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Diinyada her yil yaklasik 12 milyon insana kanser teshisi konulmaktadir ayni
zamanda yillik 7 milyon hasta kanserden dlmekte ve 25 milyon kisi kanser tanisi ile
yasamaktadir. Simdiye kadar antikanser ajan olarak birgok kemoterapotik ilag
gelistirilmistir ancak bir¢ogu kanser hiicrelerine karsi spesifik olmamasi ve normal
hiicrelere kars1 toksisitesinin yliksek olmasi sebebiyle kanser tedavisinde yetersiz
kalmaktadir. Bu sebeplerden otiirli daha spesifik ve daha az toksik antikanser ajanlarin
gelistirilmesine duyulan ihtiyac her gegen giin artmaktadir.

Tiyazol halkasi, biyolojik olarak aktif bilesiklerin yapisinda bulunmasi nedeni ile
yeni ila¢ tasariminda oldukg¢a 6nemli bir yere sahiptir ve tiyazol halkasinin belirli bir
konumundaki siibstitiientler biyolojik aktivitesini 6nemli derecede etkilemektedir.
Tiyazollerin, antibakteriyel, antifungal, anti-inflamatuar, antitiimér, antitiiberkiiloz,
antidiyabetik, antiviral ve antioksidan gibi bircok biyolojik aktivite gosterdigine dair
calismalar bulunmaktadir. Antikanser etkili dasatinib, bleomisin, ixabepilone ve
tiazofurin yapilarinda tiyazol halkasi tasimaktadirlar. Ayrica son zamanlarda tiyazol
halkasi tagiyan bilesiklerin apoptotik mekanizmay1 indiikledikleri de bulunmustur.

Bu ¢alismanin amaci, sentezlenen tiyazol tiirevlerinin sitotoksik, apoptotik ve gen
ekspresyon etkilerinin degerlendirilmesidir. Tiyazol tiirevi elde edilen bilesiklerin MTT
deneyi ile A549, PANC-1 (kanser hiicre hatlar1) ve CCD-19lu ve hTERT-HPNE (normal
hiicre hatlar1) hiicrelerine kars1 sitotoksisiteleri arastirilmistir. Onemli sitotoksik etki
gosteren bilesiklerin; akim sitometrisi yontemleri ile apoptotik etkileri degerlendirilmis
akabinde apoptotik ve hiicre proliferasyonunda rol alan genler {izerindeki etkileri

arastirilmistr.

Anahtar Sozciikler: Tiyazol, Apoptoz, Antikanser aktivite, A549, PANC-1



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BIOCHEMICAL IMPACT MECHANISMS OF SOME
THIAZOL DERIVATIVES
Biisra EKSELLI
Department of Biochemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2019
Supervisor: Assoc.Prof.Dr Gulsen AKALIN CIFTCI

Every year, around 12 million people are diagnosed with cancer over the world.
Annually 7 million patients die of cancer, and 25 million people are living with a
diagnosis of cancer. By now, many chemotherapeutic drugs have been developed as
anticancer agents, but most of them are inadequate for cancer treatment because of
their absence of specificity against cancer cells and their high risk of toxicity to normal
cells. As a consequence, pharmaceutical researchers have concentrated on the create

of more spesific and less toxic anticancer agents.

Thiazole ring, has gained great importance due to its presence in the structures of
biologically active molecules and the substituents in a particular position of the thiazole
ring significantly affect the biological activity. There are studies that thiazoles have many
biological activities such as antibacterial, antifungal, anti-inflammatory, antitumor,
antituberculosis, antidiabetic, antiviral and antioxidant.In the literature, many natural and
synthetic thiazole derivatives have been reported. Bleomycine, dasatinib, ixabepilon and
tiazofurin, anticancer agents, carry thiazole ring and also,in recent years, compounds

bearing thiazole ring have been found in inducing apoptotic mechanism.

The aim of this study is to evaluate the cytotoxic, apoptotic gene expression effects
of synthesized thiazole derivatives. The cytotoxicity against compounds A459, PANC-1
(cancer cell lines) and CCD-19-lu and Htert-hpne (normal cell lines) cells will be
investigated by MTT assay of thiazole derivative derived compounds. Compounds with
significant cytotoxic effect; apoptotic effects will be evaluated with flow cytometry
methods and then their effects on apoptotic and cell proliferation genes will be

investigated.

Keywords: Tiazoles, Apoptosis, Antikanser activity, A549, Panc-1
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ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalardan bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakc¢ada yer verdigimi; bu g¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programiyla tarandigini ve
higbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya g¢ikacak tiim

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

Giliniimiizde saglik, tiim ¢aligmalarin odaklandigi en 6nemli alanlardan biridir ve
kanser en 6nemli saglik problemidir. Her yil diinya ¢apinda milyonlarca insana kanser
teshisi konmakta ve teshis konulanlarin yarisi kanser sebebiyle hayatini kaybetmektedir
bu nedenle son yillarda kanser tedavisi ile ilgili arastirmalar artis géstermektedir (Popat
vd., 2013, Noolvi, Patel ve Kaur, 2012).

Kanser, hiicreleri ve onlarin mikrogevrelerini igeren kompleks bir problemdir
(Metzcar vd., 2019). Ve bir neoplazmanin alt grubu olarak karakterizedir bu nedenle tibbi
olarak kotii huylu neoplazm olarak adlandirilir. Kanserli bir durumda hiicreler kontrolsiiz
bir bigimde boéliiniir, ¢ogalir ve viicudun diger bolgelerine yayilabilecek kotii huylu
tiimdrler halini alir. Kanserli hiicreler 6zellikle lenfatik sistemi ve kan dolasimini istila
ettigi takdirde tiim viicuda hizla yayilabilir. Kansere yol acan nedenler tam olarak
anlagilamamakla birlikte; sigara, diyet, cevresel Kkirleticilerin kanser gelisimini
etkileyebilecegi bilinmektedir bu faktorler genler lizerinde dogrudan ve dolayli olarak
hasara yol agabilir (Oyouni,2017). Kanser vakalarinin %90-95 inin ¢evresel etmenlerden
kaynaklandig1 %5-10"unun ise genlerden kaynaklandigi tahmin edilmektedir (Anand vd.,
2008).

