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OZET

N-(4-ASETILFENIL)-2-(ARILTIYO)ASETAMIT VE
N'-(3-HIDROKSi-4-METOKSIBENZILIDEN)-2-(4-TOSILPIPERAZIN-1-iL)
ASETOHIDRAZIT TUREVLERININ
PANKREAS KANSERINDE ANTIKANSER ETKILERININ
PARP INHIBITORLER] ILE KARSILASTIRILMASI

Sennur GORGULU

Farmakoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2019
Danisman: Prof. Dr. Miris DIKMEN

Pankreas kanseri, erken evrede teshisi oldukga gii¢ olan ve ancak pankreasin tamamina yayildiginda
semptomlar: ortaya ¢ikan bir kanserdir. Bu sartlarda ¢ok az hasta ameliyatla tedavi sansina sahip olmaktadir.
Bu nedenle pankreas kanserinde yeni tedavi yontemleri ve yeni antikanser maddelerin gelistirilmesi
konusunda galismalar 6nem kazanmustir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, yeni nesil antikanser ilag olarak oral poli(adenozin difosfat [ADP]-riboz)
polimeraz (PARP) inhibit6rii olan olaparib ve rucaparib ile bazi benzer gruplara sahip, N-(4-asetilfenil)-2-
(ariltiyo)asetamit ve N'-(3-hidroksi-4-metoksibenziliden)-2-(4-tosilpiperazin-1-il)asetohidrazit tiirevlerinin
sentezleri gerceklestirilmistir. Elde edilen sentez maddelerinin ve standart PARP inhibitorlerinin, insan
normal pankreas hiicresi ('TERT-HPNE) ve insan pankreas kanser hiicreleri (PANC-1 ve Capan-1) iizerinde
sitotoksik ve apoptotik etkieri in vitro yontemlerle arastirilmis ve karsilastirilmigtir. Sentez maddelerinin
hiicre canlilig1 iizerindeki etkilerini degerlendirmek, aktif madde ve konsantrasyon tespiti yapmak i¢in MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) yontemi, hiicre proliferasyonu iizerine
etkilerinin ve ICso degerlerinin belirlenmesi i¢in de xCELLigence Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi
kullanilmugtir. Akim sitometri cihazi kullanilarak apoptoz, kaspaz-3 aktivasyonu, mitokondriyal membran
potansiyeli Ol¢iimleri ve hiicre dongiisii analizleri yapilmustir. Hiicrelerin  morfolojik goriintiileri
fotograflanmig, ELISA yontemi ile PARP yariklanma diizeyleri belirlenmis ve RT-PCR ile etkili olabilecek
mRNA gen ifadelerine bakilmustir.

Sonug olarak rucaparib en yiiksek etkinligi gostermistir. Buna paralel etki gosteren PARP inhibitorii
aday1 olabilecek gruplar ihtiva eden sentez maddelerinden, 6zellikle LHS-4 ve CS-1’in, pankreas kanser
hiicrelerinde 6nemli antikanser aktivite gosterdigi, normal hiicrelerde toksik etkilerinin daha az oldugu
belirlenmistir. Tlave ¢aligmalar ile bu maddelerin olabilecek PARP inhibitér yapi-etkinliklerinin aydilatiimast
ve mevcut antikanser etkinliklerinin desteklenmesi, kanser tedavisi i¢in yeni aktif maddelerin gelistirilmesine
olanak saglayacaktir.

Anahtar Sozciikler: Olaparib, Rucaparib, PARP inhibitorii, Pankreas kanseri, Antikanser etki.



ABSTRACT

A COMPARISON OF ANTICANCER EFFECTS N-(4-ACETYLPHENYL)-2-
(ARYLTHIO)ACETAMIDE AND
N'-(3-HYDROXY-4-METOXYBENZILIDENE)-2-(4-TOSYLPIPERAZINE-1-YL)
ACETOHYDRAZIDE DERIVATIVES
IN PANCREATIC CANCER WITH PARP INHIBITORS

Sennur GORGULU

Department of Pharmacology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2019
Supervisor: Prof. Dr. Miris DIKMEN

Pancreatic cancer is a type of cancer that is very difficult to diagnose at early stages and symptoms
appear only when the cancer is spread over the entire pancreas. Under these conditions, very few patients
have a chance to be treated surgically. Therefore, studies on the development of new treatment methods and
new anticancer agents in pancreatic cancer have gained importance.

Within the scope of this thesis, N-(4-acetylphenyl)-2-(arylthio)acetamide and N'-(3-hydroxy-4-
metoxybenzilidene)-2-(4-tosylpiperazine-1-yl)acetohydrazide derivatives were synthesized which have similar
groups with olaparib and rucaparib which are used oral Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibitors as
new generation anticancer drug. The cytotoxic and apoptotic effects of the synthesized derivatives on
immortalized human normal pancreatic cell (hnTERT-HPNE) and human pancreatic cancer cells (PANC-1 and
Capan-1) were investigated and compared by in vitro methods. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) assay was used in order to find effective derivatives and their concentration ranges for
the evaluation of the synthesized derivatives on cell viability, the xCELLigence Real Time Cell Analysis
System was used to determine the 1Cso values. Apoptosis, caspase-3 activation, mitochondrial membrane
potential measurements and cell cycle analyzes were performed using the flow cytometer. Morphological
images of the cells were photographed, PARP cleavage levels were determined by ELISA and mRNA gene
expressions which may be effective were examined with RT-PCR array.

As a result, rucaparib showed the highest efficacy. In parallel the synthesized derivatives, LHS-4 and
CS-1, that may be PARP inhibitor candidates showed significant anticancer activity on the pancreatic cancer
cells, and less toxic effects in normal pancreatic cells. The elucidation of the PARP inhibitory structure-
activity and supporting the existing anticancer activities of these derivaties with additional studies will allow
the development of new active substances for cancer treatment.

Keywords: Olaparib, Rucaparib, PARP inhibitor, Pancreatic cancer, Anticancer effect.
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1. GIRIS

Kanser, diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir ve 2012'de 8,2 milyon
kansere bagll o6liim olmustur. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan yaymlanan
istatistiklere gore, 2012'de 14 milyon olan kanser vakalarinin 20 yil iginde 22 milyona
yiikselmesi beklenmektedir [1]. Pek ¢ok farkli tipte kanser olmasina ragmen teshis ve
tadavi siirecinde yasanilan sikintilar nedeniyle kanser, dolasim sistemi hastaliklar1 haricinde
en fazla 6liime sebep olan hastaliklar arasindadir. Diinyada kanser tiirleri arasinda en son
asamada farkedilen, ge¢ teshis nedeniyle en fazla 6lime sebep olan kanserler arasinda da
pankreas kanseri mevcuttur ve iyilestirilme sans1 ancak ameliyatla olmakla birlikte kesin
iyilestirilme amaciyla ameliyata alinan hastalarin orani ise %20’ dir. Kanser, patofizyolojik
olarak heterojen bir hastalik olup, baslangicindan sonra hizla kontrol edilemeyen bir
asamaya ilerlemektedir [2]. Bununla birlikte, immiin, fototermal, fotodinamik, gen ve
hormon tedavisi de dahil olmak {izere ¢esitli tedavi yontemleri, klinik 6ncesi aragtirmalarda
kanser potansiyelini umut verici bir sekilde ortadan kaldirsa da, cerrahi, radyasyon ve
kemoterapi bir¢ok kanser i¢in ilk tedavi secenegi olmaya devam etmektedir [3]. Bununla
birlikte, bu odaklanmis tedavi stratejileri, uzak organlara ulasan metastatik tlimorleri
kontrol altina alamamaktadir. Kanser tedavisi i¢in bir sonraki ana strateji olan
konvansiyonel kemoterapi, ilaclarin kanser hiicrelerine hedeflenmesine yonelik olmadig:
icin, saglikli dokulara istenmeyen yan etkilere neden olmaktadir [4]. Sitotoksik ajanlar,
tekrarlayan kanserlerde tiim viicut tedavisinde yaygin olarak kullaniliyor olmalarina
ragmen; geleneksel anti-kanser ilaglari, suda zayif ¢oziiniirliik, spesifik olmayan biyolojik
dagilim, normal hiicrelere kars1 ciddi toksisite, tiimorlerde veya kanserli hiicrelerde yetersiz
ilag konsantrasyonlar1 ve coklu ila¢ direnci gelisimi gibi ¢esitli dezavantajlarla karsi
karsiyadir [5, 6]. Bu nedenle, hedefli alternatif terapotik yaklagimlara ihtiyag vardir. Bu
nedenle her gecen yil hedefe yonelik yeni ila¢ etken maddelerinin gelistirilmesine olan ilgi
giderek artmaktadir [7].

Bu calismada kimyasal yapisi ozelliginden dolayr Poli (ADP-riboz) polimeraz
(PARP) inhibitor aktivitesi olabilecegi diisiiniilen sentez maddelerinden N-(4-asetilfenil)-2-

(ariltiyo)asetamit tiirevleri ve N'-(3-hidroksi-4-metoksibenziliden)-2-(4-tosilpiperazin-1-



il)asetohidrazit tiirevlerinin pankreas kanseri tizerindeki antikanser etkisi arastirilmig ve bu
etkinlik PARP inhibitorlerinden olan olaparib ve rucaparib ile karsilagtirilmistir. Bunun i¢in
pankreas kanseri {izerinde etkinligi kanitlanmis iki PARP inhibitorii pozitif kontrol olarak
kullanilmus; insan pankreas adenokarsinom (Capan-1), insan pankreas epteliyoid karsinom
(PANC-1) ve insan normal pankreas (nTERT-HPNE) hiicreleri tizerindeki in vitro etkileri

molekiiler analiz yontemleri kullanilarak incelenmistir.
1.1. Pankreas

Pankreas midenin hemen arkasinda bulunan, yaklasik 15 cm uzunlugunda duodenum
ve kolon arasinda kalan ve genellikle ultrasonla teshis i¢in zor bir bélgede bulunmaktadir.
Gidalarin sindirimi, kan sekerinin dengede tutulmasi basta olmak {izere pek ¢ok onemli
gorevi bulunmaktadir. Pankreas kanseri pankreastaki hiicrelerin kontrolsiiz sekilde
¢ogalmasiyla baslar. [8].

Pankreasta 2 ana hiicre tipi bulunmaktadir:

Ekzokrin hiicreler: Pankreastaki pek cok hiicre ekzokrin bezler ve kanallardan
olusur. Ekzokrin bezler 6zellikle yaglarin olmak {izere gidalarin sindirilmesine yardimci
olacak sekilde bagirsaklara salinan pankreas enzimlerini iiretirler. Enzimler oncelikle kanal
(duct) denilen kiiciik tiiplere salinirlar. Bu kanallar pankreas kanalina (pankreatik kanal)
bosalmak i¢in birleserek daha biiyiik kanallar olusturur. Pankreatik kanal ortak safra
kanaliyla birleserek (karacigerden safra tasiyan kanal) ve Vater ampiiliindeki duodenuma
(ince bagirsagm ilk kismi) bosalir [8].

Endokrin hiicreler: Endokrin hiicreler pankreastaki hiicrelerin ¢ok daha kiigiik bir
kismin1 meydana getirirler. Bu hiicreler adacik (Langerhans adaciklari) adi verilen kiiciik
kiimelerden olusmaktadir. Langerhans adaciklart insiilin ve glukagon (kan-seker seviyesini
kontrol etmede gorevli) gibi 6nemli hormonlar: iiretir ve bu hormonlar dogrudan kana

salmirlar [8].
1.1.1. Pankreas kanseri

Pankreas kanseri, teshisi oldukca giic olan ve ancak pankreasin tamamina

yayildiginda ancak semptomatik veri elde edilmesine neden olan bir kanser tiirii oldugu i¢in
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hastalarin sadece %20’si ameliyatla tedavi sansina sahiptir. Tiim evreleri diislintildiigiinde 1
ve 5 yillik hayatta kalim oranlar1 %29 ve %7°dir. Geg teshiste bu oranlar %15 ve %2’ye
diismektedir. Erken teshis edildiginde sag kalim orani 5 yil i¢in sadece %9’dur. Pankreas
kanseri tedavisi en zor olan, en 6liimciil kanser tiirleri arasinda 4. sirada yer almaktadir [9].
Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) Avrupa bélgesi iginde saydigi, Tiirkiye’deki
verilerin saglik kurumlarindaki gecikmis diizenlemeleri nedeniyle, 2017 yilinda basilmis,
Saglik Bakanlig1 tarafindan yaymlanmis ve ulasilabilen en son Saglik Istatistikleri 2016
Yilliginda [10], Uluslararas1 Hastalik Siniflandirmasi (ICD-10) tarafindan hazirlanmis
veriler, kanser bilgisi altinda degil ancak neoplazm verisi olarak belirtilmistir, 6liim oranlari
dolagim sistemi hastaliklarindan sonra en fazla olan hastalik grubuna girmektedir ve Tablo

1.1°de gosterilmistir.

Tablo 1.1. Tiirkive Saglik Istatistikleri

ICD-10 Ana Yil
Kod

Tam Kodlar: 2014 2015 2016

Erkek Kadin  Toplam Erkek Kadin Toplam Erkek Kadin Toplam

Ana Tam Gruplarma ve Cinsiyete Gore Oliim Nedenlerinin Dagilimi, (%), Tiirkiye

Neoplazmlar ~ C00-D48 24,32 15,61 20,35 23,73 1542 19,94 2358 1515 19,71

Tiirkiye’de en sik goriilen 10 kanser tiirii ise kolorektal, mesane, bobrek, larink, trake-
akciger ve brong, mide, Non-Hodgkin lenfoma, beyin ve diger sinir sistemi ile meme-
uterus/prostat ve pankreas kanserleridir. Erkeklerde ve kadinlarda en sik goriilen kanser
tirleri farklilik gostermekle birlikte pankreas kanseri en sik goriilen 10 kanser tiirii iginde
yer almaktadir. 100.000°de diinya standart niifusu goz Oniine alindiginda Tiirkiye’de
pankreas kanserinin insidansit 2010 yilinda 5,7 olarak belirtilmistir ki bu da %2,2’ye
tekabiil etmektedir. Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu verilerine gore tiim kanser tiirleri
i¢indeki insidansi erkeklerde 168,7’lik dilimde 3,1’inin; kadinlarda 261,4’liik dilimde
5,7°sinin pankreas kanseri oldugu belirtilmistir. Bu verilere gore teshisi erken ve dogru
sekilde yapilamadig icin kayit ve tedavi altina alinabilen kayitli hasta sayisi diisiik, kisa

stirede 6liim orani yiiksek goriinmektedir [10].



Pankreasin ekzokrin hiicreleri ve endokrin hiicreleri farkli tiirlerde tiimdrler
olustururlar. Pankreasin ekzokrin ve endokrin kanserlerini ayirt etmek ¢ok dnemlidir. Farkli
risk faktorlerine ve nedenlerine, farkli belirtilere ve semptomlara sahiptirler, farkl: testlerle
teshis edilirler ve farkli goriiniislere sahiptirler [8]. Endokrin olmayan pankreas tiimorleri
iyi ve kotii huylu olmak iizere iki tiptir. Pankreasin iyi huylu endokrin olmayan tiimorleri:
adenoma, kistadenoma, lipoma, fibroma, hemanjioma, lenfanjioma, ndroma olarak
cesitlendirilir. Pankreasin kotii tlimorleri arasinda ise duktal adenokarsinoma, Kkistik
adenokarsinoma ve diger (sarkomalar, metastatik v.s) kot huylu tiimorler yer alir.
Tiimdrler farkli histolojik yapilarda bulunabilir.

Pankreas kanserleri temelde su sekildedir:

Ekzokrin pankreatik kanserler: Ekzokrin kanserler, pankreas kanserinin en yaygin
tiiriidiir. Pankreas kanseri dendiginde genellikle ekzokrin kanserler anlasilir ve cogu duktal
adenokarsinomlardir [11-12].

Pankreatik ~ adenokarsinom:  Ekzokrin  pankreas  kanserlerinin %951
adenokarsinomdur. Bu kanserler genellikle pankreas kanalinda baglar. Daha seyrek olarak
pankreatik enzimleri olusturan hiicrelerden gelisirler ki bunlara asinar hiicre karsinomu da
denilmektedir [11-12].

Daha az yaygin ekzokrin kanser tiirleri: Bu kanserler arasinda adenoskuamoz
karsinom, skuamoz karsinom, tasl yiiziik hiicreli (signet ring) karsinom, farklilasmamis
karsinom, dev hiicreli farklilagmamis karsinomlar sayilabilir [11-12].

Ampiiler kanser (Vater ampiil karsinom): Bu kanser safra ve pankreas kanallarinin
bir araya gelerek ince bagirsagin igine bosaldig1 Vater ampiiliinde baslar. Teknik olarak
pankeatik kanser degildir ancak benzer sekilde tedavi edildigi i¢cin bu kisimda ele
alimmustir. Genellikle safra kanalini tikar ve daha fazla uzaklasamazlar. Bu blokaj viicutta
safra birikmesine ve ozellikle gozlerin ve viicudun sararmasinda (sarilik) neden olur. Bu
nedenle teshisi daha erken evrede olabilmektedir [11-12].

Intraduktal papiller miisinéz neoplazmlar (IPMN): Invazif pankreas kanserinin
iyilestirebilme potansiyeli olan bir oncii lezyonunu temsil ettikleri i¢in bunlar1 tanimak
onemlidir. Karakteristik olarak pankreasin daha biiyiik kanallarinda (duct) biiytidiikleri i¢in
intraduktal olarak isimlendirilir. Tedavi edilme sans1 vardir ancak tedavi edilmez ise invazif

adenokarsinomaya ilerleyebilir [12].



Pankreatik intraepitelyal neoplazmlar (PalN): Mevcut goriintiileme sistemleriyle
goriintiilenemeyecek kadar kiiciiktiirler. Pankreasin erken teshisinde Onemli bir ipucu
oldugu diistintildiigli igin aktif bir arastirma alanidir. Tedavi edilmedigi takdirde invazif
duktal adenokarsinomlara (Pankreatik Duktal Adenokarsinom, PDA) dondsiirler Ki
pankreas kanseri dendiginde ilk akla gelen kanser tiirii bunu ifade etmektedir [12].
Mutasyonlarla iliskili olup, goriilme siklig1 yas ile artar ve genelde pankreasin bas kisminda
bulunurlar [13].

Miisinoz Kkistik neoplazmlar (MCN): Genelde bir parga seklinde ve 5-35 cm
arasinda degisen biiyiikliiklerdedir. Fibroz sekilli kalin duvarli, musin, hemorajik sivi veya
nekrotik materyal muhteviyathidir, yavas biiyiir ve tesadiifen farkedilir. Nadir olarak goriiliir
ve semptomlar1 net degildir. Kadinlarda goriilme siklig1 erkeklere oranlar 20 kat fazla olup
40-50 yaslar1 arasinda rastlanmaktadir [14].

Endokrin pankreatik kanserler: Noroendokrin tiimérler olarak veya Langerhans
adaciklarindan koken alan tiimorler oldugundan adacik hiicreli (islet cell) tiimorler olarak
da adlandirililar ve pankreas kanserlerinin %1-5’inden daha azini olusturacak kadar seyrek
goriiliirler. Iyi veya kétii huylu tiimérler olabilirler ve mikroskop altinda ¢ok benzer
gorlniirler, bu sebeple bu hiicrelerin aslinda kanser olup olmadig1 net anlasilamamaktadir,
anlagilabilenler ise pankreas disina yayildiginda goriilmektedir. Noroendokrin tiimorlerin
yaklagik yaris1 kana salinan ve semptomlara neden olan hormonlari iretir. Bunlara
“fonksiyonel tiimorler” denir ve her birine timor hiicreleri tarafindan yapilan hormon
tirtinlin ismi verilir (6rn: Gastrinoma, insiilinoma, somatostatinoma, glukagonoma vb.).
Fonksiyonel olmayan noroendokrin tiimorler ise belirtilere sebep olacak kadar hormon
tretemedikilerinden yayilmadan 6nce genellikle ¢ok biiytimiis olurlar [12, 15].

Pankreatik lenfoma: Cok nadir goriiliir ve pankreas kanseri i¢in kullanilan standart
tedavilerden farkli sekillerde tedavi edilirler.

Pankreas kanseri yayilimi fazla olmadig: i¢in kanser riski diisiik kisilerin hastaliga
yakalanma ihtimalini tespit edebilecek bir tarama testi heniiz mevcut degildir. Rutin kanser
belirtecleri {lizerinden tarama da maliyeti yiikseltecek ve zorluk c¢ikaracaktir. Bu sebeple
pankreas kanserinin iligkili oldugu diisliniilen bazi genler arastirilmaktadir. Ailesel
pankreatit ve pankreas kanseri, Peutz-Jeghers hastaligi, ailesel tipil olmayan melanoma,

kistik fibrozisi, ailesel farkli kanser sendromlar1 [Lynch sendromu, familyal adenomat6z
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polipoz (FAP), kalitsal meme ve over kanseri, BRCA1, BRCA2 ve BRCA2’nin partneri ve
lokalizatori PALB2 mutasyonu] gibi yatkinligi olan bireylerde pankreas kanserinin
olusmasindan sorumlu germline, genetik mutasyonlar nedeniyle kansere yakalanma riski
daha yiiksektir ve rutin taramalarla takip Onerilmektedir. Pankreas kanseri ile iliskili
genlerde meydana gelen mutasyonlar kanser progresyonu ve metastaza neden olmakta,
bununla birlikte hiicre turnoveri, telomerazin kisalmasi, genomik instabilite ve epitel
hiicrelerinin anormal yapisal durum almalar1 doniliserek pankreas kanserine sebep

olmasinda rol oynamaktadir [16, 18].

1.1.2. Kemoterapinin kisitlamalar

Lokalize ve metastatik kanserlerin tedavisinde, cogunlukla intravendz rejimler
yoluyla uygulanan kimyasal antineoplastik ilaglarin kullanimina kemoterapi denir ve bu
yontem kanser tedavisinde birincil terapotik yaklasimdir [19]. Kanser tedavisinde yaygin
olarak kullanilmasina ragmen, kemoterapotik ilaglar asagidaki sinirlamalara sahiptir:

e Neoplastik dokulara 6zgiilliigiin olmamasi kanserli olmayan hiicrelerde hasarlara
neden olur ve bu da mukozit, kemik iligi aktivitesinin baskilanmasi1 (immiino ve
myelosiipresyon), mide bulantisi, sekonder neoplazmlar ve infertilite gibi ciddi asir1
yan etkilere yol agar. Buna ek olarak, kemoterapdtiklerin yiliksek dagilim hacmi, ilag
dagilimmi tiimorlere 6zgli yapmaz; bdylece antineoplastik ilaglarin saglikli
dokularda anormal konsantrasyonuna neden olur [19].

o Aktif etki mekanizmasindaki segicilik eksikligi konvansiyonel kemoterapide
belirgin bir dezavantajdir. Kemoterapdtik ilaclarin ¢ogu, malin hiicrelere 6zgii
intraseliiler mekanizmalar {izerinde degil, hem neoplastik hem de normal hiicreler
tarafindan paylasilan gegitler iizerinde etkindir. Boylece, bu ilaglar tarafindan
uyarilan sitotoksik ve sitostatik mekanizmalar, kanserli olmayan saglikli dokular1 da
vurur. Bu nedenle, toksik olmayan ve daha etkili tedavi yaklagimlarinin
gelistirilmesine ihtiyag vardir [20].

o Kemoterapotik ajanlar, diisiik molekiil agirlikli ilaglar i¢in yiiksek farmakokinetik
hacim dagilimia baglh olarak sitotoksisiteye neden olur. Diisiik molekiil agirlikli

kimyasallar hizla atilir. Bu nedenle, terapotik bir etki elde etmek i¢in daha yiiksek



konsantrasyona ihtiya¢ duyulmaktadir ve bu da toksisiteye yol agmaktadir.
Konvansiyonel kemoterapotik ilaglarin terapotik indeksinin diisiik olmasi, etkili
tedavi icin gereken konsantrasyonun yiiksek olmasi demektir ve bu yiiksek
konsantrasyon ¢ogunlukla doza bagli olarak sistemik yan etkilere yol agmaktadir
[21].

Kemoterapétik ilaglarin formiilasyonu, suda ¢oziiniirliigiiniin zay1f olmasi nedeniyle
zorlayicidir. Zayif ¢Oziiniirliikk, ilaglarin hazirlanmasimi giiglestirir [22]. Yiiksek
hidrofobiklik ve zayif ¢0Ozilniirlik nedeniyle, kemoterapotik uygulamalar
simirlanmaktadir. Diger kemoterapotik ajanlar, hedef reseptore egilim gosteren
lipofilik gruplarin eklenmesinden dolay1 zayif ¢oziinlirlige sahiptir [23, 24]. Ek
olarak, cogunlukla retikiiloendotelyal sistemde yiiksek bozunuma duyarlilik,
formiilasyonun oral ila¢ uygulamasina izin vermez ve intravendz, transdermal,
intraperitonal gibi hastalara uygun olmayan uygulama rejimlerini gerektirir.
Boylece, ilag dagilim sistemleri optimize edilerek mevcut kemoterapdtik ajanlarin
verilis yollarinda modifikasyon yapilabilir [25]. Az ¢bziinen ilaglar intravendz
enjeksiyonla uygulandiginda, ¢éziinmeyen ilaglarin bir araya toplanmasi nedeniyle
kan damarlarinda embolizmaya neden olabilir ve siklikla birikim yerinde yiiksek
ila¢ konsantrasyonlar1 sonucu lokal toksisiteye neden olabilir. [26, 27].
Kemoterapide, dogustan ya da edinilen kemodiren¢ mekanizmalarina bagl olarak,
antikanser ilaglarinin yararlig: sinirh diizeyde olmaktadir [28]. Bir tiimor dokusunun
interstitiyumu yiiksek hidrostatik basinca sahiptir ve bu durum, normal dokulardan
farkli olarak, ilaci tiimorden uzaklastirabilen disa dogru bir konvektif interstisyel
akima neden olur. Ustelik ilag tiimoral dokular arasina basariyla verilmesine
ragmen, kanser hiicreleri ¢oklu-ilag-direnci (MDR) kazanmigsa ilacin etkinligi
sinirl olabilir [29]. MDR'nin karakteristik 6zelligi, ilaglar1 hiicreden uzak tutabilen
plazma membran P-glikoproteinin (P-gp) asirt ekspresyonudur. P-gp kaynakli
MDR'yi 6nlemek i¢in antikanser ilaclarin kapsiillenmesi ve P-gp inhibitorlerinin
birlikte uygulanmasi da dahil olmak iizere birgok strateji onerilmistir [30]. Birgok
lipofilik ilacin efluks tasiyicilar vasitasiyla disa atilimi, etki alaninda yaklagik-
optimal terapdtik ilag konsantrasyonuna neden olur ve kemoterapinin basarisindaki

engeller arasinda yer alir [31].



e Geleneksel kemoterapide, ilacin tiimoére naklinde zorluklarla karsilagilmaktadir.
laglarin fizikokimyasal dzellikleri, boyut, yiizey kompozisyonu, yiik dahil olmak
tizere ulasimda onemli rol oynamaktadir [32]. Bir diger zorluk ise ilacin timorli
kitleye dagilimin1 engelleyen patofizyolojik timdr heterojenitesidir. Buna ek olarak,

asidik tiimor mikrobiyolojisi, aside duyarli ilaglarin bozunmasina neden olur [33].

Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) inhibitorleri meme ve yumurtalik kanserlerinde
potansiyel kanser terapotikleri olarak ¢alisilmistir. PARP inhibitorleri, PARP'in yani sira
baz eksizyon onariminin (enzimatik fonksiyonun blokaj1 yoluyla) inhibisyonu dahil olmak
lizere cesitli belgelenmis etki mekanizmalarina sahiptir 1-3.
Bu mekanizmalar, DNA replikasyon ¢atallarinin durmasi ve ¢okiisiinden sonra ¢ift iplikli
kirilmalarin indiiksiyonuna yol acar. Homolog DNA onariminda belirgin bir defekt oldugu
bilinen (ki bu nedenle ¢ift zincirli kiriklarin onariminda kusurlu olan) tiimorler, PARP
inhibitdr tedavisine duyarli goriinmektedir. Bunlar, BRCA1 ve BRCA2'de (BRCA1/2)
germline veya somatik mutasyonlarla iliskili tiimérleri igerir [34].

Bugiine kadar yapilan klinik deneyler, germline BRCAL/2 mutasyonlar: ile iliskili
gogilis ve over kanserlerinde PARP inhibitorleri ile sag kalimin arttigini géstermistir [35].
BRCA eksikligi olan pankreas kanseri hiicrelerinin biyolojisi, kisiye 0zel ve

kigisellestirilmis tedavi i¢in biiyiik terapotik avantajlar saglayabilecegini gostermistir [36].
1.2. DNA Tamir Mekanizmalar

Genomik biitlinliik sayisiz genlere karsi igsel ve disardan toksisitesi olan ajanlar
tarafindan DNA hasar seklinde bozulabilir. Bu saldirilardan korunmak igin ise hiicrelerde,
cok asamali karmasik bir molekiiler siire¢ gelismistir. DNA onarimi hiicresel islevlerin
stirdiiriilebilmesi i¢in 6nemli bir rol oynamaktadir. DNA hasarlar1 pek ¢ok farkli tamir
mekanizmasiyla diizeltilebilir. Bunlar direkt ve dolayli olarak gerceklestirilebilir.
Fotoreaktivasyon, Os-metilguanin-DNA-metiltransferaz ve basit zek zincir kiriklarinin
ligasyonu ile DNA direkt tamir edilebilir. Dolayli olarak ise DNA’nin tek zincir kiriklar
(SSB'ler), baz eksizyon onarimi (BER), niikleotit-eksizyon onarimi (NER) yollari ile
onarilirken; DNA’nin ¢ift zincir kiriklar1 (DSB'ler), homolog rekombinasyonla (HR) veya

homolog olmayan rekombinasyon (NHEJ) ve yanlis eslesme onarimi (MMR) ile saglanir.
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BER mekanizmalari, oksidasyon, alkilasyon ve deaminasyondan kaynaklanan tek-bazli
lezyonlart tanir; DNA glikozilazlari, AP endoniikleaz, DNA polimeraz, DNA ligaz dahil
olmak iizere ¢ok sayida enzimi igerir. NER, sarmal distorsiyonlu lezyonlarla aktive olur ve
genom boyunca veya aktif olarak transkribe edilen genlerin tamirini gergeklestirir. MMR,
replikasyon hatalarini, yani eslesmeyen niikleotitleri ve kii¢iik ekleme/silme halkalarini
(loop) cikarir. Bu yoldaki kusurlar, kalitsal poliposiz kolorektal kanser de dahil olmak
tizere yiiksek mutasyon oranina ve kansere neden olur [37-39].

DSB'ler daha tehlikelidir, ¢linkii tamamlayic1 zincir her zaman birebir onarim igin
uygun degildir ve tamir edilemeyen ¢ift zincir kiriklar1 hiicre 6liimiine neden olmaktadir.
HR yolu, kardes kromatid iplik¢iginin kullanilmasiyla ¢ift zincir kiriklarinda onarimdan
sorumludur. Sadece bir homolog eslemenin, genellikle homolog kardes kromatidinin
erisilebilirliginin oldugu, hiicre dongiisiiniin sadece S ve G2/M fazlarinda ¢alisir [38]. NHEJ
yolunda ise hiicre dongiisiinden bagimsiz olarak G1 fazinda aktivite saglanarak DNA tamiri
gerceklestirilir [39].

HR’de ilk asamada mayotik rekombinasyon 11(MRE11), DNA tamir proteini RAD50
ve nibrin (NBS1) proteinlerinden olusan MRN kompleksi iglev goriir ve hiicredeki g¢ift
zincir kiriklan fark eder. Hemen sonra protein kompleksi, bu bilgiyi kontrol noktasindaki
ATM (ataxia-telangiectasia mutated) kinaz olarak adlandirilan bir enzime iletir. ATM
kinaz enziminin, hiicrenin ¢ift zincir kiriklarina kars1 gelistirdigi reaksiyonu kontrol ettigi
ve hiicreye onarim firsati tanimak i¢in hiicre biiylimesini yavaslattigi agiklanmistir. Tek
basina PARP inhibitorleri ile tedavinin, BRCA ile mutasyona ugramis kanser hiicre
hatlarinda apoptozu indiikledigi bilinse de, MRN down regiilasyonunun, BRCA
mutasyonlarina sahip olmayan hiicreleri PARP inhibitorleri ile tedaviye duyarli hale
getirebilecegini, timor agresyonunu kontrol etmenin alternatif bir yolunu sundugunu
gostermektedir [38-40].

Genomik instabilite, kanser hasari olup, DNA hasar1 birikimi ve timér mutasyonu
icin uygun olan genotiplerin gelisimini destekleyen miiteakip mutasyonlarla sonuglanir. Bu
siireg, biiylikk Olciide insan hiicrelerinin giiclii DNA onarim mekanizmalarindaki
anormalliklerden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, bozulmamis onarim sistemleri, canliligi
destekleyen bir genomik stabiliteyi muhafaza etmek igin gereklidir. Bu sekilde, DNA hasar

onarim Yyollarinin hedeflenmesi, kanser tedavisinde ¢ekici bir terapdtik hedef haline
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gelmistir. Artan ilgi, bu temel DNA onarim yollarint destekleyen hiicresel siireglerdir. Bir
hiicrenin DNA hasarinin onarimi i¢in kullandigi yolun se¢imi, aktif bir arastirma alani

olmaya devam etmektedir [41-43].
1.3. Poli (ADP-Riboz) Polimeraz (PARP) Inhibitorleri

Poli (ADP-riboz) polimerazlar (PARP), preklinik ve klinik modellerde yogun olarak
calisilan DNA ¢ift zincir kiriklari onarim yollarinda yer alan bir protein ailesidir. PARP'lar,
tek iplikcik DNA hasarinin onarimi, hata egilimli NHEJ {izerinde HR'nin teshisi ve
kromatin modifikasyonu ve transkripsiyon diizenlemesi gibi DNA onarimi disi birkag
hiicresel fonksiyon da dahil olmak tizere birgok dnemli hiicresel islemde rol oynamaktadir.
PARP'larla iligkili DNA onariminda daha kiigiik rollere sahip PARP2 ve PARP3 ile birlikte
PARPL’in en 6nemli rolii iistlendigi goriilmektedir. On yil 6nce, PARP inhibitorlerinin,
normal hiicreler tizerinde minimal etkilere sahip ancak HR'de kusurlu hiicrelere sitotoksik
etkili oldugu bulunmus ve biiylik heyecan yaratmistir. Bu raporlardan o6tiiri, PARP'in
hiicresel 1islevdeki roliiniin anlasilmasi i¢in genis caligmalar baslatilmis ve PARP
inhibitorlerinin 2014 yilinda over kanseri ic¢in olaparibin FDA onayi ile klinik pratige
entegrasyonunda doruga ulasmistir [41-44].

