptérlerine baglanarak hiicre
proliferasyonunu  arttirmakta ve hiicre proliferasyonundaki artis DNA
replikasyonunda hatali eslesmelere, onarim proseslerinin bu hizli proliferasyona
yetisememesine ve olusan hatalarin kalici nokta mutasyonlari ile sonuglanmasina
neden olabilmektedir (Preston-Martin ve ark., 1990). Diger taraftan Ostrojenin
metabolizmasi sonucu olusan reaktif metabolitleri genotoksik etkiye neden olarak
meme kanserinin baslama evresinde gorev alabilmektedir (Yue ve ark., 2003).

Benzer sekilde pek ¢ok kimyasal maddenin de toksik metabolitlerine
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biyotransformasyonu sonucu olusan reaktif metabolitlerinin meme kanserinde roli
oldugu bilinmektedir (Rundle ve ark., 2000). Bu mekanizmalardan hareketle meme
kanseri tedavisinde 06strojeni hedef alan antikanser ilaglarin gelistirilmesindeki
baslica hedefler dstrojenin ER aracilikli etkilerinin 6nlenmesi ve 6strojen sentezinin

inhibe edilmesidir (Wong ve Ellis, 2004).

Melatonin pineal bezden salgilanan indol yapili bir hormondur ve basta sirkadiyen
ritmi dlazenlemek olmak UGzere ¢ok sayida fizyolojik olayda rol almaktadir.
Epidemiyolojik g¢alismalar vardiyali galisan kadinlarda sirkadyen ritmde bozulma,
uykusuzluk, melatonin diizeylerinde azalma ile iliskili olarak meme kanseri riskinin
arttigini goéstermistir (Davis ve ark., 2001; Hansen, 2001; Russel J Reiter ve ark.,
2009). IARC insanlarda sinirli veri olmasina ragmen giiniin karanlik saatlerinde 1s1ga
maruz birakilan hayvanlarda kanser gelisimine ait yeterli kanit bulunmasina
dayanarak sirkadyen ritm bozukluguna neden olan “gece vardiya” galismalarini
“insanlarda buyuk olasilikla karsinojen” olarak ifade edilen Grup 2A’da
siniflamaktadir (IARC monograph, 2007). Melatoninin meme kanserindeki
onkostatik etkileri ¢ok sayida in vitro ve in vivo ¢alismada gosterilmis (S Cos ve
Sanchez-Barcelo, 2000; S M Hill ve Blask, 1988; E J Sanchez-Barcelo, Cos, Fernandez
ve Mediavilla, 2003); bu etkilerini reseptor aracilikli olarak (SERM etkisi) ya da
ostrojenlerin dokularda lokal olarak sentezini saglayan enzimleri modile ederek
(SEEM etki) gercgeklestirdigi bildirilmistir (Emilio J. Sanchez-Barcelo ve ark., 2005).
Bununla birlikte melatoninin dusik yarilanma ©omrine sahip olmasi ve oral
biyoyararlaniminin distuk olmasi ilag olarak kullanimini kisitlamaktadir. Ayrica
patentlenebilir olmayisi da melatoninin ilag olarak Uretiminden kaginiimasi
sonucunu dogurmustur. Literatiirde yarilanma Omri daha uzun ve daha etkin
melatonin  analoglarinin  sentezlenmesinin  tedavi basarisini  artirabilecegi

belirtilmektedir (Emilio J. Sanchez-Barcelo ve ark., 2007).

Bugtline kadar Prof. Dr. Sibel Stizen ve grubu ile birlikte yuruttigimiz ¢alismalarda
yeni sentezlenen g¢ok sayida indol temelli melatonin tiirevi bilesigin antioksidan etki
potansiyelleri arastiriimistir. Sentezlenen bazi bilesiklerin radikal stplrici ve/veya
hidrojen peroksitle indiklenen oksidasyonu indirgeyici (rediktan) aktivite

gostererek antioksidan etkili olduklari ve bu nedenle oksidatif stresle iliskili
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hastaliklarin 6nlenme ve tedavisinde destekleyici ajan olarak kullanilmaya aday
bilesikler olabilecekleri belirtilmistir (Gurer-Orhan ve ark., 2016; Shirinzadeh, Eren,
Gurer-Orhan, Suzen ve Ozden, 2010; Shirinzadeh, Ince, Westwell ve Gurer-Orhan,
2016; Suzen ve ark., 2013). ilag kesif calismalarinin erken evrelerinde belirlenen ve
toksisite potansiyellerinin gostergesi olan saglkli hicreler Uzerindeki sitotoksik
etkileri de tarafimizdan arastirilmis ve birgok bilesigin glgli antioksidan etki
gosterirken sitotoksik etkiye neden olmadiklari goralmistir. Bu o6n veriler
sentezlenen bilesiklerin ileri ¢alismalarla degerlendirilmeye deger olduklarini
gostermistir. Bu slirecte sentezlenen bilesiklerin ana molekili olan melatoninin
aromataz inhibisyonu yaptiginin ve aromataz inhibisyonunun da endokrin bozucu
etki ile sonuglanabilecegini bilmemiz, bu bilesiklerin endokrin sistem iliskili advers
etkilerinin olabilecegini distndurmustir. Gergekten de bu tez ¢alismasi dncesinde
yaptigimiz 6n ¢alismalarda 2-metilindol grubu melatonin analogu bazi bilesiklerin
aromataz enzimi Gzerine inhibitor etkili oldugu bulunmustur (Ozcan-Sezer ve ark.,
2018). Saghkli kisilerde endokrin sistem fonksiyonlarini degistirerek toksisiteye
(endokrin bozucu etki) neden olan bu “advers etki”nin hormon-bagimli meme
kanseri olgularinda tedavi segenegi olabilecegi dislincesiyle tez kapsamindaki
bilesiklerin meme kanserinin tedavisinde farkli hedeflerdeki etkinlikleri

arastinlmistir.

ilag kesif ve gelistirme siirecleri g6z 6éniine alindiginda preklinik asamada in

vivo galismalar dncesinde uygulanan yaklasim;
e Etkinlik agisindan hedef belirleme,
e Hedefin dlgulmesi igin bir yéntem belirleme,

e Cok sayidaki etkin madde adayinin etkinliklerini belirlerken maliyeti
disirmek ve zaman kazanmak amaciyla bilgisayar tabanlhi molekiler
modelleme ¢alismalari ile 6ngorisel (predictive) etkinlik ve/veya toksisite

verisi elde etme,

e Bu elemeden gegen maddelerin segilen hedeflerdeki biyolojik etkilerini

orta/hizli tarama teknikleri ile arastirma,
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e Tum bu galismalardan elde edilen yapi-aktivite verileri ile birlikte etkin ve
toksik olmayan “6ncii” etkin madde adayini belirlemek tizere in vivo testlere

gecmek yonindedir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda da s6z konusu in vitro preklinik ilag kesif

basamaklarinin her birine 6érnek olusturacak ¢alismalarin yapilmasi hedeflenmistir.