Kemoterapi, kanserde en ¢ok kullanilan tedavi seklidir. Kanser kemoterapisi ile
ilgili ¢aligmalar 1990’larda antifolat ilaglarin ve nitrojen mustardlarin kullanimriyla
baslamistir. Bu sitotoksik kemoterapdtik ilaglarin malign tiimorlere kars: klinik kullanimi
cogu durumda basarilidir. Ancak, ilag¢ direncinin gelisimi,normal hiicrelere toksik etkiler
gostermesi, kanserli hiicreye kars1 secici olmamasi gibi sakincalar1 da vardir (Kumar ve
vd., 2012). Bu nedenle, arastirmacilar, kanser tedavisi i¢in tamamen yeni mekanizmali
antikanser ila¢ kesfine odaklanmiglardir (Nussbaumer vd., 2011; Shaharyar vd., 2010).

Apoptoz, kemoterapi ile uyarilan hiicre 6liim yolaklarindan biri olarak One
cikmaktadir ve ayrica bircok preklinik ilag kesfi arastirmalar1 apoptotik mekanizmalari
diizenleyen yolaklar lizerine yogunlagmistir. Apoptoz genetik olarak programlanmis bir
hiicre oliim seklidir. Apoptotik siirece giren hiicrelerde biyokimyasal degisikliklere ek
olarak morfolojik degisimlerde gézlenmektedir (Ricci ve vd., 2006). Apoptotik hiicrede
kiigiilme ve biiziisme s6z konusudur, hiicrenin kromatininde kondenzasyon
gozlenmektedir, hiicre membrani biitlinliiglinii kaybetmez ve membranda blebsler olugur
ayrica apoptozun en belirgin O6zelliklerinden birisi DNA’nin  internukleozomal

bolgelerden yaklasik 180-200 baz cifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA parcalari

1



olusturacak sekilde par¢alanmasidir. Bunlara ek olarak apoptotik hiicrelerde goriilen en
onemli degisikliklerden birisi de normalde plazma membraninin i¢ yiiziinde bulunan
fosfatidilserinlerin erken evrede membranin dis yiiziine dogru transloke olmasidir
(Ulukaya, 2003; Dikmen vd., 2010). Apoptotik yol kaspazlar denen proteolitik enzimleri
aktive eder. Bu enzimler, hiicresel organellerin ve yapilarin hizlica bozulmasina neden
olur. Kaspazlar, aspartik asit iceren motiflerin parcalanmasina katilan niikleofilik sistein
kalit1 igeren protein ailesindendir ve apoptozun baslamasi ve devami i¢in 6nemli bir rol
oynarlar (Thornberry vd., 1998). Bunlarin arasindan en énemli olan ve iyi tanimlanani
Kaspaz-3’diir. Kaspaz-3 siklikla ¢ogu anahtar hiicresel proteinlerin spesifik ayrilmasini
katalize eden Oliim proteazlarini aktive eder (Mosieniak vd., 2006; Thayyullathil vd.,
2008). Ayrica instrinsik ve ekstrinsik apoptotik yolaklar i¢in ortak olup, hiicrenin
programli 6liimiinde geri donililmez yola girdigi, bu nedenle apoptotik yolak icin en
onemli basamagi olusturdugu sdylenebilir.

Tiyazoller, sirasiyla 1. ve 3. konumunda kiikiirt ve azot igeren, baslica heterosiklik
bilesiklerin 6dnemli bir sinifidir. Tiyazol tiirevlerinin ¢esitli biyolojik faaliyetlere sahip
oldugu bildirilmistir, Ornegin; antibakteriyel, antifungal, antiviral, antiinflamatuar,
antitliberkiilar, antiplazmoidal, antikanser, antialerjik, antiplazmoidal. Tiamin (vitamin
B1), nizatidin (antiiilser), penisilin (antibiyotik), fanetizol, meloksikam (anti-inflamatuar
ajanlar), ritonavir (anti-HIV), bleomisin (antineoplastik) gibi halen tedavide
kullanilmakta olan molekiillerin i¢inde tiyazol halkasinin varligi onlar1 farmakolojik
olarak 6nemli bilesikler haline getirmistir (Arora vd.,2016)

Ayrica tiyazol tiirevlerinin Peroksizom proliferator-aktiviteli reseptor-y (PPAR-
v) aktivasyonu yaptiklarina dair ¢aligmalar da mevcuttur (Yea vd., 2010). PPAR’lar
niikleer hormon reseptér ailesinin bir iiyesidir. Gen ekspresyonun modilatorii ve
transkripsiyon faktorleri olarak rol oynarlar. Bu etkileri PPAR’larin ¢esitli biyolojik
stireclerde 6nemli rolleri oldugunu gostermektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar kanser
gelisimindeki 6nemlerini vurgulamistir (Youessef ve Badr., 2010).

Bu tez calismasinin amaci; alternatif tiyazol tiirevleri sentezlemek ve sentezlenen
tiyazol tiirevlerinin sitotoksik, apoptotik ve gen ekspresyon etkilerinin degerlendirerek
bilesiklerimizin antikanser etkilerini aragtirmak eger var ise bu etkinin biyokimyasal

mekanizmasini aydinlatmaktir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. Kanserin Olusumu ve Gelisimi

Kanser, hiicrelerin mekanizmalarinda olusan molekiiler bozukluklar sebebiyle
meydana gelmektedir. Bu ylizden kanser caligmalarinda hiicreler yillardir molekiiler
diizeyde calisiimaktadir. Ornegin, sinyal iletim yollarinda, hiicre siklusunda ve apoptozda
yer alan proteinler ve bunlarin gorevleri, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde isleyen
mekanizmalari incelenirken aydinlanmistir (Cooper vd., 2006).