PARP; birka¢ hedef proteinin glutamik asit kalintilar1 {izerinde uzun ve dallanmis
(ADP-riboz) (PAR) polimerler sentezleyecek sekilde nikotinamid adenin diniikleotidi
(NAD+) substrat olarak kullanan bir enzim ailesi olarak tanimlanir [45-46]. 1960’11 yillarda
aciklanan bircok calismada PARP’in niikleer bir enzim olarak islev gordigii tespit
edilmistir. Negatif yiiklii polimerlerin ilavesi, alici proteinlerin 6zelliklerini ve islevlerini
derinden degistirir. Poli (ADP-ribozil)asyon, baz eksizyon onarim yolunda ¢ift iplikli DNA
kopmalarinin onarimi, gen transkripsiyonu, hiicre dongiisii ilerlemesi, hiicre oliimii,
kromatin fonksiyonlar1 ve genetik istikrar gibi birgok hiicresel siirecin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir [47-50]. Bu islevler esas olarak PARP ailesinin en iyi karakterize edilmis
tiyesi olarak goriilen PARP1'e atfedilmistir. Bununla birlikte, PARP'lar1 kodlayan yeni
genlerin, yapilarinin ve hiicre alti lokalizasyonunun karakterizasyonu ile birlikte
tanimlanmasi, telomer replikasyonu ve hiicresel nakil de dahil olmak iizere, hiicrelerdeki

poli (ADP-riboz)ilasyon i¢in farkli roller ortaya koymustur [51-52].
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PARP inhibitorleri PARP substratinin baglanma bolgesinde NAD+ ile rekabet ederek
PARP’1 yakalamak i¢in tasarlanmistir. Yapilan calismalarda gogiis, yumurtalik, prostat,
akciger ve pankreatik kanserlerde DNA hasarinin onariminda uygulanabilecegini

gostermistir [53-55].
1.3.1. PARP ailesinin iiyeleri

PARP ailesinin {iyeleri olarak memeli hiicrelerinde en az 18 ayr1 protein
tanimlanmigsa da sadece 6 tanesi PARP sentezinde gorev alir ve bununla birlikte, sadece
PARP1, PARP2 ve PARP3Y{in DNA onariminda islev gordiigi bilinmektedir. Memeli
hiicrelerinde suana kadar PARP1, PARP2, PARP3, PARP4 (vault PARP; VPARP), PARP5
(tankiraz 1) ve PARPG6 (tankiraz 2) olmak tizere alt1 adet PARP tespit edilmistir [51, 52, 56-
59].

PARP1: Dort ana bolgeden olusan 116 kDa'lik bir niikleer protein olup, tiim
Okaryotlarda bulunan, enzim familyasinin kurucu iyesidir. Tim PARP'larin enzim
aktivitesinin ¢ogunlugu ile DNA hasar1 olaylarinda dakikalar i¢cinde hiicresel PARP'in
%9011 iiretmektedir. Ug¢ ¢inko parmak motifli bir N-terminal DNA baglanma alan
(domein), bir kaspaz-3 boliinme bolgesi igeren bir niikleer konum sinyali, bir
otomodifikasyon etki alant (protein-protein etkilesimleri, drnegin BRCA1 ile etkilesim) ve
bir C-terminal katalitik alan1 (proteinlerin enzimatik aktivitesinden sorumlu) mevcuttur. Bu
enzim, alkilleyici ajanlar, iyonize radyasyonlar veya serbest radikallerin yol a¢tigi DNA
hasarma tepki olarak aktive olur. Cinko parmak motifleri vasitasiyla, PARP1, DNA tek
veya ¢ift sarmal kirilmalarina hizla baglar, otoribozilasyona ugrar ve alici proteinlere ADP-
riboz polimerleri ekler. Bundan sonra ribozillenmis PARP molekiilii DNA'dan salinir ve
katalitik aktivitesi inaktive edilir. Polimer formasyonu olusumundan birkac¢ dakika sonra,
poli (ADP-riboz) molekiilleri, poli (ADP-riboz) glikohidrolaz (PARG) ile hizla pargalanir,
boylece PARP1'in DNA hasarina yanit olarak otoribozilasyon yapma kabiliyetine yeniden
baslamasina izin verir. BoOylece PARP1, centik sensorii gibi davranir ve hiicresel
proteinlerin PARP1 aracili translasyon sonrasi modifikasyonu, transkripsiyon ve DNA
replikasyonunu durdurmak ve hasar bolgesinde DNA onarim sistemlerini almak igin hizli

sinyaller saglar [60-63].
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PARP1, hem nekroz hem de apoptozda 6nemli bir rol oynamaktadir. Biiyiik miktarda
DNA hasar1 durumunda, PARP1'in asir1 aktivasyonu, yeniden NAD+ sentezlemeye yonelik
girisimlerde adenozin trifosfat (ATP) havuzlarini tiiketebilir ve bu islem sonunda nekrozla
hiicre oliimiine yol agar. Muhtemelen, hiicreler apoptotik uyaranlara maruz birakildiginda
PARP1 kaspazlar tarafindan boliiniir. DNA baglama alaninda proteoliz meydana gelir ve
PARP1 Kkatalitik aktivitesini ortadan kaldirir. Bu, apoptotik prosediiriin  diizenli
uygulanmasii saglamak i¢in gerekli olan enerji havuzlarinin tiilkenmesini Onleyecektir
[60]. DNA baglanmasi, PARP1'de, katalitik bolgenin yeniden diizenlenmesine ve enzimatik
aktivitede onemli artisa izin veren konformasyonel bir degisiklige neden olur. Aktive
edildikten sonra, DNA tamir mekanizmalarinin énemli iiyelerini ¢alistirmak icin 6nemli
olan poli (ADP-riboz) (PAR) polimer zincirleri olusturmak igin nikotinamid adenin-
diniikleotit (NAD+) kullanir. PARP1, PAR zincirini "PARilasyon" olarak adlandirilan bir
stirecte birkag farkli proteine kovalent olarak baglar. PARilasyon, filogenetik olarak antik
bir protein modifikasyon seklidir ve PAR ig¢in proteinlerin aviditesi, multiprotein
kompleksleri i¢in iskele islevi gérmesini saglar [60-64].

PAR baglanma motiflerine sahip proteinlerin listesi olduk¢a genistir ve histon 1,
histon 2B, DNA protein kinaz, diger kromatin ile iliskili alict proteinler ve hatta PARP1'In
kendisi de dahil olmak iizere DNA replikasyonu ve hasar onariminda hayati 6neme sahip
proteinleri igerir. Ek olarak, PAR zincirleri iizerindeki ¢oklu baglama bdlgeleri, protein
komplekslerinin aktif konformasyonunu stabilize etmeye yardimci olur. Efektor proteinlere
PAR baglanmast DNA hasar tespiti, kromatin yeniden modelleme ve DNA onarim
komplekslerinin birlestirilmesini modiile eder. Aslinda, glisin-arjinin bakimindan zengin
(GAR) domeinler gibi, DNA hasar tanima i¢in kritik olan birgok proteinin DNA baglanma
domeinleri de PAR'1 baglar [62-65].

PARP1'in aktive edildigi bir ana mekanizma, normal hiicresel metabolik aktiviteler,
hiicresel aglik ve sitotoksik tedaviler de dahil olmak {izere bir¢ok mekanizma tarafindan
iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan tetiklenen DNA hasaridir. PAR ve PARP,
DNA tamirine, mitokondriyal aktiviteye ve metabolizmaya ve bagisiklik fonksiyonuna
aracilik ederler. PARP aktivitesi ayrica, kanser hiicrelerinde upregiilasyon ile strese,
hiicresel tepkiye aracilik eder. Ekstra polasyon ile PAR ve PARP, “kanser belirtilerinin”
birkaginin bir pargasi olarak diistiniilebilir [63-66].
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PARP2: Simdiye kadar karakterize edilen PARP gen ailesinin iiyeleri arasinda
PARP2, PARP1'in katalitik alani ile en yiikksek homologlugu gosterir ve PARP1™”
hiicrelerinde goriilen DNA hasarina tepki olarak ADP-riboz polimerlerinin olusumuna
katkida bulunur [58]. PARP2, bir C-terminal katalitik (CAT) domeini, bir merkezi
triptofan-glisin-arjinin (WGR) ve bir N-terminal bélgesinden olusur. WGR ve CAT
domeinleri hasarlt DNA bolgelerine lokalizasyondan sorumludur, bu alanlar DNA hasariyla
etkilesime katkida bulunur [67]. PARP2, PAR iiretimindeki PARP1'e ve onun baz eksizyon
onarimina (BER) katilimina benzer fonksiyonlara sahiptir [57, 68] Preklinik kanitlar,
PARP2 knockout ve inhibisyonunun, akciger adenokarsinom hiicrelerinden kaynaklanan
timorlerin azalmasiyla sonuglandigini diisiindiirmektedir [69].

PARP2 promotorunun genomik dizilimi, bu genin ekspresyon modelinin, iki enzim
icin bagimsiz regiilasyon ve tamamlayici rolleri oldugunu diisiindiiren PARP1'in ifade
modelinden farkli oldugunu gosterir. 62 kDa proteini kodlayan PARP2 geni, apoptoz,
kromozom uglariin bakimi ve bagisiklik sisteminde rol alan bir dizi gen igeren bir
kromozom 14 bdlgesindedir. 14 nolu kromozomun bu kismi siklikla ¢esitli germ hiicresi
tiimdrleri, adenokarsinom, losemi ve lenfoma iginde translokasyonlara maruz kalmaktadir;
Bununla birlikte, malign transformasyonda PARP2 islevsel degisikliginin roliine dair heniiz
higbir kanit saglanmamistir [59]. Ancak PARP2'deki tek niikleotid polimorfizmlerinin
sitotoksik kemoterapiye yanit1 ongorebildigine dair bazi kanitlar da vardir [70].

PARP3: PARP3 proteini (60 kDa) karakterize edilen en kiigiik PARP'tir, ¢linkii hem
DNA baglanma alani, hem de otomodifikasyon alanindan yoksundur ve DNA kirik zincir
sinyalizasyonunda yer almayan kisa PARP1'e benzeyen PARPL'in alternatif bir formudur
[60, 65]. PARP3’ilin hiicrealt1 lokalizasyonu ve aktivitesi simdiye kadar bilinmemektedir.
Ancak PAR’1n sentezine katilir ve NHEJ yi bastirmak i¢cin PARP1 ile birlikte ¢alisir, ayrica
mitotik ig biitiinligii ve telomeraz diizenlemesinde de rol oynadigi raporlanmustir [71].

PARP4 veya VPARP: VPARP, 193 kDa bir proteindir ve vault riboniikleoprotein
kompleksinin (kubbe seklindeki RNA) bir pargasi olarak tanimlanmistir [56]. Memeli
vaultlari, 13 MDa'lik bir kiitleye sahiptir ve kiiciik bir riboniikleik asit ve hiicresel ulasimda
rol oynayan 100, 193 ve 240 kDa'lik ii¢ proteinden olusur. Coklu-ilaca direngli kanser
hiicre dizilerinde vault proteinlerinin up-regiilasyonu tespit edilmistir [72]. Vault kompleksi

yapisinda  bir PARP  molekiiliiniin  tanimlanmasi, vault konformasyonunun
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diizenlenmesinde ADP-ribozilasyonundan gorevli oldugunu ve dolayisiyla molekiillerin
taginmasinda varsayilan bir rol oldugunu diistindiirmektedir.

Tankirazlar: Tankiraz-1 (TANK-1) veya PARP5 ve son zamanlarda tanimlanan
tankiraz-2 (TANK-2) veya PARP6, kromozom kararlilig1 i¢in 6zellesmis yapilar olan
telomer ile iligkili bir protein olan ADP-ribozilat TRF1 ile etkilesen PARP enzimlerini
tanimlar [60]. TRF1'in ADP-ribozilasyonu, telomerazden serbest birakilmasina neden
oldugu i¢in, TANK-1, telomer uzunlugunun pozitif bir regiilatorii olarak gorev yapar; hiicre
boliinmesi sirasinda kaybedilen telomerik dizileri restore eden uzmanlasmis bir ters
transkriptaz olan telomeraza erisim saglar [73]. TANK-2 proteininin aminoasit yapisinin
%85°1 TANK-1 ile ayn1 olmasina ragmen, yakin zamanda tanimlanan bu tankirazin islevi
heniiz bilinmemektedir ve islevi TANK-1'den farkli goriinmektedir. Aslinda, TANK-1'in
asir1 ekspresyonu insan hiicrelerinde ilerleyici bir telomer uzamasina yol agarken, TANK-2

asir1 ekspresyonu nekroza giden hiicre 6liimiine neden olur [74].
1.3.2. Terapotik hedef olarak PARP

Bugiine kadar gelisen PARP inhibitorlerinin biiyiik cogunlugu, enzimin nikotinamid
baglanma alanma baglanir ve NAD+'ya gore yarismali inhibitorler olarak gorev yapar.
Spesifik ve gicli  PARP inhibitorlerinin  gelistirilmesi, yakin gelecekte klinik
uygulamalarinin olasilifin1 daha gergek¢i hale getirmistir. PARP'in inhibisyonu esasen
PARP1 aktivitesini bastirma kapsami ile etkin olarak kullanilmaktadir ve bir taraftan
hiicreleri belirli tip DNA hasarlarindan korurken, diger yandan biiyiik DNA pargalanmasina
tepki olarak hiicre dliimiinii tesvik etmektedir. Ozellikle, PARP1 inhibisyonuna dayali bir
tedavinin iki temel amaci olacaktir: (i) Kemoterapi veya radyoterapi ile indiikklenen kanser
hiicrelerindeki genotoksik hasar1 arttirmak; (ii) ¢cok sayida klinik tablo patogenezinde rol

oynayarak hiicre 6liimiine yol agan asirt PARP1 aktivasyonunu dnlemek [75].
1.3.3. PARP aktivasyonu ve nekrozu

Asirt DNA hasari, enerji bagimli siireglerin siddetli bir sekilde azalmasina ve
nihayetinde oksidatif metabolizmanin bozulmasina bagli nekroza neden olan, NAD+ ve

ATP'in hizla tilkenmesine yol agan kitlesel PARP1 aktivasyonuna neden olur. Literatiirde
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bu temelde, yiikselmis PARP1 aktivasyonu ve ATP tiikenmesinden kaynaklanan hiicre
Olimiiniin, hiicrelerin DNA hasarini onarmasini ve anormal sekilde tamir edilmis DNA ile
hayatta kalmasini ve dolayisiyla malign transformasyon riskini 6nledigi varsayilarak 'PARP
intihar hipotezi' 6nerilmistir [74].

Baz1 hastaliklar, hiicresel hasarlar, verimsiz mitokondriyal metabolizma veya artmis
nitrik oksit (NO) iiretiminden kaynaklanan oksidatif tiirlerin olusumuna neden olur. Reaktif
oksijen tiirlerinden kaynaklanan DNA hasar1i, PARPL1'i aktive eder ve aktivasyon belirli bir

sinir1 asarsa, hiicre 6liimii NAD+/ATP tiikenmesinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilir [74].
1.34. PARP1 fonksiyonunu inhibe etmek icin hedef olarak PARG:

Yakin zamanda, kitlesel bir PARP1 aktivasyonundan 6tiirii hiicre 6liimiinii 6nlemek
tizere Onerilmis olan bir baska yaklasim, PARG inhibisyonuna dayanmaktadir. Bu enzim
bir ekzo- ve endoglikozidaz olarak islev goriir ve poli (ADPriboz)un kisa yarilanma
omriinden (yaklagik 1 dakika) sorumludur [50, 75]. PARG inhibisyonu ADP-riboz
polimerlerinin devrini yavaslatir ve bdylece NAD tiikenmesini sinirlar. Ustelik PARP1,
PARilasyonla giiglii bir sekilde inhibe edildiginden, PARG inhibisyonu PARP1’i inaktif
durumda tutacaktir ve bu da polipeptitlerin enzimden uzaklastirilmasini engelleyecektir.
Nitekim son ¢alismalar, PARG inhibitorii gallotannin'in oksidatif ve eksitotoksik néronal
hiicre 6liimiinii 6nledigini gostermistir. Bu nedenle, PARG inhibitorlerinin, serebral iskemi
ve oksidatif hiicre hasar ile karakterize edilen diger hastaliklarda hiicre 6liimiinii 6nlemeye
yonelik yeni bir terapotik yontem sunabilecegi One siirtilmiistiir [76, 77].

PARP1 inhibisyonu, DNA hasarini tetikleyen antitiimdr ajanlar tarafindan indiiklenen
hiicre 6liimiinii arttirdigindan, PARP1 inhibitdrleri ile sistemik tedavi, normal hiicrelerdeki
DNA onarimini bozabilir ve bu nedenle onlari kemoterapi veya radyoterapinin toksik
etkilerine daha duyarli hale getirebilir. Bu nedenle, PARP1 inhibitorleri, kemo veya
radyosensitize edici ajanlar olarak kullanildiginda, neoplastik hastaligin bdolgesel

tedavisinde oncelikle tercih edilcektir [77].
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1.4. PARP ve Pankreas Kanseri

Pankreas kanserinde pankreatik tiimor oranlarinin %90’dan fazlasini igeren en koti
prognoza sahip solid tiimor, 6zellikle pankreatik duktal adenokarsinomdur (PDA). PDA su
anda gelismis lilkelerde kanserle iliskili 6liimlerin dordiincii 6nde gelen nedenidir ve PDA
hastalarinda son 40 yilda 6nemli Slglide iyilesme goriilmemesi nedeniyle 2020'ye kadar
kansere bagl 6liimiin ikinci sirasinda olacagi tahmin edilmektedir [78]. Bu nedenle, etkili
tedavilere acilen ihtiyag duyulmaktadir. Farkli tiimorlerin  tedavisinde PARP
inhibisyonunun basaris1 goz oniine alindiginda, PDA'da da terapdtik stratejiler arastirmak
igin gesitli klinik galismalar yapilmistir. Umut verici olmakla birlikte, bagimsiz gruplarin
yaptig1 c¢alismalarda BRCA1 ve BRCA2 eksikligi bulunan hiicre hatlarinin PARP
inhibitorlerine karsi hassasiyet gosterdigi ve ilk kez PARP inhibitorlerinin DNA onarim
mekanizmalarinin bozuklugunda kanser hiicrelerinde tek terapotik ajan olarak potansiyel
kullanimin1 destekledigini gostermis ve bu arastirmalar klinik ¢aligmalari tesvik etmistir.
PARP ve 6zellikle PARP1, tiimorlerde siklikla asir1 eksprese edilir, burada artan enzimatik
aktivitesi, kanser hiicrelerini DNA hasarina ve genetik hareketlilige karsi koruyabilir [79],
Bu proteinlerin kansere dahil olmasi, yiikksek PARP diizeylerinin farkli timor tiplerinde
zaylf prognozla iligkili olmasi gergegi ile 6ne c¢ikar [79, 80]. PARP aktivitesinin
inhibisyonu, ya DNA’ya zarar verici ajanlarla kombinasyon halinde ya da sentetik 6ldiirticii
elde etmek icin BRCA1/2 gibi DNA onarim yollarinda spesifik mutasyonlar1 barindiran
timorlerde tek bir tedavi olarak imit vaat eden bir kanser terapisi olarak ortaya ¢ikmistir
[81]. Bununla birlikte, PARP1 ekspresyonu ve PDA'da tiimér prognozu ve/veya
progresyonu ile korelasyon hala net degildir. Bir yandan ve diger tiimorlerin aksine, yiiksek
niikleer PARP1 ekspresyon seviyeleri, PDA hastalarinda daha uzun sagkalim ile koreledir
[82]. Ote yandan, insanlardan ve farelerden alinan normal, preneoplastik ve timor
orneklerini kullanan son c¢aligmalar, PARP1 ekspresyonunun asiner (normal ve kanserli)
hiicrelerle sinirli oldugunu, duktal hiicrelerde saptanamayacag: hipotezini desteklemektedir
[83]. Gergekte, beklendigi gibi, bir PARP1 genetik delesyonu altinda pankreatik kanser
gelistirilen transgenik farelerde 6nemli bir sagkalim oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte,
duktal kanser hiicrelerinde PARP1 ekspresyonunun, radyasyon veya kemoterapi

tedavilerinden sonra PDA hastalarinda up-regiile edilip edilemeyecegini arastirmak i¢in
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daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu bilgi, PARP inhibitorlerinin DNA'ya zarar
veren ajanlar ile kombine bir tedavide kullanilip kullanilmayacagini anlamak agisindan
onemlidir. Son ¢alismalar, PARP inhibitorlerinin birka¢ insan pankreatik hiicre dizisinde
radyoterapiye ve/veya kemoterapiye kars1 duyarliligi arttirabildigini ve hayvan modellerini
kullanan baz1 in vivo ¢alismalarin ayni dogrultuda sonuglar gosterdigini gostermistir [83-
86]. Bununla birlikte, bu sonuglarin klinige aktarilmasindan 6nce, daha ileri klinik veriler
ve insan numunelerinden elde edilen bilgiler gereklidir. Dikkat cekici bir sekilde,
radyasyon veya DNA metile edici ajanlarin sitotoksik etkilerini arttirmak i¢in PARP
inhibitorlerinin varsayimsal kullaniminin Otesinde, son zamanlardaki klinik deneyler,
BRCAL1 veya BRCA2 genlerindeki mutasyonlara sahip PDA hastalarinin, PARP"1 inhibe
eden monoterapiden yararlanabilecegini gostermistir [87-89]. Bir Faz 1b ¢alismasinda,
cisplatin kemoterapisi ve bir PARP1 inhibitorii ile BRCA mutasyonlari olan PDA
hastalarinin %56's1 igin sonug basariliyken, yabanil tip BRCA tiimorii olan hastalarda higbir
yanit gozlenmemistir [90]. Ayni sekilde gemsitabine direngli bir PDA hastasinin DNA'ya
zarar veren ajanlara cevap veren klinik sonuglar1 mevcuttur. Bu hastadan alinan kanser
hiicrelerinin global genomik sekanslama calismalarinin PalB2 proteinini kodlayan genin
biallelik inaktivasyonunu ortaya ¢ikardigi, DNA’nin ¢ift zincir hasarinin onariminda kritik
olan BRCA1 ve BRCA2 etkilesimlerini bozacagi bulunmustur. PALB2 geninin de
etkisizlestirilmesinin pankreas kanserinde DNA hasarina yanitin bir belirleyicisi ve kanser
tedavisini kisisellestirmek i¢in iyi bir hedef oldugu diistiniilmiistiir [91]. Bu veriler, BRCA
yolagindan elde edilen DNA onarim genlerinin inaktivasyonunun, timorlerin DNA'ya zarar
veren ajanlara ve PARP inhibitorlerine karsi duyarli oldugunu dogrulamaktadir. Ancak,
BRCA1 ve BRCA2'deki mutasyonlar, ailesel PDA'daki en yaygin mutasyonlardir ve PARP
inhibitorlerinin umut verici bir tedavi olarak kullanilmasini desteklemektedir [92]. Ancak,
ailesel PDA, pankreas kanseri vakalarmin %210'undan azindan sorumludur ve ¢ogu PDA
vakasi bilinen kalitsal yatkinlik olmaksizin sporadiktir [93]. Bununla birlikte, genomik
cagda, PARP inhibisyonundan yararlanabilecek BRCA veya PALB2 gibi mutasyonlari
barindiran PDA hastalarini tanimlamak i¢in tarama programlar1 gelistirilmeye degerdir [94,
95]. Ayrica, diger tiimorlerden elde edilen son veriler, BRCA eksikliginin yani1 sira, diger
DNA hasar onarim yolaklarindaki kusurlarmn, hiicreleri PARP inhibisyonuna son derece
duyarli hale getirdigini belirlemistir [96-98]. Dikkat ¢ekici bir sekilde, Waddell ve
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arkadaglar1 yakin zamanda 100 PDA'lik tam genom dizileme ve kopya sayisi degisim
analizleri gerceklestirmis ve sadece BRCA genlerini degil, ayn1 zamanda PALB2 ve
FANCM ve XRCC4/6 gibi diger Fanconi anemi genlerini igeren DNA hasar onarim
eksikliginin mutasyonal bir verisini de belirlemistir [96].

On yil i¢cinde BRCA mutasyonuna ugramis kanser hiicrelerinde letalite
goriilmesinden bu yana, bes PARP inhibitorii ge¢ evre klinik gelisimine ulagmistir. Bunlar
Veliparib, Niraparib, Talazoparib, ilk onay alan genis yayilimli oral PARP inhibit6rii

tinvanini tasiyan olaparib ve ilk klinik denemenin yapildig: rucaparibdir.
1.5. Olaparib

Olaparib,  {4-[(3-[4-(cyclopropylcarbonyl)piperazine-1-carbonyl]-4-fluorophenyl]methyl]-
2H-phthalazin-1-one; KU-0059436; AZD2281; Lynparza, molekiler agirlik: 434,46 g/mol;
C24H23FN4O3}, platin temelli kemoterapiye karsilik olarak, meme, yumurtalik (follop tiipleri
veya peritoneal), prostat kanserlerinden yiiksek derecede sorumlu olan BRCA1 ve BRCA2
genlerinin birinde veya ikisinde birden kalitsal mutasyonla olugsmus (germline ve/veya
somatik) tiimorlere negatif veya durdurucu yonde etkinlik gosteren bir oral PARP
inhibitoridiir [99]. Germline BRCA eksikligi olan yumurtalik kanserinin tedavisinda FDA
onay1 alan ilk PARP inhibitoriidiir.

Hastalarda 8 haftadan sonra olmamak sartiyla platin igeren kemoterapétiklere ilave
olarak tedaviye olaparib ile devam edilmesi durumunda yiiksek etkinlik goriilmistiir.

Olaparib (Sekil 1.1), hiicre boliinmesi sirasinda hiicrelerdeki hasar gormiis DNA'y1
(hem normal hem de kanser hiicrelerinde) onarmaya yardim eden insan poli (ADP riboz)
polimeraz (PARP) enzimlerinin etkisini bloke eder. Normal hiicrelerde, BRCA1 ve BRCA2
proteinlerini gerektiren DNA'nin onarimi i¢in alternatif bir mekanizma vardir. Bu alternatif
mekanizma, BRCA1 veya BRCA2 genlerinde mutasyon bulunan kanser hiicrelerinde
diizgiin ¢alismaz. Bu nedenle, PARP proteinleri bloke edildiginde, kanser hiicrelerindeki

hasar géormiis DNA'lar onarilamaz ve sonug olarak kanser hiicreleri 6liir [100].
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Sekil 1.1. Olaparibin kimyasal formiilii [99]

Bu enzim, baz-eksizyon onarimi ile, tek sarmalli DNA kirilmalarini birlestirmeye
yardimei olur, eger kirilmalar onarilamazsa, replikasyon ¢ataliyla karsilastiginda ¢ift sarmal
kirilirlar. Cift iplikli kopmalar genellikle BRCA1 ve BRCA2'min 6nemli rol oynadigi
homolog rekombinasyon (HR) ile onarilirlar [100, 101]. BRCAL veya BRCA2'deki zararli
mutasyonlarin tasiyicilari, onlart kansere yatkin hale getirir. PARP inhibe edildiginde,
BRCA1/2 eksikligi olan hiicreler artik c¢ift sarmalli DNA kiriklarini etkin bir sekilde
onaramazlar ve DNA lezyonlari, kromatid kiriklar1 ve nihai apoptoz birikimine neden
olurlar. Boylece, BRCA1/2 mutasyonlar1 olan tiimér hiicreleri potansiyel olarak PARP
inhibitdrlerine duyarli hale gelmis olur. Baz-eksizyon onarimini inhibe etmenin yani sira,
PARP inhibitorlerinin, tek sarmalli DNA kirilmalarinda PARP"1 yakalamak suretiyle daha
fazla sitotoksik aktivite sergiledigi de bildirmistir [102]. PARP inhibitorlerinin
mekanizmasi, ¢ogu kemoterapi ile iliskili toksisiteleri onlerken secici bir sekilde kanser
hiicrelerini 6ldiirme imkani sunar. PARP inhibitorii olaparibin erken faz I ¢alismasinda
BRCA mutasyonlar1 tasiyicilarinda antitiimor aktivite gosterdigi rapor edilmistir [103]. O
zamandan beri olaparib, BRCA mutant meme ve yumurtalik kanserlerine kars1 ya klinik
yanitlar ya da farmakodinamik biyobelirtegler yoluyla Klinik etkinlik gostermistir [104-
112]. Ayrica akciger, rahim, pankreas, mezotelyoma, bobrek ve prostat kanseri gibi daha az
yaygin BRCA ile iligkili kanserlerde de etkinlik gdstermistir. Olaparib ayrica kamptotesin
ve radyasyona kars1 tiimor duyarliligini arttirmak i¢in kullanilmistir. Birkag¢ klinik ¢alisma
gostermistir ki, olaparib, monoterapotik ajan tedavisi olarak veya dakarbazin, topotekan,
bevacizumab veya sisplatin ve gemsitabin gibi ilaglarla kombine halde, plazmada
farmakokinetik analizler i¢in kantitatif olarak olgtilmistiir [103, 112-115]. Sekil 1.2°de

PARP inhibitorlerine ait calisma mekanizmas1 gosterilmistir.
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Sekil 1.2. PARP inhibitorii calisma mekanizmasi [111]

Olaparibin mutajenik bir potansiyel gostermedigi, ancak in vitro memeli hiicrelerinde
kromozom yapisin1 degistirebildigi gozlemlenmistir (klastojenik). Siganlara oral yoldan
verildiginde, olaparibin kemik iliginde mikroniikleusu indiikledigi gozlemlenmistir. Bu
klastojenite, olaparibin bilinen farmakolojisi ile tutarlidir ve insanda genotoksisite

potansiyeline isaret etmektedir [116].

1.6. Rucaparib

Rucaparib {AG-14699, PF01367338, CigHisFN3O, 8-Fluoro-2-(4-methylaminomethyl-
phenyl)-1,3,4,5-tetrahydro-azepino[5,4,3-cd]indol-6-one  phosphate, RUBRACA}, DNA tek
iplik¢ik hasarini baz eksizyon-onarim yolu (BER) ile engelleyen bir PARP inhibitoriidiir.
Molekiiler agirligi 421,36 g/mol ve PARP1 Ki 1,4 nM’dir. Diger birgok PARP’1n aksine
kendi yapisina yerlestirilmis bir indol kromoforuna sahiptir. Bu kromofor, peptitleri ve
proteinleri incelemek i¢in kullanilan dogal bir amino asid olan triptofan ile benzerdir.
Rucaparib (Sekil 1.3), BRCA1 ve BRCA2 mutasyonu araciligiyla ve BRCA mutasyonuna
ugramamis HR tamirinde (DNA onarim genlerindeki defektler) defektif olan tiimor
hiicrelerinde selektif sitotoksisiteyi uyarir. Klinik denemelere giren ilk PARP inhibitoriidiir.

PARP-DNA komplekslerinin tutuklanmasini degerlendirmeyi amaglayan g¢aligmalardan
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elde edilen veriler de dahil olmak iizere, FDA onayli Olaparibe benzer sekildle BRCA
mutasyonlarina ugramis kanser tedavisindeki klinik ¢aligmalarda rucaparibin de antikanser

etkisi oldugu gozlemlenmistir [117, 119].
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Sekil 1.3. Rucaparibin kimyasal formiilii [120]

Yeni ilag uygulamalari i¢inde degerlendirilen in vitro farmakoloji ¢alisma
raporlarindan elde edilen veriler, rucaparib kaynakli hiicre 6liimiiniin apoptotik belirteclerin
upregiilasyonu, PAR olusumunun azalmasi (PARP inhibisyonunun farmakodinamik bir
belirteci) ve artmis DNA hasar ile iliskili oldugunu gostermistir. Doza bagli anti-timor
aktivitesinin, plazma ve timordeki rucaparib seviyeleri ve timor 6rneklerinde azalmis PAR

seviyeleri ile paralel oldugu gézlemlenmistir [121].

1.7. N-(4-asetilfenil)-2-(ariltiyo)asetamit ve N'-(3-hidroksi-4-metoksibenziliden)-2-(4-
tosilpiperazin-1-il)asetohidrazit Tiirevleri

Amid, hidrazon gibi antikanser etkinligi oldugu gbzlenen farmakofor gruplari tasiyan,
farkl1 gruplarda molekiiller igeren yeni nesil sentezler yapilmakta ve oOzellikleri
arastirilmaktadir. Piperazin halka, amid yapist ve hidrazon yapist ile ilgili yeni bilesiklerin
potansiyel antikanser 6zellikler gosterdigi yapilan pek ¢ok farkli ¢alismadan elde edilmistir.
Ancak bu sentezlenen tiirevlerin in vitro olarak molekiiler temelleri hiicreler iizerinde
farklilik gostermektedir ve daha yeni yeni pek ¢ok ilgi alan1 ortaya koymaktadir.

Bu calismada sentezlenen N-(4-asetilfenil)-2-(ariltiyo)asetamit tiirevleri ve N'-(3-
hidroksi-4-metoksibenziliden)-2-(4-tosilpiperazin-1-il)asetohidrazit tiirevlerinin anti kanser
etkinliklerinin varlig1 gosterilmis, bu etkinligin PARP ile iliskisi arastirilmistir.

PARP inhibitorleri ile benzerlik [122-124] gosteren amid grubu igeren N-(4-

Asetilfenil)-2-(ariltiyo)asetamit tiirevleri seklinde sentezlenen 6 farkli maddenin igerigiyle
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benzer gruplarin daha 6nce yapilmis anti kanser etkinlikleri arastirildiginda, imidazol [125,
126], tetrazol [127, 128], tiyazol [129, 130], tiyadizol [131, 132] ve triazol [133, 134] bagh
gruplarin farkli kanser hiicre tipleri iizerinde etkileri denenmis ve antikanser Ozellikleri
oldugu gozlenmistir.