Tez galismasi kapsaminda indol tlirevi melatonin analoglari igin hormon iliskili meme

kanserlerindeki olasi terapotik hedefler olarak;

1. Melatoninin ER modulator etkinliginin bildirilmesi nedeniyle &strojen

reseptorii,

2. Melatoninin aromataz inhibitéri etkisinin bildirilmesi nedeniyle aromataz

enzimi,

3. Melatoninin CYP1B1 inhibitor etkisinin bildirilmesi nedeniyle CYP1B1 enzimi

secilmigtir.

Bu hedefler lizerinde 1-etilindol (KD), 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon (N1 ve NO)
ve 2-metilindol (M) yapisinda toplam 40 indol tiirevi melatonin analogunun etkileri

arastinlmistir.

Bilesiklerin belirlenen ilk terapotik hedef olan ER Uzerine etkileri E-Screen
yontemiyle arastinlmigtir. E-screen yontemi gevresel kirleticilerin olasi 6strojenik
etkilerini belirlemek amaciyla 1995 yilinda Soto ve ark. tarafindan gelistirilen in vitro
hicre temelli bir proliferasyon testidir (Soto ve ark., 1995). Yontem hayatta
kalabilmek ve prolifere olabilmek igin dstrojene bagiml olan insan meme kanseri
hicreleri olan MCF-7 hicrelerinin hormon icermeyen ortamda test edilen bilesik
varliginda proliferasyonlarinin izlenmesi esasina dayanmaktadir. Hicreler prolifere
oldugu durumda test edilen maddenin Ostrojenik etkili oldugu ve bu etkisini
Ostrojen reseptoru agonisti etki mekanizmasi ile gosterdigi soylenebilmektedir.
Rasmussen ve arkadaglari tarafindan 96 kuyucuklu plakaya adapte edilmis olan
yontem (Rasmussen ve Nielsen, 2002) ¢ok sayida kimyasal bilesigin dstrojenik etki
potansiyelini hizli bir sekilde 6lgmeye olanak saglamistir ve bu yontem kullanilarak
¢ok sayida cevresel ve dogal kaynakh bilesigin Ostrojenik etki potansiyelleri

belirlenmistir (DeCastro, Korrick, Spengler ve Soto, 2006; Flor, He, Lehmler ve
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Ludewig, 2016; Real ve ark., 2015; Resende, de Oliveira, de Camargo, Vilegas, ve
Varanda, 2013; Tatay, Espin, Garcia-Fernandez ve Ruiz, 2018). Tez kapsaminda
kullanilan bilesiklerin 6ncelikle hedefledigimiz hormon bagimh meme kanseri
tedavisinde advers/istenmeyen etki olarak gorilebilecek 6strojenik etki
potansiyelleri arastirilmis ve test edilen bilesiklerin higbirinin 6strojenik etkili
olmadigi gbsterilmistir. Bu yonu ile maddelerin 6strojen-bagimli (ER+) meme kanseri
hicrelerinin proliferasyonuna neden olmak seklinde bir advers etki potansiyelleri

bulunmadigi belirlenmistir (Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16).

Takiben, E-Screen ydntemini bulan Soto ve arkadaslarinin belirttigi (Soto ve ark.,
2006; Soto, Sonnenschein, Prechtl, Weill ve Olea, 1999) modifikasyonlar yapilarak,
iki basamakh bir yaklasimla, maddelerin Gstrojen reseptdr antagonisti etkinligi
arastinlmistir. ilk basamakta hiicreler 6stradioliin hiicre proliferasyonunu artiran
konsantrasyonu ve antagonist etkisi arastirilan bilesigin artan konsantrasyonlariyla
muamele edilmistir. Bu basamakta 6stradiol ile indiklenen hiicre proliferasyonunu
inhibe eden bilesiklerle, ER antagonisti olma potansiyellerinin belirlenmesi igin ikinci
basamaga gegcilmistir. Zira maddeler bu etkilerini reseptér antagonisti etki
aracihgiyla gosterebilecekleri gibi sitotoksik etkileriyle de hiicre proliferasyonunu
inhibe etmis olabilirler; bunun test edilmesi icin ikinci basamak uygulanmistir. Bu
basamakta hiicreler bilesigin hiicre proliferasyonunu belirgin derecede azaltan en
disiik konsantrasyonu ve Ostradioliin artan konsantrasyonlari ile muamele
edilmistir. Maddenin neden oldugu proliferasyondaki azalma, etkinin reseptoér
aracithkli  olmasi durumunda o6stradioliin  artan konsantrasyonuyla tersine
cevrilmistir. Ostradioliin artan konsantrasyonlari ile hiicre proliferasyonunda artis
gorilememesi ise maddenin sitotoksik etkili oldugunu goéstermistir. Calismada test
edilen bilesikler arasindan NO/14 maddesinin sitotoksik oldugu, bunun disinda ilk
basamakta proliferasyonu 6nleyen 9 maddenin farkli oranlarda antagonist etkili
olduklari gorilmastir (Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24). KD4 ve M6 maddelerinin
sirastyla 0,5.10%® M ve 0,9.10° M ICso degerleri ile calismadaki en potent ER
antagonisti bilesikler oldugu belirlenmistir (Sekil 4.22 ve Sekil 4.24). Melatoninin
ortamda 1.10° M &stradiol varhiginda MCF-7 BUS hiicre proliferasyonunu inhibe