Karsinogenez li¢ basamaktan olugsmaktadir;

e initasyon (Baslangic)
e Proliferasyon (Artma)
e Progresyon (Ilerleme)

Bu evrelerin sonucunda; ¢ogalma, hayatta kalma, invazyon ve metastaz yapma
kabiliyetleri artmis olan hiicreler diger hiicrelerden ayrilmis olur.

Initasyon asamasinda, baslatic1 bir etken bir hiicrede DNA’y1 mutasyona ugratarak,
hiicrenin anormal sekilde ¢ogalmasini tetiklemektedir ve burada olusan mutasyon geri
dontigiimsiizdiir. Sonra proliferasyonu saglayan promotér etmenler devreye girerek DNA
lizerinde doniisiimlii mutasyonlara neden olurlar. Boylece klon hiicrelerden olusan
topluluk hizla biiylimeye devam eder.

Progresyon asamasi genomik instabilitenin meydana geldigi evredir. Burada
karyotipik degisimler ve g¢ogul mutasyonlar olusmaktadir. Bu degisimleri geciren
hiicreler, daha hizli ¢ogalma ve metastaz yapma ozellikleri bakimindan daha avantajh
hale gelirler ve malign hale doniisiirler. Cogalma hizlar1 artan hiicreler bulundugu
bolgenin c¢evresindeki dokulara yayilmaya baglar ayrica kan ve lenf dolasimina katilarak
viicudun diger doku ve organlarina ulasabilir ve yeni tiimor dokular olusturabilir. Diger
doku ve organlara yayilma siirecine metastaz adi verilmektedir (Abercrombi ve

Ambrose,1962).

2.2. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri
Kanser hiicreleri ise normal hiicrelerin sahip olmadigi bir¢ok 6zellige sahiptir.
e Hiicre yiizeyindeki reseptorler daha sik sinyal alir

e Kontrolsiiz sekilde cogalmay1 saglayan kendi sinyal sistemleri vardir



e Yandaki hiicreye temas sonrasi boliinmeyi durdurmaz ve biiylimeye ve cogalmaya
devam eder yani ¢ogalmaya bagli inhibisyon gostermez.

e Saglikli hiicreler her tipteki besini kullanabilitken kanser hiicreleri sadece
glikolizden gelen glukozu kullanabilirler. Sekeri normal hiicreler oranla yaklasik
100 kat fazla olarak kandan alirlar ve laktat {ireterek enerji saglarlar (Warburg
etkisi)

e Gerekli besin ve oksijeni almak {iizere gevrelerindeki stromayi etkileyerek yeni
damar sistemleri olusturabilirler (neo-vaskiilarizasyon)

e Telomerlerini sabitleyerek veya telomeraz aktivitesini koruyarak sonsuz sekilde
replike olup ¢ogalabilirler

e Dolasim sistemine girip uzaktaki bir yere hareket edebilir ve yeni bir yerleserek
kanserlesmeyi baslatabilirler (metastaz)

e Apoptozdan kacabilirler

e Genetik ve epinegetik olarak stabil degillerdir (Cooper vd., 2006; Abercrombi ve
Ambrose,1962).

2.3. Kanserin Tanis1

Diizenli kontroller kanserin teshisinde ¢ok 6nemlidir ancak bir¢ok insan herhangi
bir ciddi saglik problemi ile karsilasti§inda kontrollerini yaptirmaktadir. Aile dykiisiinde
kanser olan kisilerin ise rutin kontroller konusunda daha hassas olmas1 gerekmektedir.

Rontgen, kan testleri, bilgisayarli tomografi taramalari, manyetik rezonans
goriintiileme, endoskopi ve genetik goriintiileme testleri kanserin erken teshisinde
kullanilabilecek araclardir.

Ozellikle viriislerin neden oldugu bazi kanser tiirlerinin engellenebilmesi adina,
cesitli asilar gelistirilmistir. Ornegin rahim agz1 kanserine kars1 koruyucu oldugu iddia
edilen HPV asisinin yapilmasini savunan ¢alismalar oldugu gibi, zit yonde goriisler de
mevcuttur. Genelde sosyoekonomik durumu kétii olan ve yeterli bakimi gormeyen diisiik
gelirli ve diisiik egitimli kesimlerde yapilan arastirmalar asinin koruyuculugunu 6n plana
cikarirken, belli bir egitim ve gelir seviyesinin iistiindeki iilke ve bireylerde yapilan
caligmalar bu tip asilarin belirtildigi kadar etkin olmadigini gostermektedir (Wagner
vd.,2015). Ozellikle ailesinde kanser hikayesi olan bireylerde kansere yatkinligin

belirlenmesi amaci ile yapilan genetik testler ile erken teshis yapilmasi1 miimkiindiir.



Ayrica bu testler ile hastaligin arkasindaki sebepler de daha kesin sekilde
belirlenebilmektedir. Ancak bu testler sayesinde faydali bilgiler elde edilebilse de kiginin
hastaliga yol acan geni biinyesinde tagimasina ragmen o hastaliga hi¢ yakalanmayacagi
olasilig1 da akilda tutulmalidir.

Kanser tiplerine bagli olarak siklikla uygulanan testlere 6rnek olarak meme ve over
kanseri i¢cin BRCA1 ve BRCA2; meme, sarkom, 16semive bir¢ok baska tip i¢in TP53;
over, kolorektal, endometriyal, beyin kanserleri icin MSH2, MLH1, MSH®6; kolon ve
rektum, ince bagirsak, mide, cilt kanserleri i¢in APC; g6z, kemik, cilt i¢in RBI1

genlerindeki degisimler genetik testler igin saptanabilir (Guo vd.,2013).

2.4. Kanserde Cevresel Etmenlerin Rolii
2.4.1. Sigara kullanimi

Sigara kullaniminin kanser tizerindeki etkileri yillardir bilinmektedir (Doll vd.,
2005). Gelismis tilkelerde sigara kullanimi prevelansi azalmis olsa da gelismemis
iilkelerde artmaya devam etmektedir.