PARP inhibitorleri ile halkasal yapida benzerlik gosteren Hidroksi-4-
metoksibenziliden)-2-(4-tosilpiperazin-1-il)asetohidrazit tiirevleri seklinde sentezlenen 2
farkli maddenin igerigiyle, benzer piperazin halkasinin anti kanser etkinlikleri
degerlendirildiginde kanserli hiicrelerin proliferasyonunu inhibe edici etkinlikleri oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica PARP inhibitorlerine ait hidrazit gruplarinin benzerligi dikkat
cekmis ve bu yapilarin nitrik oksit salinimini artirarak PARP inhibisyonu sagladigi

belirtilmistir [120, 135, 136].
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2. GERECLER
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Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

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

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

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

2 mL’lik Ependorf tiip (Greiner bio-one, Amerika),

5 ve 10 mLlik steril enjektor (Hayat, Tiirkiye),

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

Lamel (Isolab, Almanya),

Filtre (Sartorius stedim, Almanya);

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

Parafilm (Pechiney, Fransa),

pH indiikator kagidi (Macherey- Nagel, Almanya)

Cedex smart Slide (Roche, Isvigre),

XxCELLigence E-plate 96 (Roche, Isvigre)

hTERT-HPNE hiicre hatti (ATCC, Amerika)

Capan-1 hiicre hatt1 (ATCC, Amerika)

PANC-1 hiicre hatt1 (ATCC, Amerika)

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide %98, Alfa Aesar, Almanya)
Fosfat tamponu (PBS, Sigma-Aldrich, Almanya)

Dimetilsiilfoksit (DMSO, Sigma—Aldrich, Almanya),

Fetal Bovine Serum (FBS, Sigma-Aldrich, Almanya),

Olaparib (CAYMAN Chemical, Amerika)

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

Insan epidermal biiyiime fakétrii (thEGF, Promega, Amerika)

23



N N 2 2R R N R A

\

N 2 2 2 N S N N

Puromisin (Wisent Bio Products, Kanada)

L-glutamin (Sigma-Aldrich, Almanya);

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; Sigma-Aldrich, Almanya);

M3 Base Medium (Incell Corporation, Amerika)

Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM; Sigma-Aldrich, Almanya);
Sodyum piriivat (Biochrom AG, Almanya),

Tripan mavisi (Biological Industries, Israil)

Tripsin-EDTA Soliisyonu (Biochrom, Almanya),

Cedex, Akilli lam, (Roche Innovatis, 1svig:re)

MitoTracker Red CMX-ROS (Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, Amerika)
DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride; Thermo Fisher Scientific,
Amerika)

Canl1 Hiicre Gortintiileme Soliisyonu (Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific,
Amerika)

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

PE Active Caspase-3 Tayin Kiti (BD Biosciences, Amerika)

Cycle Test Plus DNA Analiz Kiti (BD Biosciences, Amerika)

MitoScreen (JC-1) Membran Potansiyeli Tayin Kit (BD Biosciences, Amerika)
Cleaved PARP [214/215] ELISA Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Amerika)
4’-Aminoasetofenon (Sigma-Aldrich)

Aseton (Merck, Almanya)

2-Merkapto-1-metilimidazol (Merck, Almanya)

5-Merkapto-1-metiltetrazol (Sigma-Aldrich, Almanya)
3-Merkapto-4-metil-1,2,4-triazol (Sigma-Aldrich, Almanya)
2-Merkapto-2-tiyazolin (Sigma-Aldrich, Almanya)

2-Merkaptobenzotiyazol (Sigma-Aldrich, Almanya)

2,3-Diklorobenzaldehit (Merck)

Etanol (Merck, Almanya)

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

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

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

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

Sodyum bikarbonat (Sigma-Aldrich, Almanya)
Trietilamin (Sigma-Aldrich, Almanya)

Kullanilan Cihazlar

CEDEX XS Analiz Sistemi (Roche Innovatis AG, Isvigre)
Inverted mikroskop (Olympus, Japonya),

Mulltimod Mikroplaka Okuyucu HTX Synergy AFL (ELISA Reader, BioTek,

Amerika)

Mulltimod Mikroplaka Okuyucu Goriintiileme Sistemi (Cytation 5, BioTek, Amerika)
xCELLigence Gergek Zamanl Hiicre Analiz Sistemi MP Istasyonu (ACEA,

Biosciences Inc. Amerika)
Akis sitometri cihazi (BD, FACS Aria | Cell Sorter, Amerika)

Stratagene Mx3005P RT PCR Isil Dongii Cihazi (Agilent Technologies, Amerika)
Laminar Flow kabin (Mars Scanlaf, Labogene ApS, Danimarka),
HeraSafe KS Molekiiler Biyoloji Laminar Kabin (Thermo, Kanada)

Masaiistii sogutmali santrifiij (Hettich Lab Teknoloji, Almanya),

Derin dondurucu buzdolab1 (Nuaire, Amerika)
Steril CO inkiibatorii (Binder, Almanya)
Sterilizator (Heraeus, Almanya)

Su banyosu (Niive, Tiirkiye)
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S1v1 azot tank1 (Taylor Wharton, Amerika)

Hassas terazi (Mettler Toledo, Amerika),

Otoklav (Eryigit A.S. Tiirkiye),

Orbital ¢alkalayict (Heidolph, Almanya)

Sarjli pipetor (Starlab, Almanya),

Farkli hacimlerde otomatik mikropipetler (Thermo, FinnPet, Kanada),

Vorteks (Heidolph, Almanya)

Distile Su Cihazi (Sartorius Stedim, Almanya)

Ultrasonik Su Banyosu (BD, ProbeTecET, Amerika)

Mr. Frosty (Nalgene, Amerika)

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

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

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

Kiitle Spektrometresi (MS): Shimadzu LCMS-IT-TOF system (Shimadzu, Tokyo,
Japan).
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3. YONTEMLER
3.1 Maddelerin Sentez Yontemleri

3.1.1. N-(4-asetilfenil)-2-(ariltiyo)asetamit tiirevlerinin sentezi (Yontem A)

4’-Aminoasetofenon (0,05 mol) ve trietilamin (0,06 mol) tetrahidrofuran (THF)
igerisinde ¢Oziildii, tetrahidrofuran igerisinde seyreltilmis kloroasetil kloriir (0,06 mol) O-
5°C’de damla damla bu karigima ilave edildi. Reaksiyon bitimi ince tabaka kromatografisi
ile kontrol edildi. Coziicilisii ugurulan ham iiriin suyla yikanarak alindi, kuruduktan sonra
etanolden kristallendirildi. Elde edilen 2-kloro N-(4-asetilfenil)asetamit (0,005 mol) uygun
2-merkaptoaril tiirevleriyle (0,005 mol) potasyum karbonat varliginda aseton icerisinde 6
saat karigtirildi. Reaksiyonun bitiminde ¢oziiclisii ugurulan madde suyla yikandi, daha

sonra etanolden kristallendirildi.

3.1.2. N'-(3-hidroksi-4-metoksibenziliden)-2-(4-tosilpiperazin-1-il)asetohidrazit tiirevlerinin

sentezi (Yontem B)

Etil piperazinoasetat (0,05 mol) ve trietilamin (0,06 mol) THF igerisine alinir, THF
ile seyreltilmis olan p-toluensiilfonil kloriir (0,06 mol) 0-5°C’de damla damla karisima
eklenir. Reaksiyon bittikten sonra ¢oziicii ugurulur, suyla yikanir, kristallendirilir. Daha
sonra elde edilen etil 4-(4-toluilsiilfonil) piperazinoasetat (0,04 mol) etanol igerisinde
¢Oziiliir, hidrazin hidrat (0,08 mol) ile kaynatilir. Bir gece buzdolabinda bekletilir, ¢coken
tirtin siiziiliip alinir. Bu hidrazinlenmis ara {irlin ona esdeger oranda benzaldehit tiirevleriyle
etanolde reaksiyona sokulur, reaksiyon bitiminde sogukta bekletilir, ¢coken iiriin siiziilerek
alinir.

Elde edilen bilesiklerin erime derecesi belirlenmis, yapilar1 da *H-NMR, *C-NMR ile
spektroskopik teknikler kullanilarak aydinlatilmistir.
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3.2.  Hiicre Kiiltiirii Analizleri
3.21. Deneylerde kullamlan pankreatik hiicreler

Tez kapsaminda calisilan 3 farkli hiicre: insan saglikli pankreas hiicresi (hTERT-
HPNE) ve insan pankreas kanser hiicreleri (PANC-1 ve Capan-1) iizerinde, sentez
maddeleri ile PARP inhibitorlerinin (olaparib ve rucaparib) antikanser etkileri arastirilmig

ve sonuglar kontrol grubu (%0,1’lik DMSO kontrol grubu) ile karsilagtirilmastir.

3.2.1.1. Capan-1 hiicre hatti

Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (American Type Culture Collection: ATCC) hiicre
bankasindan HTB-49 koduyla temin edilmis olan Capan-1 hiicreleri, 40 yasinda Kafkasya
kokenli bir erkegin karacigere metastaz yapan pankreas hiicrelerinden izole edilmistir.
Epitelyal morfoloji gosteren adenokarsinom hiicreleri (kanser6z pankreatik kanal
hiicreleri), kiiltiir ortaminda adhere olarak c¢ogalmaktadir. Pankreas kanali uyumlu
adenokarsinoma olugturur. BRCAZ2 allelinde tek baz cifti delesyona sahiptir. Ek olarak K-
RAS’da (G12V) bir onkojenik ve TP53’te inaktive edici mutasyonlara sahipitir [137].

Kiiltir besiyeri olarak Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)
kullanilmaktadir. 2-3 giinde bir besiyeri degistirilerek, bu hiicre tipine 6zgli hiicrelerin
urettigi gastrik tip yogun miisin kirliligi de giderilmistir. Stok soliisyon ise kiiltlir ortamina

%5 DMSO ilavesi ile hazirlanmistir.

3.2.1.2. PANC-1 hiicre hatn

ATCC hiicre bankasindan CRL-1469 koduyla temin edilmis olan PANC-1 hiicreleri,
56 yasinda Kafkasya kokenli bir erkegin pankreas kanalindan izole edilmistir. Epitelyal
morfoloji gosteren epitelioyid karsinom hiicreleri (pankreatik kanal hiicreleri), kiiltiir
ortaminda adhere olarak ¢ogalmaktadir. K-RAS (G12V) onkojenik mutasyonuna ve TP53
inaktivasyon mutasyonuna sahiptir[138].

Kiiltir besiyeri olarak Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium (DMEM)
kullanilmaktadir. 2-3 gilinde bir besiyeri degistirilerek yenilenmistir. Stoklama soliisyonu

ise kiiltiir ortamina %5 DMSQO ilavesi ile hazirlanmistir.
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3.2.1.3. hTERT-HPNE hiicre hatt

ATCC hiicre bankasindan CRL-4023 koduyla temin edilmis olan hTERT-HPNE
hiicreleri, 52 yasinda bir erkegin pankreas kanalindan, asinar-duktal metaplazi sirasinda
olusan hiicrelerden izole edilmistir. Epitelyal benzeri morfoloji gdsteren normal
Oliimstizlestirilmis hiicreler (pankreatik kanal hiicreleri), kiiltiir ortaminda adhere olarak
cogalmaktadir [139].

hTERT-HPNE hiicre hatti, insan pankreatik kanalindan gelistirilmis olup, telomeraz
ters transkriptaz (human telomerase reverse transcriptase, hTERT) genini iceren bir
retroviral ekspresyon vektoriiniin (pBABEpuro) transdiiksiyonu ile olusturulmustur.
Enfekte olmus hiicreler telomeraz i¢in pozitif hale gelmis, telomer kromozom kisalmasini
engelleyerek yaslanma durdurulmustur, 150 boéliinmenin ardindan bile bu hiicrelerin hala
prolifere oldugu gozlemlenmistir [140].

Kiiltiir besiyeri olarak Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium (DMEM) ve Base
Medium kullanilmaktadir. 2-3 gilinde bir besiyeri degistirilerek yenilenmistir. Stoklama

soliisyonu ise %95 fetal sigir serumu (FBS) ve %5 DMSO ilavesi ile hazirlanmistir.

3.2.2. Malzeme sterilizasyonu

Deneylerde tek kullanimlik steril malzemeler kullanilmig, bunlarin haricinde
kontaminasyonun engellenmesi igin kapak kisimlari aliiminyum folyo ile sarilmis halde,
cam ve metal malzemelerin sterilizasyonu igin kuru hava sterilizatoriinde 180°C’de 2 saat,
stv1 soliisyonlar ve pipet uclar1 icin 121°C, 1,5 atmosfer basincinda otoklavda 20 dakika
arindirma islemleri gergeklestirilmistir. Otoklavlanamayacak sivilar igin 0,22 mikron por

capl tek kullanimlik filtreler kullanilmistir.

3.2.3. Hiicrelerin besiyerlerinin hazirlanmasi

hTERT-HPNE hiicreleri i¢in Dulbecco’s Medified Eagle’s Medium (DMEM),
karisim besiyeri olarak modifiye edilmis ve karisimi olusturan maddeler su sekilde
oranlanmistir: Glukozsuz DMEM (%75), 2 mM L-glutamin, 1,5 g/L sodyum bikarbonat,

M3 Base medium (%25). Besiyerinin tamamlanmasi i¢in 10 ng/mL insan rekombinant
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epidermal biiyiime faktorii (thEGF), 5,5 mM D-glukoz (1 g/L), 750 ng/mL puromisin, fetal
bovin serum (FBS, %5) igerisinde nazikge karistirilarak besiyerine ilave edilmistir.

PANC-1 hiicreleri i¢in %90 DMEM, %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin antibiyotik
igeren besiyeri hazirlanmistir.

Capan-1 hiicreleri i¢in %80 IMDM, %20 FBS, %1 penisilin-streptomisin antibiyotik

iceren besiyeri hazirlanmigtir.
3.24. Stok aktivasyonu

Onceden stoklanan hiicreler derin dondurucu (-86°C) veya sivi azot tankindan
(-196°C) cikartilarak en kisa siirede, 37°C’de erimesi saglandiktan sonra besiyeri igine
alimmig, 1200 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir. Santriflij islemi tamamlandiktan sonra
hiicrelerin sayilar1 kontrol edilmistir. Ardindan hiicre sayisina gore iireyebilmeleri i¢in T25

flasklarda kiiltiire edilmislerdir.
3.2.5. Hiicrelerin pasajlanmasi ve stoklanmasi

Hiicrelerin uygun yogunluga ulasincaya kadar diizenli araliklarla aseptik kosullarda,
besiyerleri degistirilerek flasklarda gelisimi (flask tabanma yapisarak cogalmasi)
saglanmistir. Hiicrelerin azami olarak %80/flask doluluk oranina ulagmasi durumunda
pasajlama islemi gerceklestirilmistir.

Pasajlama: Hiicrelerin kullandiklar1 besiyeri flasklardan uzaklagtirildiktan sonra
hiicre flaski steril Ca?*-Mg?" icermeyen fosfat tamponu (PBS) ile birkag kez yikanmis ve
flask boyutuna uygun olacak sekilde %0,25 (w/v) Tripsin / 0,53 mM Etilen diamin tetra
asetik asit (EDTA) soliisyonu ile 3-5 dk 37°C sicaklikta inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda
Tripsin-EDTA soliisyonunu nétrlemek tizere kalkan hiicreler iizerine uygun besiyeri ilave
edilerek ortam seyreltilmis ve santrifiij tiipine alinmigtir. 1200 rpm’de 5 dk santrifiij
isleminden sonra siipernatan uzaklastirilmis, yeni besiyeri iginde hiicreler siispanse edilmis
ve uygun miktarda flasklara boliinmiistiir.

Stoklama: Pasajlama isleminden sonra hiicreler uygun yogunluk oraninda sayilarak 2

mL’lik stok tiliplerine uygun dondurma besiyerleri i¢inde aktarilmiglardir. Stok tiipleri Mr.
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Frosty dondurucusu kullanilarak 1 gece -86°C de bekletilmis ve daha sonra sivi azot buhar
fazinda stoga kaldirilmigtir.

Hiicre Saytmi: Hicrelerin canliliklart ve sayimlari otomatik hiicre sayim cihazinda
CEDEX XS Software 1.0.3 programi kullanilarak belirlenmistir. Bunun i¢in santrifiij islemi
sonrasinda hiicre pelleti 1 mL besiyeri icinde homojen olarak seyreltildikten sonra 10 pL
tripan mavisi soliisyonu ile 10 pL hiicre siispansiyonu 10 sn homojen bir sekilde
karigtirllmis sonrasinda CEDEX lamima bu karisimdan 10 pL  aktarilmistir. Cihaz
protokollerine gore sayim islemi gergeklestirildikten sonra, seyreltme oranlar1 gz Oniine
almarak hesaplamalar yapilmig ve hiicreler buna gore ekilerek deneysel yontemler

gerceklestirilmistir.
3.26. MTT Yontemi

Ik kez Mosmann tarafindan 1983 yilinda hiicre proliferasyonu yontemi olarak
bulunmus, ayni yillarda kanser hiicre hatlarinda kemoterapdtik ilaglarin etkisini arastirmak
amaciyla kullanilmaya baslanmistir. Proliferasyon ve sitotoksisiteyi kantitatif olarak 6lgen
yontemde, canli ve apoptozun erken evresindeki hiicrelerin mitokondrileri araciligryla MTT
[3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl Blue]
soliisyonda bulunan tetrazolium halkasi, hiicrelerdeki dehidrojenaz enzimlerince reaksiyona
girip, sadece metabolik hiicreler tarafindan indirgenip pargalanarak suda ¢6ziinmeyen
formazan kristallerinin olusmasina neden olur. Reaksiyon sonucu olusan rengin yogunlugu
mitokondriyal aktiviteyle dogrudan iligkilidir. MTT boyasinin sar1 rengi, bu aktivite
gozlendiginde ¢oziicii ilavesi ile mora donlismektedir. Coziicli ilavesi sonrasinda formazan
kristallerinin yogunluguna gdre olusan renk skalasma bagl dlgiim yapilmaktadir. Olii
hiicrelerin varliginda formazan kristali olusmamaktadir [141].

Yontemin uygulanisi: Hiicreler, diiz tabanli, 96 kuyucuklu, steril, kapakli, tek
kullanimlik mikroplakalara, 200 uL uygun besiyeri igerisinde kuyu basma 1x10* hiicre
olacak sekilde ekilmistir. Plakaya ekildikten sonra hiicreler 24 saat inkiibasyona birakilarak
plaka tabanina yapigsmalar1 saglanmistir. 24 saatin sonunda 100 pL besiyeri ¢ekilerek yerine
100 pL igerisinde hazirlanan farkli konsantrasyonda maddeler ilave edilmistir (Hiicrelere

uygulanacak konsantrasyonlar, 1:1 seyreltme faktorii géz Oniline almarak, 2 kat yogun
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hazirlanip uygulanmistir). Madde uygulamasini takiben 24 saat inkiibasyon siiresinden
sonra her bir kuyuya 1siktan korunarak 20 pL stok MTT ¢ozeltisinden (5 mg/mL PBS
icinde ¢oziillip uygulama oncesi filtrelenen MTT soliisyonu) ilave edilerek 3 saat
inkiibasyona devam edilmistir. Daha sonra hiicrelerin besiyerleri tamamen ¢ekilerek
formazan kristallerinin ¢éziinebilmesi i¢in 100 pL. DMSO ilave edilmis, 15 dk karanlikta
calkalandiktan sonra mikroplaka okuyucuda 540-570 nm dalga boyu ve 650 nm referans

dalga boyunda olusan renk degisimlerinin optik yogunluklar1 (absorbanslar1) okutulmustur.

Veriler Microsoft Office Excel’de hesaplanarak olusturulmustur. Bunun igin
oncelikle kor kuyusu degeri optik okumalardan c¢ikartilmistir. Optik yogunluklarin
ortalamalar1 ve % canlilik degerleri Excel formiil hesaplarindan yapilmis ve sonuglar ele
alinmigtir. Kontrol grubunun canliligit %100 kabul edilerek diger tiim canlilik degerleri
bunun iizerinden hesaplanmistir.

24 saatlik analizler sonucunda, numunelere ait konsantrasyon araliklari belirlenmistir.

Deneylerde 3 farkli kontrol grubu kullanilmistir. Besiyeri giivenilirligi ve kor
okumasi icin de kontrol gruplari kullanilmis ancak deneylerde kontrol olarak ¢oziicii
kontrol grubu [%90 uygun besiyeri +%10 FBS + %1-2 Pen-Strep (%0,1 DMSO igeren
besiyeri) + Hiicre] lizerinden hesaplamalar gerceklestirilmistir.

Istatistiksel analizler Graphpad Prism 7 yazilim programmda hesaplanmustir.
Analizlerde hiicre kontrol grubunun canliligi %100 kabul edilmis ve bu deger iizerinden
diger konsantrasyon kuyucuklarinin % canlilik verileri hesaplanmistir (seriler n=8 tekrarli
calisilmigtir). Ortalama +standart sapma (St.S.) degerleri olarak veriler, bagimsiz gruplar
tek faktor igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve anlamli degerler icin izleme testi
(post-hoc), Tukey t test ile hesaplanmustir.

Ortalama aralarindaki farka gore su sekillerde anlamlandirilmistir (p<0,05* anlamls,
p<0,01** O6nemli derecede anlamli, p<0,001*** cok Onemli derecede anlamli, p>0,05

anlamli degil).
3.2.7. xCELLigence Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi ile hiicre empedansinin 6lciilmesi

XCELLigence Gergek Zamanl Hiicre Analiz Sistemi (Real Time Cell Analyzer MP,
ACEA Biosciences Inc.; xCELLigence RTCA MP cihazi), elektriksel impedans teknolojisi
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ile her bir kuyucuk icindeki iyonik konsantrasyon ve hiicrelerin elektronik plaka
tabanindaki elektrodlarla etkilesimine dayanarak oOl¢lim yapan bir hiicre bazli gergek
zamanl analiz Ozelligine sahip mikroelektronik biyosensor sistemidir. Hiicre canliligi,
hiicre sayisi, hiicre morfolojisi Ve yapisma derecesinin tiimii elektrod empedansini etkiler.
Hiicre proliferasyonunu ve morfoloji degisimini, isaret¢i kullanmadan saptama, fizyolojik
temas gerektirmeksizin ger¢ek zamanli izleme ile otomatik Slglimler yapabilme, yiliksek
duyarhilik ve dogrulukta goriintiileme i¢in kullanilan bir sistemdir. Ger¢gek Zamanli Hiicre
Analiz Sistemi, elektriksel empedans olgerek hiicre sayisini dolayli olarak tespit eder ve
giinlerce, istenilen araliklarla bu 6l¢iimii devam ettirerek gergek zamanli veriler olusturur.
Geleneksel hiicre tabanli testlerin zaman Ve is giicli yogunlugunu ortadan kaldirarak biiyiik
ol¢iide verimlilik saglamaktadir. Sistemin merkezi, 6zel tiretilmis 96 kuyucuklu plakalarin
(E-plaka 96) alt kisminda entegre edilmis mikroelektronik hiicre sensoérii dizisidir. Bu
sensor; elektrodlarin  elektronik empedansinin  dlgiilmesi, elektrodlar {izerindeki
degisikliklerin saptanmasi Ve izlenmesini saglar. Birimsiz olarak ifade edilen hiicre indeksi
(cell index; CI); hiicre durumunu gosteren elektrik empedansindaki goreceli degisikligin
Olciilmesi i¢in kullanilir. Hiicre indeksinin artis1 ve azalisina bagli olarak sistemin elde
ettigi veriler, cihazin yazilimi ile otomatik olarak degerlendirilir. Hiicreler elektronik
plakaya ekildikten sonra literatiirde hiicre indeksi olarak gegen birimsiz ifadenin uygun
diizeye gelmesi i¢in inkiibasyona birakilmistir. Hiicre indeksi her hiicrede farkli sekilde ve
slirede artip azalabilir [140, 141].

Yontemin uygulanigi: Once ¢aligmalarda kullanilacak olan E-plakalara 100 pL
uygun besiyeri eklenmis ve ortam 1sis1 ile esitlenmesi i¢in Once oda 1sisinda 5 dk
bekletilmis ve sonra cihazda kor okumasi gerceklestirilmistir. Okuma sonunda plaka
cihazdan c¢ikartilmis, iizerine E-plaka tabanina temas etmeden 100 pL besiyeri icerisinde
hiicreler (kuyu bagma 1x10* hiicre) ilave edilmistir. Uygun CI degerine ulasan hiicrelere,
test maddelert 100 pL  besiyeri igerisinde hesaplanarak uygulanmistir (Hiicrelere
uygulanacak konsantrasyonlar, 1:1 seyreltme faktorii géz Oniine alarak, 2 kat yogun
hazirlanmistir). Madde verilisini takiben saat basi veri alacak sekilde sistem ayarlanarak
gercek zamanli analiz yapilmigtir. MTT yontemi ile belirlenmis olan konsantrasyon
araliginin  ger¢ek zamanl etkisini goriintiileyebilmek i¢in ayni konsantrasyonlar bu

sistemde de kullanilmustir.
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Deneylerde 3 farkli kontrol grubu kullanilmistir. Besiyeri giivenilirligi ve kor
okumasi i¢in kullanilan kontrol gruplarinin yaninda hesaplamalar ig¢in esas baz alinan
kontrol grubu ¢6ziicti kontrol grubudur [%90 uygun besiyeri +%10 FBS + %1-2 Pen-Strep
(%0,1 DMSO igeren besiyeri) + Hiicre] ve hesaplamalar bu kontrol grubu iizerinden
gerceklestirilmistir.

XCELLigence RTCA MP cihazi ile elde edilen hiicre indeks degerlerine gore;
hiicrelerinin proliferasyon egrileri, RTCA Software 1.2.1.1002 programi kullanilarak analiz
edilmistir. Bu yontem ile formilasyonlarin ve etken maddenin hiicrelerin canliliginin

yarisini inhibe eden konsantrasyonlar1 (ICsp) hesaplanmistir

3.2.8. Akam Sitometrisi (Flow Cytometry) analizleri

1934 yilinda Andrew Moldoven’in “akim boyunca kan hiicrelerinin sayim1” teknigini
gelistirmesi ile baslayan ve giiniimiizde hiicrelerin tek tek karakterizasyonu asamalarina
kadar gelmis bir analiz sistemidir. Yontemin prensibi, ¢esitli hiicrelerin bir slispansiyon
icerisinden enjeksiyon kanali ile alindiktan sonra akis kanali boyunca tek tek gegerken
hiicre graniilaritesi ve biyiikligine gore siniflandirilmasi esasina dayanmaktadir.
Giliniimiizde pek ¢ok arastirmada kullanilan cihaz 6zellikle immiinfenotiplendirme, hiicre
proliferasyonu ve 6liimiiniin incelenmesi, DNA analizi, RNA ve protein analizi, membran
gecirgelik ve potansiyellerinin 6l¢iilmesi, hiicre ayrimi, hiicre i¢i iyon degisimlerinin ve ilag
alimmin gosterilmesi, apoptotik yolaklarin incelenmesi, mikroorganizma ve kanser
tiplendirmesi gibi amaglarda kullanilmaktadir [142].

Hiicrelerin bir akis sivisi igerisinden tek tek gecerken iizerlerine gonderilen lazer
kaynagindan alarak yaydigi veya yaymadigi sinyalleri farkli dedektorler toplayarak veri
sekline doniistiiriir. Hiicrelerin i¢cinden gegen lazer 1sinlariin yayilimi bu dedektorler ile
toplanir. Hiicrelerin biiyiikliiklerini ve yiizey alamiyla ilgili bilgileri ileri yonlii sagilim
(Forward Scattered Channel, FSC) kanal detektorleri; graniilarite veya i¢ yapist hakkindaki
bilgileri yana sac¢ilimli kanal (Side Scattered Channel, SSC) dedektdrleri; floresan
isaretlenmis olan 151k sagilimlarin1 da floresan (FL) dedektorleri toplayarak sistem {izerinde
veri haline getirilmesini saglar. Bu dedektorler sayesinde hiicre siispansiyonu iginden

aliarak tek tek bir akis sistemine gore verileri elde edilen hiicre popiilasyonu arasindan
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bilgi edinmek istenen hiicre gruplart bir c¢ergeve ile belirlenir. Bu gruplarin segilmesi
islemine kapilama (gating) adi verilir ve hesaplamalar bu kapilar araciligiyla % hiicre

popiilasyonu iizerinden cihaz tarafindan otomatik hesaplanir [142].
3.28.1. Akm Sitometrisi ile apoptoz belirleme calismalart

Apoptoz, embriyonik gelisim sirasinda ve ayn1 zamanda doku homeostazinin devam
ettirilmesi sirasinda ortaya ¢ikan normal fizyolojik bir siirectir. Apoptotik program, plazma
zar1 asimetrisi Ve baglanmasinin kaybi, sitoplazmanin ve cekirdegin yogunlagmasi ve
DNA'nin interniikleozomal bdliinmesi gibi bazi morfolojik ozelliklerle karakterizedir.
Plazma zarinin kaybedilmesi en erken Ozelliklerden biridir. Apoptoz, hiicrelerin hacimsel
olarak kiigiilmesiyle baslar biliziismesiyle devam ederek c¢ekirdektete kromatin
yogunlagmast  gozlenir. Sitoplazma membranindaki balonlagsmalar ve apoptoz
cisimciklerinin olusmas1 sonrasinda bu apoptotik cisimler fagositozdan sorumlu hiicreler
tarafindan taninir ve sindirilir. Membran ve sitoplazmik organellerdeki biitiinliik apoptoz
olayinda son ana kadar bozulmayabilir ve normalde bu siireci inflamasyon izlemez, bu
sebeple fakli sekillerde ortaya g¢ikan hiicresel degisiklikleri akim sitometrisi cihazi farkl
yontemlerle 6lgebilir [143].

Apoptoz tayininde akim sitometrisi yontemleri sunlardir:

1) Hicre biiyiikliigii ve graniilaritesindeki degisiklikler (151k sagilim analizi)

2) Plazma membran degisikligi sonrasindaki gegirgenlik farklari (propidyum iyodiir ile
boyama)

3) Hiicre ylizeyindeki degisiklikler (Annexin V-FITC ile boyama)

4) Mitokondri ve lizozomal degisiklikler (mitokondriyal membran potansiyeli 6l¢iimii,
lizozom proton pompasi)

5) DNA fragmantasyonu (TUNEL yontemi ve DNA analizi)

6) Kaspaz aktivasyonlari

7) Hiicre i¢i iyon degisikligi (Kalsiyum 6lgiimii) [143]
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3.28.1.1. Annexin V-FITC/PI yontemi

Apoptotik hiicrelerde, fosfolipid zar fosfatidilserini (PS), plazma membraninin ig
kismindan dig kismina dogru translokasyon yapar ve boylece PS'yi hiicre disindaki ¢evreye
maruz birakir. Annexin V, PS i¢in yiiksek afiniteye sahip ve transloke olmus PS'ye sahip
hiicrelere baglanan 35-36 kDa kalsiyuma bagimli bir fosfolipid baglayic1 proteindir.
Annexin V, FITC de dahil olmak iizere florokromlara konjuge edilebilir. Bu format, PS i¢in
yiiksek afinitesini korur ve bu nedenle, apoptoz uygulanan hiicrelerin akis sitometrik analizi
icin hassas bir prob olarak gorev yapar. PS'nin digsa vurumu apoptozun erken agamalarinda
cereyan ettiginden Annexin V-FITC boyamasi, DNA fragmantasyonu gibi niikleer
degisikliklere dayali testlerden daha erken bir asamada apoptozu tanimlayabilir. Annexin
V-FITC boyamasi, apoptotik veya nekrotik siire¢lerden kaynaklanan son hiicre 6lim
asamalarina eslik eden membran biitiinliigiiniin kaybolmasindan 6nce gelir. Bu nedenle
erken apoptotik siirecin takibi icin 6nemli bir belirte¢ olarak kullanilabilir. Propidyum
iyodiir (PI) membran biitiinliigli bozulmus 6li hiicrelerin i¢ine girip, DNA ya da cift
sarmalli RNA’ya baglanarak kirmizi floresan veren bir boyadir. Hiicre zarinda
translokasyon meydana gelmemis ve membranda herhangi bir bozulma yok ise hiicreler Pl
acisindan gecirgen degillerdir, 6lii ve hasar gérmiis hiicrelerde ise membran biitlinliigliniin
bozulmast nedeniyle PI i¢ kisma gecebilecegi i¢in son asama apoptoz veya Oliim
evresindeki hiicreler gériintiilenmis olur [144].

Bu testte, herhangi bir floresan isaretleme olmayan hiicreler (FITC/PI") Q3
kadraninda; FITC ile boyanmis ancak PI ile boyanmamis yani apoptotik veya erken
apoptotik hiicreler (FITC */PI") Q4 kadraniyla; her iki boya ile boyanmis yani geg
apoptotik veya nekrotik hiicreler (FITC */PI") Q2 kadraniyla; FITC ile boyanmayip PI ile
boyanmis yani nekrotik ve oli hiicreler (FITC /PI") Q1 kadraniyla gosterilmistir [144,
145]. Bu ¢alismada ICso degerlerinin hiicreler {izerindeki etkileri BD FACS Aria I Cell
Sorter akim sitometrisi cihazinda Slgiilmustiir.

xCELLigence ile hiicreler tizerinde gergcek zamanli analizi yapilan maddelerin ve

PARP inhibitdrlerinin (olaparib ve rucaparib) ICsp konsantrasyonlarinin hiicreler iizerindeki
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apoptoz tayini BD Pharmingen’in apoptoz kitindeki (BD Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit I) prosediire gore yapilmistir.

Cihaz okumalarinin diizgiin gergeklestigini gozlemleyebilmek ve herhangi bir sagilim
olmadigimi gostermek icin negatif kontrol grubu (hiicreli, boyasiz) ve maddelerin hiicresiz
besiyerleri cihazda analiz edilmis ve deney sonuglarini degistirebilecek herhangi bir etki
veya sapma gozlenmemistir. XCELLigence ile bulunan ICso degerlerinin hiicreler {izerinde
erken apoptoz, ge¢ apoptoz Ve nekroz oranlar1 degerlendirilmistir.

Yontemin uygulamigi: Uygun yogunluga gelen hiicreler flasklardan kaldirilmis ve
sayimlart yapilmistir. Sayim isleminden sonra diiz tabanli, 6 kuyucuklu plakalara plaka
basina 1x10° hiicre olacak sekilde ekilmis ve plaka tabanina yapisabilmeleri i¢in hiicreler 1
gece inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin maddelerin 1Cso konsantrasyonlariyla muamele
edilmistir. Uygun inkiibasyon periyodundan sonra (24 ve 48 saat) hiicreler pasajlama
islemindeki gibi kaldirilmis ve santrifiijlenmistir. 2 kez soguk PBS ile yikanan hiicreler 100
uL 1X baglanma tamponu icerisinde 1x10° hiicre olacak sekilde akim sitometrisinde
kullanilacak olan 5 mL’lik tiiplere aktarilmis homojen sekilde seyreltilerek siispanse
edilmigtir. Tiplere 5 pL Annexin V-FITC ve 5 pL PI boyalan ilave edilip nazikge
karistirildiktan sonra 1siktan korunarak 15 dk karanlikta oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Bu
siire sonunda her bir tiipe 400 pL 1X baglanma tamponu ilave edilerek 1 saat icinde

cihazda okutulmustur.
3.28.1.2. Kaspaz-3 aktivitesinin belirlenmesi

Sistein proteazlarinin kaspaz ailesi, apoptoz ve inflamasyonda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Kaspaz-3, apoptozun erken asamalarinda aktive edilen ve kaspaz ailesinin
diger tlyeleri gibi aktive olan anahtar bir proteaz olup, apoptoza ugramis hiicrelerde kendi
kendine proteoliz ve/veya diger bir proteazla béliinme yoluyla islenmis aktif olmayan bir
on enzim olarak sentezlenir. Islenmis kaspaz formlari, aktif bir enzim olusturmak iizere
iligkili olan biiyiik (17-22 kDa) ve kiigiik (10-12 kDa) alt birimleri icerir. Aktif kaspaz-3,
apoptoza giden hiicreler i¢in bir isaretleyici olup, 32 kDa olan bir proenzimden tiiretilmis

17 ve 12 kDa altbirimlerinin bir heterodimerinden olusur. Aktif kaspaz-3, diger kaspazlarin
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yanisira, ¢ekirdekte (6rnegin PARP) ve stoplazmada (6rnegin D4-GDI ve Bcl-2) ilgili diger
hedefleri proteolitik olarak par¢alamakta ve aktive etmektedir [146].