etmedigi belirlenmistir (Sekil 4.21). Literatliirde de melatoninin antiéstrojenik
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etkisini direkt olarak ER’ye baglanarak degil hiicre membraninda bulunan MT1 ve
MT2 reseptorlerine baglanarak gosterdigi bildirilmistir. Melatonin MT1 ve MT2
reseptorlerine baglanarak ERa ekspresyonunu azaltmakta ve Ostradiol-ER
kompleksinin DNA {zerinde bulunan 6strojen yanit elementine (ERE) baglanmasini
inhibe etmektedir (T. M. Molis ve ark., 1994; Rato ve ark., 1999; Yuan ve ark., 2002).
Bu tez galismasi kapsaminda bilesiklerin MT1 ve MT2 reseptdrlerine olan afinitesi ve
bu yol ile ER a ekspresyonu lzerindeki olasi etkileri aragtirlmamistir. Ayrica MCF-7
hicreleri bu etkiyi géozlememize olanak verecek diizeylerde MT1 ve MT2 reseptori
eskprese etmemekte, benzeri galismalar s6z konusu reseptorler ile transfekte
edilmis MCF-7 hucreleri kullanilarak yapilmaktadir (Yuan ve ark., 2002). Benzeri
model kullanilarak maddelerin bu yolak tGzerindeki etkilerinin de arastiriimasi, etki
mekanizmalarinin  tam olarak aydinlatilmasi agisindan gelecekte yapmayi

planladigimiz calismalar arasinda yer almaktadir.

Menopoz sonrasi kadinlarda hormon bagimli meme kanseri insidansinin yiiksek
olmasi gonad disinda sentezlenen hormonlarin meme kanserinde 6nemli rol
oynadigini disindirmis ve periferal dokularda aromataz enziminin androjenlerin
Ostrojenlere dontsimini katalizledigi gosterilmistir (I. H. Russo ve Russo, 1998).
Meme kanserli dokularda aromataz enzim aktivitesinin saglkli meme dokusuna gore
daha yuksek oldugu gosterilmistir (S. Bulun, Zeitoun, Sasano ve Simpson, 1999; E.
Simpson ve ark., 1999). Aromataz enzimi araciligl ile lokal olarak sentezlenen
Ostrojen, hormon-bagimli kanser hiicrelerinin proliferasyonunu artiracagi igin
androjenlerin 6strojenlere doénisimiinde yer alan enzimleri inhibe eden ilaglarin
gelistiriimesi tedavi yaklasiminda énem kazanmistir (Barker, 2003). Ayrica meme
kanserlerinin tedavisinde kullanilan SERM ilaglarin meme dokusunda ER antagonist
etkileri ile kanser hicrelerinin proliferasyonunu 6nlemesinin  yani sira
endometriyum gibi farkli dokularda ER agonist etkileri sonucu ciddi advers etkilere
neden olmalar tedavide 6strojen sentezinin énlenmesinin daha az yan etkili bir
yaklasim olacagini diisindirmistir (Berry, 2005). Meme kanserinin dnlenmesi ve
tedavisinde klinikte basarili olan aromataz inhibitorleri (anastrazol, letrozol,
eksemestan) bulunmaktadir (Brueggemeier ve ark., 2005; Ghosh, Lo ve Egbuta,

2016). Fakat bu ilaglarla tedavide bas agrisi, uykusuzluk, bulanti, artralji gibi ¢ok
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sayida yan etki goriilmektedir (Dizdar ve ark., 2009; Ghosh ve ark., 2016; Tomao ve
ark., 2011) ve ayrica tedaviye direng gelisebilmektedir (Jansen ve ark., 2013). Bu
nedenlerle bu ilaglara alternatif olabilecek, yan etkisi disik yeni aromataz

inhibitorlerinin arayisi devam etmektedir (Prior ve ark., 2017).

Melatoninin in vitro ve in vivo modellerde aromataz aktivitesini ve ekspresyonunu
inhibe ettigi bilgisinden hareketle (Samuel Cos, Gonzalez, Gliezmes ve ark., 2006;
Samuel Cos ve ark., 2005), sentezlenen melatonin tiirevlerinin aromataz inhibitor
etkinliklerinin arastirilmasi planlanmistir. 1-etilindol (KD) ve 5-metoksiindol-3-
aldehit hidrazon (NO) yapisindaki toplam 35 yeni melatonin analogu bilesigin
aromataz inhibitor etkinlikleri insan rekombinant aromataz enzimi ve floresans bir
substratin kullanildigi in vitro bir ydntemle arastiriimistir. Bu yéntem daha énce hem
grubumuz hem de baska arastirmacilar tarafindan aromataz inhibitorlerinin
belirlenmesinde kullaniimis bir yontemdir (Bonfield ve ark., 2012; Ozcan-Sezer ve
ark., 2018). Oncelikle yéntemin basarisi arastirilmis, aromataz inhibitérii oldugu
bilinen ketokonazoliin farkli konsantrasyonlari ile enzim inhibisyon grafigi elde
edilerek 1Cso degeri 2,3.10%® M olarak hesaplanmistir (Sekil 4.3). Bu degerin
literatiirde bildirilen 2.10° M degerine benzer bulunmasi ve yéntemin tekrarlanabilir
oldugunun gosterilmesi Uzerine bilesiklerin 100 uM konsantrasyonda aromataz
enzimi Uzerine inhibitér etkinliklerinin taranmasi ¢alismasina gegilmistir. Hem 1-
etilindol grubu bilesikler hem de 5-metoksiindol 3-aldehit hidrazon grubu
bilesiklerin degisen oranlarda aromataz enzimini inhibe ettigi gérilmus, gruplarda
yer alan maddeler genel olarak kiyaslandiginda 5-metoksiindol 3-aldehit hidrazon
grubunun 100 uM konsantrasyonda daha gii¢ll inhibisyon yaptigi goriilmastir (Sekil
4.25 ve Sekil 4.26). Bu bulgu indol halkasinda 5- konumunda metoksi grubu

bulunmasinin inhibitor aktiviteyi artiracagi seklinde yorumlanabilir.

Tek konsantrasyonda aromataz inhibitdr etkinligi yliksek bulunan bilesiklerin
etkinlikleri 8 farkli konsantrasyonda arastirilmis ve ICso degerleri hesaplanmigtir
(Sekil 4.29). Maliyeti disirmek amaciyla ilag kesif ve gelistirme ¢alismalarinda
yararlanilan ongorisel yaklagimlardan tez ¢alismamizda da yararlaniimis ve doz-

yanit etkisi arastirilacak bilesiklerin segciminde molekiler modelleme sonuglar da
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goz oOniline alinarak sentezlenen 35 maddeden 10 tanesi ile aromataz inhibitor

etkinlik arastirma ¢alismalarina devam edilmistir.