IARC 2004 yilinda tiitiin kullaniminin akciger, pankreas, mide ve karaciger gibi
bolgelerdeki kanserlerde etkisinin oldugunu gosteren bir monograf yayinladi (IARC,
2004). Su anki verilere gore yilda yaklasik bes milyon insan sigara kullanimi sebebiyle
hayatin1 kaybetmekte ve bu saymin 2030 yilina gelindiginde on milyonu bulacagi ve

gelismekte olan {ilkelerdeki sigara kullanimma bagli oliimlerin %70 artacagi 6n

goriilmektedir (Jha vd., 2006).

2.4.2. Diyet ve fiziksel aktivite

Asirt kalori alim1 ve fiziksel hareketsizlikten kaynaklanan obezite bircok gelismis
tilkede 6nemli bir saglik sorunu haline gelmistir (Ogden vd., 2006). Obezite ve asir1 kilo;
kolon, meme ve prostat da dahil olmak {izere bircok kanser tiirliyle iliskilendirilmistir.
Yiiksek kalorili diyet ve hareketsiz yasam tarzi; hiperinsiilinemi, dislipidemi,
hipertansiyon ve metabolik sendroma sebep olur. Ornegin, insiilin direnci, kanser, tip 2
diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi birgok rahatsizlikla iliskilendirilmistir (Kahn
ve Hull, 2006).



2.4.3. Cevresel Kirleticiler

Hava kirliligi ve pestisidler gibi ¢evresel kirlenmeye maruz kalmanin kansere
yakalanma riskini arttirdig1 bilinen bir gergektir. Diinya niifusunun yarisindan fazlasi
temel enerji ihtiyaglarin1 karsilamak icin odun, komiir ve gilibreyi yakit olarak
kullanmaktadir. Bu tiir kat1 yakitlarin uygunsuz kullanilmasi hava kirliligine yol acar ve
ic mekandaki hava kirliligi, akcigerlere niifuz edebilen kiigiik partikiiller olarak akciger
kanseri ve diger solunum yolu hastaliklarina yakalanma riskini arttirir.

Pestisitlere gelince; gelismekte olan hiicrelere pazarlanan pestisidlerin yaklasik
%70 1 kabul edilebilir kalite standartlarinda degildir. Bu diisiik kaliteli pestididler siklikla
yasaklanmis kimyasal maddeler kisitlanmig tehlikeli maddeler ve safsizliklar igerir bu

nedenle insan saglig1 ve gevre i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir (Ma ve Yu,2006).

2.5. Kanserde Genlerin Rolii

Iki gen tipindeki degisiklikler kansere neden olur; onkogenler, timor baskilayici
genler. Tek bir gendeki degisim kansere yol agmamaktadir invaziv bir kanser olugmasi

i¢in birden fazla genin mutasyona ugramasi gerekmektedir.

2.5.1. Onkogenler
2.5.1.1. Protoonkogenler

Hiicrenin boliinmesini ve biiyiimesini ilerleten genlerdir. Protoonkogenler hiicre
zarinda, sitoplazmada veya ¢ekirdekte bulunabilir. Protoonkoenlerin aktiviteleri
transkripsiyon ve translasyon seviyelerinde yapilan diizenleme ile degisebilir. Baslica
gorevleri; hiicre igi sinyal iletimi, apoptozun baskilanmasi, kromatinin modifiye
edilmesidir. Hiicreler GO evresine girdiginde veya bolinme islemi bittiginde
protoonkogenler de baskilanir ama kanser hiicrelerinde bu baskilanma ortadan kalkar ve
protoonkogenlerin aktiviteleri kontrol edilemez bu sayede hiicreyi devamli olarak

boliinmesi i¢in uyarir.



2.5.1.2. Onkogenler

Protoonkogenler mutasyona ugradiginda ve kanseri tetiklediginde onkogen adini
alirlar. Onkogenlerin bazilari hiicreyi apoptozdan korurken bir kism1 da hiicrenin biiylime
faktorli (GF) ihtiyacini azaltarak siirekli olarak proliferasyonunu saglar. Protoonkogenler
nokta mutasyonu, asir1 gen aktivasyonu, amplifikasyon artis1 gibi sebeplerle onkogenlere
doniismektedir (Oyouni, 2017).

Onkogenler 3 harf ile ifade edilir 6rnegin myc-ras. Onkogenlerin kdkenine gore
eger viriis kokenli ise -v hiicre veya kromozom kdkenli ise -c¢ ekleri kullanilmaktadir.

Onkogenlerin siniflandirmasi Cizelgel.1’de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Onkogenlerin siniflandirilmasi

Biiyiime faktorleri PDGF,FGF, EGF, IL-2, IL-4, KS3, HST

Biiyiime faktorii tirozin kinazlar EGFR,ERBB2(HER2/neu), ERBB3, ERBB4,
CKIT, MET, RET

Tirozin kinazlar SRC, MEK, BCR/ABL

Membran iliskili G proteinleri HRAS, KRAS, NRAS

Serin treonin kinazlar BRAF, MAPK, AKT

Niiklear proteinler CMYC, FOS, c-jun, TEL, RUNX(CBFA), MLL

2.5.1.2.1 Myc onkogeni

Myc proteini c¢ekirdekte bulunur ve hiicre biiytimesi ile ilgili genlerdin
ekspresyonunu kontrol eden bir transkripsiyon faktoriidiir. Myc ekspresyonunda normal
olmayan bir artis normal olmayan bir biiyiime ile ilgilidir. Kii¢iik hiicreli akciger
kanserinde c-myc geninin overeksprese oldugu ve bu kanserli hiicrelerin overeksprese

olmayan hiicrelere gore daha hizli cogaldigi saptanmustir.