Kaspaz substratlarinin kullanildigi yontemlerde peptid substratlar kullanilir ve bunlar
renksizdir. Kaspaz indiiklendiginde renkli hale gecerek floresan 1simali iirlinler olusturur.
En ¢ok bilinen kaspaz 6lim substrati PARP’tir ve DNA hasarina cevap olarak aktif hale
gelerek DNA tamirinde yer alir. Erken apoptoz sirasinda ozellikle kaspaz-3 tarafindan
kesilir ve kesim tirtinlerini taniyan iirtinlerle isaretleme ve 6lgtimleri yapilir [147].

xCELLigence ile hiicreler tizerinde ger¢cek zamanli analizi yapilan maddelerin ve
PARP inhibitorlerinin (olaparib ve rucaparib) ICso konsantrasyonlarinin hiicreler tizerindeki
apoptotik etkisi BD Pharmingen’in PE Aktif Kaspaz-3 apoptoz kitindeki prosediire gore
yapilmistir.

Cihaz okumalarinin diizgiin gergeklestigini gozlemleyebilmek ve herhangi bir sagilim
olmadigin1 gostermek icin negatif kontrol grubu (hiicreli, boyasiz) ve maddelerin hiicresiz
besiyerleri cihazda analiz edilmis ve deney sonuclarini degistirebilecek herhangi bir etki
veya sapma gdzlenmemistir.

Yontemin uygulanmigi: Uygun yogunluga gelen hiicreler flasklardan kaldirilmis ve
sayimlart yapilmistir. Sayim isleminden sonra diiz tabanli, 6 kuyucuklu plakalara, plaka
basina 1x10° hiicre olacak sekilde ekilmis ve plaka tabanina yapisabilmeleri i¢in hiicreler 1
gece inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin maddelerin ICso konsantrasyonlariyla muamele
edilmistir. Uygun inkiibasyon periyodundan sonra (24 ve 48 saat) hiicreler pasajlama
islemindeki gibi kaldirilmig ve santrifiijlenmistir. Hiicreler 2 kez soguk PBS ile yikandiktan
sonra 500 pL 1X BD Cytofix/Cytoperm soliisyonunda her tiip igin 1x10° hiicre olacak
sekilde siispanse edilmis ve 20 dk buz iizerinde inkiibasyona birakilmistir. 1200 rpm’de 5
dk santrifiij edildikten sonra BD Cytofix/Cytoperm (fiksasyon ve gegirgenlik igin)
soliisyonu uzaklastirilmis, pellet iizerine 500 uL 1X BD Perm/Wash yikama tamponu ilave
edilerek siispanse edilmis oda 1sisinda 2 kez yikama islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra
PE tavsan anti-aktif kaspaz-3 antikoru eklenerek 30 dk oda 1sisinda inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Ardindan 1 mL 1X BD Perm/Wash yikama tamponu ile her tiip
yikanmis ve son olarak 500 uL 1X BD Perm/Wash igerisinde siispanse edilen hiicreler

cihazda okunmustur.
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3.2.8.1.3. Mitokondriyal Membran Potansiyelinin (JC-1) dlgiilmesi

Son zamanlarda, apoptoz sirasinda mitokondriyal membran potansiyelini (Ay)
incelemek tizere tasarlanan deneylere odaklanilmistir. Mitokondriyal solunum zincirindeki
oksidasyon reaksiyonlar1 sirasinda salinan enerji mitokondriyal membran boyunca negatif
bir elektrokimyasal gradyan olarak depolanir ve Ay polarize olarak ifade edilir. Ay'nin
¢Okmesi depolarize olmus Ay ile sonuglanir ve genellikle (her zaman degil) erken apoptoz
sirasinda meydana geldigi gozlemlenir. Ornegin, Ay'nin ¢dkmesinin bircok ¢alismada
apoptoz sirasinda oldugu bildirilmis ve mitokondrinin depolarizasyonunun apoptoz
sirasinda gergeklesen ilk olaylardan biri olduguna ve hatta sitokrom ¢ salimi igin olmazsa
olmaz bir kosul olduguna dair bir genelleme mevcuttur. Bununla birlikte Ay’nin ¢ékmesi
her zaman apoptoz sirasinda olmayabilir, dolayisiyla Ay’nin depolarizasyonu apoptozla
baglantili olsa da tiim sistemlerde bu gegerli olmayabilir. Bu, hiicrelerin apoptoz siirecini
farkli mekanizmalar araciligiyla gerceklestirdiginin bir gostergesidir. Apoptoza ek olarak,
nekroz (depolarizasyon) ve hiicre dongiisii durmasi (hiperpolarizasyon) sirasinda da Ay'de
degisiklikler oldugu bilinmektedir [148].

Mitokondri membrane potansiyelinin diismesi erken apoptoz sirasinda meydana gelir
ve gecirgenlik degisimi olarak da bilinen bu olay en iyi akim sitometrisi ile belirlenebilir.
Akim sitometrisi tiim hiicrelerdeki Ay analizinde tercih edilen bir teknik olarak ortaya
cikmistir. Membran gegirgen lipofilik katyonik florokromlar Ay problar: olarak kullanilir;
hiicrelere penetre olur ve floresan1 Ay'yr yansitmaktadir. JC-1 (5,5 ', 6,6'-tetrakloro-1,1,
3,3'-tetraetilbenzimidazolkarbosiyanin iyodid), Ay'nin durumunu degerlendirmek igin
kullanilan lipofilik bir florokromdur. JC-1, Ay'ye duyarli oldugu bulunmus olan katyonik
boyanin ilk J-agregat formunu temsil eder. JC-1'in floresan emisyon spektrumu, Ay'nin
durumuna gore belirlenen JC-1 konsantrasyonuna baglidir. JC-1 agregat veya monomer
seklinde, her biri farkli emisyon spektrumuna sahip iki farkli durumda ortaya ¢ikar. JC-1,
diisiik boya konsantrasyonlarinda monomer olarak bulunurken, daha yiiksek
konsantrasyonlarda agregatlar olusturmaktadir. JC-1’nin agregat ve monomer seklindeki
her iki formu da, akis sitometrelerde FL-1 (yesil) kanalinda 6l¢iilen spektrumun en sonunda
yesil floresan seklinde goriiniirler. Canli hiicreler JC-1 ile inkiibe edildiginde, JC-1,

hiicrelerin plazma membranina monomerler olarak niifuz eder. JC-1'in mitokondriye
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alinmas1 Ay tarafindan yonlendirilir. Normal, saglikli mitokondrinin Ay'si polarizedir ve
JC-1 boyle mitokondriler tarafindan hizla almir. Bu alim, JC-1'in konsantrasyon
gradyantin1 arttirir ve mitokondride JC-1 agregatlarimin (J-agregatlari olarak bilinir)
olusumuna yol agar. J-agregatlari, ¢ogu akis sitometresinde FL-2 (kirmizi) kanalinda
Olciilen daha yiiksek seviyelerde kirmizi floresan emisyonuyla sonuglanan kirmizi bir
spektral kayma gostermektedir [149].

Apoptoz siklikla Ay'nin depolarizasyonu ile iliskilidir ve FL-2 kanalinda JC-1
floresaninda azalma bulunan hiicrelerin sayisinin artmasina neden olur. Yani, apoptotik
popiilasyon siklikla negatif kontrol popiilasyonundan daha diisiik bir kirmizi floresans
sinyal yogunlunu (FL-2 ekseni) sunar. Bazi apoptotik sistemlerde FL-1'de olgiilen yesil
floresans diizeyindeki degisiklikler de gozlenmistir. Bu degisikliklerin  membran
polarizasyonu veya apoptoz diizeyindeki degisikliklerle nasil iliskili oldugu tam olarak agik
degildir [150].

JC-1, 488-490 nm dalgaboyunda uyarildiginda, monomerik formun 527 nm'de; J-
agregatlarinin 590 nm dalga boyunda yayilma yaptigi gézlemlenmistir [150].

Deneylerde kullanilan BD MitoScreen Kiti, akis sitometrisinde kullanim ig¢in
optimize edilmis JC-1 ve 10X deney tamponu igerir. JC-1 genellikle bir argon iyon lazerin
488 nm hatt1 kullanilarak uyarilir. JC-1 monomerler 527 nm'de maksimum isima yayar ve
590 nm'de birikir. Mevcut literatiirde, FL-1 ve FL-2 kanallarinin 6lglimii i¢in akis
sitometrelerini ayarlamak igin gesitli yollar kullanilmistir [150].

xCELLigence ile hiicreler lizerinde ger¢ek zamanli analizi yapilan maddelerin ve
PARP inhibitorlerinin (olaparib ve rucaparib) ICso konsantrasyonlarinin hiicreler {izerindeki
apoptoz tayini BD MitoScreen Mitokondriyal Membran Potansiyeli Tayini kit prosediire
gore yapilmstir.

Cihaz okumalarinin diizgiin gergeklestigini gozlemleyebilmek ve herhangi bir sagilim
olmadigimi gostermek icin negatif kontrol grubu (hiicreli, boyasiz) ve maddelerin hiicresiz
besiyerleri cihazda analiz edilmis ve deney sonuclarini degistirebilecek herhangi bir etki
veya sapma gdzlenmemistir.

Yontemin uygulanisi: Uygun yogunluga gelen hiicreler flasklardan kaldirilmig ve
sayimlar1 yapilmistir. Sayim isleminden sonra diiz tabanli, 6 kuyucuklu plakalara plaka

basina 1x10° hiicre olacak sekilde ekilmis ve plaka tabanina yapisabilmeleri i¢in hiicreler 1
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gece inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin maddelerin ICso konsantrasyonlariyla muamele
edilmistir. Uygun inkiibasyon periyodundan sonra (24 ve 48 saat) hiicreler pasajlama
islemindeki gibi kaldirilmis ve santrifiijlenmistir. Calismadan 6nce 10X deney tamponu
(assay buffer) distile su ile 1:10 seyreltilmis (1X) ve 37°C’ye gelmesi beklenmistir. JC-1
stok soliisyonu vial basina oda 1sisinda 125 uLL DMSO i¢inde ¢ézdiiriilmiistiir. JC-1 ¢alisma
soliisyonu vial bagina 1:100 olacak sekilde 1X deney tamponu (12,375 pL) ile seyreltilerek
hazirlanmustir. Her bir numune tiipii i¢inde 1x108 hiicre olacak sekilde 500 pL JC-1 calisma
soliisyonu kullanilmistir. Hiicre pelletleri santrifiij isleminden sonra 500 pL JC-1 ¢alisma
soliisyonu igine alinmis 10-15 dk 37°C’de inkiibe edilmistir. Hiicreler 2 kez yikanmustir. Tk
yikama isleminde 2 mL 1X deney tamponu kullanilarak santrifiijlenmis, ikinci yikama
isleminde 1 mL 1X deney tamponu kullanilarak santrifiijlenmis ve en son olarak 500 pL

1X deney tamponu i¢ine alinmasiyla cihazda okuma islemine gecilmistir.
3.28.1.4. DNA analizi ile hiicre dongiisiiniin incelenmesi

Tek ve ¢ok hiicreli organizmalarin biliylime, gelisme ve c¢ogalmalar1 hiicre
boliinmesiyle saglanir. Hiicreler igeriklerini iki katina ¢ikarmak suretiyle ikiye boliinerek

2

cogalir. Bu siire¢ “hiicre dongiisii” olarak adlandirilir. Dongili, ¢ogalmak igin uyarilan
hiicrelerde gergeklesirken birtakim gecici biyokimyasal aktivite ve morfolojik degisiklik
gozlenir.

DNA histograminda:

Go: Hiicrenin dinlenme fazi, senkronize sekilde biiyiimenin olmadigi durumlarda
DNA replikasyonuna hazir olmayan hiicrelerin G1 fazi1 6ncesindeki dinlenme evresidir.

Gi1: Hiicre igeriginin kromozomlar dahil iki katina ¢iktigi faz (DNA sentezi i¢in
gerekli hiicre komponentlerinin sentezlenmesi).

Go/G1: Hiicrenin bitylime sinyallerini ya da mitojenleri kontrol edip hatalar1 onardigi
donem olarak gegmektedir.

S: DNA sentezi (DNA’nin replikasyonu).

G1/S: Apoptoza giden kanser hiicrelerinin yakalandig1 kontrol noktasi.

G2: Kromozomlarin dublikasyonu ve mitoza hazirlik.

M: Mitoz ve hiicre boliinmesi (kromozomlarin ayrilmast).
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G2/M: Hiicrenin kromozom anomalilerini ya da mutasyonlar1 kontrol edip hatalar
onardig1 donem olarak gozlenmektedir.

Hiicre dongiisii ve ploidisinin degerlendirilmesi:

Tez galismasinda maddelerin etkilerinin hiicre dongiistiniin 3 ana fazinda (Go/Gy, S ve
G2/M) dagilimlarinin incelenmesi i¢cin BD Cycletest™ Plus DNA kiti kullanilmistir. Kit,
hiicre c¢ekirdeginin taze veya donmus katt doku Orneklerinden veya hiicre
siispansiyonlarindan artiklarinin izole edilmesi ve boyanmasi i¢in bir dizi reaktif saglar.
Kademeli olarak isaretlenmis normal ve timor hiicrelerinin akis sitometrik analizinde,
anormal DNA’nin koken aldigi hatlar1 tanimlamak ve bu dizinlerin DNA indeksini (DI) ve
hiicre dongiisii faz dagilimlarini arastirmak amaciyla bu kit kullanilmaktadir. Kati doku
orneklerinin veya hiicre siispansiyonlariin artiklarinin DNA’larinin boyanmasi igin tek
cekirdekli tekdiize siispansiyonlar hazirlanir. Metod, hiicre membran lipitlerini noniyonik
bir deterjanla ¢6zmeyi, hiicre iskeletini ve niikleer proteinleri tripsin ile ortadan kaldirarak,
bir enzim ile hiicresel RNA'y1 sindirmeyi ve niikleer kromatini sperminle stabilize etmeyi
icerir [151, 152]. Propidyum iyodiir boyasi stokiyometrik olarak temiz, izole edilmis
cekirdege baglanir, daha sonra elektronik olarak ikiye ayirma kapasitesi olan bir akis
sitometrisi cihazinda 6lgiilir [153, 154]. Bu boyalarin stokiyometrik 6zelliginin avantaji
hiicrede bulunan DNA miktarina orantili olmalaridir. Bu sekilde S fazindaki hiicreler,
Gi'deki hiicrelerden daha fazla DNA'ya sahip olacaktir. Onlar orantili olarak daha fazla
boya alacak ve DNA igerigini ikiye katlayana kadar daha parlak bir sekilde 1s1ldayacaklar.
G2'deki hiicreler, Gi'deki hiicrelerin yaklasik iki kati kadar daha parlak olacaktir. Pl ile
isaretlenmis ¢ekirdekler 580 nm ve 650 nm arasindaki dalga boylarinda floresan 15181 yayar.
Dedektorlerde toplanan verilerle olusturulmus floresan histogramlari sayesinde, anormal
DNA’nin kdken aldigi hattin (DNA andploidi) varligr tespit edilmis olur [155].

DI, calisilan hiicre popiilasyonunun Go/G: fazinda bulunan bagil hiicre DNA
iceriginin tepe degerinin (veya ortalamasmnin), diploidi igeren normal kontrol hiicre
popiilasyonunun Go/G; fazinda bulunan DNA igeriginin tepe degerine (veya ortalamasina)
boliinmesi suretiyle elde edilir.

DNA analizinin degerlendirilebilir olmasi i¢in gdz oniinde bulundurulmasi gereken
en onemli parametre varyasyon Katsayisidir (CV degeri, Coefficient of Variation). Pratikte

CV degeri degerlendirilirken histogram grafiklerinde goézlenen Go/G1 pikinin ince ve uzun
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olmasi beklenmektedir. CV degeri; Go/G1 pikinin ortalama yiikseklik genisliginin pik kanal
sayisinin 2,35 katina boliinmesiyle elde edilen degerin 100 kati seklinde hesaplanmaktadir.
Yontemin uygulamigi: Uygun yogunluga gelen hiicreler flasklardan kaldirilmis ve
sayimlar1 yapilmistir. Sayim isleminden sonra diiz tabanli, 6 kuyucuklu plakalara plaka
basina 1x10° hiicre olacak sekilde ekilmis ve plaka tabanina yapisabilmeleri icin hiicreler 1
gece inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin maddelerin ICso konsantrasyonlariyla muamele
edilmistir. Uygun inkiibasyon periyodundan sonra (24 ve 48 saat) hiicreler pasajlama
islemindeki gibi kaldirilmis ve santrifiijlenmistir. 1 mL tampon soliisyonu i¢inde nazikce
vortekslenerek siispanse edilen hiicreler uygun tiiplere alinarak 3 kez tampon ile yikama
islemine tabii tutulmustur. DNA ploidi 6l¢iimii i¢in boyama prosediirii 5x10° hiicre
tizerinden gerceklestirilmistir. Kit igerigindeki prosediire gore karanlikta A, B (20°-25°C)ve
C (2°-8°C) soliisyonlar1 deneyden 6nce uygun ortam kosullarina getirilerek hazirlanmistir.
Pellet iizerindeki tampon son damlasina kadar uzaklastirildiktan sonra; 250 puL. A soliisyonu
her tiipe ilave edilmis 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra tlizerine 200 puL B
soliisyonu ilave edilmis ve 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra son olarak 200
uL C soliisyonu ilave edilmis 10 dk buz tizerinde son inkiibasyonu miiteakip hiicreler analiz

icin okumaya hazir hale getirilmistir.
3.29. ELISA ile PARP [214/215] yariklanma miktarmn ol¢iilmesi

PARP kaspaz boliinmesi ile inaktive edilir. DNA hasarinin genis oldugu sistemlerde
normal inaktivasyonun meydana geldigine inanilmaktadir. Bu gibi durumlarda, hasarin
onarilmasinda uygulanabilir olandan daha fazla enerji harcanir, bdylece enerji,
programlanmis hiicre 6limii  yoluyla dokudaki diger hiicreler i¢in geri alinir.
Degradasyonun yani sira, PARP1'in tersine ¢evrilebilir downregiilasyon mekanizmalari
hakkinda, PARP1 tarafindan yonlendirilen ve YY1 transkripsiyon faktorii tarafindan
modiile edilen bir "otoregiilator dongii" arasinda yeni kanitlar vardir [156].

Kaspaz ile in vitro boliinme kaspaz ailesi iiyeleri boyunca gergeklesirken, 6n veriler
kaspaz-3 ve kaspaz-7'nin in vivo yariklanmadan sorumlu oldugunu gostermektedir.
Boliinme, PARP'1 24 kDa ve 85 kDa segmentine ayiran aspartik asit 214 (Asp214) ve glisin
215 (Gly215)'te meydana gelir. Daha kiigiik bir kissm DNA baglanmasi igin gerekli ¢inko
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parmak motifini igerir. 89 kDa fragmani, oto-modifikasyon domeinini ve katalitik domeini
icerir. PARP inaktivasyonu yoluyla PARP katalitik domein aktivasyonunun varsayilan
mekanizmasi1 DNA-baglanma domeini ve oto-modifikasyon domeinin ayrilmasina dayanir.
DNA-baglanma bolgesi, yariklanmis olan ya da olmayan proteinin geri kalanindan
bagimsiz olarak ¢alisabilmektedir. Bununla birlikte, oto-modifikasyon domeini olmadan
ayristirma  gergeklesmez. Bu sekilde, DNA baglanma domeini hasarli bir bdolgeye
yapisacaktir ve artik katalitik domeine sahip olmadigindan onarmmi etkileyemeyecektir.
DNA-baglanma domeini, diger, yariklanmamis PARP'in hasarli bolgeye erismesini ve
onarimlar1 baglatmasini 6nler [156].

Ozetle PARP1'in Asp214 ve Gly215 arasindaki béliinmesi, iki ¢inko-parmak DNA-
baglama motifinin, oto-modifikasyon ve Katalitik domeinlerden ayrilmasiyla sonuglanir,
bdylece enzimin DNA hasar1 bolgelerine alinmasini 6nler. PARP1 bdliinmesi apoptozun bir
isareti olarak kabul edilmesine ragmen, hiicre 6limiiniin diizenlenmesindeki islevi tam
olarak bilinmemektedir [156]. Bu tez ¢alismasinda Asp214 ve Gly215 arasindaki PARP
yariklanmasin1 gostermek igin, temin edilen Cleaved PARP [214/215] ELISA Kkiti
kullanilmistir.  Kit spesifik olarak insan yariklanmis PARP p85 fragmentini
tanimlamaktadir. Tim PARP proteininin veya geriye kalan p25 fragmentini
tanimlamamaktadir.

Yontemin uygulanisi: Tim reagentler kullanmadan Once oda 1sisina getirilerek
hazirlanmis ve ¢okmiis tuz kalmamasina 6zen gosterilmistir. 25X tampon soliisyonu 1X
yikama soliisyonu i¢in seyreltilmistir.

Uygun yogunluga gelen hiicreler flasklardan kaldirilmis ve sayimlar1 yapilmistir.
Sayim isleminden sonra diiz tabanl1, 6 kuyucuklu plakalara plaka basina 1x10° hiicre olacak
sekilde ekilmis ve plaka tabanina yapigabilmeleri i¢in hiicreler 1 gece inkiibasyona
birakilmistir. Ertesi giin maddelerin ICso konsantrasyonlariyla muamele edilmistir. Uygun
inkiibasyon periyodundan sonra hiicreler pasajlama islemindeki gibi kaldirilmis (kaldirma
islemleri sirasinda kaziyici kullanilmig, Tripsin-EDTA ile muamele edilmemistir) ve
santrifiijlenmigstir. Hiicreler 2 kez soguk PBS ile yikanmistir. Hiicre pelleti hiicre
ekstraksiyon tamponu ile buz iizerinde 30 dakika lizis edilmis ve ardindan 10 dakika
vortekslenmis, 13000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve elde edilen siipernatan

mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir. Ornek konsantrasyonlarinin standart egri araliginda

44



olmast i¢in numuneler hiicre ekstraksiyon tamponu ile diliie edilmistir. Plakaya

yerlestirilmeden 6nce SDS konsantrasyonunun %0,01’den az olmas1 gerekmektedir.

Standart diliient tampon ile numuneler >10 ng/mL olacak sekilde diliie edilmistir.

In vitro olarak kaspaz-3 yariklanmasiyla elde edilen PARP rekombinant proteininden

elde edilen standart, standart diliisyon tamponu ile 10 ng/mL’ye sulandirilmis ve 1 saat
icinde 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312; 0,156 ve 0 ng/mL olacak sekilde standart yariklanmis

PARP [214/215] konsantrasyonlar1 hazirlanmustir.
Kullanmadan 15 dakika 6nce 1X Anti-tavsan IgG HRP soliisyonu hazirlanmistir.

Uygulama asagidaki basamaklara gore gerceklestirilmistir:

1) Antijenin baglanmasi ve dedektdriin ilavesi:

a.

50 uL standartlar, kontrol ve ornekler kuyulara ilave edilmistir.
Kromojen i¢in bos kuyu birakilmistir.

50 uL vyariklanmis PARP [214/215] tayin antikor soliisyonu,
kromojenin olacagi bos kuyu haricinde her kuyuya ilave edilmistir.
Plaka kaplanmis ve 3 saat oda 1sisinda orbital ¢alkalayicida 400-600
rpm’de ¢alkalanmaya birakilmistir.

Daha sonra soliisyon kuyulardan tamamen aspire edilmis ve kuyular

4 kez 1X yikama tamponu ile yikanmustir.

2) 1gG HRP ilavesi:

a.

100 pL Anti-tavsan IgG HRP soliisyonu, kromojen korleri
haricindeki tiim kuyulara ilave edilmistir.

Plaka kaplanarak 30 dk oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

Kuyulardan soliisyon tamamen aspire edilmis ve kuyular 4 kez 1X

yikama tamponu ile yikanmustir.

3) Stabilize kromojenin ilavesi:

a.

100 pL stabilize kromojen her kuyuya ilave edilmistir. Bu sirada

substrat soliisyonu mavi renge donilismeye baslar.

b. Oda 1sisinda karanlikta 30 dk inkiibasyon gergeklestirilmistir.

4) Durdurucu (stop) soliisyon ilavesi:
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a. Her kuyuya 100 pL stop soliisyon ilave edilir. Nazik¢e plaka
yanlarindan vurularak kuyulardaki mavi rengin sariya donmesi
saglanmstir.

5) Plakanin okunmas:

a. Plaka 2 saat igerisinde ELISA cihazinda 450 nm absorbansta plaka
kuyular1  okutulmustur. Cihazdan alinan veriler, istatistiksel
degerlendirme i¢in kullanilmustir.

Istatistiksel degerlendirmeler Graphpad Prism 7 yazilim programinda hesaplanmistir
(seriler n=3 tekrarli ¢aligilmistir). Ortalama +standart sapma (St.S.) degerleri olarak veriler,
bagimsiz gruplar tek faktor icin tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve anlamli degerler
icin izleme testi (post-hoc), Tukey t test ile hesaplanmistir (p<0,05* anlamli, p<0,01**

onemli derecede anlamli, p<0,001*** ¢cok dnemli derecede anlamli, p>0,05 anlaml1 degil).
3.2.10. Hiicre morfolojilerinin goriintiilenmesi ve floresan boyama

Maddelerle 24 saat inkiibasyon sonrasinda morfolojik  degisikliklerin
gozlemlenebilmesi igin boynamamis hiicreler inverted tip trinokiiler 151k mikroskobunda
10X objektif kullanilarak (Olympus, CKX41SF) ve floresan isaretli hiicreler mulltimod
mikroplaka okuyucu goriintiileme sisteminde (Cytation 5, BioTek) 20X objektif

kullanilarak fotograflanmistir.
3.2.10.1. DAPI ve MitoTracker Red CMXros ile isaretleme

DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol); ¢ift sarmalli DNA'nin kii¢iik oluguna secici
olarak baglanarak, baglanmamis haldekinden yaklasik 20 kat daha parlak bir sekilde mavi
fluoresan 151ma yapan bir probdur. DNA'ya kars1 seciciligi ve yliksek hiicre gegirgenligi,
sitoplazmadan az miktarda arka plan kirliligine sebep olacak sekilde ¢ekirdeklerin net ve
parlak goriintiilenebilmesini saglar. DNA icerigini hiicre bazinda belirlenmesini gerektiren
yiiksek igerikli tarama yontemlerinin énemli bir bilesenidir. Floresan boyanin uyarimi 358
nm (eksitasyon), ve floresanin emilimi 461 nm (emisyon) dalgaboylarinda

goriintiilenmektedir [157].
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MitoTracker Red Chloromethyl-X-rosamine (CMXRos); mitokondriyi belirlemek
icin hiicreler, plazma membrani boyunca pasif olarak difiize olan ve aktif mitokondrilerde
biriken MitoTracker problar ile inkiibe edilir. Tetrametilrosamin ve rodamin 123 gibi
mitokondri i¢in geleneksel fliloresan boyamayla isaretlenmis mitokondriler zar
potansiyelinde bir kayip yasamadan kolayca yikanabilirler. Mitokondriye girmeden once
1stma yapmadiklari halde, mitokondride okside olarak tutunan ve floresan 1s1ma yapan
boyalar gelistirilmistir. Deneylerde kullanilan mitokondri takip boyasinda rozamin
kullanilmistir. Floresan boyanin uyarimi 579 nm (eksitasyon), ve floresanin emilimi 599

nm (emisyon) dalga boylarinda goriintiilenmektedir [158].
3.2.10.2. Floresan goriintiileme igin preparat hazirlanmast

Sterilizasyon islemi yapilmis olan lameller, 6 kuyulu diiz tabanli mikroplakalara
yerlestirildikten sonra iizerlerine steril, deiyonize su igerisinde hazirlanmis 400 pL %0,1°lik
jelatin soliisyonu ilave edilmis ve 10 dk bekletilmistir. Ardindan soliisyon ¢ekilerek 15 dk
kurumas1 beklenmistir.

Her bir lamel iizerine lamelin disina tasmadan yapismalari i¢in 5x103 hiicre ekilmis
ve inkiibasyona birakilmistir. 24 saat inkiibasyon peridyodundan sonra test maddelerinin
ICs0 konsantrasyonlar1 uygun besiyeri icerisinde hazirlanarak hiicreler lizerine uygulanmis
ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda hiicreler 4 kez PBS ile yikanmistir. mitokondriyi
boyayabilmek igin stok boya soliisyonlarindan MitoTracker Red CMXRos ile 20 dk;
¢ekirdegi boyayabilmek i¢in DAPI ile 5 dk hiicreler muamele edilmis ve karanlikta
hiicrelere girmesi saglanmistir. Ardindan 3 kez PBS ile yikanan hiicreler, canl
gorlintiilleme sollisyonu igerisine alimmistir. Hiicreler, BioTek Cytation 5 Mulltimod
Mikroplaka Okuyucu ve Goriintilleme Sisteminde 20X objektif kullanilarak

fotograflanmistir.
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3.2.11. Gen ifadelerindeki degisimlerin belirlenmesi
3.211.1. RNA izolasyonu

mRNA ekspresyon ¢aligmalarinda yalnizca etkinliginin en yiiksek oldugu ve her gruptan bir
adet olacak sekilde sentez maddeleri (LHS-4, CS-1) ile pozitif kontrol grubu olarak da rucaparib
secilmistir. Hiicrelerin mRNA ekspresyon diizeyleri asagida belirtilen asamalara gore
gercgeklestirilmistir,

Maddelerin ICso konsantrasyonlari ile hiicreler 24 saat kiiltiir kosullarinda inkiibasyona
birakilmig, ardindan hiicreler 1X tripsin-EDTA soliisyonuyla flask yilizeyinden kaldirilmis ve
Cedex® (Roche) otomatik hiicre sayim cihazi kullanilarak, 1X Tripan mavisi boyasi varliginda canli
hiicre sayis1 belirlenmistir. 1x10° hiicre igeren her bir numuneden RNeasy® Plus Mini kit (Qiagen
Katalog No: 74134 ve 74136) ile ve kitin Onerdigi protokole uygun olarak RNA izolasyonu
gergeklestirilmistir.

3.211.2. Tamamlayict DNA (cCDNA) sentezi

Nanodrop® ile safligi, kalitesi ve miktar tayini yapilmis olan her bir RNA o6rneginden 1 ug
iolacak sekilde reverse transkriptaz enzimi kullanilarak ¢cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Bunun
icin RT? HT First Strand Kit (Qiagen Katalog No: 330411) kullanilmis ve islem adimlar1 kitin

onerdigi protokole gore uygulanmistir
3.2.11.3. Kantitatif RT-PCR Array yontemi

Capan-1, PANC-1 ve hTERT-HPNE hiicre hatlarinda, LHS-4, CS-1, rucaparib ve
¢Oziicii besiyeri kontrol gruplarinim hiicre 6liim mekanizmalarinda rolii olan bazi genlerin
ifadeleri iizerine etkileri kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
Array yontemiyle, MxPro software ile Stratagene® Mx3005P model 1si1l déngii cihazi
(Agilent Technologies) kullanilarak arastirilmistir. Bu amagla; programlanmis hiicre
Olimiiniin farkli mekanizmalarinda rolii oldugu bilinen, secilmis 10 adet gene ait
primerlerle tasarlatilp (Custom Human RT? Profiler PCR Array: CAPH13125A)
hazirlanmis 6zel 96 kuyulu plakalarda deneyler gerceklestirilmistir. Her bir plakada 10

gene ait primerler bulunmaktadir. Housekeeping gen olarak; Gliseraldehit 3-fosfat

48



dehidrojenaz (Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase, GAPDH) ve aktin beta
(ACTB) kullanilmis ve plakada revers transkriptaz kontroliine (RTC) de yer verilmistir.

Deneyler, niikleazdan arindirilmis bir ¢alisma kabininde gergeklestirilmis ve saf su,
pipetler, tiipler, pipet uclar1 ve rezervuarlar gibi kullanilan biitiin sarf malzemeler niikleaz
icermeyen Ozellikte secilmistir. Bu amagla, 102 pL cDNA, 1350 pL “RT? qPCR SYBR
Green Master Mix (Referans boya Rox)” ve 1250 pL niikleaz igermeyen su, yine niikleaz
icermeyen bir yatay rezervuarda karistirilmistir. Ardindan, bu karisim her bir kuyuya 35 uL
olacak sekilde otomatik pipet ile paylastirilmistir (her bir kuyu i¢in ayr1 niikleaz igermeyen
pipet ucu kullanilmasina dikkat edilmistir). Biitiin kuyular zzimba kapak ile kapattiktan
sonra, kuyularda hava kabarcigi kalmadigindan emin olunmus ve plaka 800 rpm’de 2 dk
santrifiij edilmistir. Hazirlanan plaka, PCR cihazina yerlestirilmis ve asagidaki termal
profilde yaklasik 2 saat siiresince amplifikasyonlar gerceklestirilmistir.

Termal profil: 1.segment; 1 dongii, 95°C’de 10 dk; 2. segment; 95°C’de 15 sn ve
60°C’de 1 dk 40 dongii; 3.segment; 1 dongii, 95°C’de 1 dk., 55°C’de 30 sn ve 95°C’de 30
sn olarak uygulanmustir.

Analiz: Sonuglar, delta delta Ct metoduyla, web-tabanli veri analiz programi
kullanilarak [159] analiz edilmistir. Normalizasyon i¢in kullanilan housekeeping gen;
GAPDH’dir.  Sonuglar, negatif kontrole gore 2 kat fark (2x fold
downregulation/upregulasyon, genlerdeki degisiklik katsayisi) olusmasmna  gore
degerlendirilmistir. Degerlendirmeler sonucunda, genlerdeki degisiklik katsay1 degerlerine

gore elde edilmis grafikler veri olarak sunulmustur.
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4. BULGULAR
41.  Kimyasal Tiirevlerin Eldesi

Bu c¢alismada alt1 adet N-(4-asetilfenil)-2-(ariltiyo)asetamit ve iki adet N'-(3-hidroksi-

4-metoksibenziliden)-2-(4-tosilpiperazin-1-il)asetohidrazit tiirevinin

gergeklestirilmistir.
41.1. N-(4-asetilfenil)-2-(ariltiyo)asetamit tiirevlerinin eldesi
Alt1 tiirev yontem A’ya gore elde edilmistir.
41.1.1. N-(4-asetilfenil)-2-[(1-metil-1H-imidazol-2-il)tiyo]asetamit (LHS-1)

Sentezlenen tiireve dair yap1 Sekil 4.1°de gosterilmistir.