Tek konsantrasyonda yapilan tarama ¢alismalarinda 1-etilindol bilesiklerinin indol
halkasina bagl fenil grubunda halojen substitisyonunun aktiviteyi azalttig
gorilmus, fenil grubunda slibstitlisyon bulunmayan 3-{([2-(4-
Klorofenil)hidraziniliden]metil } -1-etil- 1 H-indol (KD20) bilesiginin inhibitor etkisi en
glclu  bilesik oldugu gozlenmistir. Enzim inhibisyonunun doza bagimliliginin
arastirildig ileri calismalarda da 8,9.107 M 1Cso degeriyle KD20'nin en potent bilesik
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.29). KD20 bilesiginin ICso degeri birinci kusak aromataz
inhibitéri aminoglutetimite (6.107 M) (Wouters ve ark., 1988) yakin bulunurken, 3.
kusak aromataz inhibitéri olan letrozoliin 4.10° M’lik 1Cso (Di Matteo ve ark., 2016)
degeriyle karsilastirildiginda inhibitér etkinliginin disik oldugu gorGimustir.
Bununla birlikte test edilen maddelerin ana bilesigi olan melatoninin farmakolojik
dozlarinda aromataz inhibitér etkinligi de arastinlmis ve ICso degeri 1,1.10% M
bulunmustur (Sekil 4.28). Dolayisi ile melatoninde yapilan kimyasal modifikasyonlar
sonucu sentezlenen yeni indol tirevlerinin melatoninin aromataz inhibitor etkisini

artirdigi gértlmustar.

Aromataz inhibitdr etkinlik agisindan yapi-aktivite iligkisine bakildiginda hem 1-
etilindol (KD) hem de 5-metoksiindol 3-aldehit hidrazon (NO) bilesiklerinde fenil
halkasindaki halojen substitiisyonu para konumunda bulunurken aktivitenin yiiksek
oldugu, orto konumunda bulundugunda ise aktivitenin belirgin derecede azaldig
belirlenmistir. 1-etilindol grubu bilegiklerde fenil halkasinda ClI atomu para
pozisyonunda bulundugunda (KD1) ICso degeri 2,4.10%® M iken, Cl atomu orto
pozisyonunda bulundugunda (KD6) ICso degeri 2,1.10° M olarak hesaplanmis ve
aktivitede 10 kathk bir azalma oldugu saptanmistir. Benzer sekilde 5-metoksiindol-3-
aldehit hidrazon grubu bilesiklerde de fenil halkasinda Cl atomu para pozisyonunda
bulundugunda (NO/1) ICso degeri 1,34.10® M iken Cl atomu orto pozisyonunda
bulundugunda (NO/4) ICso degeri 4,1.10° M olarak hesaplanmistir (Sekil 4.29). Orto
pozisyonunda halojen sustitlisyonunun sterik uyusmazhga neden oldugu grubumuz

tarafindan daha 6nce yapilan bir ¢alismada da gosterilmistir (Ozcan-Sezer ve ark.,
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2018). Bu tez galismasi verileri de belirlemis oldugumuz bu yapi-etki iliskisini

desteklemektedir.

Aromataz inhibitor aktivitesi yuksek bulunan KD1 ve KD20 bilesiklerinin inhibitor
etkinlikleri hiicre temelli in vitro bir yéntem kullanilarak da arastiriimistir. Aromataz
aktivitesinin dolayli olarak 6lgiimine olanak saglayan bu ydntemde aromataz
enzimini eksprese ettigi bilinen ve ¢ogalmalari igin Ostrojene bagimli, ER+ insan
meme kanser hiicreleri olan MCF-7 BUS hiicreleri kullanilmistir (Zhou ve ark., 1993).
Yonteme gore hiicreler hormon igermeyen ortamda testosteron ile inkiibe edilmis
ve testosteronun aromataz enzimi araciligiyla 6strojenlere dontismesi sonucu hiicre
proliferasyonu belirlenmistir (Samuel Cos ve ark., 2005). Takiben ortama eklenen
bilesiklerin aromataz inhibitorii olmalari durumunda ortamda yeterli Gstrojen
olusmayacagindan bu etki hiicrelerin proliferasyonundaki azalma degerlendirilerek

belirlenmistir.

KD1 ve KD20 bilesiklerinin sz konusu modelde 5.10® -1.10° M konsantrasyon
araliginda aromataz aktivitesi Gzerine dolayl etkileri arastirilmigtir. Dolayli aktivite
6lcim yénteminde KD1 ve KD20 bilesiklerinin ICso degerleri sirasiyla 6,7.10° M ve
7.107 M iken dogrudan aktivite 6lgiim yénteminde sirasiyla 2,4.10°M ve 8,9.107 M
olarak hesaplanmistir (Sekil 4.29 ve Sekil 4.30). Maddeler her iki yontemde de doza
bagimli olarak aromataz enzimini inhibe etmis ve boylece hiicre icermeyen bir
yontemle etkin maddelerin belirlenmesi, hiicre temelli in vitro bir yontemle daha
desteklenmistir. iki ydntemde birbirine yakin fakat farkli ICso degerleri gériilmesi de
hiicre igeren yontemde hiicre membranlarini gegerek hiicre igine girme, hedefe

ulasma ve metabolizma gibi farkliliklarin olmasi ile agiklanabilir.

Tez galismasinda Uglincl terapoétik hedef olarak segilen CYP1B1 enzimi, DMBA’'nin
da aralarinda vyer aldig bircok ksenobiyotigin organizmada genotoksik
metabolitlerine biyotrasformasyonundan sorumludur. Ayrica endojen Ostrojenler
CYP1B1 enzimi ile reaktif 4-OH katekol ve takiben kinon metabolitlerine
donliismekte ve bu metabolitlerin DNA bazlariyla katim Grlnd olusturmasi sonucu
kimyasal karsinojenezin ilk basamagini olusturan genotoksik etki meydana
gelmektedir. Bu nedenle de menopoz 6ncesi donemde PAH’lara maruziyetin yliksek

oldugu ortamlarda galisan kadinlarin CYP1B1 enzimi ile gergeklesen genotoksik
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etkiler agisindan daha yulksek risk altinda olduklari iddia edilmektedir (Badal ve
Delgoda, 2013). Kimyasal karsinojenezin baslatma evresinde rol aldigi bilinen
endojen 6strojen de dahil gok sayida prokarsinojenin nihai karsinojene déniismesini
katalize eden CYP1B1 enzimini (Liehr, Fang, Sirbasku ve Ari-Ulubelen, 1986; Murray
ve ark., 1997) inhibe eden bilesiklerin gelistiriimesinin kemopreventif olabilecegi

disanilmektedir (Chun ve Kim, 2003).