2.5.1.2.2 Siklinler ve siklin bagiml kinazlar

Siklinler, CDK’lar (siklin bagimli kinazlar) ile kompleks olusturur ve hedef
proteinlerde fosforilasyon saglayarak hiicre siklusunu diizenlemektedir yani olusturulan
siklin-CDK kompleksi hiicre siklusunun her asamasinda onemli olan diizenleyici bir
molekiildiir. Hiicre dongiisiinde gorevli siklinler ve siklin CDK’larin aktive edici
mutasyonlart onkogen, CDK inhibitérleri ise timdr baskilayicit gen fonksiyonunu taklit

etmektedir.



Birgok siklin geninin kanser geligimi ile ilgili baglantis1 oldugu diistiniilmektedir
ornegin, siklin D1’i kodlayan CYD-1 geni meme, mesane, akciger ve yemek borusu
kanserlerinde overeksprese olmustur. Yiiksek seviyelerdeki genin, S fazina kontrolsiiz

gegislere katkida bulundugu diisiiniilmektedir (Pazarbas1 ve Kasap, 2003).

2.5.2. Tiimor baskilayici genler

Hiicrenin proliferasyonunu kontrol altinda tutan genlerdir. Bu genlere 6rnek olarak
p53, BRCA1, MLH1 verilebilir. Etkilerini;
» Hiicre siklusu bozulursa siklusun devamini engelleyerek,
» Hiicreleri gerekli durumlarda apoptoza yonlendirerek,
» Hiicre icindeki DNA replikasyonunu ve tamirinin dogru yapiligini kontrol altinda

tutarak gosterirler (Oyouni, 2017).

2.6. Kanserde Sinyal Yolaklarinin Rolii

Protoonkogenlerin ve tiimor baskilayict genlerin bir dizi mutasyonlart farkli
mekanizmalar araciligiyla kanser olusumuna katkida bulunur ancak sinyal iletimi
yollarin1 ve sinyal proteinlerini hedef alan onkogenik mutasyonlara sik olarak
rastlanmaktadir. Sinyal iletiminde ortaya ¢ikan degisimler hiicrenin gogalma veya yasama
islevlerinin diizenli halini ortadan kaldirir. Boylelikle, onkogenik sinyal iletimi timor
gelisimi ile invazyon ve metastaz siirecinde 6nemli bir yere sahiptir (Dogan ve Giig,
2004).

Insan genomundaki genlerin yaklasik %20’si sinyal iletim siirecinde gorev alan
proteinleri kodlamaktadir. Bu proteinler; hiicre zarinda bulunan reseptorler, sinyal ileten
enzimler ve G-proteinlerdir.

Protein kinazlar, sinyal iletimi sirasinda protein fosforilasyonunu-aktivasyonunu
saglarlar. Protein kinazlar membran yerlesimli olanlar ve sitoplazmik tirozin kinazlar

olarak iki ana gruba ayrilmaktadir (Pawson, Raina ve Nash, 2002; Pawson, 2002).

2.6.1. MAPK sinyal yolag:

MAP kinazlar (mitojenler tarafindan aktive edilmis protein kinazlar) siiper ailesinde
yer almaktadir bu proteinler okaryotik yapidaki tiim hiicrelerde bulunmaktadir. MAP

kinazlar hiicre membranindan niikleuse bilgi tasinmasi noktasinda 6nem tasimaktadir. Bu



sinyal iletim dizisi; yasama, ¢ogalma, apoptoz ve embriyogenez i¢in 6nem tagimaktadir
(Liem vd.,2002).
MAP kinaz’lar 3 ana gruba ayrilmaktadir.
I. P38 MAP kinaz ailesi,
Il.  ERK (hiicre dis1 sinyal diizenleyen kinazlar) ailesi,
1. JNK (c-Jun NH2- terminal kinase) ailesi.
MAP kinaz sinyal yolu, reseptor araciligiyla gelen sinyallerin hiicre igine iletiminden
sorumlu bir kinaz kaskad: olarak islemektedir. Sinyalin iletimi G-protein aktivasyonu
(Ras aktivasyonu) ile baglar ve MAPKKK nin (MAP kinaz kinaz kinaz) aktivasyonundan
sonra MAPKK (MAP kinaz kinaz) ve MAPK (MAP kinaz) aktive olur. MAPK ise
sitoplazmik substratlarini (hiicre iskeleti elemanlari, diger protein kinazlar) ve niikleusta
transkripsiyon faktorlerini fosforilasyon yoluyla aktive eder ve hiicrenin biyolojik cevabi

meydana gelir (Kolch, 2002). MAPK sinyal iletim yolu Sekil 1.1°de gosterilmistir.

2.6.1.1. Ras/Raf/MEK/ERK sinyal iletim yolu ve kanser

Biiyiime faktorleri, hormonlar, tiimor promoter maddeler bu sinyal iletim yolunu
kullanmaktadir. Ras’in aktiflesmesi ile sinyal iletim kaskad baslar ve sirasi ile Raf (=
MAPKKK), MEK (= MAPKK) ve Erk (= MAPK) diye ilerler. Insanda goriilen
tiimorlerin yaklasik %30’unda bu sinyal yolunun aktivasyonu s6z konusudur. Ornegin
farnezil transferaz’lar Ras aktivasyonunu dnleyerek bu yolagi inhibe etmektedir (Lee ve

McCubrey, 2002).
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Sekil 2.1. MAPK ailesi ve sinyal iletimi (Dogan ve Giig,2004).

2.7. Kanser Tirleri
2.7.1. Akciger kanseri

Akciger parankimi ve brons agact hiicrelerinin normal dis1 kontrolsiiz ¢ogalmasi ile
olusan tiimore akciger kanseri denir. Akciger kanseri ileri seviyelere ulagsana kadar
hastada belirli bir sikdyete yol agmamaktadir. Akciger dokusunun i¢inde agr1 hissini
beyne tasiyan lifler olmamasi nedeni ile kanser belli biiyiikliige ulasana kadar hastada
neredeyse hicbir sikayet olusturmayabilmektedir. Bu gizli davranis, akciger kanserini
Oliimciil kanser tiplerinden biri yapan onemli bir faktordiir. Olusan kitle oncelikle
bulundugu ortamda biiyiir, daha sonra lenfatik ya da kan yolu ile yayillmaya metastaz
yapmaya baglamaktadir. Metastaz oncelikle beyin, kemik dokular, karaciger ve bobrek
iistli bezlerine olmaktadir. Kanser hastalariin kaybedilme nedenlerinin bagsinda
metastazlar gelmektedir (Yener ve Apa,2014). Akciger kanserinin semptomlari genellikle
hastalik ilerleyene kadar ortaya ¢ikmaz ancak yine de siirekli gegmeyen oksiirtik, kanl
balgam ¢ikarma, nefes darligi, gogiiste kuvvetli agr1 ve niikseden zatiirre ve pndmoni ile
kendini belli etmektedir.

Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurumu’nun 2010 yilinda yayimladigi raporda,
akciger kanserinin diinyada en sik goriilen ve en ¢ok dliime sebep olan kanser tiirii oldugu

goriilmektedir. Akciger kanseri histopatolojik olarak kiigiik hiicreli ve kiiglik hiicreli
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olmayan akciger kanseri olarak 2 gruba ayrilmaktadir. Her iki kanser tiirii de mortalite
olarak ilk sirada yer almaktadir.

IARC’1n raporuna gore diinyadaki kanser sebepli 6liimlerin yaklasik 1/5°1 akciger
kanserinden kaynaklanmaktadir. Akciger kanseri kadinlarda meme kanserinden sonra
erkeklerde ise prostat kanserinden sonra goriilme siklig1 en yiiksek olan kanser tiiriidiir.
Akciger kanserinin erkeklerde goriilme orani kadinlarda goriilme oranindan daha ytiksek
olmasina ragmen, sigara i¢iminin kadinlarda da artmasi nedeniyle aradaki fark belirgin
bir sekilde diismeye baglamistir. Akciger kanseri teshisi konulan vakalarin yaklasik 4’te
1’1 6limle sonuglanmaktadir. Akciger kanseri hastalarinin yalnizca %16’s1 lokalize
olmus bir evrede iken teshis edilebilmektedir ve teshis edilenlerin 5 yillik sag kalim orani
%355°tir. Kiigiik hiicreli akciger kanseri i¢in 5 yillik sag kalim orani kiiglik hiicreli
olmayandan daha diisiiktiir (Travis, Lubin ve Devesa, 1996).

Akciger kanseri lenfatik metastaz ve uzak metastaz yapmamis, yani erken evrelerde
saptanmis ise en iyi sag kalima sahip tedavi yontemi cerrahidir. Bu yontem i¢in hastanin
ameliyati tolere edebilmesi gerekmektedir. Ayrica kemoterapi ve kemoradyoterapi diger
tercih edilen yontemlerdir. Lenf nodu yayilimi saptanmis olgularda kanserin lenf nodu
yolu ile vendz sisteme gecisini engellemek i¢in dnce kemoterapi daha sonra cerrahi,
ardindan tekrar kemoterapi yapilabilmektedir. Akciger kanseri hiicre tipine gore, etki/yan
etki profilleri goéz Oniinde bulundurularak kombine kemoterapi protokolleri

olusturulmaktadir (Kili¢ ve Cansaran Duman, 2017).

2.7.2. Pankreas kanseri

Pankreas, ikinci ve {i¢iincli lomber vertebralar arasinda yer alan, islevlerine gore
endokrin ve ekzokrin pankreas olarak ikiye ayrilan lobiiler yapili, sindirim ve glukoz
metabolizmastyla iligkili salgilama islevli bir organdir. Pankreas kanseri, biiylik
cogunlugu (%95) ekzokrin pankreas, kalan kismi ise (%5) endokrin panreastan kdken
alan her tiirlii malign neoplazmalardir (Dimaio, 2014).

Pankreas kanseri bati diinyasindaki en sik goriilen ikinci gastrointestinal kanser
olmakla birlikte insan solid kanserlerinin en 6liimciillerinden biridir. Diger malignitelere
kiyasla pankreas kanserini ne ¢ikartan durum, iyilestirilmis sag kalim agisindan son on
yil igerisinde klinik ilerlemenin eksikligidir ve 5 yillik sag kalim orani %5’in altindadir

(Soreide ve Sund,2015).
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Pankreas kanserinin etiyolojisi tam olarak anlasilmamis olmakla birlikte, risk
artigiyla iligkili oldugu bilinen birkag faktor mevcuttur. Bunlar sigara kullanimi, alkol
kullanimi, beslenme bigimi, yas, etnik koken ve genetik sebepler olarak 6zetlenebilir.

Erken evredeki pankreas kanseri genellikle klinik olarak sessizdir ve hastalik
yalnizca timoriin ¢evre dokulara yayilmasi ya da uzak organlara metaStazi sonrasi
belirgin hale gelir; pankreas kanseri ile iliskili belirtileri gosteren ¢ogu hastalarda kanser
ilerlemis durumdadir. Hastalarin ¢ogunda karin agrisi, kilo kaybi, halsizlik ve anoreksia
(istahsizlik) sikayetleri vardir, hastalarin yaklasik %50’si diyabetlidir. Sarilik, pankreas
bas1 timorlerinin en yaygin belirtisidir ve bu yerlesim kaynakli sarilik genellikle agrisiz
ilerleyici ve kasinti esliklidir (Ryan, Hong ve Bardeesy, 2014).

Pankreas kanserinde kullanilan en temel tedavi yontemi cerrahi operasyondur.
Cerrahi operasyonun temel amaci, lenf nodu metastazi oldugu durumlarda bile tiim
makroskobik ve mikroskobik tiimoriin tamamen temizlendigi rezeksiyon yapmaktir.
Pankreas kanseri tedavisinde cerrahi operasyon kabul edilebilir sonuglar saglasa da
hastalarin yaklasik %80’inde kanserin niiksettigi ve 5 yillik sag kalim oraninin %10-24
oldugu belirtilmistir. Diger tedavi segenekleri; tek basina uygulanan sistemik kemoterapi
ve radyasyon ile kemoterapinin kombine halde uygulandig1 kemoradyoterapi seklindedir.
Pankreatik kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapi ilaglari; gemsitabin,
5-fluourasil, kapesitabin, sisplatin, ve oksaliplatindir. Bu ilaglar, reaktif bolgeleri ile DNA
ya da RNA niikleotitleri arasinda ¢apraz baglanma mekanizmast ile etkilesime girerek is
goriirler; boylece kanser hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin durdurur ve apoptoza yol agarlar

(Housain, 2014).