H
O N N
I

H3C
Sekil 4.1. LHS-1’in molekiil yapus:.
Verim: %77. Erime Derecesi: 175°C.

sentezi

IH-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 2.52 (s, 3H, CHz), 3.60 (s, 3H, CHs), 3.91
(s, 2H, CHy), 6.97 (d, J=1.20 Hz, H, Ar-H), 7.25 (d, J=1.20 Hz, H, Ar-H), 7.68 (d, J=8.81

Hz, 2H, Ar-H), 7.93 (d, J=8.75 Hz, 2H, Ar-H), 10.71 (s, H, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) & 26.88 (CHs), 33.44 (CHs3), 38.88 (CH>),
118.78, 124.03, 129.01, 129.99, 132.36, 139.96, 143.63, 167.63 (C=0), 196.93 (C=0).
C14H15N302S hesaplanan: (%) C 58.11, H 5.23, N 14.52; bulunan: (%) C 58.13, H

5.24, N 14.54.
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4.1.1.2. N-(4-asetilfenil)-2-[(1-metil-1H-tetrazol-5-il)tiyo]asetamit (LHS-2)

Sentezlenen tiireve dair yap1 Sekil 4.2°de gosterilmistir.

H
o) N -N
N N
o T N
H,C

Sekil 4.2. LHS-2 'nin molekiil yapisi.

Verim: %75. Erime Derecesi: 220°C.

!H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 2.53 (s, 3H, CH3), 3.99 (s, 3H, CHa), 4.33
(s, 2H, CHy), 7.69 (d, J=8.77 Hz, 2H, Ar-H), 7.94 (d, J=8.72 Hz, 2H, Ar-H), 10.70 (s, H,
NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) & 26.90 (CHs), 34.16 (CHs), 38.19 (CH>),
118.91, 130.02, 132.54, 143.35, 153.78, 166.08 (C=0), 196.96 (C=0).

C12H13NsO2S hesaplanan: (%) C 49.47, H 4.50, N 24.04; bulunan: (%) C 49.46, H
4.51, N 24.07.

4.1.1.3. N-(4-asetilfenil)-2-[(4,5-dihidrotiyazol-2-il)tiyo]asetamit (LHS-3)

Sentezlenen tiireve dair yap1 Sekil 4.3°te gosterilmistir.

Sekil 4.3. LHS-3 ‘iin molekiil yapis:.

Verim: %74. Erime Derecesi: 164°C.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 2.52 (CHs), 3.74 (t, J=7.99 Hz, 2H, CH,),
4.13(t, J=8.00 Hz, 4H, CH> ve tiyazolidin CHy), 7.75 (d, J=8.79 Hz, 2H, Ar-H), 7.93 (d,
J=8.73 Hz, 2H, Ar-H), 10.56 (s, H, NH).

1BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) & 26.89 (CHs), 36.08 (CHy), 37.48 (CH>),
64.36 (CH>), 118.82, 132.38, 143.55, 163.27, 166.58 (C=0), 196.95 (C=0).

C13H14N202S2 hesaplanan: (%) C 53.04, H 4.79, N 9.52; bulunan: (%) C 53.03, H
4.80, N 9.54.
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4.1.1.4. N-(4-asetilfenil)-2-[(5-metil-1,3,4-tiyadizol-2-il)tiyo]asetamit (LHS-4)

Sentezlenen tiireve dair yap1 Sekil 4.4’te gosterilmistir.

H
L 8
/0
o S s)\
Sekil 4.4. LHS-4iin molekiil yapisi.

Verim: %72. Erime Derecesi: 174°C.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 2.53 (CHa), 2.67 (CHa), 4.31 (CHy), 7.71
(d, J=8.83 Hz, 2H, Ar-H), 7.94 (d, J=8.77 Hz, 2H, Ar-H), 10.69 (s, H, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) & 15.64 (CH3), 26.89 (CHs3), 38.61 (CH>),
118.89, 130.02, 132.49, 143.46, 164.67, 166.33 (C=0), 196.95 (C=0).

C13H13N302S2 hesaplanan: (%) C 50.80, H 4.26, N 13.67; bulunan: (%) C 50.82, H
4.25, N 13.68.

4.1.15. N-(4-asetilfenil)-2-[(4-metil-1,2,4-triazol-3-il)tiyo]asetamit (LHS-5)

Sentezlenen tiireve dair yap1 Sekil 4.5°te gosterilmistir.

H
\
s
H;C

Sekil 4.5. LHS-5"in molekiil yapist.

Verim: %76. Erime Derecesi: 247°C.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 2.52 (s, 3H, CHs), 3.60 (s, 3H, CHj3), 4.10
(s, 2H, CH2), 7.68 (d, J=8.79 Hz, 2H, Ar-H), 7.93 (d, J=8.73 Hz, 2H, Ar-H), 8.55 (s, H, Ar-
H), 10.62 (s, H, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) & 26.88 (CHs), 31.29 (CHs), 38.20 (CH>),
118.86, 130.00, 132.45, 143.49, 146.72, 149.10, 166.89 (C=0), 196.95 (C=0).

C13H14N4O2S hesaplanan: (%) C 53.78, H 4.86, N 19.30; bulunan: (%) C 53.76, H
4.85, N 19.29.
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4.1.1.6. N-(4-asetilfenil)-2-(benzotiyazol-2-iltiyo)asetamit (LHS-6)

Sentezlenen tiireve dair yap1 Sekil 4.6’da gosterilmistir.

3y 0

O S
Sekil 4.6. LHS-6 'nin molekiil yapisi

Verim: %74. Erime Derecesi: 127°C.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 2.73 (s, 3H, CHs), 4.45 (s, 2H, CHy), 7.33-
7.39 (m, H, Ar-H), 7.43-7.49 (m, H, Ar-H), 7.74 (d, J=8.83 Hz, 2H, Ar-H), 7.82 (d, J=7.54
Hz, H, Ar-H), 7.95 (d, J=8.78 Hz, 2H, Ar-H), 8.02 (d, J=7.99 Hz, H, Ar-H), 10.77 (s, H,
NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) & 26. 89 (CHs), 38.27 (CH.), 118.64, 118.92,
121.55, 122.36, 125.03, 126.88, 130.02, 132.50, 135.26, 143.50, 152.96, 166.34 (C=0),
196.95 (C=0).

C14H15N302S hesaplanan: (%) C 59.63, H 4.12, N 8.18; bulunan: (%) C 59.61, H
4.13, N 8.17.

4.1.2.  N’~(3-hidroksi-4-metoksibenziliden)-2-(4-tosilpiperazin-1-il)asetohidrazit tiirevlerinin

eldesi
Iki tiirev yontem B’ye gore elde edilmistir.
4.1.2.1. N’-(3-hidroksi-4-metoksibenziliden)-2-(4-tosilpiperazin-1-il)asetohidrazit (CS-1)

Sentezlenen tilireve dair yap1 Sekil 4.7°de gosterilmistir.

HsC OCH,

o)
e
0,S-N N=

N
__/
Sekil 4.7. CS-1’in molekiil yapisi

OH

Verim: %69. Erime Derecesi: 167°C.
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'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) § 2.41 (s, 3H, CHs), 2.53 (s, 2H, piperazin
CH>), 2.64 (s, 2H, piperazin CHy), 2.85 (s, 2H, piperazin CH2), 2.92 (s, 2H, piperazin CH>),
3.06 ve 3.51 (2s, 2H, CH2CO), 3.78 (s, 3H, OCHj3), 4.35 (s, 2H, COCHy), 6.91-6.99 (m,
2H, Ar-H), 7.13 ve 7.18 (2s, 1H, Ar-H), 7.46 (d, J=7.44 Hz, 2H, Ar-H), 7.62 (d, J=7.92 Hz,
2H, Ar-H), 7.77 ve 8.10 (2s, 1H, CH=N), 9.23 ve 9.26 (2s, 1H, OH), 10.88 ve 11.11 (2s,
1H, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) & 19.02, 21.49, 46.12, 46.49, 51.92, 52.24,
56.00, 56.49, 57.09, 60.46, 112.25, 112.33, 112.70, 120.36, 120.59, 127.42, 127.53, 128.13,
130.25, 130.33, 131.97, 132.39, 143.65, 144.15, 147.26, 147.85, 149.97, 150.14, 165.51,
170.69.

C21H26N4OsS hesaplanan: (%) C 56.49, H 5.87, N 12.55; bulunan: (%) C 56.56, H
5.91, N 12.59.

412.2. N’-(2,3-diklorobenziliden)-2-(4-tosilpiperazin-1-il)asetohidrazit (CS-2)

Sentezlenen tiireve dair yap1 Sekil 4.8°de gosterilmistir.

H3C

o) Cl
W
0,S—N N=— Cl

\_/N
Sekil 4.8. CS-2 'nin molekiil yapist

Verim: %66. Erime Derecesi: 196°C.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 2.42 (s, 3H, CHs), 2.55 (s, 2H, piperazine
CH2), 2.65 (s, 2H, piperazin CH>), 2.85 (s, 2H, piperazin CH>), 2.93 (s, 2H, piperazin CH>),
3.12 ve 3.57 (2s, 2H, CH2CO), 4.35 (s, 2H, COCHy), 7.39-7.51 (m, 3H, Ar-H), 7.61-7.70
(m, 3H, Ar-H), 7.88 (dt, J=8.40, 2.91 Hz, 1H, Ar-H), 8.32 ve 8.69 (2s, 1H, CH=N), 11.45
ve 11.56 (2s, 1H, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) & 21.49, 46.11, 46.48, 51.86, 52.23, 57.02,
60.51, 125.76, 125.91, 128.15, 128.91, 130.26, 130.34, 131.73, 131.94, 132.00, 132.35,
132.75, 134.28, 134.53, 139.14, 143.30, 144.19, 166.32, 171.30.

C20H22CI2N4O3S hesaplanan: (%) C 51.18, H 4.72, N 11.94; bulunan: (%) C 51.25,
H 4.84, N 11.88.
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4.3. Hiicre Kiiltiirii Analizleri
43.1. MTT analiz sonuclan

Sentezlenen test maddelerinin ve standart PARP inhibitorlerinin  farkh
konsantrasyonlar1 hazirlanip seyreltme yapilarak hiicrelere verilmistir. Sentezlenen tiim test
maddeleri ve standart PARP inhibitorleri igin en yiiksek konsantrasyondan diisiige dogru
seyreltmeleri su sekilde yapilmis ve 4 farkli diliisyon (n=5) ile hiicrelere uygulanmistir:
1000; 250; 62,5; 15,63 uM. Besiyeri kontrol (kor) kuyularinin dlgiimleri tiim kuyulardan
cikartilarak hesaplamalar ¢o6ziicii kontrol grubu {izerinden degerlendirmeye tabi
tutulmustur.

Hiicre i¢eren tiim kuyulardan hiicre igermeyen kor kuyusunun mikroplakadaki okuma
degerlerinin ¢ikarilmasi ile absorbans verileri elde edilmistir. Hesaplamalar i¢in bu degerler
% canlilik degerlerine doniistiirilmistiir. Ortalamasi alinan ¢6ziicii kontrol grubunun
canlilig1 %100 kabul edilmis ve diger veriler buna gore hesaplanarak grafiklerde % canlilik
degerleri sunulmustur.

MTT yonteminde elde edilen verilere gore sentezlenen maddeler ve standart PARP
inhibitdrlerinin hiicre proliferasyonuna olan etkileri xCELLigence gercek zamanli hiicre
analiz sisteminde kullanilacak konsantrasyon araliginin belirlenmesi ve sitotoksisite
taramasi igin 6n veri niteligindedir. Bu veriler baz alinarak xCELLigence ger¢cek zamanl
hiicre analiz sistemi analizleri gergeklestirilmistir.

Capan-1 hiicreleri iizerinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan test maddelerinin
MTT analizleri sonucunda elde edilen 24 saatlik % canlilik ve anlamliliklar1 Sekil 4.9’da

gosterilmistir.
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Capan-1 MTT analizi

110
100 x % %7
80 % * T ® * * * *
g * * T * * T
= 7 * % I I * ¥
= ¥
8 % 3 *
50 * *
* i - I I *
40
o |
20
10
o
LHS1 LHS-2 LHS3 LHS4 LHS5 LHS-6& C5-1 C5-2 OLA RUCA
Etkinligi TestEdilen Maddeler
1000 pM m 250 uM mE62,5 uM m 15,625 pM m KONTROL

Sekil 4.9. Capan-1 hiicreleri iizerinde uygulanan sentez maddeler ve PARP inhibitorleri icin MTT analizi ile

konsantrasyon araligimin belirlenmesi ve anlamhiliklari (p<0,05* anlaml, p<0,01** onemli
derecede anlamli, p>0,05 anlamli degil)

hTERT-HPNE hiicreleri iizerinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan test

maddelerinin MTT analizleri sonucunda elde edilen 24 saatlik % canlilik degerleri Sekil
4.10’da gosterilmistir.

hTERT-HPNE MTT analizi
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LHS1 LHS-2 LHS3 LHS4 LHS5 LHS-6 C5-1 C5-2 oLA RUCA
Etkinligi Test Edilen Maddeler
1000 pM m 250 pM w625 uM m 15,625 pM m KONTROL

Sekil 4.10. hTERT-HPNE hiicreleri iizerinde uygulanan sentez maddeler ve PARP inhibitorleri igin MTT

analizi ile konsantrasyon araligimin belirlenmesi ve anlamhiliklar: (p<0,05* anlamii, p<0,01**
onemli derecede anlamli, p>0,05 anlamli degil)

PANC-1 hiicreleri tlizerinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan test maddelerinin

MTT analizleri sonucunda elde edilen 24 saatlik % canlilik degerleri Sekil 4.11°de
gosterilmistir.
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PANC-1 MTT analizi
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1000 M = 250 uM 62,5 uM m 15,625 uM = KONTROL

Sekil 4.11. PANC-1 hiicreleri iizerinde uygulanan sentez maddeler ve PARP inhibitorleri icin MTT analizi ile
konsantrasyon araligimin belirlenmesi ve anlamhiliklart (p<0,05* anlaml, p<0,01** &nemli
derecede anlamli, p>0,05 anlamli degil)

43.2. xCELLigence Ger¢cek Zamanh Hiicre Analiz Sonuclar

MTT yontemi hiicre canliliklar1 ve etkin konsantrasyon araligina gore segilen sentez
maddeleri i¢in XCELLigence RTCA MP Sistemi ile ¢alismalar es zamanli olarak 3 farkli
konsantrasyon iizerinden (500, 100, 20 uM) tekrar edilmistir (n=5). Veriler saat basi
alinmig ve maddelerin hiicre proliferasyonlarina olan etkileri belirlenmistir.

MTT sonuglarina gore Oncelikli olarak LHS-4, LHS-5, CS-1 ve CS-2 i¢in
XCELLigence analizinin yapilmasi planlanmistir.

Capan-1 hiicrelerine ait proliferasyon grafikleri, sistem iizerinde es zamanli olarak
saat bast Olclilen hiicre indeks (cell index: CI) degerinden elde edilmistir. Hiicreler i¢in
onceden bilinen logaritmik egri durumuna gdére numuneler hiicreye hiicre indeks degeri
~0,5 iken 19. saatte (Normalizasyon zamani: 19:42, maddelerin hiicrelere verildigi andan
itibaren sifirlanma noktasi) uygulanmstir.

Capan-1 hiicreleri i¢in 72 saatlik normalize hiicre proliferasyon egrileri Sekil

4.12°de gosterilmistir.
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1 LHS520 uM
2 LHS5 100 uM
3 CS120uMm

4 CS220uM

5 LHS4 100 uM
6 LHS4 20 uM
7 Kontrol

8§ CS2100 uM
9 CS-1100 ui
10 Ola 20 uM

11 Ruca 20 ul
12 LHS 4 500 uM
13 Ola 100 uM
14 CS-2 500 uM

Mormalized Cell Index

15 LHS 5500 uM
16 Ola 500 uM
17 Cs-1500 ul
18 Ruca 500 ul
17
8 19 Ruca 100 um

48.0 64.0 80.0 98.0

Time (in Hour)

Sekil 4.12. xCELLigence Ger¢cek Zamanli Hiicre Analiz Sisteminde test numunelerinin Capan-1 hiicreleri
tizerinde 72 saatlik normalize hiicre proliferasyon grafigi (n=5)

Sentez maddelerinin hiicrelere uygulanmasinin ardindan 24, 48 ve 72 saatlik

normalize ICsp konsantrasyonlari hesaplanmis ve Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Capan-1 hiicreleri igin xCELLigence yontemi ile hesaplanan ICsy konsantrasyonlart (uM)

Test Maddeleri 24 saat 48 saat 72 saat
LHS-4 268,69 161,97 337,91
LHS-5 264,77 307,72 192,8

Cs-1 298,62 294,83 170,91
Cs-2 232,17 164,09 149,07
Olaparib 451,04 120,84 87,90
Rucaparib 23,75 23,03 20,77

hTERT-HPNE hiicrelerine ait proliferasyon grafikleri, sistem iizerinde es zamanli
olarak saat bas1 Ol¢iilen hiicre indeks (cell index: CI) degerinden elde edilmistir. Hiicreler
icin Onceden bilinen logaritmik egri durumuna gdére numuneler hiicreye hiicre indeks
degeri ~1 iken 20. saatte (Normalizasyon zamani: 20:17, maddelerin hiicrelere verildigi
andan itibaren sifirlanma noktas1) uygulanmistir.

hTERT-HPNE hiicreleri igin 72 saatlik normalize hiicre proliferasyon egrileri Sekil
4.13’te gosterilmigtir.
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Ruca 20 uM
Ola 20 uM
LHS4 20 uM
Kontrol
LHS5 20 uM
LHS-4 100 ub
Ola 100 ul
CS220 uM
Ruca 100 uM

10 Ola 500

11 CS1 20 uM
12 C52 100 uM
13 C5-1 100 uM
14 LHS5 100 ub

15 LHS4 500 uM
16 CS-1500 uM
17 LHS5 500 uM
18 C5-2 500 uM
19 Ruca 500 uM

Sekil 4.13. xCELLigence Gerg¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sisteminde test numunelerinin hTERT-HPNE
hiicreleri iizerinde 72 saatlik normalize hiicre proliferasyon grafigi (n=35)

Test numunelerinin hiicrelere uygulanmasimin ardindan 24, 48 ve 72 saatlik

normalize ICsp konsantrasyonlar1 hesaplanmis ve Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. "\TERT-HPNE hiicreleri i¢in xCELLigence yontemi ile hesaplanan ICsy konsantrasyonlart (uM)

Test Maddeleri 24 saat 48 saat 72 saat
LHS-4 112,86 129,97 96,74
LHS-5 85,09 32,90 49,48

Cs-1 104,31 86,95 85,12
CS-2 42,67 87,19 87,57
Olaparib 109,46 87,98 88,25
Rucaparib 182,31 46,26 29,10

PANC-1 hiicrelerine ait proliferasyon grafikleri, sistem iizerinde es zamanli olarak

saat bas1 Olciilen hiicre indeks (cell index: CI) degerinden elde edilmistir. Hiicreler i¢in

onceden bilinen logaritmik egri durumuna gére numuneler hiicreye hiicre indeks degeri ~1

iken 19. saatte (Normalizasyon zamani: 19:53, maddelerin hiicrelere verildigi andan

itibaren sifirlanma noktas1) uygulanmstir.

PANC-1 hiicreleri i¢in 72 saatlik normalize hiicre proliferasyon egrileri Sekil 4.14°te

gosterilmistir.
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Sekil 4.14. xCELLigence Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sisteminde test numunelerinin PANC-1 hiicreleri
tizerinde 72 saatlik normalize hiicre proliferasyon grafigi (n=35)

Test numunelerinin hiicrelere uygulanmasinin ardindan 24, 48 ve 72 saatlik

normalize ICsp konsantrasyonlar1 hesaplanmis ve Tablo 4.3°te gosterilmistir.

Tablo 4.3. PANC-1 hiicreleri i¢in xCELLigence yontemi ile hesaplanan ICso konsantrasyonlart (uM)

Test Maddeleri 24 saat 48 saat 72 saat
LHS-4 112,83 150,67 88,88
LHS-5 140,81 109,81 87,93

Cs-1 82,39 84,95 71,41
CS-2 117,48 111,62 117,22
Olaparib 134,18 32,61 82,15
Rucaparib 71,67 74,65 23,94
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43.3. Akim sitometri analizleri

Sentez maddelerinin molekiiler farmakolojik yontemlerle arastirilmasi amaciyla akis
sitometrisinde apoptotik hiicre degerlendirme ve goriintiileme analizleri yapilmistir.

Bunun i¢in Annexin V-FITC/PI, kaspaz-3 ve mitokondriyal membran potansiyeli (JC-
1) ve DNA analizi yontemlerinde XCELLigence RTCA MP sisteminden elde edilen ve Tablo
4.1, Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’te gosterilmis olan 24 ve 48 saat ICso degerlerinin hiicreler

tizerindeki etkileri akis sitometrisinde analiz edilmistir.
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4.3.3.1. Annexin V-FITC/PI ile apoptoz tayini

Capan-1 hiicreleri igin 24 saatlik ICso degerlerine gore BD Annexin V-FITC/PI
Apoptoz Kit 1 kullanilarak elde edilen apoptoz analiz sonuglar1 Sekil 4.15°te verilmistir.

Capan-1 24 SA-KONTROL

Capan-1 24 SA-KONTROL

S8C-A  (x1.000)
o B0 s PP
Pl PerCP-A
5

f

1

o

50 100 150 00 250 0? 10? i 0®
FSC-A (= 1.000) ANMEXIN Y FITC-A

Capan-1 24 SA-LHS 4 Capan-1 24 SA-LHS §

Pl PerCP-A
Pl PerCP-A

5

2 o? 10

1 10
ANNEXIN Y FITC-A

Pl PerCP-A
PIPerCP-A

10 o L1}
ANMMEXIN W FITC-A

0 0?

w0?

Capan-1 24 SA-RUCA

Pl PerCP-A
Pl PerCP-A

10° 10" 10* 107 10* 10°

ANMEXIN Y FITC-4 ANMEXIN W FITC-4A

Sekil 4.15. Capan-! hiicrelerinde 24. saat I1Csq degerlerinin Annexin V-FITC/PI ile apoptotik/nekrotik Aiicre
analiz sonuclar:

Capan-1 hiicrelerinde 24 saat igin LHS-4 1Cs0: 268,69 uM; LHS-5 ICso: 264,77 uM; CS-
1 1Cs0: 298,62 uM; CS-2 ICso: 264,77 uM; olaparib 1Cse: 451,04 uM; rucaparib 1Cso: 23,75 uM

konsantrasyon olarak kullanilmistir.
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Capan-1 hiicreleri i¢in 48 saatlik ICso degerlerine gore BD Annexin V-FITC/PI
Apoptoz Kit 1 kullanilarak elde edilen apoptoz analiz sonuglar1 Sekil 4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.16. Capan-1 hiicrelerinde 48. saat 1Csy degerlerinin Annexin V-FITC/PI ile apoptotik/nekrotik Aiicre
analiz sonuclar

Capan-1 hiicrelerinde 48 saat i¢in LHS-4 1Cs0: 161,97 uM; LHS-5 ICso: 307,72 uM; CS-
1 1Cs0: 294,83 uM; CS-2 ICso: 164,09 uM; olaparib 1Cso: 120,84 uM; rucaparib 1Cso: 23,03 uM

konsantrasyon olarak kullanilmistir.
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Kapilama islemi hiicre graniilaritesi ve biiyiikliigline gore hiicre popiilasyonu i¢inden
secilmistir (P1) ve floresan detektorlerden elde edilen nokta alan grafiklerinde kadranlara
(Q1, Q2, Q3, Q4) ayrilarak veriler elde edilmistir. Annexin V-FITC/PI ile apoptotik-

nekrotik hiicre analizi sonucuna gore % hiicre degerleri seklinde Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4. Capan-1 hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonrasi apoptotik/nekrotik hiicre oranlar

(% degerler)
24 saat
. Q3 Q4 Q2 QL
Test Maddeleri (Canh Hiicre) (Erken .,.Apoptotlk (Geg A"poptotlk (Ne.l'<rot|k
Hiicre) Hiicre) Hiicre)
Kontrol (%60,1 DMSO) 66,0 14,1 12,4 75
LHS-4 64,1 14,8 15,1 6,0
LHS-5 66,1 16,9 12,0 4,9
Cs-1 58,3 14,9 20,2 6,5
CS-2 62,7 19,2 12,7 54
Olaparib 55,1 20,7 16,8 7,4
Rucaparib 40,1 18,0 31,9 10,0
48 saat

Kontrol (20,1 DMSO) 74,2 48 57 15,3
LHS-4 48,2 19,6 22,0 10,3
LHS-5 478 26,5 15,0 10,7
Cs-1 50,8 18,9 17,7 12,5
Cs-2 52,6 20,6 171 9,7
Olaparib 36,6 20,3 28,2 15,0
Rucaparib 38,7 19,2 28,6 135
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PANC-1 hiicreleri i¢in 24 saatlik ICso degerlerine gore BD Annexin V-FITC/PI
Apoptoz Kit 1 kullanilarak elde edilen apoptoz analiz sonuglar1 Sekil 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.17. PANC-! hiicrelerinde 24. saat 1Csy degerlerinin Annexin V-FITC/PI ile apoptotik/nekrotik Aiicre
analiz sonuclar

PANC-1 hiicrelerinde 24 saat i¢in LHS-4 1Cso: 112,83 uM; LHS-5 ICso: 140,81 uM; CS-
1 1Cs0: 82,39 uM; CS-2 ICso: 117,48 uM; olaparib ICso: 134,18 uM; rucaparib 1Cso: 71,67 uM

konsantrasyon olarak kullanilmistir.
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PANC-1 hiicreleri i¢in 48 saatlik ICso degerlerine gore BD Annexin V-FITC/PI
Apoptoz Kit 1 kullanilarak elde edilen apoptoz analiz sonuglari1 Sekil 4.18’de verilmistir.
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Sekil 4.18. PANC-1 hiicrelerinde 48. saat |Csq degerlerinin Annexin V-FITC/PI ile apoptotik/nekrotik hAiicre
analiz sonuclar:

PANC-1 hiicrelerinde 48 saat i¢cin LHS-4 1Csp: 150,67 uM; LHS-5 1Cso: 109,81 uM; CS-
1 ICso: 84,95 uM; CS-2 ICsp: 111,62 uM; olaparib 1Cso: 32,61 uM; rucaparib 1Cso: 74,65 uM

konsantrasyon olarak kullanilmistir.
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Kapilama islemi hiicre graniilaritesi ve biiyiikliigline gore hiicre popiilasyonu i¢inden
secilmistir (P1) ve floresan detektdrlerden elde edilen nokta alan grafiklerinde kadranlara
(Q1, Q2, Q3, Q4) ayrilarak veriler elde edilmistir. Annexin V-FITC/PI ile apoptotik-

nekrotik hiicre analizi sonucuna gore % hiicre degerleri seklinde Tablo 4.5’te verilmistir.

Tablo 4.5. PANC-1 hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonrast apoptotik/nekrotik hiicre oranlari (%

degerler)
24 saat
. Q3 Q4 Q2 Q1
Test Maddeleri (Canh Hiicre) (Erken :Apoptotlk (Geg A"poptotlk (Nekrotik Hiicre)
Hiicre) Hiicre)
Kontrol (%60,1 DMSO) 85,0 3,0 7,5 4,5
LHS-4 71,2 4,7 17,2 6,9
LHS-5 79,2 4,1 6,8 51
Cs-1 44,0 13,8 16,9 13,1
CSs-2 68,9 8,2 16,8 6,1
Olaparib 48,7 5,6 33,6 12,1
Rucaparib 55,6 10,6 9,2 10,1
48 saat
Kontrol (20,1 DMSO) 85,4 2,4 6,3 59
LHS-4 67,3 9,5 19,1 4,2
LHS-5 82,1 3,5 12,1 7,0
Cs-1 38,6 6,8 36,1 7,7
CSs-2 66,7 10,6 17,9 4,7
Olaparib 37,1 21,4 37,7 3,9
Rucaparib 72,6 11,1 23,2 7,6
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hTERT-HPNE hiicreleri i¢in 24 saatlik ICso degerlerine gore BD Annexin V-
FITC/PI Apoptoz Kit 1 kullanilarak elde edilen apoptoz analiz sonuglar1 Sekil 4.19°da

verilmistir.
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Sekil 4.19. hTERT-HPNE hiicrelerinde 24. saat 1Cso degerlerinin Annexin V-FITC/PI ile apoptotik/nekrotik
hiicre analiz 6l¢iim sonuglart

hTERT-HPNE hiicrelerinde 24 saat i¢cin LHS-4 ICsp: 116,6 uM; LHS-5 ICsp: 151,65
uM; CS-1 ICsp: 464,3 uM; CS-2 ICso: 114,74 uM; olaparib ICso: 56,057 uM; rucaparib 1Cso:
166,23 uM konsantrasyon olarak kullanilmistir.
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hTERT-HPNE hiicreleri i¢in 48 saatlik ICso degerlerine gére BD Annexin V-FITC/PI
Apoptoz Kit 1 kullanilarak elde edilen apoptoz analiz sonuclar1 Sekil 4.20°de verilmistir.

NTERT HPME 48 SA-KONTROL hTERT HPME 48 SA-KONTROL

wo?
Il

4

3

FIPerCP-A

i

JLRLLL U RRLLE

10° 10

50 100 150 200 250
FSC-A 0 1.000) ANNEXIN V FITC-A

TERT HPNE 48 SALHS 4 TERT HPNE 48 SALHS &

L=
L

w0’
1wt

T‘

PIPerCP-A
FIPerCP-A

|||||||| T llll.‘ T .
10? 10 10" 10 10° 10% 10* 10°
ANNEXIMN Y FITC-A ANNEXIN Y FITC-A

"TERT HPME 48 S5A-C5 1 hTERT HPME 48 S5A-CS 2

1w’
1wt

1'.?4

3
3

Pl PeICP-4
Pl PRICP-A

faa’

2
2

PREALLL PRELLLL P 2 PRI PR P
10 0 o 0 10 o w
ANMEXIM W FITC-A AMMEXIMN Y FITC-A

10?

L=

TERT HPME 48 SA-RUCA

NTERT HPMNE 48 SA-OLA

w?
w?

134
f

1

3

Pl PerCP-A
3

Pl PerCP-A

2
2

LY Illllu‘sl ll'l'l'l'lh"Q_Iéﬁlﬁ.m.q::I IR |u|lu1sl

10? 10 10" 10 10 10 10* 10
AMMEXIN W FITC-A AMMEXIN Y FITC-A

Sekil 4.20. hTERT-HPNE hiicrelerinde 48. saat 1Csq degerlerinin Annexin V-FITC/PI ile apoptotik/nekrotik
hiicre analiz 6l¢iim sonuglart

hTERT-HPNE hiicrelerinde 48 saat i¢in LHS-4 ICsp: 263,15 uM; LHS-5 ICso: 137,68
uM; CS-1 ICso: 434,66 uM; CS-2 ICso: 426,16 uM; olaparib 1Cso: 41,89 uM; rucaparib 1Cso:
122,49 uM konsantrasyon olarak kullanilmustir.
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Kapilama islemi hiicre graniilaritesi ve biiyiikliigline gore hiicre popiilasyonu i¢inden
secilmistir (P1) ve floresan detektorlerden elde edilen nokta alan grafiklerinde kadranlara
(Q1, Q2, Q3, Q4) ayrilarak veriler elde edilmistir. Annexin V-FITC/PI ile apoptotik-

nekrotik hiicre analizi sonucuna gore % hiicre degerleri seklinde Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6. h\TERT-HPNE hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonrasi apoptotik/nekrotik hiicre

oranlart (% degerler)

24 saat
. Q3 Q4 Q2 QL
Test Maddeleri (Canh Hiicre) (Erken ﬁpoptotlk (Geg A"pOptOtlk (Ne.l'<rot|k
Hiicre) Hiicre) Hiicre)
Kontrol (%60,1 DMSO) 91,7 0,5 5,0 2,8
LHS-4 89,5 2,0 5,9 2,6
LHS-5 93,9 1,1 3,5 15
Cs-1 90,2 2,0 5,9 1,8
Cs-2 93,2 1,4 3,6 1,8
Olaparib 78,3 3,2 10,4 8,1
Rucaparib 87,3 3,5 59 3,4
48 saat
Kontrol (90,1 DMSO) 92,5 0,7 4.4 2,4
LHS-4 88,2 0,5 4,8 6,4
LHS-5 87,9 0,7 6,5 4,9
Cs-1 91,4 0,9 4.4 33
Cs-2 89,6 0,5 5,5 4.4
Olaparib 88,4 1,9 6,2 3,5
Rucaparib 87,1 2,1 59 4,9
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4.3.3.2. Mitokondriyal membran potansiyeli élciimii

Capan-1 hiicreleri i¢in 24 saatlik ICso degerlerine gére mitokondriyal membran

potansiyeli analiz sonuglar1 Sekil 4.21°de verilmistir.
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Sekil 4.21. Capan-/ hiicrelerinde 24. saat 1Cso degerlerinin JC-1 boyast ile mitokondriyal membran
potansiyelinin analiz sonu¢lar

Capan-1 hiicrelerinde 24 saat i¢in LHS-4 1Cso: 268,69 uM; LHS-5 1Cso: 264,77 uM;
CS-1 ICs0: 298,62 uM; CS-2 ICso: 264,77 uM; olaparib 1Cso: 451,04 uM; rucaparib 1Cso:
23,75 uM konsantrasyon olarak kullanilmistir.
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Capan-1 hiicreleri icin 48 saatlik ICso degerlerine gore mitokondriyal membran
potansiyeli analiz sonuglar1 Sekil 4.22°de verilmistir.
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Sekil 4.22. Capan-/ hiicrelerinde 48. saat 1Cso degerlerinin JC-1 boyast ile mitokondriyal membran
potansiyelinin analiz sonu¢lar

Capan-1 hiicrelerinde 48 saat i¢in LHS-4 1Cs0: 161,97 uM; LHS-5 ICso: 307,72 uM; CS-
1 1Cs0: 294,83 uM; CS-2 ICso: 164,09 uM; olaparib 1Cse: 120,84 uM; rucaparib ICso: 23,03 uM

konsantrasyon olarak kullanilmistir.
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Kapilama islemi hiicre graniilaritesi ve biiyiikliigline gore hiicre popiilasyonu i¢inden
secilmistir ve floresan detektorlerden elde edilen nokta alan grafiklerinde mitokondriyal
membran potansiyelindeki degisimler 2 ayr1 popiilasyondaki (uyarilmamais: P1, uyarilmas:

P2) % hiicre degerleri seklinde gosterilmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Capan-1 hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelindeki degisim oranlart (% degerler;
mitokondriyal membran potansiyeli P1: uyarilmamis, P2: uyarilmis)

24 saat
Test Maddeleri P1(-) P2 (+)
Kontrol (%60,1 DMSO) 81,1 18,6
LHS-4 31,2 67,6
LHS-5 19,6 43,5
CSs-1 28,7 71,3
CS-2 32,0 67,6
Olaparib 37,4 62,3
Rucaparib 21,6 79,1

48 saat
Kontrol (90,1 DMSO) 84,1 14,5
LHS-4 35,9 59,4
LHS-5 25,8 33,9
CS-1 30,5 68,7
CS-2 30,8 66,4
Olaparib 41,5 57,0
Rucaparib 20,8 79,6
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PANC-1 hiicreleri i¢in 24 saatlik ICsp degerlerine gdére mitokondriyal membran

potansiyeli analiz sonuglar1 Sekil 4.23’te verilmistir.
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Sekil 4.23. PANC-! hiicrelerinde 24. saat 1Csy degerlerinin JC-1 boyasi ile mitokondriyal membran
potansiyelinin analiz sonuglar