Oncelikle sentezlenen melatonin analoglarinin tek konsantrasyonda sican karaciger
mikrozomlarinda genel CYP1 inhibitor etkileri arastirilarak olasi “hit” bilesikler
belirlenmeye ¢alisilmistir. Tek doz tarama calismalarinda bilesiklerin blyik bir
kisminin mikrozomal CYP1 enzimlerini inhibe ettigi gortlmus, gruplar birbiriyle
karsilastirildiginda 2-metilindol grubunun (M23 bilesigi harig) inhibitor etkinligi en
yuksek grup oldugu bulunmustur (Sekil 4.31, Sekil 4.32, Sekil 4.33). 1-etilindol
grubunda indol halkasina bagl fenil grubunda dimetil stbstitisyonunun (KD17 ve
KD18) CYP1 inhibitor etkiyi azalttigi bulunmustur (Sekil 4.31). Hem 5-metoksiindol-
3-aldehit hidrazon grubu (NO) hem de 2-metilindol (M) grubu bilesiklerde fenil
grubu yerine baska grup veya halkalarin baglanmasinin (NO/16, NO/17, NO/18 ve
M23) CYP1 inhibitor etkinligi azalttigi bulunmustur. Etkili gériinen bilesik sayisinin
fazla olmasi nedeniyle hem tek konsantrasyon tarama galismasinda inhibitor etkili
gorinen hem de molekiler modelleme ¢alismalarinda inhibitér etkili olacagi
ongorulen bilesikler segilerek farkli konsantrasyonlarda mikrozomal CYP1 inhibitor
etkileri 8 farkli konsantrasyonda arastiriimis ve 1Cso degerleri elde edilmistir.
Mikrozomlarda CYP1 inhibitér etkisi en potent bilesik 3,8.107 M ICso degerine sahip
KD20 bilesigi olarak bulunmus, test edilen diger bilesikler de uM diizeylerde ICso
degeriyle CYP1 enzimlerini inhibe etmistir (Sekil 4.35, Sekil 4.36, Sekil 4.37).

Mikrozomlarda yapilan tarama ve ICso belirleme galismasi sonucunda 1Cso degeri
3,0.10° M ve altinda olan 9 maddenin (KD1, KD4, KD20, N1/9B, NO/3, NO/4, NO/13,
M3 ve M6) rekombinant saf CYP1B1 izozimi Uzerine olasi inhibitér etkileri
arastirilmistir. CYP1B1 inhibitdr etkinligi agisindan en potent bilesigin 8,5.10° M ICso
degerine sahip KD4 bilesigi oldugu bulunmustur (Sekil 4.39). Cok sayida bitkide
bulunan ve kemopreventif bilesik adayl olarak ©nerilen (Jang ve ark., 1997)

resveratroliin CYP1B1 enzimini 1,4.10° M 1Cso degeriyle inhibe ettigi (Chang ve ark.,
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2010), bu molekiilden hareketle sentezlenen analoglar arasinda ise en potent
bilesigin 6.10° M ICso degerine sahip oldugu bildirilmistir (Kim ve ark., 2002). CYP1
enzimlerinin potent inhibitéri olan a-naftoflavonun ise insan rekombinant CYP1B1
enzimini 5.10° M ICso degeri ile inhibe ettigi rapor edilmistir (Shimada ve ark.,
1998). CYP1B1 inhibitor etkilerini arastirdigimiz melatonin analoglarn arasinda en
potent bilesik olan KD4’tn (ICso : 8,5.10° M) resveratrolden daha giclu inhibitér
etkisi oldugu, resveratrol analoglari ve a-naftoflavon ile kiyaslandiginda ise CYP1B1
bu bilesiklere yakin etkiye sahip oldugu goérilmustir. Ancak KD4 ve etkili
buldugumuz diger bilesiklerin inhibitdér etkilerinin CYP1B1l’e spesifik olup
olmadiginin da arastirilmasi gerekmektedir. Mikrozomlarda 3,8.107 M ICso degeriyle
CYP1 inhibitor etkisi en potent bilesik KD20 iken bu bilesik rekombinant CYP1B1
enzimini inhibe etmede diger bilesikler kadar etkili olamamistir. Mikrozomlarda
diger CYP1 izozimlerinin de bulunmasi ve yontemde kullanilan etoksirezorufinin

CYP1A1 ve CYP1A2 enzimlerinin de substrati olmasi bu farklihgin sebebi olabilir.

CYP1B1 enzim ekspresyonunun birgok kanserli dokuda saglikli ¢evre dokuya oranla
daha yilksek oldugu bildirilmis (Murray ve ark., 1997) ve bu ylksek dizeylerin
CYP1B1 ile inaktif metabolitlerine donlisen dosetaksel gibi kemoterapotik ilaglara
karsi direng gelismesinde rol aldigi belirtilmistir (McFadyen ve ark., 2001). Bu
mekanizma nedeniyle, CYP1B1 inhibitori oldugu tespit edilen bilesiklerin
kemoterapotik ilaglarla birlikte kullanildiklarinda tedavi etkinligini artirabilecegi de

distnulmektedir.

Kemoterapotik ilaglarla karsilagilan problemlerden biri de terapdtik ajanlarin toksik
etkisinin timorlt dokuya spesifik olmayisi ve saglikh hiicrelerde de sitotoksisiteye
neden olmasidir. Bu nedenle tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin oncelikle
saglikli insan meme epitel hiicresi olan MCF-10A hiicre hattinda sitotoksik etkileri
arastinlmigtir. Ardindan maddelerin hedefledigimiz hormon-bagimli, ER+ insan
meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7 BUS) sitotoksik etkileri arastiriimigtir. Son olarak
da hormon reseptori eksprese etmeyen Uglli negatif meme kanseri hiicre hattinda
(MDA-MB-231) sitotoksisiteleri degerlendirilerek olasi sitotoksik etkilerinin tez
kapsaminda kullandigimiz terapétik hedefler (zerinden (hormon-iliskili) mi