2.8. Kanser ve Hiicre Oliimii

Bir canlinin yagamini diizenli bir sekilde devam ettirebilmesi hiicre bdliinmesi ve
programli hiicre oliimii arasindaki denge ile saglanmaktadir bir yandan canlida yeni
hiicreler meydana gelirken diger yandan bazi hiicreler cesitli sekillerde yok olmakta ve
bu da canlinin yagsam dengesini meydana getirmektedir.

Canli organizmalar bu dengeyi koruyabilmek i¢in bircok hiicre Olim
mekanizmasina sahiptir. Hiicre 6lim mekanizmalari biyokimyasal ve morfolojik
farkliliklar nedeniyle Otofaji, Nekroz ve Apoptoz olmak iizere lige ayrilir (Ouyang vd.,
2012).
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2.8.1. Otofaji

Otofaji, organizmanin fizyolojik ve evrimsel olarak kendini korumasi igin
gelistirdigi hayatta kalma mekanizmasidir (Galluzzi vd., 2007). Kelime anlami kendini
yeme olan bu hiicre 6lim sekli, a¢lik durumunda besin elde etmek igin hiicre igi
makromolekiillerin ve organellerin bir kesecik i¢ine alinarak lizozomlar araciligiyla
kendini pargalamasi demektir. Kisa 6miirlii proteinlerin ubikitin-proteozom sisteminde
par¢alanmasina karsin, uzun omiirlii proteinler ve hiicre i¢i organeller otofaji sistemi
tarafindan parcalanirlar ve olusan yapi taslar1 (Ornegin; aminoasitler) hiicre kullanimi igin
yeniden kazandirilirlar.

Yapilan ilk ¢aligmalarda otofajinin, besin yoklugunda hiicre i¢ci molekiillerin geri
doniistimiinii saglayarak hiicrenin stres ortamina uyumuna yardim ettigi boylelikle hiicre
homestostazisinin korunmasinda etkili bir yol oldugu gosterilmistir (Wang vd., 2018).
Son on yilda yapilan caligmalar ise otofajinin; metabolizmanin diizenlenmesi,
morfogenezis, hiicre farklilagsmasi, yaglanma, hiicre 6liimii ve bagisiklik sisteminin bir
parcasi olarak hiicre i¢i patojenlerin yikiminda da etkili bir rol oynadigini ortaya
koymustur. Ayrica aragtirmalar otofaji anormalliklerinin, kanser, enfeksiyon hastaliklari
ve norodejeneratif hastaliklar gibi 6nemli saglik sorunlarinin da nedenleri arasinda yer

aldigin1 gostermektedir (Arslan, Korkmaz ve Goziiagik, 2011).

2.8.2. Nekroz

Nekroz, genler tarafindan kontrolii saglanamayan, diizensiz bir sekilde meydana
gelen hiicre 6liim seklidir. En yaygin nedeni hipoksi olmakla birlikte arsenik, siyaniir ,
insektisitler gibi toksik maddeler ve agir metallerde nekroza sebep olmaktadir. Nekroz
sirasinda mitokondriyal ROS firetimi artar, nonapoptotik proteazlar aktive olur, ATP
liretimi azalir ve Ca*™* kanallar1 agilir.

Digaridan gelen fiziksel ve kimyasal uyarilar (1s1, yanma, toksik maddeler gibi)
hiicrenin iyon dengesini bozar. DNA tamirinden sorumlu nuklear enzim PARP (Poli
ADP-riboz polimeraz) NAD+’1 ikiye bolerek NAD kaybina neden olur. Bu durumda
gerceklesen ATP eksikligi, iyon pompast yetersizligine yol acar. Boylece hiicre sivi alir
ve organeller siser. Plasma membran biitlinligii bozulur ve osmotik basing nedeniyle
hiicre patlar. Hiicre 6liimiinii takiben hiicre igeriginin hiicreler arasi bosluga salinmasi
yang1 (enflamasyon, iltithaplanma) olayina sebep olur. Bu olayin karakteristik 6zelligi

makrofaj ve nétrofillerin nekrotik dokuya go¢ etmesidir. G6¢ eden bu hiicreler nekrotik
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dokuyu fagosite eder. Bu nedenle enflamasyon nekrozun énemli bir isaretidir (Golstein

ve Kroemer,2007; Nicotera ve Melino, 2007).

2.8.3. Apoptoz

Apoptoz, canlinin kendi otonom mekanizmasi tarafindan diizenlenen yaslanmus,
zararli ve istenmeyen hiicrelerin enerji kullanilarak iz birakmadan o6ldiriilmesidir.
Apoptoz, kisaca programli hiicre 6liimii olarak tanimlanabilir ve hiicrenin normal gelisimi
sirasinda goriilen fizyolojik bir olaydir (Alles vd.,1991). Apoptoz Yunanca’da agaglarin
yapraklarin1 dokmesi anlamina gelmektedir, Apo: Ayri, Ptosis: diisme demektir ve ilk
kez 1972 yilinda Avusturyali patolog J.F K. Kerr tarafindan tanimlanmustir (Yates,1997).
Apoptoz, genel olarak hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle diizenlenen,
programli, RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan, organizmada homeostazi
koruyan bir olaydir. Apoptoz ile ilgili ¢aligmalarda genelde Caenorhabditis elegans
nematodu kullanilmistir. Bu nematodlarla ¢alisan Brenner, Robert Horvitz ve John E.
Sulston 2002 yilinda “programlanmis hiicre 6liimii ve organ gelisiminin genetik olarak
diizenlenmesi’’ konusu ile Nobel odilii kazanmislardir (Renehan, Booth ve Potten,
2001). Apoptoz, embrioyonik dénemde; el ve ayak parmaklarinin arasindaki dokunun
ortadan kalkmasi, merkezi sinir sisteminin sekillenmesi, kan damarlarinin sayisinin
azaltilmast gibi durumlarda goriilebilirken postnatal donemde ise kemik iliginde kan
tiretiminin dengede tutulmasi i¢in 5.1011 kan hiicresinin uzaklastirilmasi, menstruel

siklus sonunda korpus luteumun involusyonu apoptoz ile gergeklesir (Marti vd., 2001).
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Cizelge 2.2. Apoptoz ve nekrozun kiyaslanmast (Coskun ve Ozgiir,2014).