PANC-1 hiicrelerinde 24 saat i¢in LHS-4 1Cso: 112,83 uM; LHS-5 ICso: 140,81 uM; CS-
1 1Cs0: 82,39 uM; CS-2 I1Cso: 117,48 uM; olaparib ICso: 134,18 uM; rucaparib 1Cso: 71,67 uM

konsantrasyon olarak kullanilmistir.
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PANC-1 hiicreleri ig¢in 48 saatlik ICso degerlerine gdére mitokondriyal membran

potansiyeli analiz sonuglar1 Sekil 4.24°te verilmistir.
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Sekil 4.24. PANC-! hiicrelerinde 48. saat 1Cso degerlerinin JC-1 boyast ile mitokondriyal membran
potansiyelinin analiz sonuglar

PANC-1 hiicrelerinde 48 saat i¢in LHS-4 1Cso: 150,67 uM; LHS-5 I1Cso: 109,81 uM; CS-
1 1Cs0: 84,95 uM; CS-2 ICso: 111,62 uM; olaparib 1Cso: 32,61 uM; rucaparib ICso: 74,65 uM

konsantrasyon olarak kullanilmistir.
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Kapilama islemi hiicre graniilaritesi ve biiyiikliigline gore hiicre popiilasyonu i¢inden
secilmigstir ve floresan detektorlerden elde edilen nokta alan grafiklerinde mitokondriyal
membran potansiyelindeki degisimler 2 ayr1 popiilasyondaki (uyarilmamais: P1, uyarilmas:

P2) % hiicre degerleri seklinde gosterilmistir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. PANC-1 hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelindeki degisim oranlar: (% degerler;

mitokondriyal membran potansiyeli P1: uyariimamis, P2: uyarilmis)

24 saat
Test Maddeleri P1(-) P2 (+)
Kontrol (20,1 DMSO) 87,4 12,7
LHS-4 84,2 15,9
LHS-5 75,7 22,5
CS-1 67,8 32,4
CS-2 76,4 23,6
Olaparib 72,4 28,0
Rucaparib 55,1 45,0
48 saat
Kontrol (20,1 DMSO) 79,8 20,4
LHS-4 56,8 43,8
LHS-5 51,4 42,2
CS-1 40,2 60,2
CS-2 44,3 56,1
Olaparib 334 67,0
Rucaparib 47,5 52,5
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hTERT-HPNE hiicreleri igin 24 saatlik ICso degerlerine gére mitokondriyal membran

potansiyeli analiz sonuglar1 Sekil 4.25°te verilmistir.
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Sekil 4.25. hTERT-HPNE hiicrelerinde 24. saat |Csy degerlerinin JC-1 boyast ile mitokondriyal membran
potansiyelinin analiz sonu¢lar

hTERT-HPNE hiicrelerinde 24 saat i¢cin LHS-4 ICsp: 116,6 uM; LHS-5 ICsp: 151,65
uM; CS-1 ICso: 464,3 uM; CS-2 ICso: 114,74 uM; olaparib 1Cso: 56,057 uM; rucaparib 1Cso:
166,23 uM konsantrasyon olarak kullanilmistir.
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hTERT-HPNE hiicreleri igin 48 saatlik ICsp degerlerine gére mitokondriyal membran
potansiyeli analiz sonuglar1 Sekil 4.26’da verilmistir.
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Sekil 4.26. hTERT-HPNE hiicrelerinde 48. saat |Cso degerlerinin JC-1 boyast ile mitokondriyal membran
potansiyelinin analiz sonu¢lar

hTERT-HPNE hiicrelerinde 48 saat igin LHS-4 ICsp: 263,15 uM; LHS-5 ICso: 137,68
uM; CS-1 ICso: 434,66 uM; CS-2 ICso: 426,16 uM; olaparib 1Cso: 41,89 uM; rucaparib 1Cso:
122,49 uM konsantrasyon olarak kullanilmustir.
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Kapilama islemi hiicre graniilaritesi ve biiyiikliigline gore hiicre popiilasyonu i¢inden
secilmigstir ve floresan detektorlerden elde edilen nokta alan grafiklerinde mitokondriyal
membran potansiyelindeki degisimler 2 ayr1 popiilasyondaki (uyarilmamais: P1, uyarilmas:

P2) % hiicre degerleri seklinde gosterilmistir (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. "\TERT-HPNE hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelindeki degisim oranlary (%

degerler; mitokondriyal membran potansiyeli P1: uyarilmamis, P2: uyarilmis)

24 saat
Test Maddeleri P1(-) P2 (+)
Kontrol (%0,1 DMSO) 87,9 12,1
LHS-4 84,7 15,4
LHS-5 86,0 14,3
CS-1 73,9 26,2
CS-2 65,9 34,6
Olaparib 78,0 22,6
Rucaparib 30,7 70,0
48 saat
Kontrol (%0,1 DMSO) 83,9 15,7
LHS-4 75,8 24,0
LHS-5 78,6 21,0
Cs-1 75,6 23,4
CS-2 68,3 31,0
Olaparib 70,2 29,1
Rucaparib 48,3 51,6

79



4.3.3.3. Aktif kaspaz-3 apoptoz tayini

Capan-1 hiicreleri i¢in 24 saatlik ICso degerlerinin kaspaz-3 ile apoptoz analizi

sonuclar1 Sekil 4.27°de verilmistir.
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Sekil 4.27. Capan-1 hiicrelerinde 24. saat 1Cso degerlerinin kaspaz-3 analiz sonuglar

Capan-1 hiicrelerinde 24 saat i¢in LHS-4 1Cso: 268,69 uM; LHS-5 1Cso: 264,77 uM;
CS-1 ICs0: 298,62 uM; CS-2 ICso: 264,77 uM; olaparib 1Cso: 451,04 uM; rucaparib 1Cso:
23,75 uM konsantrasyon olarak kullanilmistir.
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Capan-1 hiicreleri i¢in 48 saatlik ICso degerlerinin kaspaz-3 ile apoptoz analizi Sekil
4.28’de verilmistir.
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Sekil 4.28. Capan-1 hiicrelerinde 48. saat |Cso degerlerinin kaspaz-3 analiz sonuglari

Capan-1 hiicrelerinde 48 saat igin LHS-4 1Cs0: 161,97 uM; LHS-5 ICso: 307,72 uM; CS-
1 1Cs0: 294,83 uM; CS-2 ICsp: 164,09 uM; olaparib 1Cse: 120,84 uM; rucaparib 1Cso: 23,03 uM

konsantrasyon olarak kullanilmistir.
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Kapilama islemi hiicre graniilaritesi ve biiyiikliigline gore hiicre popiilasyonu i¢inden
secilmigtir ve floresan detektorlerden elde edilen nokta alan grafiklerinde 2 ayri
popiilasyondaki (kaspaz-3 inaktif: P7, aktif: P8) artis % hiicre degerleri seklinde
gosterilmistir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Capan-1 hiicrelerinde kaspaz-3 ile apoptoz analizi degisim oranlari (% degerler; kaspaz-3 PT:
inaktif, P8: aktif)

24 saat
Test Maddeleri P7 (-) P8 (+)

Kontrol (%0,1 DMSO) 95,6 1,3
LHS-4 88,5 8,6
LHS-5 72,5 27,0
CSs-1 80,1 18,5
CS-2 86,2 9,9
Olaparib 90,3 8,0
Rucaparib 86,4 11,6

48 saat
Kontrol (20,1 DMSO) 99,5 0,5
LHS-4 87,3 12,6
LHS-5 81,0 19,0
CS-1 80,0 20,0
CS-2 88,0 12,0
Olaparib 86,7 13,4
Rucaparib 75,2 25,0
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PANC-1 hiicreleri i¢in 24 saatlik ICso degerlerinin kaspaz-3 ile apoptoz analizi

sonuclar1 Sekil 4.29’da verilmistir.
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Sekil 4.29. PANC-1 hiicrelerinde 24. saat |Cso degerlerinin kaspaz-3 analiz sonuglari

PANC-1 hiicrelerinde 24 saat i¢in LHS-4 1Cso: 112,83 uM; LHS-5 ICso: 140,81 uM; CS-
1 1Cs0: 82,39 uM; CS-2 I1Cso: 117,48 uM; olaparib ICso: 134,18 uM; rucaparib 1Cso: 71,67 uM
konsantrasyon olarak kullanilmistir.
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PANC-1 hiicreleri i¢in 48 saatlik ICso degerlerinin kaspaz-3 ile apoptoz analizi
sonuglart Sekil 4.30°da verilmistir.
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Sekil 4.30. PANC-{ hiicrelerinde 48. saat |Cso degerlerinin kaspaz-3 analiz sonuglari

PANC-1 hiicrelerinde 48 saat i¢in LHS-4 1Cso: 150,67 uM; LHS-5 I1Cso: 109,81 uM; CS-
1 ICsp: 84,95 uM; CS-2 ICsp: 111,62 uM; olaparib 1Cso: 32,61 uM; rucaparib 1Cso: 74,65 uM

konsantrasyon olarak kullanilmistir.
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Kapilama islemi hiicre graniilaritesi ve biiyiikliigline gore hiicre popiilasyonu i¢inden
secilmigtir ve floresan detektorlerden elde edilen nokta alan grafiklerinde 2 ayri
popiilasyondaki (kaspaz-3 inaktif: P7, aktif: P8) artis % hiicre degerleri seklinde
gosterilmistir (Tablo 4.11).

Tablo 4.11. PANC-1 hiicrelerinde kaspaz-3 ile apoptoz analizi degisim oranlari (% degerler; kaspaz-3 P7:
inaktif, P8: aktif)

24 saat
Test Maddeleri P7 () P8 (+)
Kontrol (20,1 DMSO) 98,3 1,4
LHS-4 95,3 51
LHS-5 472 53,8
CSs-1 97,8 2,2
CS-2 98,6 15
Olaparib 94,6 59
Rucaparib 92,5 8,3
48 saat
Kontrol (%0,1 DMSO) 99,5 0,6
LHS-4 84,9 16,6
LHS-5 36,4 63,8
CSs-1 22,1 78,8
CS-2 28,4 731
Olaparib 76,0 26,0
Rucaparib 96,7 3,8
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hTERT-HPNE hiicreleri i¢in 24 saatlik ICso degerlerinin kaspaz-3 ile apoptoz analizi
sonuglart Sekil 4.31°de verilmistir.
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Sekil 4.31. hTERT-HPNE hiicrelerinde 24. saat |Cso degerlerinin kaspaz-3 analiz sonuglar

hTERT-HPNE hiicrelerinde 24 saat i¢cin LHS-4 ICsp: 116,6 uM; LHS-5 ICsp: 151,65
uM; CS-1 ICso: 464,3 uM; CS-2 ICso: 114,74 uM; olaparib 1Cso: 56,057 uM; rucaparib 1Cso:
166,23 uM konsantrasyon olarak kullanilmstir.
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hTERT-HPNE hiicreleri igin 48 saatlik ICso degerlerinin kaspaz-3 ile apoptoz analizi

sonuglart Sekil 4.32°de verilmistir.
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Sekil 4.32. hTERT-HPNE hiicrelerinde 48. saat |Cso degerlerinin kaspaz-3 analiz sonuglar

hTERT-HPNE hiicrelerinde 48 saat i¢in LHS-4 ICsp: 263,15 uM; LHS-5 ICso: 137,68
uM; CS-1 ICso: 434,66 uM; CS-2 ICso: 426,16 uM; olaparib 1Cso: 41,89 uM; rucaparib 1Cso:
122,49 uM konsantrasyon olarak kullanilmstir.
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Kapilama islemi hiicre graniilaritesi ve biiyiikliigline gore hiicre popiilasyonu i¢inden
secilmistir ve floresan detektorlerden elde edilen nokta alan grafiklerinde 2 ayri
popiilasyondaki (kaspaz-3 inaktif: P7, aktif: P8) artis % hiicre degerleri seklinde
gosterilmistir (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. n\TERT-HPNE hiicrelerinde kaspaz-3 ile apoptoz analizi degisim oranlari (% degerler, kaspaz-3
P7: inaktif, P8: aktif)

24 saat
Test Maddeleri P7(-) P8 (+)

Kontrol (%60,1 DMSO) 98,8 1,4
LHS-4 98,2 1,9
LHS-5 97,9 2,2
CS-1 97,6 2,5
CS-2 98,0 2,1
Olaparib 94,2 6,4
Rucaparib 77,2 22,9

48 saat
Kontrol (%60,1 DMSO) 99,5 0,5
LHS-4 93,7 7,3
LHS-5 96,8 4,3
CSs-1 95,3 6,4
CS-2 93,1 9,4
Olaparib 91,8 9,9
Rucaparib 91,8 91
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4.3.3.4. Hiicre dongiisii ve DNA analizi

Sentez maddelerinin hiicrelerle 2 giinliik inkiibasyon sonrasinda etkilesimlerinin
belirlenmesi amaciyla hiicre dongiisiiniin 3 fazinda (Go/G1, S ve G2/M) dagilimlar1 akim
sitometri cihazi kullanilarak incelenmistir.

Capan-1 hiicreleri iizerinde sentez maddelerinin 24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda

ICso degerleri i¢in analiz sonuglar1 Sekil 4.33’te gosterilmistir.
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Sekil 4.33. Capan-1 hiicrelerinde 24. saat |Cso degerlerinin hiicre dongiisii analiz sonug¢lar

Capan-1 hiicrelerinde 24 saat i¢in LHS-4 ICso: 268,69 uM; LHS-5 1Cso: 264,77 uM;
CS-1 ICsp: 298,62 uM; CS-2 ICs0: 264,77 uM; olaparib 1Cso: 451,04 uM; rucaparib 1Cso:
23,75 uM konsantrasyon olarak kullanilmistir.
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Capan-1 hiicreleri iizerinde sentez maddelerinin 48 saatlik inkiibasyonu sonrasinda

ICso degerleri i¢in analiz sonuglart Sekil 4.34’te gosterilmistir.
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Sekil 4.34. Capan-1 hiicrelerinde 48. saat |Cso degerlerinin hiicre dongiisii analiz sonug¢lar

Capan-1 hiicrelerinde 48 saat igin LHS-4 1Cs0: 161,97 uM; LHS-5 ICso: 307,72 uM; CS-
1 1Cs0: 294,83 uM; CS-2 ICso: 164,09 uM; olaparib 1Cso: 120,84 uM; rucaparib 1Cso: 23,03 uM

konsantrasyon olarak kullanilmistir.

90



Kapilama iglemi graniilaritesi ve biiyiikliigline goére hiicre popiilasyonu iginden
agregatlar1 almayacak sekilde diploid olan hiicrelerin analizini icerecek sekilde kontrole
gore yapilmis, floresan detektorlerden elde edilen nokta alan grafiklerinde Go/Gi, S ve

G2/M fazlarina gore pikler elde edilmis, % degerler Tablo 4.13’te gosterilmistir.

Tablo 4.13. Capan-1 hiicrelerinde hiicre dongiisii analizi sonucu faz dagilimlart (% degerler)

24 saat
Test Maddeleri Go/G1 G2/IM S

Kontrol (%0,1 DMSO) 62,60 9,37 28,03
LHS-4 66,19 13,91 16,89
LHS-5 72,51 13,90 13,59
Cs-1 53,76 14,62 31,63
CS-2 63,53 12,15 24,32
Olaparib 47,72 18,32 33,96
Rucaparib 53,21 7,06 39,73

48 saat
Kontrol (%0,1 DMSO) 64,92 10,43 24,65
LHS-4 70,07 15,68 14,25
LHS-5 75,59 14,76 9,65
Cs-1 66,06 17,78 16,15
CS-2 70,82 9,48 19,69
Olaparib 37,22 11,50 51,28
Rucaparib 51,76 9,97 38,27
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PANC-1 hiicreleri {izerinde sentez maddelerinin 24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda

ICs0 degerleri i¢in analiz sonuglart Sekil 4.35’te gosterilmistir.
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Sekil 4.35. PANC- hiicrelerinde 24. saat |Cso degerlerinin hiicre dongiisii analiz sonuglari

PANC-1 hiicrelerinde 24 saat i¢in LHS-4 1Cso: 112,83 uM; LHS-5 ICso: 140,81 uM; CS-
1 ICso: 82,39 uM; CS-2 1Cso: 117,48 uM; olaparib 1Cso: 134,18 uM; rucaparib 1Csg: 71,67 uM

konsantrasyon olarak kullanilmistir.
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PANC-1 hiicreleri {izerinde sentez maddelerinin 48 saatlik inkiibasyonu sonrasinda

ICs0 degerleri icin analiz sonuglart Sekil 4.36’da gosterilmistir.
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Sekil 4.36. PANC-{ hiicrelerinde 48. saat |Cso degerlerinin hiicre dongiisii analiz sonuglar

PANC-1 hiicrelerinde 48 saat i¢cin LHS-4 1Csp: 150,67 uM; LHS-5 1Cso: 109,81 uM; CS-
1 1Cs0: 84,95 uM; CS-2 ICso: 111,62 uM; olaparib 1Cso: 32,61 uM; rucaparib ICso: 74,65 uM

konsantrasyon olarak kullanilmistir.
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Kapilama iglemi graniilaritesi ve biiyiikliigline goére hiicre popiilasyonu iginden
agregatlar1 almayacak sekilde diploid olan hiicrelerin analizini igerecek sekilde kontrole
gore yapilmis, floresan detektorlerden elde edilen nokta alan grafiklerinde Go/Gi1, S ve

G2/M fazlarina gore pikler elde edilmis, % degerler Tablo 4.14°te gosterilmistir.

Tablo 4.14. PANC-1 hiicrelerinde hiicre dongiisti analizi sonucu faz dagilimlari (% degerler)

24 saat
Test Maddeleri Go/G1 G2/IM S

Kontrol (%60,1 DMSO) 51,22 14,71 34,07
LHS-4 38,74 13,52 47,74
LHS-5 45,85 16,99 37,16
Cs-1 40,31 15,56 44,13
CS-2 50,19 14,53 35,28
Olaparib 42,65 1,39 55,96
Rucaparib 58,02 0,97 41,01

48 saat
Kontrol (%0,1 DMSO) 58,04 0,13 41,83
LHS-4 46,62 12,03 41,35
LHS-5 56,01 8,14 35,85
CS-1 26,01 7,08 66,91
CS-2 75,56 2,23 22,21
Olaparib 2,77 14,48 82,74
Rucaparib 2,72 8,81 88,47
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hTERT-HPNE hiicreleri {izerinde sentez maddelerinin 24 saatlik inkiibasyonu

sonrasinda ICso degerleri i¢in analiz sonuglar1 Sekil 4.37°de gosterilmistir.
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Sekil 4.37. N\TERT-HPNE hiicrelerinde 24. saat |Cso degerlerinin hiicre dongiisii analiz sonuglar

hTERT-HPNE hiicrelerinde 24 saat i¢cin LHS-4 ICso: 116,6 uM; LHS-5 ICsp: 151,65
uM; CS-1 ICso: 464,3 uM; CS-2 ICso: 114,74 uM; olaparib ICso: 56,057 uM; rucaparib 1Cso:
166,23 uM konsantrasyon olarak kullanilmstir.
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hTERT-HPNE hiicreleri {izerinde sentez maddelerinin 48 saatlik inkiibasyonu

sonrasinda ICso degerleri icin analiz sonuglar1 Sekil 4.38°de gosterilmistir.
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Sekil 4.38. h\TERT-HPNE hiicrelerinde 48. saat |Cso degerlerinin hiicre dongiisii analiz sonuglart

hTERT-HPNE hiicrelerinde 48 saat igin LHS-4 ICso: 263,15 uM; LHS-5 ICso: 137,68
uM; CS-1 ICso: 434,66 uM; CS-2 ICso: 426,16 uM; olaparib 1Cso: 41,89 uM; rucaparib 1Cso:

122,49 uM konsantrasyon olarak kullanilmustir.
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Kapilama islemi graniilaritesi ve biiyiikliigline gore hiicre popiilasyonu iginden
agregatlar1 almayacak sekilde diploid olan hiicrelerin analizini icerecek sekilde kontrole
gore yapilmis, floresan detektorlerden elde edilen nokta alan grafiklerinde Go/Gi1, S ve

G2/M fazlarina gore pikler elde edilmis, % degerler Tablo 4.15°te gosterilmistir.

Tablo 4.15. h\TERT-HPNE hiicrelerinde hiicre dongiisti analizi sonucu faz dagilimlari (% degerler)

24 saat
Test Maddeleri Go/G1 G2/M S

Kontrol (%0,1 DMSO) 57,85 8,28 33,87
LHS-4 79,32 4,23 16,45
LHS-5 62,38 5,44 32,18
CS-1 65,58 6,51 27,91
CS-2 66,68 4,60 28,72
Olaparib 53,14 13,85 33,01
Rucaparib 46,49 10,20 43,31

48 saat
Kontrol (20,1 DMSO) 79,68 7,77 12,54
LHS-4 80,28 0,91 18,81
LHS-5 71,01 7,88 21,11
CS-1 93,74 3,37 2,89

CS-2 95,99 3,01 1,0

Olaparib 46,75 12,86 40,38
Rucaparib 51,94 2,64 45,41
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434. Morfolojik goriintii analizleri

Sentez maddelerinin (LHS-4, LHS-5, CS-1, CS-2) ve PARP inhibitorlerinin (olaparib
ve rucaparib) ICso degerlerinin uygulanmasinin ardindan hiicrelerin 24 saatlik inkiibasyon
sonrasi durumlart ve herhangi bir muamele yapilmamis hiicre kontrol grubu (%0,1 DMSO
igeren) ile kiyaslamasi inverted 1s1k mikroskobunda goriintiilenerek yapilmstir.

10X objektifle fotograflari ¢ekilen Capan-1 hiicreleri Sekil 4.39°da; PANC-1
hiicreleri Sekil 4.40°ta ve hTERT-HPNE hiicreleri Sekil 4.41°de gosterilmistir.
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Sekil 4.39. Maddelerin ICso konsantrasyonlarimin uygulanmasindan 24 saat sonra Capan-1 hiicrelerinin
inverted 151tk mikroskop goriintiileri (A:Kontrol; B: LHS-4 1Cso: 268,69 uM; C: LHS-5 ICsp:
264,77 uM; D: CS-1 ICso: 298,62 uM; E: CS-2 I1Cso: 264,77 uM; F: Olaparib ICso: 451,04 uM;
G: Rucaparib ICso: 23,75 uM; mikroskop biiyiitmesi 10X)
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Sekil 4.40. Maddelerin 1Csq konsantrasyonlarmmin uygulanmasindan 24 saat sonra PANC-1 hiicrelerinin
inverted 151tk mikroskop goriintiileri (A:Kontrol; B: LHS-4 1Cso: 112,83 uM; C: LHS-5 1Cso:
140,81 uM; D: CS-1 ICsp: 82,39 uM; E: CS-2 ICsp: 117,48 uM; F: Olaparib ICso: 134,18 uM;
G: Rucaparib ICso: 71,67 uM; mikroskop biiyiitmesi 10X)
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Sekil 4.41. Maddelerin ICso konsantrasyonlarmmin  uygulanmasindan 24 saat sonra hTERT-HPNE
hiicrelerinin inverted 151k mikroskop goriintiileri (A:Kontrol; B: LHS-4 1Cso: 116,6 uM; C:
LHS-5 ICso: 151,65 uM; D: CS-1 ICso: 464,3 uM; E: CS-2 ICso: 114,74 uM; F: Olaparib ICso:

56,057 uM; G: Rucaparib ICso: 166,23 uM; mikroskop biiyiitmesi 10X)
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LHS-4, LHS-5, CS-1, CS-2, olaparib ve rucaparibin 1Csop degerlerinin
uygulanmasindan sonra hiicrelerin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi goriintiileri ve herhangi
bir muamele yapilmamuis hiicre kontrol grubu (%0,1 DMSO igeren) ile kiyaslamasi floresan
boyama yapilarak goriintiilenmistir. Canli hiicre goriintiileme soliisyonu igerisinde oldugu
icin herhangi bir fiksasyon islemi uygulanmamis, dolayisiyla en kisa zamanda goriintii
alinmas1 amaglanmustir.

Mitokondri isaret¢isi olarak kirmizi renkte goriinen MitoTracker Red CMXRos;
cekirdek materyali isaret¢isi olarak mavi renkte goriinen DAPI floresan boyalariyla 20X
biiyiitmede BioTek Cytation 5 Multimod plaka okuyucuda goriintiileri ¢ekilmis olup,
Capan-1 hiicreleri Sekil 4.42°de, PANC-1 hiicreleri Sekil 4.43’te ve hTERT-HPNE
hiicreleri de Sekil 4.44°te gosterilmistir.
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F 100 pm G 100 pm

Sekil 4.42. Maddelerin ICso konsantrasyonlarimn uygulanmasindan 24 saat sonra Capan-1 hiicrelerinin
BioTek Cytation 5 Multimod plaka okuyucuda ¢ekilmis floresan géoriintiileri.
MitoTracker Red CMXRos (kumizi); DAPI (mavi) (A:Kontrol; B: LHS-4 ICso: 268,69 uM; C:
LHS-5 |C50.’ 264,77 ﬂM‘ D: CS-1 |C50.’ 298,62 ,uM,' E: CS-2 |C50.‘ 264,77 yM; F: Olaparib 1Cxo:

451,04 uM; G: Rucaparib ICso: 23,75 uM; mikroskop biiyiitmesi 20X)
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Sekil 4.43. Maddelerin ICso konsantrasyonlarimin uygulanmasindan 24 saat sonra PANC-1 hiicrelerinin
BioTek Cytation 5 Multimod plaka okuyucuda ¢ekilmis floresan gériintiileri.
MitoTracker Red CMXRos (kirmizi); DAPI (mavi) (A:Kontrol; B: LHS-4 1Cso: 112,83 uM; C:
LHS-5 1Cso: 740,81 uM; D: CS-1 ICso: 82,39 uM,; E: CS-2 ICsp: 117,48 uM; F: Olaparib ICsp:
134,18 uM; G: Rucaparib ICso: 71,67 uM; mikroskop biiyiitmesi 20X)
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100 pm

Sekil 4.44. Maddelerin 1Cso konsantrasyonlarimin uygulanmasindan 24 saat sonra hTERT-HPNE
hiicrelerinin BioTek Cytation 5 Multimod plaka okuyucuda ¢ekilmis floresan goriintiileri
MitoTracker Red CMXRos (kirmizi); DAPI (mavi) (A:Kontrol; B: LHS-4 1Cso: 116,6 uM; C:
LHS-5 ICso: 151,65 uM; D: CS-1 I1Cso: 464,3 uM; E: CS-2 1Cso: 114,74 uM; F: Olaparib ICsp:
56,057 uM; G: Rucaparib ICso: 166,23 uM; mikroskop biiyiitmesi 20X)
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4.35. ELISA ile PARP [214/215] yariklanmasinin degerlendirilmesi

LHS-4, LHS-5, CS-1, CS-2, olaparib ve rucaparibin ICsg degerleri ile hiicrelerin 24
saatlik inkiibasyonu sonrasinda PARP yariklanma diizeyleri Cleaved PARP [214/215]
ELISA kiti kullanilarak olgiilmiistiir. Kontrol grubuna %0,1 DMSO igeren besiyeri
uygulanmistir. Yariklanmig PARP [214/215] 6lglimii i¢in 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312;
0,156 ve 0 ng/mL olarak hazirlanan standartlar konsantrasyonlar kullanilarak standart egri
elde edilmistir. Tiim deneyler iiger tekrarli calisilmistir. Standart egri denklemi igin
hazirlanan yariklanmig PARP [214/215] miktarlar1 ve ELISA okumasindan elde edilen
optik yogunluklari Tablo 4.16’da verilmis, standart egri denklemi Sekil 4.45°te

sunulmustur.

Tablo 4.16. Standartlarin 6lgiilen absorbans ve standart sapma degerleri (n=3)

Standart Yariklanmis PARP Optik Yogunluk

[214/215] (ng/mL) (450 nm) Standart Sapma
10 0.581 0,007
5 0.371 0,009
25 0,258 0,005
1,25 0.194 0,010
0,625 0,147 0,010
0,3125 0,112 0,010
0,15625 0,087 0,005
0 0,053 0,025

Yarklanmis PARP [214/215] ELISA

o
|

y =0,0502x+0,1007
R2=0,9739 T

=)
o

=
Ln

(=]
=
—i

T
,2 T
i
0,1 {TIL
0 ll
0 2 4 6 8 10 12
Yarnklanmis PARP [214/215] (ng/mL)

(=]
[

Optik Yogunluk (450 nm)
%
_'
2

Sekil 4.45. Yariklanmig PARP [214/215] i¢in standart egri ve denklemi
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Kit standartlar1 ile ¢izilen egri denklemi tlizerinden LHS-4, LHS-5, CS-1, CS-2,
olaparib ve rucaparibin 3 farkli hiicre grubu iizerinden hesaplanan PARP yariklanmasi
absorbans sonuglari Tablo 4.17’de verilmis, kontrole goére sonuglar Sekil 4.46’da

kiyaslanmistir.

Tablo 4.17. Hiicre gruplarmna test maddelerinin 24 saatlik 1Cso degerlerinin uygulanmasi sonucu hesaplanan
yartklanmis PARP [214/215] aktivite miktarlar

Standart Yariklanms

Test Maddeleri PARP [214/215] miktar1 (ng/mL)

Standart Sapma

hTERT-HPNE hiicreleri

LHS-4 1,122 0,060

LHS-5 0,086 0,031

Cs-1 1,195 0,094

Cs-2 0,026 0,008
Olaparib 0,106 0,027
Rucaparib 2,310 0,036
Kontrol (%0,1 DMSO) 0,916 0,046

Capan-1 hiicreleri

LHS-4 2,423 0,005

LHS-5 0,046 0,006

Cs-1 2,284 0,050

Cs-2 0,052 0,003
Olaparib 2,323 0,177
Rucaparib 3,983 0,318
Kontrol (%0,1 DMSO) 0,730 0,024

PANC-1 hiicreleri

LHS-4 0,311 0,007

LHS-5 0,013 0,009

Cs-1 0,325 0,014

Cs-2 0,059 0,007
Olaparib 0,039 0,005
Rucaparib 0,431 0,007
Kontrol (20,1 DMSO) 0,092 0,009
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Farkl hiicre gruplarinda PARP yariklanmasi
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Sekil 4.46. Maddelerin 24 saat 1Cso degerlerinin PARP yariklanmast iizerine etkileri (n=3) (p<0,05* anlamli,
p<0,01** énemli derecede anlamly, p>0,05 anlamli degil)

PARP yariklanmasinin 6lciilebilmesi amaciyla 24 saatlik inkiibasyon i¢in kullanilan
konsantrasyonlar: Capan-1 hiicreleri i¢in LHS-4 1Cs0: 268,69 uM; LHS-5 ICso: 264,77 uM;
CS-1 ICs0: 298,62 uM; CS-2 ICso: 264,77 uM; olaparib 1Cso: 451,04 uM; rucaparib 1Cso:
23,75 uM; PANC-1 hiicreleri i¢in LHS-4 1Cs0: 112,83 uM; LHS-5 1Cso: 140,81 uM; CS-1
ICs0: 82,39 uM; CS-2 ICsp: 117,48 uM; olaparib 1Cso: 134,18 uM; rucaparib ICso: 71,67 uM;
hTERT-HPNE hiicreleri igin LHS-4 1Cso: 116,6 uM; LHS-5 ICs: 151,65 uM; CS-1 ICso:
464,3 uM; CS-2 I1Cso: 114,74 uM; olaparib 1Cso: 56,057 uM; rucaparib 1Cso: 166,23 uM.

436. Kantitatif RT-PCR Array yontemi ile gen ifadesindeki etkinligin degerlendirilmesi

Hiicrelerin kontrolleri ve sentez maddelerinin 1Cso degerleri ile 24 saatlik
inkiibasyonu sonrasinda RNA izolasyonu gerceklestirilmis, RNA miktarlar1 nanodrop
cihazinda Ol¢iilmiis, tim RNA orneklerinin saflik oranlari (260/230 nm; 260/280 nm)
Ol¢iilmiistiir. Daha sonra RNA’lar cDNA sentezi i¢in kullanilmustir.

insan apoptoz RT? profiler PCR array ile programlanmis hiicre dliimiiyle alakali 9
gen profilinin ortaya kondugu deney sonuglari, TNF baglantili ligand-reseptor-faktorleri,
kaspazlari, 6lim domeinlerini, DNA hasar yolaklari ve PARP ailesi ile ilgili genlerde

meydana gelen anlatim profillerini arastirmak i¢in kullanilmstir.
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RT-PCR arrayde kullanilan genlere ait gen bankasi kodlart ve tanimlamalar
asagidaki Tablo 4.18’de gosterilmistir.
Tablo 4.18. RT? PCR Array plakasindaki genler ve tanimlamalar

Gen Sembolii Tamimlama

PARP1 Poly (ADP-ribose) polymerase 1

PARP2 Poly (ADP-ribose) polymerase 2

PARP3 Poly (ADP-ribose) polymerase family, member 3
CASP3 Caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase
CASP7 Caspase 7, apoptosis-related cysteine peptidase
CASP8 Caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase
TNF Tumor necrosis factor

TP53 Tumor protein p53

NFKB1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
RTC Reverse transcriptase control

House keeping gen olarak GAPDH geni kullanilmis ve RT-PCR sonunda reverse
transkripsiyon kontrolii gen ifadesi ger¢eklesmistir. GAPDH daha sonra normalizasyon igin
analizlerde kullamilmistir. Veriler, delta delta Ct metoduyla, web-tabanli veri analiz
programi kullanilarak analiz edilmistir [159]. Sonuglar, negatif kontrole gore 2 kat fark (2x
fold change, genlerdeki degisiklik katsayisi) olugmasina gore degerlendirilmistir.
Degerlendirmeler sonucunda, genlerdeki degisiklik katsayr degerlerine gore elde edilmis
grafikler veri olarak sunulmustur. 2 kat ve iizerinde degisim gosterenler istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir. Ekspresyon profilinde mRNA ifadelerindeki kat regiilasyon
seviyeleri 2 kat ve lizeri artig olanlar seklinde upregiile (+) olarak degerlendirilmis ve
kirmizi renkle gosterilmig; 2 kat ve flizeri azalmalar ise downregiile (-) olarak
degerlendirilerek mavi renk ile gosterilmistir. 2 kattan daha az degisim gosteren gen
ekspresyonlari ise siyah renkle goriilmektedir.

Insan pankreas hiicrelerindeki belirli genlerin ifade seviyeleri kontrol gruplariyla
karsilastirilmis degisimler clustergram olarak ifade edilen 1s1 gen haritasi {izerinde
gosterilmistir. Korelasyon katsayisindaki benzerliklerin ifadesi i¢in kullanilan bu haritada
gruplar arasindaki gen ifadesi degisimleri benzerlik 6nemine gore kirmiziya ve yesile dogru

degisen renk skalasi olarak gosterilmistir. Renk skalasinin en solu yesil renkle en diisiik
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degere karsilik gelirken, en sagdaki kirmizi renk en yiiksek degere karsilik gelmektedir.
Siyah renk ise ortalama deger oldugunu gostermektedir.
Capan-1 hiicrelerine ait kontrol grubuna gore kiyaslanan gen ekspresyon

seviyelerinin degerlendirilmesi Tablo 4.19°da, 1s1 gen haritasi ise Sekil 4.47’de verilmistir.