gercgeklestigi, bu etkide farkli mekanizmalarin da rol alip almadigl aydinlatiimaya
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calislmistir.  Oncelikle maddelerin tek konsantrasyonda sitotoksik etkileri
mitokondriyal enzim aktivitesi Gzerinden hicre canliiginin belirlendigi MTT testi ile
24 ve 72 saatlik inkibasyonlarla arastinilmistir. NO/20 haricinde maddelerin
higbirinin 24 saat inkiibasyon sonucunda saglikli meme hiicrelerinde sitotoksik etkisi
olmadigl gorulmustir (Sekil 4.42, Sekil 4.45, Sekil 4.48). Yapi aktivite agisindan
degerlendirildiginde NO/20 molekllinin neden oldugu erken sitotoksik etkinin
grubundaki diger turevlerden yapica ¢ok daha buyik olmasi ile iliskili olabilecegi
diistinilmistir. inkiibasyon siiresi 72 saate cikarildiginda NO/20’nin yani sira KD3,
NO/1 ve NO/10’unda MCF-10A hucrelerinde sitotoksisiteye neden olduklari
gorilmis ve bu sekilde advers etkilerinin olmasi bu ajanlarin kemopreventif ajan
olarak onerilemeyecegine, tedavi amaci ile 6nerilme durumunda da yarar/zarar
oraninin goéz ontinde bulundurulmasinin gerekliligine dikkat ¢ekmistir. MTT testi ile
sitotoksisitesi olmadigi bulunan bilesiklerin sitotoksik potansiyelleri farkl
mekanizmalar aracilikh 2 yontem daha kullanilarak arastirilmigtir. Bunlardan ilki
hicre canliiginin  protein dlzeyleri Uzerinden O&lglilmesine olanak veren
sulforodamin B deneyi, digeri ise membran hasari gostergesi olarak hiicre digina
sizan LDH aktivitesinin belirlenmesi yontemleridir. MTT testi ile saghkli meme
hicrelerinde sitotoksik etkisi olmadigl gorilen maddelerin benzer etkisi her iki
yontemle de dogrulanmistir (Sekil 4.51, Sekil 4.54). Takiben maddelerin meme
kanseri hucrelerindeki sitotoksik etkileri MTT testi ile 24 ve 72 saatlik
inkiibasyonlarla arastirilmistir. MCF-7 BUS hcrelerinde 1-etilindol grubunda yer
alan ¢ogu bilesik zamana bagl olarak artan sitotoksik etkiye neden olurken, KD1 ve
KD3’lin her iki inklibasyon slresinde de glicli olarak sitotoksisiteye neden oldugu,
KD13'lUn ise sadece 72 saatlik inkiibasyonda gligli sitotoksik etkili oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.43). 5-metoksiindol 3-aldehit hidrazon bilesikleri (NO) 24 saatlik
inkibasyon sonucu hticre canhligini % 70’in altina diislirmezken 72 saat inkiibasyon
sonucunda maddelerin hepsi istatistiksel olarak anlamli sitotoksik etkiye neden

olmustur (Sekil 4.46).

KD3 bilesiginin l¢ hiicre tipinde de glcli sitotoksik etkili bulunmasi etkinin
gerceklesmesinde reseptérden bagimsiz  mekanizmalarin  da  rol aldigini

disundirmistir. MCF-10A’daki sitotoksik etki sadece tek doz tarama galismasiyla
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gosterilmis oldugundan ileride bu bilesigin sagliklhh meme hicresinde farkli
konsantrasyonlardaki  sitotoksik  etkilerinin  arastirlmasi  gerekmektedir.
Arastirdigimiz yolaklarda etkin goriinen bilesiklerin tamami MCF-7 BUS hiicrelerinde
sitotoksik etkili bulunmustur. Bu bilesiklerin saglikh hiicrede sitotoksisiteye neden
olmazken kanserli hiicrede sitotoksik olmalari ilag adayi olabilecekleri diiglincesini
glclendiren bir bulgudur. Etkin bilesiklerin toksik etkisine katkida bulunan
mekanizmalari aydinlatabilmek amaciyla bilesiklerin hiicrelerle 4 saat inkiibasyonu
sonucu membran disina sizan LDH aktivitesi ©6lglilmus, bilesiklere kisa streli

maruziyet sonucu membran hasari olusmadigi gosterilmistir.

1-etilindol ve 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon grubu bilesiklerde fenil halkasinda
Cl (KD1, NO/1) ve Br (KD3, NO/14) atomlarinin para konumunda bulunmasinin F
atomu bulunmasina kiyasla kanser hiicrelerinde gorilen sitotoksik etkiyi artirdigi, Cl
ve Br karsilastirildiginda ise Br atomu tasiyan molekillerin Cl atomu tasiyanlara gore

daha potent sitotoksik etkili olduklari gérilmustdr.

Analog bilesiklerden bazilarinin (KD1, KD20, NO/4, NO/8, N0O/14 ) MCF-7 BUS
hicrelerindeki sitotoksik etkilerinin MDA-MB-231 hiicre hattina kiyasla daha gicli
bulunmasi sitotoksik etkilerinin hormon-iligkili olabilecegini, bazilarinin ise hem ER+
hem de ER- olan iki hiicre hattinda da sitotoksik etki gdstermesi ise sitotoksik
etkilerinin test edilen hedeflerin disinda mekanizmalarla ortaya c¢iktigini
distndlirmustir (Sekil 4.57, Sekil 4.58). MTT yontemiyle elde edilen ICso degerleri
10° M’in altinda olan bilesiklerin uzun sureli sitotoksik etkileri koloni olusum
yontemiyle arastirilmistir. KD1, KD3, N1/9B, NO/4, M3, M6 bilesiklerinin kanser
hicreleriyle 15 gilin inkibasyon sonucu koloni olusumu {zerine etkileri
arastinldiginda bilesiklerin MCF-7 BUS hiicrelerinde koloni olusumunu tamamen
engelledigi, MDA-MB-231 hiicrelerinde ise kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
inhibe ettigi bulunmustur (Sekil 4.59). Bu verilerden hareketle, ileri arastirmalarla
advers etkilerinin olmadiginin da gosterilmesi sonrasinda, maddelerimizin uzun
sureli olarak kemopreventif ve/veya tedaviyi destekleyici adjuvan ajanlar olarak
kullanilmasinda yulksek basari elde edilebilecegi duslinilmektedir. Bunun Otesinde,

halihazirda tedavi protokolleri henliz tam olarak olusmamis Gcli negatif meme
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kanserlerinin tedavisi ve risk faktorleri yliksek olan kadinlarda énlenmesi igin umut

vaad eden etkin madde adaylari olabilecekleri de distunulmustir.