Tablo 4.19. RT-PCR analiz sonuglarma gére Capan-1 hiicrelerindeki genlerin kontrol grubuna gore mRNA

ekspresyon seviyeleri (ICso degerleri ile 24 saatlik inkiibasyon)

Gen ifade diizeyleri

Gen Sembolii LHS-4 Cs-1 Rucaparib

(268,69 pM) (298,62 pM) (23,75 M)
PARP1 -2,17 -4,53 -2,35
PARP2 -2,56 -1,06 -2,52
PARP3 2,95 5,98 2,51
CASP3 2,18 1,18 2,15
CASP7 2,22 2,06 4,78
CASP8 4,63 3,58 2,23
TNF -1,52 -13,00 15,54
FAS -4,63 -36,50 -1,42
TP53 -1,57 -1,92 -1,52
NFKB1 -5,16 -13,00 1,92

(-): Downregiile, (+): Upregiile,:
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Sekil 4.47. RT-PCR deneyinde ekspresyonu incelenen Capan-/ hiicrelerindeki genlerin ekspresyon
degisimlerini gosteren is1 gen (clustergram) haritasi. Renk degisimleri; kontrole gore kirmizi
artan ekspresyonu, yesil azalan ekspresyonu, siyah ise ayni seviyedeki gen ekspresyonlarini
gostermektedir.
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PANC-1 hiicrelerine ait kontrol grubuna gore kiyaslanan gen ekspresyon
seviyelerinin degerlendirilmesi Tablo 4.20°de, 1s1 gen haritasi ise Sekil 4.48’de verilmistir.

Tablo 4.20. RT-PCR analiz sonuglarma gére PANC-1 hiicrelerindeki genlerin kontrol grubuna gére mRNA

ekspresyon seviyeleri (ICso degerleri ile 24 saatlik inkiibasyon)

Gen ifade diizeyleri

Gen Sembolii LHS-4 Cs-1 Rucaparib
(112,83 pM) (82,39 uM) (71,67 pM)
PARP1 -128,00 -10,08 -32,00
PARP2 -128,00 -20,16 -128,00
PARP3 -64,00 -20,16 -8,00
CASP3 2,00 12,70 16,00
CASP7 2,00 3,17 16,00
CASP8 2,00 6,35 4,00
TNF -32,00 -40,32 -128,00
FAS 4,00 3,17 16,00
TP53 -4,00 -2,52 -4,00
NFKB1 -128,00 -40,32 -32,00

(-): Downregiile, (+): Upregiile,
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Sekil 4.48. RT-PCR deneyinde ekspresyonu incelenen PANC-/ hiicrelerindeki genlerin ekspresyon
degisimlerini gosteren 1s1 gen (clustergram) haritast. Renk degisimleri; kontrole gére kirmizi
artan ekspresyonu, yesil azalan ekspresyonu, siyah ise aymi seviyedeki gen ekspresyonlarini
gostermektedir.
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hTERT-HPNE hiicrelerine ait kontrol grubuna gore kiyaslanan gen ekspresyon
seviyelerinin degerlendirilmesi Tablo 4.21°de, 1s1 gen haritasi ise Sekil 4.49°da verilmistir.

Tablo 4.21. RT-PCR analiz sonuglarma gére hTERT-HPNE hiicrelerindeki genlerin kontrol grubuna gore
MRNA ekspresyon seviyeleri (ICso degerieri ile 24 saatlik inkiibasyon)

Gen ifade diizeyleri

Gen Sembolii LHS-4 Cs-1 Rucaparib
(116,6 pM) (464,3 pM) (166,23 nM)
PARP1 6,73 3,36 2,38
PARP2 -1,27 -1,57 1,19
PARP3 -1,19 -152,22 -215,27
CASP3 -4,76 -2,38 4,76
CASP7 -9,51 -1,19 9,51
CASP8 -4,76 -19,03 -13,45
TNF -4,76 -30,70 -1,68
FAS -9,51 -2,38 -6,73
TP53 2,28 26,91 2452,44
NFKB1 -1,19 -9,51 -6,73

(-): Downregiile, (+): Upregiile.
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Sekil 4.49. RT-PCR deneyinde ekspresyonu incelenen hTERT-HPNE hiicrelerindeki genlerin ekspresyon
degisimlerini gosteren 1s1 gen (clustergram) haritasi. Renk degigimleri; kontrole gore kirmizi
artan ekspresyonu, yesil azalan ekspresyonu, siyah ise aymi seviyedeki gen ekspresyonlarini
gostermektedir.
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5. TARTISMA VE YORUM

Annexin V-FITC/PI Apoptoz kiti ile yapilan akim sitometrisi sonuglarina gore %
olarak elde edilen segili popiilasyon iizerinden belirli sayida hiicrenin apoptotik-nekrotik
hiicre indeks degerleri incelendiginde Capan-1 hiicrelerinin Tablo 4.4’te verilen total
apoptotik hiicre oranlariyla (ge¢ apoptotik ve erken apoptotik hiicre toplamm) analiz
sonuglarinda inkiibasyon zamaninin artisina bagl olarak sentez maddelerinin ve PARP
inhibitorlerinin (olaparib ve rucaparib) apoptotik ve nekrotik hiicre oranlarinin giderek artis
gosterdigi goriilmiistiir. Olaparib ve rucaparib 2 giin i¢inde en aktif apoptotik etkinligi
gostermistir. Olaparibin total apoptotik hiicre degerleri 24 saat i¢in %37,5 ve 48 saat i¢in
%48,5; rucaparibinki ise 24 saat i¢in %49,9 ve 48 saat i¢in %47,8 olarak bulunmustur.
Ancak sentez gruplarina gore, artan inkiibasyon siiresiyle birlikte ge¢ apoptotik ve nekrotik
hiicre popiilasyonlarinin arttigi goériilmiistiir. Sentez maddelerinin apoptotik nekrotik
indeksleri incelendiginde; LHS-4 24 saat icin total apoptotik hiicre degerleri %29,9; 48 saat
icin %41,6 olarak; LHS-5’in ise 24 saat i¢in %28,9; 48 saat i¢in %41,5 olarak bulunmustur.
CS-1’in 24 saat i¢in total apoptotik hiicre degerleri %35,1; 48 saat i¢in %36,6 olarak;. CS-
2’nin ise 24 saat i¢in %35,5; 48 saat i¢in %37,1 olarak bulunmustur. Capan-1 hiicrelerinde
ilag etkinliklerinde diger pankreas kanseri hiicrelerine gore daha fazla etkinlik artis1 oldugu
rapor edilmistir [160], ayrica BRCA2 mutasyonu olan Capan-1 hiicrelerinin PARP
inhibitorlerine olan hassasiyeti bilinmekle birlikte, homolog rekombinasyon tamirinde
PARP inhibitorlerinin etkinligini arttigi, bu durumda hiicrelerin hayatta kalamayip 6liime
siiriiklendigi gdzlemlenmistir [161, 162]. Uretilen sentez malzemelerinin etkinliginin
rucaparibe olan benzerligi hiicrelerin hassasiyetinin arttiginin bir gostergesi apoptozdaki
artigla birlikte gosterilmistir. Olaparib ve rucaparibin elde ettigimiz verilere paralel olarak
Capan-1 hiicrelerindeki etkinligi radyoterapi ile veya g¢esitli kombinasyonlarla artmisg
benzer tlirevdeki PARP inhibitorlerinin de ayni1 hiicre tipleri i¢in benzer etki mekanizmalari
tizerinden hiicreyi 6liime siiriikledigi gozlemlenmistir. Bu mekanizma DNA kiriklarindaki
artis ile mitoz ve apoptozdaki artis tizerinden analiz edilmistir [163, 164].

Annexin V-FITC/PI Apoptoz kiti ile yapilan akim sitometrisi sonuglarina gére %
olarak elde edilen segili popiilasyon iizerinde sentez maddelerinin, PARP inhibitorlerinin

(olaparib ve rucaparib) PANC-1 hiicrelerinde apoptotik-nekrotik hiicre indeks degerlerinin
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inkiibasyon zamani artisina bagl olarak arttigi belirlenmistir (Tablo 4.5). Ozellikle geg¢
apoptoz degerlerinin erken apoptoz degerlerine oranla daha fazla oldugu goriilmiistiir.
Olaparibin total apoptotik hiicre degerleri 24 saat i¢in %39,2; 48 saat i¢in %59,1 olarak;
rucaparibinki ise 24 saat i¢in %19,8; 48 saat i¢in %34,5 olarak bulunmustur. Sentez
maddelerinden LHS-4 total apoptotik hiicre degerleri 24 saat i¢in %21,9; 48 saat i¢in %28,6
olarak ve LHS-5 24 saat i¢in %10,9; 48 saat i¢in %15,6 olarak bulunmustur. CS-1 total
apoptotik hiicre degerleri %30,7; 48 saat i¢in %42,9 olarak; CS-2 24 saat i¢in %25; 48 saat
icin %285 olarak bulunmustur. PANC-1 hiicrelerinde Capan-1 hiicreleriyle
kiyaslandiginda inkiibasyon periyoduna gore maddelerde anlamli  degiskenlik
gozlemlenmemistir. Bu da daha dnce yapilan ¢alismalardan PANC-1 hiicrelerinde Capan-1
hiicrelerine kiyaslandiginda inkiibasyon periyoduna gére maddelerin apoptotik etkilerinde
onemli farklilik goriilmemistir. Yapilan c¢aligmalarda PANC-1 hiicrelerinin antikanser
ilaglara karsi daha fazla direng gosterme oOzelligine sahip oldugu agiklanmistir [160].
BRCA1/2 eksikligi olan hiicreler, DNA ¢ift sarmal kiriklarint onarmak igin etkili bir
homolog rekombinasyon gergeklestiremezler [165]. PARP-1'in inhibisyonu da, bu
kopmalara cevap verebilecek diger aktif DNA onarim yollarim1 ortadan kaldirir ve ¢oklu
DNA onarim yollarii inhibe ederek potansiyel olarak daha fazla kirik olusumuna neden
olurlar. PANC-1 hiicrelerinde yapilan klinik O6ncesi calismalarda, olaparibin hiicrelerin
terapotik maddelere duyarlilagtirilmasindaki etkinligi aciklanmis ve Capan-1 hiicrelerindeki
hassasiyete karsin apoptoz dist diger 6lim mekanizmalariyla hiicrelerin etkilendigini
belirtmistir. Bu da olaparibin apoptoz sonug¢larimizdaki nekrotik o6liimdeki artisa neden
olusunu agiklayabilir [90, 161, 166, 167].

Annexin V-FITC/PI Apoptoz kiti ile yapilan akim sitometrisi sonuglarina gére %
olarak elde edilen secili popiilasyon iizerinden belirli sayida hiicrenin apoptotik-nekrotik
hiicre indeks degerleri incelendiginde hTERT-HPNE hiicrelerinde sentez maddelerinin ve
PARP inhibitorlerinin apoptotik sonucglarin1  (Tablo 4.6) degerlendirdigimizde de
inkiibasyon zamaninin artisina paralel olarak ge¢ apoptoz degerlerinin yiikseldigi ancak,
hiicre canliliklarinin fazla etkilenmedigi gézlemlenmistir. Buna goére 2 giin i¢inde hTERT-
HPNE hiicrelerinde en az % hiicre canlilik oran1 olaparib 24 saat i¢in hiicre canlilif1 %78,3;
48 saat i¢in %88,4 ve rucaparib 24 saat igin hiicre canliligi %87,3; 48 saat i¢in %87,1

olarak belirlenmistir. Bu sonug¢ da bize kontrol PARP inhibitorlerine kiyasla, sentez
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maddelerinin normal hiicreleri daha az hasara ugrattifini, kanserli hiicreler {izerinde
etkinliklerinin daha fazla oldugunu gostermektedir. Oliimsiizlestirilmis HPNE hiicreleri,
doku Kkiiltiirtinde bir tek tabaka halinde biiylir. Ancak ¢ok katmanli hTERT-HPNE
hiicrelerinin 6rnekleri de odak olusumu seklinde gozlenmektedir. Ancak bu hiicrelerde
neoplastik fenotipten sorumlu olan genlerin neler oldugu bilinmemekle birlikte bazi
transpozonlarin gegici aktivasyonu ile indiiklendiginde, HPNE genomunda kanserle iliskili
genlerin bozulmasi ve/veya aktivasyonu meydana gelmektedir. Pankreas in vitro epitel
modelleri, baz1 onkogenlerin veya tiimor baskilayici genlerin bilinen bir kombinasyonunu
kullanan kanser hiicreleri ile kiyaslandiginda, hTERT-HPNE hiicrelerinin kontrol grubu
olarak kullanilmasinin uygun oldugunu gostermistir [160, 168].

Mitokondriyal membran potansiyeli analizi akim sitometrisi sonuglaria gore, Capan-
1 hiicrelerinde Tablo 4.7’de verilen analiz sonuglarinda kontrol grubunun herhangi bir boya
ile boyanmamis hiicre indeksinin tiim gruplardan yiiksek oldugu ve mitokondriyal
membran potansiyelinde artig gostermedigi bulunmustur. 2 gilinliik analizler incelendiginde
olaparibin (mitokondriyal membran potansiyelindeki artis 24 saat icin %78,3; 48 saat icin
%88,4) en yiiksek etkinlige sahip oldugu gozlemlenmis ancak sentez maddelerinin 2 giine
dagilimi incelendiginde etkinliklerinin anlamli bir fark yaratmadigi ve aktivitelerinin
olaparib ve rucaparibin etkinliklerine benzer sekilde oldugu gozlemlenmistir.

Mitokondriyal membran potansiyeli analizi akim sitometrisi sonuglarna gore,
PANC-1 hiicrelerinde Tablo 4.8’de verilen analiz sonuglarinda kontrol grubunun herhangi
bir boya ile boyanmamis hiicre indeksinin tiim gruplardan yiiksek oldugu ve mitokondriyal
membran potansiyelinde artig gostermedigi bulunmustur. 2 giinliik analizler incelendiginde
rucaparibin (mitokondriyal membran potansiyelindeki artis 24 saat i¢in %55,1; 48 saat i¢in
%47,5) en yiiksek etkinlige sahip oldugu ancak sentez maddelerinin 2 giine dagilimi
incelendiginde anlamli bir fark yaratmadigi ve aktivitelerinin olaparib ve rucaparibin
etkinliklerine benzer sekilde oldugu gézlemlenmistir.

Mitokondriyal membran potansiyeli analizi akim sitometrisi sonuglarina gore,
hTERT-HPNE hiicrelerinde Tablo 4.9’da verilen analiz sonuglarinda kontrol grubunun
herhangi bir boya ile boyanmamis hiicre indeksinin tiim gruplardan yiiksek oldugu ve
mitokondriyal membran potansiyelinde artis gostermedigi bulunmustur. 2 giinliik analizler

incelendiginde yine rucaparibin (mitokondriyal membran potansiyelindeki artig 24 saat igin
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%30,7; 48 saat icin %48,3) en yiiksek etkinlige sahip oldugu ancak sentez maddelerinin 2
giine dagilimi incelendiginde anlamli bir fark yaratmadigi ve rucaparib kadar etkinlik
gostermedigi, yani sentez maddelerinin kanser hiicrelerindeki etkinlikleri g6z Oniine
alindiginda apoptotik-nekrotik hiicre O6l¢iim analizlerindeki verileri destekler nitelikte
sonuglar elde edildigi gozlemlenmistir.

Oksidatif stres, heniiz tanimlanmamais yollar araciligiyla mitokondriyal reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) {iiretimini ve hiicre oliimiinii baglatan DNA kirilmalarim1 ve PARP-1
aktivasyonunu indiikler. Oksidatif stres veya alkilleyici ajanlarin neden oldugu PARP
aktivasyonunda, mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasi, mitokondriyal
gecirgenlik artigi, hatta hiicre Sliimii olusabilir. Ancak PARilasyon yoluyla MAP kinaz
fosfataz-1 (MKP-1) ekspresyonundan sorumlu olan aktive edici transkripsiyon faktoriiniin
(ATF-4) MAP kinazlar1 diizenlemesi nedeniyle bu yola bagimli gelisen hiicre 6liimlerinde
PARP inhibisyonu neticesinde mitokondriyal membran potansiyelinde bir degisiklik
gozlemlenmedigi bildirilmistir [169, 170, 171]

Kaspaz-3 aktivitesi analizi akim sitometrisi sonuglarina gére Capan-1 hiicrelerinde
kaspaz-3 aktivasyonuna yonelik hiicre degerlerinin inkiibasyon zamanina gore etkileri
Tablo 4.10°da verilmistir. Analiz sonuglarinda kontrol grubunun herhangi bir boya ile
boyanmamis hiicre indeksinin tiim gruplardan yiiksek oldugu ve kaspaz-3 aktivitesinde
artis olmadigr gozlemlenmistir. 2 gilinliikk analizler incelendiginde CS-1’in kaspaz-3
aktivasyonunda analiz degerlerinin 24 saat i¢in %18,5; 48 saat i¢in %20 olarak bulundugu
ve en yliksek etkinlige sahip oldugu, apoptotik nekrotik hiicre analizlerindekine benzer
(erken ve gec apoptoz degerleri toplami 24 saat i¢in %35,1; 48 saat i¢in %36,6) sonuglarin
varhigiyla dikkati ¢ekmistir. Diger sentez maddelerinin ise 2 giine dagilimi incelendiginde
anlamli bir fark yaratmadigi ve tiim gruplarin birbirine benzer kaspaz-3 aktivasyonu
gosterdigi gozlemlenmistir.

Kaspaz-3 aktivitesi analizi akim sitometrisi sonuglarina gére PANC-1 hiicrelerinde
kaspaz-3 aktivasyonuna yonelik hiicre degerlerinin inkiibasyon zamanina gore etkileri
Tablo 4.11°de verilmistir. Analiz sonuglarinda kontrol grubunun herhangi bir boya ile
boyanmamis hiicre indeksinin tiim gruplardan yiiksek oldugu gozlemlenmistir. 2 giinliik
analizler incelendiginde ilk giin i¢in kaspaz-3 aktivasyonu sadece LHS-5’te (24 saat igin

%53,8; 48 saat icin %63,8) gozlenirken, 2. giin i¢in aktivasyon rucaparib disindaki tim
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gruplarda gozlenmistir. Bu durumda gruplarin kaspaz-3 aktiviteleri su sekilde bulunmustur:
LHS-4 24 saat i¢in aktivasyon %S5,1; 48 saat i¢in %16,69; CS-1 24 saat i¢in aktivasyon
%2,2; 48 saat i¢in %78,8; CS-2 24 saat i¢in aktivasyon %1,5; 48 saat i¢in %73,1; olaparib
24 saat i¢in aktivasyon %5,9; 48 saat i¢cin %26,0; rucaparib 24 saat i¢in aktivasyon %8,3;
48 saat i¢in %3,8 olarak bulunmustur.

Kaspaz-3 aktivitesi analizi akim sitometrisi sonuglarina goére hTERT-HPNE
hiicrelerinde kaspaz-3 aktivasyonuna yonelik hiicre indeks degerlerinin inkiibasyon
zamanina gore etkileri Tablo 4.12°de verilmistir. Analiz sonuglarinda kontrol grubunun
herhangi bir boya ile boyanmamis hiicre indeksinin tiim gruplardan yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. 2 giinliik analizler incelendiginde rucaparibin etkinliginin kaspaz-3
aktivasyonunda 24 saat i¢in %22,9 ve 48 saat i¢in %9,1 ile en yiiksek etkinlige sahip
oldugu, diger gruplarin tamaminin 2 giine dagilimi1 incelendiginde anlamli bir fark
yaratmadigl ve tim gruplarin birbirine benzer etkinlik gosterdigi, diger akim sitometri
analizleri de diisliniildiigiinde normal hiicreler iizerinde sentez maddelerinin olaparib ve
rucaparib kadar toksik etkili olmadig1 gozlemlenmistir.

Apoptoz sirasinda PARP inhibisyonu ile birlikte PARP yariklanmasinin gosterildigi
deneylerle kiyaslandiginda, kaspaz-3 aktivasyonu ve PARP yariklanmasinin artis1 pek ¢ok
pankreatik kanser hiicresinde benzer etkiler ortaya koymustur. Kaspaz-3 aktivasyonu genel
baglamda gozlenirken PARP yariklanmasi daha spesifik sekilde hassas Olgiilebilir
durumdadir ve kaspaz-3 ile gorlinmeyen yariklanma daha kolay gozlemlenebilir. PARP
yariklanmast ile ortaya ¢ikan fragmanlarin sonucunda ¢esitli 6liim mekanizmalar1 devreye
girmektedir. Herhangi bir hiicre 6limii modelinde PARP yariklanmasin1 karakterize
etmenin ii¢ avantaji vardir: (i) PARP'In 89-kDa luk fragmaninin tespiti, kaspaz-3 benzeri
aktivasyonunu gosterir ve bu durum ¢ok sayida hiicre 6liimii modelinde kanitlanmistir. (ii)
Diger tespit yontemleriyle karsilastirildiginda, PARP yariklanmasi, apoptozun ¢ok hassas
bir tahlilidir, farkli modellerde ¢ok erken meydana gelen hiicre Oliimiinii algilar ve
hiicrelerin kiigiik bir popiilasyonunda bile meydana gelen apoptozu saptar. (iii) Granzim
B'nin neden oldugu apoptoz sirasinda ve nekroz sirasinda goriilen tamamen farkl
fragmantasyon paternleri, bu hiicre 6liimii modelleri sirasinda meydana gelen biyokimyasal
olaylarin anlagilmasina yol agabilir. Bu nedenle, PARP yariklanmasinin apoptozdaki rolii

ve karakterizasyonu hiicre 6liimii siirecini anlamada yardime1 olabilir. Bu ¢esitli apoptoz
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modellerinde PARP boliinmesinin  89-kDa fragmaninin tespiti, apoptozu belirlemede
Oonemli parametrelerden biri olarak kabul gérmiistiir. Apoptoz sirasinda parcalanan farkli
molekiiller arasinda PARP'imn bozunmay1 hedefleyen ilk protein grubu oldugu gosterilmistir
[118, 172-175]. Bizim sonuglarimiz da 2 farkli tip pankreatik kanser hiicresi tizerinde
denenen sentez maddeleri i¢in aktivasyon saglandigini gostermistir

Hiicre siklusu analiz sonuglarimiza gore, olaparib ve rucaparibin Capan-1
hiicrelerinde (Tablo 4.13) S fazinda etkili oldugu goriilmektedir. Olaparib i¢in S fazi hiicre
% oranlari; 24. saatte %33,96; 48. saatte %51,28 iken, rucaparib i¢in S fazi oranlar1 24.
saatte %39,73 ve 48 saatte %38,27 olarak analiz edilmistir. Boliinmeye girecek hiicrelerde
DNA polimeraz veya niikleotid sentezinde gerekli olan bazi enzimlerin genlerindeki
aktivasyonlar nedeniyle bu genlerin trilinleri G1/S smirinda artmaya baglar, ardindan S
fazinda hiicre DNA’s1 hizlica replike olur. Bu siirecte ¢esitli dis faktorler nedeniyle DNA
iplikcikleri hasara ugrayabilir. G2 fazinda, bir 6nceki S fazinda replike olmus DNA ve
kromatin proteinleri kondanse olurken, kardes kromatidler seklinde birlestirilirler. Herhangi
bir tamir siirecinden kagan kusurlu DNA veya replikasyonunu tamamlayamamis DNA bu
siirecte kontrol edilir. DNA hasar1 olan bir hiicrede G2 fazinda tutukluluk hali ve S fazindan
hiicrenin ¢ikis1 yavaslar ve Gi’de hiicre dongiisii durdurulur. Yanlis baz eslesmeleri ve
eksik replikasyonlar nedeniyle G2 fazina gecisler azalir. Hiicre siklusanalizleri
incelendiginde, S faz1 yiiksekken olaparib G2/M fazi 24 saat icin %18,32; 48 saat i¢in
%11,50 olup rucaparib Go/M fazi 24 saat igin %7,06; 48 saat ic¢in %9,97 olarak
bulunmustur. Yani G2/M oldukga diisiik gériinmektedir. Bunlara paralel benzer etki olarak
CS-1 sentez maddesinde belirgin degisiklikler gbzlenmis (S faz1 24 saat i¢in %31,63; 48
saat icin %16,15 ve G2/M faz1 24 saat icin %14,62; 48 saat icin %17,78) diger sentez
numuneleri arasinda gilinlere bagli olarak belirgin bir degisiklik izlenmemistir. Farkli
pankreas kanser hiicrelerinde olaparibin 6nce S fazinda, sonra G2/M fazinda hiicreleri
tutuklama yetkinliginin arttigi, hiicre c¢ekirdeginin pankreatik intraepitelyal neoplazi
lezyonlarinda DNA hasarina bagli degisimlerin arttigin1 gostermistir [163].

PANC-1 hiicrelerinin Tablo 4.14’te verilen analiz sonuglarina bakildiginda S fazinin
en yogun oldugu maddeler Capan-1 hiicrelerinde oldugu gibi olaparib ve rucaparib etken
maddeleridir. Olaparib S faz1 24 saat i¢cin %55,96; 48 saat i¢in %82,74 iken rucaparib S fazi
24 saat icin %41,01; 48 saat icin %88,47 olarak bulunmustur. 2 giinliikk analizler
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incelendiginde S faz1 yliksekken olaparib G2/M fazi 24 saat i¢in %1,39; 48 saat i¢in %14,48
olup rucaparib G2/M fazi1 24 saat i¢in %0,97; 48 saat i¢in %8,81 olarak bulunmustur. Yani
G2/M oldukca diisiik goriinmektedir. Bunlara paralel benzer etki olarak Capan-1
hiicrelerindeki CS-1’e ilave olarak LHS-4’te de belirgin degisiklikler gozlenmis, genel
olarak hiicre dongiisii analizlerinde Capan-1 hiicrelerine gore PANC-1 hiicrelerinde daha
fazla tutuklanma s6z konusu oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu durumda CS-1 S fazi 24 saat i¢in
%44,13; 48 saat icin %66,91 ve G2/M faz1 24 saat icin %15,56; 48 saat i¢in %7,08 olarak;
LHS-4 S faz1 24 saat i¢in %47,74; 48 saat i¢in %41,35 ve G2/M faz1 24 saat i¢in %13,52;
48 saat i¢in %12,03 olarak bulunmustur.

hTERT-HPNE hiicrelerinin Tablo 4.15’te verilen analiz sonuglarina bakildiginda S
fazinin en yogun oldugu maddeler Capan-1 ve PANC-1 hiicrelerinde oldugu gibi olaparib
ve rucaparib etken maddeleridir. Olaparib S fazi 24 saat i¢in %33,01; 48 saat icin %40,38
iken rucaparib S fazi 24 saat i¢in %43,31; 48 saat icin %45,41 olarak bulunmustur. 2
giinliik analizler incelendiginde S faz1 yiiksekken olaparib G2/M fazi 24 saat i¢in %13,85;
48 saat i¢in %12,86 olup rucaparib G2/M fazi1 24 saat i¢in %10,20; 48 saat i¢in %2,64
olarak bulunmus, inkiibasyon siiresine bagli anlamli bir degisiklik gozlemlenmemistir.
Ancak normal hiicre grubundan beklenildigi {izere diger test maddelerinin Go/Gi
evresindeki indeksleri daha yiiksek olup (%60 iizerinde) diger akim sitometri analizlerinden
elde edilen verilerin tutarlilig1 hiicre dongiisii analizlerinde de saglanmis, test maddelerinin
normal hiicrelerdense kanserli hiicrelerde yiiksek etki gosterdigi gozlemlenmistir.

Farkli hiicre tipleri tlizerinde olaparibin etkinligi incelendiginde S fazindaki
hiicrelerinazaldigr ve homoloji yonlendirmeli DNA hasar tamirinde ciddi artisa sebep
oldugu gozlemlenmistir, bu da PARP enzim aktivitesini dnleme giiciinden bagimsiz is
gordiiglinii ortaya koymakla birlikte, G2 fazinda yigilmaya sebep oldugu agiklanmistir.
PARP'in p53 islevi {lzerindeki etkileri, PARP'in kimyasal veya transdominant
inhibisyonuna cevap olarak hiicre dongiisiiniin G2 fazinda iyi bilinen hiicre yigilimini
aciklayabilir. G2 tutuklanmasinda daha az oranda olmasina ragmen, p53'lin Gi
tutuklanmasinin ana etkileyicisi olarak anahtar rol oynadigmi ve PARP aktivitesinin
yoklugunda, bazi lezyonlarin DNA replikasyonundan once tespit edilmeden kalabildigini
ve bunlarin S fazi sirasinda ve hiicre dongiisliniin G2 fazinda sonradan bir tutuklama ile

daha fazla hasara yol agtig1 gosterilmistir. PARilasyon tarafindan p53 ile indiiklenen hiicre
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siklusunun uyarilmasi, lezyonlarin onarilmasi i¢in gerekli zamani saglayabilir ve genomik
biitiinliiglin korunmasina katkida bulunabilir. Bu sebeple p53'in apoptotik uyaranin bir alt
grubuna yanit olarak apoptozun uyarilmasinda kritik bir faktér oldugu cesitli ¢alismalarda
gosterilmistir. Rucaparib ile kombine ila¢ uygulamalarinda ve radyasyon maruziyetlerinde
hiicresel sitotoksisitenin artmasi, G2/M fazinda hiicre birikimini agir sekilde indiikleyerek,
mitozun bozulmasina ve nihayetinde apoptoz ve otofajiye neden olmustur. Bu durum farkli
hiicre tiplerinde gosterilmis, bu hiicreler arasindan Capan-1 hiicrelerinin en hassas, PANC-
1 hiicrelerinin ise en direncli yanit1 verdigi belirtilmistir. Ayrica olaparibin yaygin olarak S
fazinda tutuklama yaptigi gézlemlenmistir [176-179].

Akim sitometrisi analizlerinin ortaya koydugu veriler neticesinde hiicreler ters-faz
151k mikroskobu ile goriintiilenmis ve hiicrelerdeki morfolojik degisimler akim sitometri
sonuclarimizi desteklemistir. Hiicrelerin kontrol gruplarinda morfolojik olarak biitlinliigiinii
korudugu goriiliirken, kontrole kiyasla farkl: test maddelerinde farkli morfolojik degisimler
goriilmistiir. Bu sebeple hiicreler floresan boyalarla boyanarak goriintiillenmistir.

Sentez maddeleri uygulanmis Capan-1 hiicreleri biiziiserek hacim olarak ufalmis,
cekirdekler kenara itilmis ve kontrol hiicrelerine gore gekirdek daha belirgin hale gelmistir.
LHS-4 ve LHS-5 uygulanan hiicrelerde mitokondrilerin belirgin bir bdlgede yogunlastigi
gozlemlenirken, CS-1 ve CS-2 wuygulanan hiicrelerde hiicrelerin stoplazmasinda
bogumlanmalar s6z konusudur. Olaparib uygulanmis hiicrelerde hiicrelerin sistigi
gozlemlenirken, rucaparib uygulanan hiicrelerde apoptotik cisimciklerin olustugu,
kofullarin gozlendigi ve hiicrenin uzantilar yapmaya baslayan bir morfolojik egilim
gosterdigi gozlemlenmistir. Her 1ki madde i¢in de apoptotik hiicre gruplari, parg¢ali goriinen
cekirdekgik yerlesimi s6z konusudur.

Sentez maddeleri uygulanmis PANC-1 hiicreleri de, Capan-1 hiicreleri gibi biiziiserek
hacim olarak ufalmis ve kontrol hiicrelerine gore ¢ekirdekleri daha belirgin hale gelmistir.
Ancak LHS-4 ve LHS-5 uygulanan hiicrelerin = stoplazmalarinin belirginlestigi,
mitokondrilerin ¢gekirdege yakin bir odaklanma gosterdigi ve hatta ¢ekirdekte mikrosatelit
yapilagmasinin oldugu diisiiniilmiistir. CS-1 maddesinde ise mitokondrilerin ¢ekirdek
etrafinda bir yapilanma gosterdigi, stoplazmik dagilimin hacim olarak azaldig
gbzlemlenmistir. CS-2 maddesinde kontrole gore belirgin bir fark gézlenmemekle birlikte

hiicrelerin uzantilar yapmaya basladig1 gézlemlenmistir. Yine Capan-1 hiicrelerinde oldugu
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gibi olaparib uygulanmig hiicrelerde hiicre boyutunun biiziilmedigi, tam tersi sistigi
gozlemlenirken c¢ok fazla cekirdek¢ik oldugu gozlemlenmistir. Rucaparib uygulanan
hiicrelerde apoptotik cisimciklere benzer yapilarin olustugu diisliniilmiis, parg¢ali ¢ekirdek
materyalinin hiicre stoplazmasina dagilmaya basladigi ve yine hiicrenin uzunlamasina
uzantilar yapici bir morfolojik egilimi gosterdigi bulunmustur.

Sentez maddeleri uygulanmig hTERT-HPNE hiicreleri i¢in goriintiilerden elde edilen
en belirgin farklilik mitokondrilerin belirli bir odakta toplanmasi1 olmustur. Bununla birlikte
tipk1 diger hiicrelerde oldugu gibi olaparib hiicrede sismeye; rucaparibin de hiicre
morfolojisinde uzamaya neden oldugu goriilmiistiir.

Daha once yapilan ¢aligmalarda rucaparib ve olaparib ile ilgili maruziyet sonrasinda
hiicrenin ¢ekirdeginde meydana gelen fosforilasyona bagli 1s1ma artis1 ve organellerde
odaklanma ile belirgin kiimelesmenin gézlenmis olmasi PARP inhibitorlerinin etkinligine
dair sonuglart dogurmustur. Hiicrelerde apoptozun yani sira otofajik vakuoler yapilagmalar
da s6z konusu olup, rucaparib uygulamasi sonrasinda ¢ok hiicreli ¢ekirdek yapilasmasi
gbzlenmis, mikroniikleus formasyonunda anomaliler ile niikleer tomurcuklanma olustugu
gozlenmistir [160, 179-182]. Bu sonuglar da bizim sonuglarimizi desteklemektedir.

Sentez maddelerinin PARP yariklanmasi tizerine etkilerinin arastirildigit ELISA kit
analiz sonuglarina gore, en yiiksek yariklanmis PARP [214/215] diizeyi rucaparibde
gozlenmis olup, hTERT-HPNE hiicreleri i¢in 2,310 ng/mL; Capan-1 hiicreleri igin 3,983
ng/mL; PANC-1 hiicreleri i¢in 0,431 ng/mL olarak belirlenmistir. Sentez maddelerinden ise
LHS-4 ve CS-1 de rucaparibe yakin PARP yariklanma miktar1 géstermistir. LHS-4 i¢in
PARP yariklanma miktarlar1 hTERT-HPNE hiicrelerinde 1,122 ng/mL; Capan-1
hiicrelerinde 2,423 ng/mL; PANC-1 hiicrelerinde 0,311 ng/mL olarak; CS-1 i¢in de PARP
yariklanma miktarlart hTERT-HPNE hiicrelerinde 1,195 ng/mL; Capan-1 hiicrelerinde
2,284 ng/mL; PANC-1 hiicrelerinde 0,325 ng/mL olarak bulunmustur.

Akim sitometri ve PARP aktivitesi sonuglarina gore ilave olarak rucaparib, LSH-4 ve
CS-1 ICso konsantrasyonu uygulanan hiicrelerde 24 saatlik inkiibasyon sonunda RT-PCR
array ¢alismasi ile bazi ilgili genlerin mMRNA ekspresyonundaki degisiklikler aragtirilmistir.
Ozellikle bu genler arasinda PARP1, PARP2 ve PARP3 ve kaspazlardaki degisiklikler

incelenmistir.
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RT-PCR array analizleri sonucunda mRNA gen ekspresyonlarinda kontrole gore
upregiile olan genler:

Capan-1 hiicreleri i¢in LHS-4 agisindan degerlendirildiginde, PARP3, CASP3,
CASP7, CASP8; CS-1 acisindan degerlendirildiginde PARP3, CASP7, CASPS8 ve kontrole
gore 2 kat olmadigi i¢in anlamli bulunmasa da CASP3; rucaparib agisindan
degerlendirildiginde PARP3, CASP3, CASP7, CASP8 ve TNF ile birlikte kontrole gore 2
kat olmadig1 i¢in anlamli bulunmasa da NFKBI1 olarak belirlenmistir.

PANC-1 hiicreleri i¢in LHS-4, CS-1 ve rucaparib agisindan degerlendirildiginde
CASP3, CASP7, CASP8 ve FAS olarak bulunmustur.

hTERT-HPNE hiicreleri i¢in LHS-4 ve CS-1 agisindan degerlendirildiginde PARP1
ve TP53; rucaparib agisindan degerlendirildiginde PARP1 ve TP53’e ilave olarak CASP3
ve CASP7 ile kontrole gore 2 kat olmadigi i¢in anlamli bulunmasa da PARP2 olarak
belirlenmistir.

RT-PCR array analizleri sonucunda mRNA gen ekspresyonlarinda kontrole gore
downregiile olan genler:

Capan-1 hiicreleri i¢cin LHS-4 agisindan degerlendirildiginde, PARP1, PARP2, FAS
ve NFKBI ile kontrole gore 2 kat olmadig1 i¢in anlamli bulunmasa da TNF ve TP53; CS-1
acisindan degerlendirildiginde PARP1, PARP2, TNF, FAS, NFKB1 ve kontrole gore 2 kat
olmadigr 1i¢in anlamli bulunmasa da PARP2 ile TP53; rucaparib acisindan
degerlendirildiginde yalnizca PARP1 ve PARP ile kontrole gore 2 kat olmadig1 i¢in anlamli
bulunmasa da FAS ve TP53 olarak belirlenmistir.

PANC-1 hiicreleri i¢in LHS-4, CS-1 ve rucaparib agisindan degerlendirildiginde
hepsinde ayni gen gruplarinin (CASP3, CASP7, CASP8 ve FAS) downregiile oldugu
belirlenmistir.

hTERT-HPNE  hiicreleri i¢in LHS-4, CS-1 ve rucaparib agisindan
degerlendirildiginde hepsinde ayni olan PARP1 ve TP53 ile rucaparib icin ilave olarak
CASP3, CASP7 ve kontrole gore 2 kat olmadigi icin anlamli bulunmasa da PARP2
seklinde belirlenmistir.

PARP1, Poli (ADP-riboz) polimeraz 1 geni, poli (ADP-ribozil)asyonla ¢esitli niikleer
proteinleri modifiye eden bir kromatin iliskili enzim olan poli (ADP-ribozil) transferazi

kodlar. Bu modifikasyon DNA'ya bagimli olarak farklilasma, proliferasyon, tiimor
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transformasyonu gibi ¢esitli 6nemli hiicresel siireglerin diizenlenmesinde ve ayrica DNA
hasarindan hiicrenin geri kazanilmasinda rol oynayan molekiiler olaylarin diizenlenmesinde
yer alir [183].

Icinde bulundugu pek c¢ok biyolojik siire¢ mevcuttur ve bunlar; bazilar1 apoptotik
stireg, baz-eksizyon onarimi, insiilin uyarisina hiicresel yanit, kromozom organizasyonu,
DNA hasar cevabi, DNA hasarinin tespiti, DNA onarimi, DNA ligasyonu, DNA metabolik
siireci, homolog rekombinasyon aracili ¢ift iplik kiriginin tamiri, global genom niikleotid-
eksizyon onarimi, c¢ekirdekte protein konumunun korunmasi, mitokondriyal DNA
metabolik siireci ve DNA onarimi, protein poli (ADP-ribozil)asyonii ve DNA
metilasyonunun diizenlenmesidir. Lokal ileri meme kanseri, metastatik meme kanseri,
fallop tiipii kanseri, yumurtalik kanseri, BRCA germ hatti mutasyonu pozitif periton kanseri
gibi bazi hastaliklarda ekspresyonu gozlenmektedir [183, 184].

PARP2, poli (ADP-riboz) polimeraz 2 geni bir katalitik domein i¢eren ve bir poli
(ADP-ribosil)asyon reaksiyonunu katalize edebilen poli (ADP-ribozil) transferaz benzeri 2
proteinini kodlar. Bu protein, poli (ADP-ribozil) transferaz ile homolog olan bir katalitik
alana sahiptir, ancak poli (ADP-ribozil) transferazin C-terminali katalitik alanini aktive
eden bir N-terminali DNA baglama bolgesinden yoksundur. Bu proteinin N-terminal
bolgesi icindeki bazik artiklar, potansiyel DNA baglama ozelliklerini tasiyabilir ve
proteinin niikleer ve/veya niikleolar hedeflenmesinde rol oynayabilir [185].

Gorev aldigi biyolojik siirecler; baz-eksizyon onarimi, DNA onarimin, DNA
ligasyonu, apoptotik sinyal yolu, peptidil-serin ADP-ribozilasyon, protein ADP-
ribozilasyonu [185].

Lokal ileri meme kanseri, metastatik meme kanseri, yumurtalik kanseri, fallop tiipii
kanseri, BRCA germline mutasyonu pozitif epitelyal over kanseri gibi bazi hastaliklarda
ekspresyonu goriilmektedir [186].

PARP3, poli (ADP-riboz) polimeraz 3 geni tarafindan kodlanan protein PARP
ailesine aittir. Bu enzimler, DNA onarimi, apoptozun diizenlenmesi ve genomik stabilitenin
korunmasi i¢in gerekli olan poli-ADP-ribozilasyon ile niikleer proteinleri modifiye eder. Bu
gen, hiicre dongiisii basindan sonuna kadar tercihen kardes sentriyol boyunca lokalize olan

poli (ADP-ribozil) transferazi 3'i kodlar [187].
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DNA onarimi, DNA ligasyonu, ¢ift iplikli kirtlma onarimi, DNA ligasyonunun
pozitif regiilasyonu, protein ADP-ribozilasyonu, mitotik i§ organizasyonunun
diizenlenmesi, telomer uzamasi gibi siireglerde gorev alir. Biyolojik olarak olaparib ve
rucaparib tarafindan diizenlendigi gézlenmistir. PARP1 ile baglantili oldugu gosterilmistir.
Hiicredeki bakim ve organizasyonda rol oynamaktadir. BRCA germline mutasyonu pozitif
epitelyal over kanseri, BRCA germ hatti mutasyonu pozitif periton kanseri, fallop tiipii
kanseri, yumurtalik kanseri, endometrioid yumurtalik kanserinde eksprese oldugu
goriilmektedir [188].

PARP4, poli (ADP-riboz) polimeraz 4 geni, bir poli (ADP-ribosil)asyon
reaksiyonunu katalize edebilen poli (ADP-ribozil) transferaz benzeri 1 proteinini kodlar. Bu
protein de PARP2’deki gibi, poli (ADP-ribozil) transferazinki ile homolog olan bir katalitik
alana sahiptir, ancak poli (ADP-ribozil) transferazin C-terminali katalitik alanini aktive
eden bir N-terminali DNA baglama bolgesinden yoksundur. Bu protein dogrudan DNA'y1
baglayamadigindan, transferaz aktivitesi, genis karboksil terminalinin aracilik ettigi
protein-protein etkilesimi gibi diger faktorler tarafindan aktive edilebilir. Hiicre 6liimii,
hiicresel protein modifikasyonu, DNA onarimi, inflamatuvar cevap, protein ADP-
ribozilasyon, telomeraz aktivitesinin diizenlenmesi, DNA hasar1 uyarisina cevap, ilaca
cevap, telomer uzamasi gibi biyolojik siireglerde rol oynadigi bilinmektedir [189].

CASP3, kaspaz-3 geni; sistein-aspartik asit proteazi (kaspaz) ailesinin bir iiyesi olan
bir proteini sifreler. Kaspazlarin ardisik aktivasyonu, hiicre apoptozunun yliriitme evresinde
merkezi bir rol oynar. Kaspazlar, aktif enzimi olugturmak iizere dimerize olan biiyiik ve
kiigiik 1ki alt-birim iiretmek i¢in korunmus aspartik artiklarda proteolitik islemden gecirilen
aktif olmayan proenzimler olarak bulunurlar. Bu protein kaspaz-6, 7 ve 9’u ayirir ve aktive
eder ve proteinin kendisi kaspaz-8, 9 ve 10 tarafindan islenir. Bu, néronal 6lim ile iliskili
olan amiloid-beta 4A prekursor proteininin par¢alanmasinda rol oynayan baskin kaspazdir.
Alzheimer hastaligi. Bu genin alternatif eklenmesi, ayni proteini kodlayan iki transkript
varyantt ile sonuglanir [190].

Biyolojik olarak sistein tipi endopeptidaz aktivasyonu, apoptotik DNA
fragmantasyonu ve sinyal yolu, B hiicresi homeostazi, organik siklik bilesiklere hiicresel
cevap, eritrosit farklilagmasi, hiicre i¢i sinyal iletimi, 6grenme veya hafiza, apoptotik

siirecin negatif-pozitif dliizenlenmesi, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, noron farklilagmasi,
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protein isleme, proteoliz, DNA hasar1 uyarisina ve ilaca cevap, glikoz uyarisina cevap,
hiperplazi, tiimoér nekroz faktoriine yanit, UV'ye cevap, yara iyilesmesi siireglerinde rol
oynar [191].

CASP7, kaspaz-7 geni, kaspaz ailesinin bir tiyesini kodlar. Kaspazlarin ardisik
aktivasyonu, hiicre apoptozunun yiiriitme evresinde merkezi bir rol oynar. Kaspazlar, aktif
enzimi olusturmak {izere dimerize olan biiyiik ve kiiclik iki alt-birimi iiretmek igin
korunmus aspartik artiklarda proteolitik islemden gecirilen inaktif proenzimler olarak
bulunurlar. Kodlanan proteinin prekursorii kaspaz-3 ve 10 tarafindan yarilir, hiicre 6liim
uyaranlari tizerinde aktive edilir ve apoptozu indiikler [192].

Hiicresel olarak apoptoz, hiicre dliimiiniin aktivasyonu ve ekspresyonunda rol oynar.
Biyolojik olarak yaslanma, apoptotik siire¢, otofajik hiicre Oliimii, sitoplazmik tasima,
protein isleme, proteoliz siireglerinden sorumlu oldugu bilinmektedir [192].

CASP8, kaspaz-8 geni; kaspaz ailesinin bir iiyesini kodlar. Bu protein Fas ve ¢esitli
apoptotik uyaranlarin neden oldugu programlanmis hiicre 6liimiine dahil olur. Bu proteinin
N-terminal FADD benzeri 6liim efektor alani, Fas etkilesimli FADD proteini ile etkilesime
girebilecegini diisiindiirmektedir. Bu protein, Huntington hastalarinin hastaliktan etkilenen
beyin bdlgesinin ¢éziinmez fraksiyonunda tespit edilmistir, ancak normal kontrollerden
degil norodejeneratif hastaliklarda rol oynayanlarda mevcut oldugu gozlemlenmistir [193].

Hiicrede apoptoz, molekiiler boliinme ve ¢ogalmada rol oynar; epitelyal kanser
tiirlerinde, Huntington hastaliginda, hiperplazide ekspresyonu mevcuttur. Biyolojik olarak
sistein tipi endopeptidaz aktivitesinin aktivasyonu, anjiyojenez, apoptotik siire¢, hiicre
yiizeyi reseptor sinyal yolu, mekanik uyaranlara hiicresel cevap, I-kappaB kinaz / NF-
kappaB'nin negatif regiilasyonu, proteoliz, tiimor nekroz faktdriine yanit siireglerinde
etkinligi gosterilmistir [194].

CASP9, kaspaz-9 geni; kaspaz ailesinin bir iiyesini kodlar. Bu protein, apoptozom ve
sitokrom c ile apoptotik peptidaz aktive edici faktér 1’den olusan bir protein kompleksi
araciligiyla otoproteolitik islem ve aktivasyona ugrayabilir; bu olayin kaspaz aktivasyon
kaskadinin en erken adimlarindan biri oldugu; bu proteinin apoptozda merkezi bir rol
oynadig1 ve tiimor baskilayici oldugu diisiiniilmektedir [195].

Hiicrede apoptoz, hayatta kalma ve molekiiler boliinmede rol oynar. Yaslanma, DNA

hasar cevabi, trombosit olusumu, apoptotik siirecin diizenlenmesi, proteoliz, DNA hasar
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uyaranina cevabin diizenlenmesi, bobrek filtrasyonu gibi farkli biyolojik siireglerde islevi
oldugu bilinmektedir [195].

TNF, timor nekroz faktor geni, tiimor nekroz faktorii (TNF) stiper familyasina ait gok
fonksiyonlu bir proinflamatuvar sitokini kodlamaktadir. Bu sitokin esas olarak makrofajlar
tarafindan salgilanir. Bu sitokin, hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi, apoptoz, lipit
metabolizmas1 ve pihtilagma dahil olmak iizere genis bir biyolojik siire¢ yelpazesinin
diizenlenmesinde yer alir. Otoimmiin hastaliklar, insiilin direnci ve kanser de dahil olmak
lizere cesitli hastaliklarda rol oynar. Farelerde nakavt ¢alismalari da bu sitokinin ndro-
koruyucu islevini gostermistir [196].

Romatoid artrit, neoplazmlar, obezite gibi hastaliklarda ekspresyonunun arttigi
gbzlemlenmistir. Hiicresel olarak akut inflamatuvar cevap, apoptotik siire¢, kalsiyum aracil
sinyal, hiicre aktivasyonu-cogalmasi-ekstravazasyon, sirkadiyen ritim, kortikal aktin hiicre
iskelet organizasyonu, 6liim indiikleyen sinyal kompleksi, savunma cevabi, DNA hasar
cevabi, endotel hiicre apoptotik siireci, hiicre dis1 matris organizasyonu, bagisiklik cevabi,
JNK kaskadi, MAPK kaskadi, mitotik hiicre dongiisiinlin negatif diizenlenmesi,
transkripsiyonun negatif regiilasyonu, sitokin regiilasyonu gibi siireglerde rol oynamaktadir
[197].

FAS, Fas hiicre yilizey oliim reseptorii (TNF reseptorii siiper ailesi iiyesi 6) geni,
tarafindan kodlanan protein, TNF-reseptor siiper ailesinin bir iiyesidir. Bu reseptor bir 6liim
domeini igerir. Programli hiicre oliimiiniin fizyolojik diizenlenmesinde merkezi bir rol
oynadig1 ve c¢esitli malignitelerin ve bagisiklik sistemi hastaliklarinin patogenezinde rol
oynadig1 gosterilmistir. Bu reseptoriin ligand1 ile etkilesimi, Fas iligkili 6liim domein
proteini (FADD), kaspaz-8 ve kaspaz-10'u igeren oliim indiikkleyen bir sinyalleme
kompleksinin olusumuna izin verir. Kompleks i¢indeki kaspazlarin otoproteolitik islemi,
asag1 yonlii kaspaz kaskadini tetikler ve apoptoza yol agar [198].

Yaslanma, oliim domeini reseptorleri araciligiyla apoptozun indiiklenmesi, B
hiicresinin aracilik ettigi bagisiklik, amino asit agliklarina ve sitokin uyaranina hiicresel
yanit, hidrostatik basinca hiicresel tepki, interlokin-1'e ve tiimor nekroz faktoriine hiicresel
yanit, gebelikte maternal siire¢, yumurtalik folikiilii atrezisi, yumurtlama dongiisii, protein
homooligomerizasyon regiilasyonu, protein fosforilasyonunun diizenlenmesi, Ostrojen

uyarisina cevap, (lukokortikoid uyarisina cevap, biiyiime faktorii uyaranina cevap,

126



spermatogenez, dalak gelisimi, timor nekroz faktorii aracili sinyal yolu gibi pek ¢ok
biyolojik siiregte gorev alir [199].

TP53, timor protein p53 geni, transkripsiyonel aktivasyon, DNA baglanmasi ve
oligomerizasyon domeinlerini igeren bir timor siipresor proteinini kodlar. Kodlanan
protein, hedef genlerin ekspresyonunu diizenlemek igin ¢esitli hiicresel streslere cevap
verir, boylece hiicre dongiisii, apoptoz, otofaji, yaslanma, farklilasma, DNA onarimi gibi
stiregclerde gorev alir. Bu gendeki mutasyonlar, Li-Fraumeni sendromu gibi kalitsal
kanserler dahil olmak tizere gesitli insan kanserleriyle iliskilidir [200].

P53 proteini, viicudun tamami boyunca, DNA'ya dogrudan baglandigi hiicrelerin
cekirdeginde bulunur. Hiicredeki DNA, giines i1s1§indan gelen zehirli kimyasallar,
radyasyon veya ultraviyole (UV) 1smlar gibi maddelerle hasar gérdiiglinde, bu proteinin
DNA'nin tamir edilip edilmeyecegini veya hasarli hiicrenin kendini imha edip etmeyecegini
belirlemede kritik bir rol oynar. DNA tamir edilebilirse, pS3 hasar1 gidermek i¢in diger
genleri aktive eder. DNA tamir edilemiyorsa, bu protein hiicrenin boliinmesini engeller ve
apoptoza ge¢mesini sdyler. Mutasyona ugramis veya hasar gérmiis DNA'min bdliinmesini
engelleyen hiicreleri durdurarak, p53, tiimorlerin gelismesini 6nlemeye yardimer olur. p53
hiicre boliinmesini diizenlemek ve tiimor olusumunu 6nlemek icin gerekli oldugundan,
"genomun koruyucusu" lakabini almigtir [201].

NFKB1, Niikleer Faktor Kappa B alt iinitesi 1 geni, bir 50 kD protein iiretmek igin
26S proteazom tarafindan kotranslasyonel igleme tabi tutulabilen bir 105 kD proteini
kodlar. 105 kD proteini, Rel proteinine 6zgili bir transkripsiyon inhibitoriidiir ve 50 kD
proteini, NF-kappa-B (NFKB) protein kompleksinin bir DNA baglanma alt birimidir.
NFKB, sitokinler, oksidan igermeyen radikaller, ultraviyole 1sinlama ve bakteriyel veya
viral lriinler gibi ¢esitli hiicre i¢i ve hiicre dis1 uyaranlarla aktive edilen bir transkripsiyon
diizenleyicidir. Aktiflestirilmis NFKB, cekirdege translokasyon yapar ve cok c¢esitli
biyolojik fonksiyonlarda yer alan genlerin ekspresyonunu uyarir. NFKB'nin uygun olmayan
aktivasyonu, birtakim enflamatuvar hastaliklar ile iliskilendirilirken, NFKB'nin kalici
inhibisyonu, uygun olmayan immiin hiicre gelisimi veya gecikmis hiicre biiylimesine yol
acar [202].

Apoptoz, proliferasyon gibi hiicresel olaylarda rol oynar. Multiple miyelom,
bakteriyel enfeksiyon, biiyiime bozuklugu, osteopetroz, koétiilesen multiple miyelomda
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ekspresyonu goriilmektedir. Biyolojik olarak apoptotik siireg, amino asit agliklarina
hiicresel yanit, karbonhidrat uyaranina hiicresel cevap, sitokin uyaranina hiicresel yanit,
interlokin-1'e ve interl6kin-6'ya hiicresel yanit, dogustan gelen bagisiklik yaniti, lenf
diigimii gelisimi, kok hiicre ¢ogalmasinin negatif regiilasyonu, Toll sinyal yolu, RNA
polimeraz Il promotériinden transkripsiyon gibi pek ¢ok biyolojik siirecte etkilidir [203].

GAPDH, Gliseraldehid-3-fosfat ~ dehidrojenaz  geni;  gliseraldehid-3-fosfat
dehidrogenaz protein ailesinin bir iiyesini kodlar. Bu genin {iriinii, inorganik fosfat ve
nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) varliginda gliseraldehid-3-fosfatin geri doniisiimlii
oksidatif fosforilasyonunun karbonhidrat metabolizmasinda 6nemli bir enerji kazandiran
adimin1 katalize eder. Kodlanan proteinin ek olarak, ¢ekirdekte urasil DNA glikozilaz
aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Insan genomunda bu lokusa benzer bircok
psodogen bulunur [204]. Bu c¢alismada housekeeping gen olarak normalizasyonda
kullanilmistir.

Calismamizda ayrica, revers transkripsiyon kontrolii (RTC) kullanulmistir. Herhangi
bir memeli veya bakteriyel sekansa homolog olmayan bir poli-A kuyruguna sahip bir yapay
MRNA, RT? First Strand cDNA sentez kitinin primer tamponuna onceden yiiklenir ve
numunelerdeki mesajlarla birlikte ters transkribe edilir. Bu diziyi tespit eden RTC, ters
transkripsiyon veriminin tiim Ornekler i¢in benzer olup olmadigini belirler; Yani, tim
orneklerden elde edilen wverilerin karsilastirma i¢in kullanilip kullanilmayacagini
belirlemeye yardimci olur. RNA kalitesi en ¢ok ters transkripsiyon verimini etkiler [205].

Tim bu genlerdeki artis ve azaliglar, diger deney sonuglarimiz ile paralelik
gostermektedir.

Tiimor hiicre hattinin biyolojik ve patolojik 6zellikleri ile tanimlamalar1 yapilirken
dondr hastanin klinik seyri ve tiirev bolgesi ile ilgili bilgiler 6nem arz eder. Pankreas
hiicrelerinin klinik ge¢misi irdelendiginde in vitro ve in vivo biiyiime 6zellikleri, yapisma
(adhezyon), yayilma (anjiyojenik 6zellik), gé¢ (migrasyon) gibi fenotipik 6zellikleri, timor
olusturma (tiimorojenisite) yetkinlikleri en yaygin olarak bilinen 4 gen (KRAS, p53, p16,
SMAD4) iizerinden degerlendirilmis ve genotipik durumlari ile antikanser tedaviye
verdikleri yanitlar literatiirde ortaya konulmustur [206]. Hiicrelerin tepkileri farklt PARP
inhibitorleri ve tez kapsaminda iiretilen sentez maddelerine gore farklilik gostermektedir.

Ozellikle BRCA negatif kanser hiicreleri ile olusan kanserlerin tedavisinde (meme, prostat,
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yumurtalik Kkanserleri ve pankreatik kanser) PARP1 inhibisyonu DNA ¢ift zincir
kiriklarinda sentetik Oliime neden olarak on plana c¢ikmaktadir. Olaparibin yalniz ve
kombine kullanildig1 tedavi yaklasimlarinda BRCA mutasyonu olan hiicrelerde PARP
inhibitorlerinin apoptoz seviyelerini arttirdigl, herhangi bir ilag direnci gostermemis BRCA
mutasyonuna sahip olmayan hiicrelerde de tedavi yaklagimlarinda hiicreleri tedavi
stirecinde hassaslastirdigi bulunmus, rucaparibin etkinliginin olaparibin etkinligine oranla
daha fazla oldugu ayn1 konsantrasyonlarda denendiginde hiicrelerin {izerinde
toksisitelerinde belirgin artis sergiledigi bildirilmistir [207]. Capan-1 hiicrelerinin yapisma
ozelligi incelendiginde kollajene duyarlt oldugu ve daha fazla yayilma saglayabildigi
gosterilmistir. Haricinde PANC-1 hiicrelerinden daha az tutunma o6zelligi oldugu
gosterilmistir. Bu sebeple morfolojik olarak incelendiginde hassas hiicrelerin boyama
prosediirlerinde adhezyonunun diisiik oldugu belirtilmis, analiz sonuglarinda gézlemlenen
adhezyon sorunlarindan kaynakli tutarsizliklar olabilecegi belirtilmistir. Capan-1
hiicrelerinde de PANC-1 hiicrelerinde de siklooksijenaz 2 (COX2) ekspresyonu varlig: ve
anjiyojenik ozelliklerini etkiledigi, bu dogrultuda NFKB iizerinden aktivasyonun saglandigi
gozlemlenmis, ancak Capan-1 hiicrelerinde ekspresyon seviyelerinin PANC-1 hiicrelerine
gore daha diisiik oldugu, deneysel kosullara bagli olarak kolaylikla ekspresyon
seviyelerinin degisebildigi, miktar tayinleri ile dogrulanan ¢aligmalarla gésterilmistir [208-
210]. Genomik agidan mutasyonlar degerlendirildiginde KRAS mutasyonlari, pankreas
kanserinde neredeyse tiim primer tiimorlerde meydana gelir ve ¢ok yaygindir, hastalifin
ilerlemesinde erken donemde gozlenebilir. Capan-1 ve PANC-1 hiicreleri KRAS
aktivasyonuna sahip kanser hiicreleri olmakla birlikte, hTERT-HPNE hiicrelerinin de
KRAS mutasyonuna sahip oldugu, ancak normal hiicre acisindan degerlendirilerek
analizlerde kullanilabildigi literatiirde belirtilmistir [208]. RAS ailesi tiyeleri (H-, K- ve N-
RAS), inaktif GDP'ye bagli durumdan aktif bir GTP'ye bagli duruma gecerek sinyalleri
hiicre yiizey reseptorlerinden ileten guanin niikleotit baglayici proteinlerdir. Bu proteindeki
mutasyonlardan bazilar1 (12, 13, 61) RAS'in GTPaz aktivitesini inhibe eder ve bu siire¢
GTP'ye bagh durumda yapisal olarak aktive olan onkojenik RAS proteinine yol agar ve bu
mutasyonlarin ¢oklu sinyal yolaklarini indiikledigi, siklin bagimli kinaz yolaklarinda
MRNA stabilizasyonu ve regulasyonuna sebep oldugu belirtilmistir [210]. Genel olarak

kanser hiicreleri ele alindiginda TP53 yaygin olarak gézlemlenmektedir. Ancak Capan-1 ve
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PANC-1 hiicrelerinde TP53 inaktive edici mutasyonlar bulunmaktadir. TP53 ve
CDKN2A/p16, hiicre dongiisiiniin G1/S kontrol noktasinda ve DNA hasarindan sonra
genom biitiinliigiiniin korunmasinda 6nemli roller oynar. Yiiksek CDKN2A/pl16 ve TP53
kayb1 sikligi, pankreas kanserinin ilerlemesinde G1/S hiicre dongiisii kontrol noktasinin
kaybinin 6nemini vurgulamaktadir ve invazif kanserlere neden olmaktadir. Timor
olusturma potansiyeli olarak incelendiginde PANC-1 hiicrelerinin genetik mutasyonlar
nedeniyle Capan-1 hiicrelerinden daha direngli oldugu ancak Capan-1 hiicrelerinin daha
agresif timor olusumuna sebep oldugu bildirilmistir [206, 211-212].

Bu sonuglar, farkli sitotoksisite seviyelerinden elde edilmis benzer sekilde
tamamlayic1 caligmalar ile teyit edilmistir, ancak tiim inhibitorler, ayni biiyiikliik
derecesinde PARP katalitik aktivitesini hedeflemezler. Sitotoksisitedeki farkliliklar, PARP
inhibitorlerinin farkli hedef dis1 etkileri ile agiklanamaz, ¢ilinkii olaparib, rucaparib gibi
inhibitorlerin 17 insan PARP aile {iyesinden sadece bir kagina ayni segicilik profilini
gosterdigi, PARPI1-4’e spesifik baglanmalarin yogunluklu olarak gerceklestigi
gosterilmistir. Ancak, bu baglanmalar ayni mekanizmalar iizerinden olmamakla beraber,
farkli PARPIlarin aktivitelerinin birbirine paralel olmayacak sekilde degistigini de
gostermistir. Bu da PARP’in farkli mekanizmalar {lizerinden etkinligi oldugunu kanitlar
niteliktedir [213-215]. PARP tuzagi, PARP inhibitorlerinin, PARP proteinlerinin
konformasyonel esnekligini ve dinamiklerini biitlinliyle bozma kabiliyetini aciklayan bir
slirectir, boylece, DNA lezyonlannin etkisinde kalmamigs PARP birikmesine neden olan tek
iplikli kopma onarim ara maddesine olan afinitesini artirir. Olaparib ve rucaparibin katalitik
olarak aktivite gosterdigi, bilinen diger bazi PARP inhibitorlerine goére (niraparib,
veliparib) nispeten daha fazla bir PARP tuzaklama aktivitesi ile inhibisyon gerceklestirdigi
belirtilmistir [216]. PARP1 {izerinden farkli 6lim mekanizmalarimin varligi kanitlanmis
ancak hangi mekanizma iizerinden hiicresel 6lim meydana getirdigine dair spesifik
caligmalar yapilmaktadir. Apoptoz, nekroz, otofaji ve hatta yalnizca PARP1 iizerinden
gerceklesen partanatoz da bu 6liim mekanizmalarindan biridir ve PAR sentezi iizerinden
aciklanmaya calisilmaktadir [217].

Apoptoza, digsal (6lim reseptorii) yol ve i¢sel (mitokondriyal) yol olmak {izere iki
farkli yol aracilik eder ve her iki yolda da hiicre 6liim molekiilleri olan kaspazlar gérev

almaktadir. Mitokondriyal dis membran gecirgenligi ile kaspaz aktivasyonu ve apoptoz
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gerceklesir. Igsel yolakta kaspaz-9 gibi baslatict kaspazlar, apoptotik siireci daha da
ilerleten, efektor kaspazlar olan kaspaz-3 ve -7'yi parcalayan, diizenleyen ve aktive eden
protein platformlar1 olusturur. Kaspaz-9 isleminin iist akisinda mitokondriyal dis membran
gecirgenligi adi verilen ve siki diizenlenmis bir islem, bir hiicrenin apoptoz gegirip
gecirmedigini belirler. Apoptozun dissal yolaginda ise, Fas veya TNF-alfa gibi 6liim
reseptorli ligandlar1 gorev almaktadir. Bu 6liim uyaricilart FAS ile iligkili 6liim alani
proteini ve TNF reseptorii ile iligkili 6liim alan1 proteini ile kaspaz-8'i aktive eder. Aktive
edilmis kaspaz-8 daha sonra kaspaz-3 ve -7'nin yan sira farkli proteinleri de pargalamakta
ve boylece her iki yolu birlestirerek igsel yolu aktive eder [218].

Olaparibin kaspaz aktivasyonunda PARP-1’in PANC-1 hiicreleri iizerinde down
regiile olarak kaspaz-3 aktivasyonsonunu arttirdigi gosterilmistir. Ayrica gesitli PARP
inhibitorlerinin (olaparib ve rucaparib de dahil), BRCA1 eksikligi olan hiicrelerde doza
bagli bir G2/M durdurmasina neden oldugu bilinmekle birlikte bu tutuklamanin
53BP1/BRCAL1 ¢ift eksik varyantinda kismen engellendigi gdzlemlenmistir. Benzer
sekilde, 53BP1 kaybinin da olaparib ile tetiklenen apoptozu azalttigr gézlemlenmistir.
Akim sitometri sonuglarina uygun olarak, apoptotik efektér enzimler kaspaz-3 ve -7'nin
olaparib ile indiiklenen aktivasyonu, 53BP1 eksikligi olan hiicrelerde 53BP1 yetkin
hiicrelere kiyasla ¢ok daha zayif oldugu, mRNA gen ekspresyon seviyelerinin korele
olmamasiyla gézlemlenmistir. Bu veriler ayrica 53BP1'in BRCA1 eksikligi olan hiicrelerin
PARP inhibitér duyarliligina katkida bulunduklari sonucunu da desteklemektedir [219-
220].
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6. SONUC

Bu c¢alismada, PARP inhibitorlerine benzer gruplar igerecek sekilde sentezlenen
maddelerimizin, in vitro hiicre kiiltirii ortaminda pankreas kanserinde sitotoksik ve
apoptotik etkinligi arastirilmis, sonuglar1 PARP inhibitorii standart maddeler ile
karsilastirilmis ve antikanser etkinlikleri belirlenmistir. Daha once farkli sentez molekiilleri
ile caligmalar yapilmasina karsilik, bu tez kapsaminda PARP inhibitorlerine benzer bazi
gruplar icerecek sekilde sentezlenen maddelerin farkli genotipe sahip pankreas kanser ve
normal pankreas hiicreleri {izerinde, bugiin klinikte kullanilmakta olan olaparib ve
rukaparib PARP inhibitorleri ile karsilastirilmali olarak c¢alisilmasi, bu c¢alismanin
Ozgiinliigiinii gostermekte ve sonuglarimizin pankreas kanserinin gelecekteki tedavisine 1sik
tutacagini gostermektedir. Meme kanserinde etkinligi kanitlanip ilag olarak kullanilan,
ancak pankreas kanseri tedavisinde etkinligi yeni yeni giindeme gelen rucaparib ve olaparib
standart maddeleri de, bu tez kapsaminda sentez maddeleri ile farkli pankreas kanseri
hiicrelerinde apoptotik aktivite yoniinde belirli inkiibasyonlarda karsilagtirtlmistir. Etkinligi
en yiiksek olan rucaparib etken maddesi ile buna paralel etki gdsteren PARP inhibitorii
aday1 olabilecek sentez maddelerimizden LHS-4 ve CS-1’in, pankreas kanser hiicrelerinde
onemli antikanser aktivite gosterdigi, normal hiicrelerde kanserli hiicrelere kiyasla daha az
toksik etkili oldugu belirlenmistir. Heniliz tam olarak aydinlatilabilmis bir mekanizma
olmamakla birlikte PARP yariklanmasi ile birlikte sentez maddelerinin muhtemel PARP
inhibitorii  etkilerinin olabilecegini apoptoz, PARP yariklanmasi ve gen ekspresyon
analizleriyle desteklenmeye calisilmis ve 6zellikle LHS-4 ve CS-1’in 6nemli antikanser
etkileri oldugunu belirlenmistir. Sonug olarak, daha ileri ¢alismalarla PARP inhibisyonunun
daha spesifik belirlenmesi, olasi PARP inhibitor yapi-etkinliklerinin aydinlatilmasi ve
mevcut antikanser etkinliklerinin ilave molekiiler ¢calismalar ile desteklenmesi gerektigi

kanaatindeyiz.
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