Lissoni ve arkadaslari tarafindan 1990l yillarin basinda yuratilen klinik ¢alismalar
kanserli hastalarda melatonin kullaniminin tedavide yarar sagladigina dair kanitlar
sunmaktadir (Lissoni ve ark., 1991, 1994, 1995). Tamoksifene yanit vermeyen
metastatik meme kanserli 14 kadinda yapilan pilot bir calismada tedaviye melatonin
eklenmesinin timoér bluyukliginde azalmaya neden oldugu goésterilmistir. Farkli
kanser tlrlerinde metastatik hastalarin sag kalim siiresini uzattigl, kemoterapiye

bagl yan etkilerin siddeti ve sikhginin azaldigi belirtilmistir (Panzer ve Viljoen, 1997).

Melatoninin aromataz inhibitori ilaglarla birlikte kullanildiginda bu ilaglarla
indiklenen osteoporozu azalttigl, ilaglarin aromataz inhibitor etkinligini arttirdigi ve
kendi aromataz inhibitoru etkisiyle tedaviye katki sagladigi bildirilmistir (Sanchez-
Barcelo, Mediavilla, Alonso-Gonzalez ve Reiter, 2012). Tamoksifen ve raloksifen gibi
SERM bilesikleri ile birlikte kullanildiginda onlarin antidstrojenik etkilerini artirdigi
bulunmustur (S Cos ve ark., 2008). Ayrica melatoninin antioksidan etkileriyle
radyoterapiden kaynaklanan yan etkilerin azaltarak tedavide daha yliksek dozlara
¢ikilmasina ve boylece etkinligin artirlmasina katkida bulundugu bildirilmistir
(Shirazi, Mihandoost, Mohseni, Ghazi-Khansari ve Rabie Mahdavi, 2013). Dolayisi ile
bu tez calismasi verilerine gore, Ostrojen reseptdér modilatori, 6strojen enzim
modulatorti, CYP1B1 inhibitorii ve kanser hicreleri Gzerindeki sitotoksik etkileri
bakimindan melatoninden daha potent oldugu belirlenen bazi indol tlrevlerinin,
melatoninin tedavide kullanimda olan ajanlarin yaninda, destekleyici olarak
kullanildiginda elde edilen tedavi basarisini daha da artiracaklari yéniinde olumlu

gorisler olusturulmustur.

Antiostrojenik bilesiklerin meme kanseri riski yiksek kadinlarda kemopreventif
olarak kullanimi s6z konusudur ve bu konuda vyapilan klinik g¢aligmalar
bulunmaktadir (Mallick, Benson ve Julka, 2016). SERM’lerden tamoksifen ve
raloksifen ile aromataz inhibitéri anastrazol ve eksemestanin kemopreventif olarak
kullanimlari ile meme kanseri riskini azalttigl kanitlanmistir (Coopey ve ark., 2012;
Cuzick ve ark., 2014; Fisher ve ark., 1998). Ancak hem selektif Gstrojen reseptor

moddulatorlerinin hem de aromataz inhibitorlerinin yan etkileri tedavi basarisinin
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azalmasina yol agmaktadir (Roche, Tang, Coopey ve Hughes, 2018). Bu nedenle bu
tez kapsaminda test edilen melatonin analoglarinin, advers/toksik etkileri olmamasi

durumunda, kemopreventif etki potansiyellerinin de olabilecegi dusiiniilmektedir.

Tez galismasi kapsaminda hormon-iliskili antikanser etkinlikleri arastirilan 1-etilindol
(KD), 5-metoksiindol-3-aldehit hidrazon (NO) ve 2-metilindol (M) grubu bilesiklerin
antioksidan etkileri grubumuz tarafindan daha 6nce yapilan galismalarda arastiriimis
ve bu bilesiklerden bazilarinin gligli radikal stplrici ve/veya hidrojen peroksitle
indiklenen oksidasyonu indirgeyici etkilerinin oldugu bulunmustur. Oksidatif stresin
fizyolojik bir olay olan yaslanma ile diyabet, romatoid artrit ve kanser gibi ¢ok farkli
hastaliklarin etiyolojisinde roli oldugu bildirilmektedir. Bu tez galismasinin konusu
olan kimyasal karsinojenezin de tim evrelerinde oksidatif stresin rol aldig
gosterilmistir (James E. Klaunig, Wang, Pu ve Zhou, 2011). Ostradiol ile indiiklenen
meme kanserinde de Ostradiolin metabolizmasi sirasinda olusan reaktif
metabolitler tarafindan indiklenen oksidatif hasarin roli oldugu bildirilmistir (E
Cavalieri, Frenkel, Liehr, Rogan ve Roy, 2000). Bu nedenle bu tez kapsaminda test
edilen bilegiklerin antioksidan etki potansiyelleri nedeniyle de kanserin yani sira
diger oksidatif stres-iligkili hastaliklarda da destekleyici tedavi ajani olarak
Onerilebilecegi  dustnilmektedir. Ancak bu bilesiklerin  tez kapsaminda
gozlemledigimiz etkileri nedeniyle, antioksidan etkileri bakimindan diyabet,
romatoid artrit gibi hastaliklarda ilag olarak 6nerilmesi durumunda endokrin sistem

uzerinde advers etki potansiyellerinin olabilecegi g6z 6niinde bulundurulmalidir.
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6 SONUC VE ONERILER

GUnlmizde hormon bagiml (ER+) meme kanserlerinin tedavi protokolleri ve
tedavide kullanilan ajanlar oldukga basarilidir. Bununla birlikte ana terapoétik hedefe
yonelik ajanlar olan ER antagonist ve aromataz inhibitéri ajanlara karsi direng
gelismesi ve yan etkilerin gorilmesi tedavide baslica sorunlar arasinda vyer
almaktadir. Bu durumlar arastirmacilari alternatif, daha etkin ve daha az advers

etkiye sahip etkin madde arayisina yoneltmektedir.

Bu tez galismasinda, melatoninin meme kanserinde bilinen 6nleyici ve destekleyici
tedavi etkilerinden hareketle bazi indol tirevi melatonin analoglarinin segilen
hedeflerdeki etkileri arastinimistir. Hormon iliskili meme kanserlerinde segilen
terapotik hedeflerde etkili bulunan ve saglikl meme hicresinde sitotoksik etkileri
olmayan bilesiklerin hormon iliskili meme kanserlerinin tedavisinde mevcut
rejimlere alternatif olmasa da adjuvan olarak kullanilabilecek ilag adayi bilesikler
olabilecegi dustinilmektedir. Tamoksifene direngli olgularda melatoninin tedaviye
yaniti artirmasi ve diger tedavi ajanlarinin aksine yan etkisinin bulunmamasi bu

onerimizi desteklemektedir.

Tez g¢alisma slresi ve maddi imkanlar yeni indol turevlerinin farkh dokulardaki
(meme ve endometriyal) Ostrojen reseptorleri Gzerine etkilerini arastirmamiza
yeterli olmamistir. ileri calismalarda meme dokusundaki ER (izerinde antagonist
etkili bulunan tlrevlerin endometriyal ER (izerinde olasi agonist etkileri olup

olmadiginin arastirilmasi planlanmaktadir.

Melatoninin meme kanseri olusumunda koruyucu ve tedavi edici etkileri oldugu
artik bilinmekle birlikte yarilanma omrinin kisa olusu ve oral biyoyararlaniminin
disuk olusu ilag olarak kullanimini kisitlamaktadir. Bu nedenle grubumuz Prof. Sibel
Suizen ve grubu ile isbirligi icinde daha etkin analoglarin arastiriimasi ¢aligmalarini
yurutmektedir. Bu tez ¢alismasinda biyolojk aktivite agisindan melatoninden daha
etkin bilesikler bulunmustur ancak bu tlirevlerin melatoninin tedavide kullanimini
kisitlayan yarilanma 6mri ve biyoyararlanimlari yoniinden melatoninden Ustin
olduklar yéniinde bir arastirma heniiz yapilmamistir. ileri calismalarimizda etkin

madde adayi olabilecegini disindigimz bir/birkag maddenin yarilanma émri ve
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biyoyararlanimi agisindan melatonine ustlinlik saglayip saglamadiklarinin da

arastiriilmasi planlanmaktadir.

Etkinligi yuksek olan indol tlrevi bilegiklerle yapmayi planladigimiz ileri galismalarda,
bilesiklerin mevcut tedavi rejimlerinde yer alan SERM ve SEEM etkili ajanlarla
kombine  kullanildiklarinda  arastirdigimiz ~ yolaklarda ve kanserli  hiicre
proliferasyonundaki etkileri arastirilacaktir. Ayrica tez galismasi sonrasi devam
edecek ¢alismalarda elde edilen verilerden hareketle etken madde adayi bilesiklerin
hicre ortaminda metabolize olup olmadiklari kontrol edilerek varsa metabolitleri

araciligiyla gergeklesen etkileri aydinlatilmaya galisilacaktir.

Test edilen bazi tirevlerin hem ER+ (MCF-7), hem de Ucli negatif (MDA-MB-231)
meme kanseri hicrelerinde sitotoksik etkili bulunmalari sitotoksisitelerinin
temelinde hormon iliskili yolaklar disinda mekanizmalarin da rol aldigini
dislindiirmektedir. Literatirde melatoninin onkostatik etkisinin temelinde
apoptotik yolaklari indikleyici etkisinin olabilecegi bildiriimektedir. Bu veriden
hareketle ileri g¢alismalarimizda indol tirevlerinin olasi apoptoz indikleyici
etkilerinin de arastirilmasi ve sitotoksik etki mekanizmalarinin aydinlatiimasi
planlanmaktadir. Maddelerimizin bazilarinin  MDA-MB-231 hiicrelerinde de
sitotoksik etkili bulunmalari, tedavi igin belirgin terapotik hedefleri olmayan ve bu
nedenle etkin tedavi protokolleri gelistirilememis Ugli negatif meme kanserlerinin
Onlenme ve tedavisi agisindan da umut vaad edici gérinmektedir. Bu amagla bu

yonde de ileri galismalar yapilmasi planlanmaktadir.

Bu tez galismasinda indol tirevlerinin ER antagonist etkisi arastirilmigtir ancak
meme kanseri tedavisinde etkili oldugu bilinen bazi terapdérik ajanlarin ER antagonist
etkilerinin yani sira ER ekspresyonunu baskilamak seklinde daha glgli etki
gosterdikleri de bilinmektedir. Bu mekanizmadan hareketle doktora sonrasi ¢alisma
olarak turevlerin ER ekspresyonu uzerinde olasi baskilayisi etkileri western blot

¢alismalariile arastirilacaktir.
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TESEKKUR

Yeni bir doktora 6grencisinin daha danismanhgini yapmayi disinmedigi halde bana
inanarak, danismanim olmayi kabul eden ve doktora egitimim siiresince yasadigim
her tlrli problemde beni destekleyek, bana yeni ufuklar agmaya galisan, basarih
olmam igin hicbir yardimi esirgemeyen Prof. Dr. Hande GURER ORHAN’a sonsuz
tesekkirlerimi sunarim. Doktora egitimime 6nemli katkilari bulunan Farmasotik
Toksikoloji anabilimdalinin degerli 6gretim Uyeleri Prof. Dr Hilmi ORHAN ve Prof. Dr
Ferzan LERMIOGLU ERCIiYAS’a ¢ok tesekkiir ederim. Tezimde yer alan melatonin
tirevlerinin sentezini gerceklestiren Ankara Universitesi Eczacilik Fakdltesi
Farmasotik Kimya Anabilimdali égretim Ulyesi Prof. Dr. Sibel SUZEN ve grubuna,
molekiiler modelleme calismalarini gerceklestiren Bezmialem Universitesi Eczacilik
Faklltesi Farmakoloji anabilimdali 6gretim Uyesi Dog. Dr. Atilla Akdemir'e

katkilarindan dolayi ¢ok tesekkiir ederim.

Doktora egitimim slrecinde yasadigim her tirlG problemi agmaya yardimc olarak
¢alisma arkadashiginin yani sira dostlugunu da esirgemeyen Eczaci Alev Tascioglu
Aliyev’e, hayatim boyunca manevi desteklerini hi¢ eksik etmeyen aileme ¢ok

tesekkir ederim.

Bu tez c¢ahismasinin bir kismi 1175065 numarali TUBITAK projesi tarafindan

desteklenmistir.
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