Kanser ilaglari,
Radyasyon,

Oliim reseptorlerinin
aktivasyonu,
Sitotoksik T lenfositler

Ozellik Apoptoz Nekroz

Yol Acan Nedenler Biiyiime faktorii eksikligi, Iskemi,
Hiicre yaslanmasi, Hipertermi,
HIV, Hipoksi,

Litik viral enfeksiyon,
Toksik maddeler,
Agir metaller,

Siddetli oksidatif stress

Morfolojik Ozellikleri

Hiicre membrani saglamdir.
Hiicre kiigiiliir.

Blebler olusur.

Kromatin kondensasyonu
gergeklesir.

Organeller saglamdir.
Apoptotik cisimcikler olusur.
Erken evrede fosfatidil serin

translokasyonu gozlenir.

Hiicre membrani biitiinligii
kaybolur.

Hiicre siger.

Biiyiik vakuoller olusur.
Organellerin parcalanir.
Hiicre lizisi gergeklesir.
Fosfatidilserin translokasyonu

yoktur.

Biyokimyasal 6zellikleri

Programlidir.
ATP gerektirir.
DNA kiriklari merdiven seklini

alir (jel elektroforezinde ladder).

Iyon dengesi bozulur.
ATP gerekmez.
DNA rastgele parcalanir (Jel

elektroforezinde smear).

Diger o6zellikleri

Hiicreler tek tek veya birkaci
birarada oliir.

Fizyolojik sartlarda da
gerceklesebilir.

Makrofajlar tarafindan fagosite
edilirler.

Enflamasyon goriilmez

Hiicreler gruplar halinde 6liir.
Patolojik etkiler sonucu
gergeklesir.

Lizozomal enzimler salinir.

Enflamasyona neden olur.

2.8.3.1. Apoptozun asamalar:

Apoptoz, hiicrenin kendini yok etmek i¢in bir takim biyokimyasal ve metabolik

islemleri devreye soktugu bir siirectir. Hiicre apoptoz uyarisi aldiginda;

» Bulundugu ortamdan uzaklagir, komsu hiicreleri ile baglantisin1 koparir ve
biiziisiir, biiziismesinin temel nedenleriden birisi Na*, K*, CI* iyon

kanallarinin kapanmasi ve hiicre i¢i ve hiicre dis1 arasindaki gecislerin
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durmasidir. Bir diger neden ise aktin ve lamininlerin ayrilmasi nedeniyle
hiicrenin iskelet yapisinin bozumasidir.

» Kromatini yogunlasir ve piknotik bir goriinim alir, DNA’s1
niikleozomlardan kesilir jel elektroforezinde apoptoza 6zgii olan ‘merdiven
bant’ gériiniimiinii alir.

» Hiicre organelleri biitlinligiinii korur.

» Hiicre zarinda bulunan ve i¢ yiizeye doniik olan fosfotidil serinler dis
ylizeye dogru transloke olur.Bu durum hiicrelerin makrofajlar tarafindan
taninmasini saglar ve nekrozun aksine fagosite edilmek i¢in elverisli hale
gelir.

» Cekirdek kiiciiliir ve parcalara ayrilir. Hiicre zariyla sarili pargalar seklinde
kopar, apoptotik cisimciklere ayrilir. Apoptotik cisimcikler makrofajlar
tarafindan taninir ve fagosite edilir, ancak enflamasyon goriilmez (Bellamy

vd.,1995; Ellis, Yuan ve Horvitz,1991).

APOPTOTIK SUREC
| 2 ] e

Indiikleyici Modiilatér Efektor Substrat Oliim
ajan

Ole
(®
o

. Bityiime faktérii . FADD . Kaspazlar - Birgok hiicre proteini

eksikligi . TRADD - DNA

Adezyonun kaybh . FLIP

. Oliim reseptorleri- . Bel-2 ailesi

nin uyarilmasi . Sitokrom ¢ Komgu hiiereler veya

. Radyadyon . p53 makrofajlar taratindan

. Kemoterapi . Mdm2 fagosite edilen apoptotik
Seramid cisimeikler

Sekil 2.2. Apoptotik hiicrede meydana gelen degisiklikler (Ulukaya, Acilan ve Yilmaz,2011).
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2.8.3.2. Apoptozun diizenlenmesi

Apoptozun diizenlenmesinde; Ca*™, Seramid, bcl-2 ailesi gibi molekiiller,

kaspazlar, sitokrom-C, p53 gibi proteinler rol oynamaktadir.

2.8.3.2.1 Bcl-2 ailesi
Bcl-2 ailesi apoptozun diizenlenmesinde 6nemli bir yere sahip olan bir onkoprotein
grubudur. Hiicrenin apoptoza egilimli olup olmamasi Bcl-2 ailesi genlerinin formuna
baglidir. Bcl-2 ailesinin tanimlanmis olan 20 iiyesi bilinmektedir bunlar proapoptotik ve
antiapoptotik olmak tiizere 2 gruba ayrilmaktadir. Propoptotikler apoptotik siireci
indiiklerken antiapoptotikler inhibe etmektedir. Hiicrede proapoptotik proteinler fazla ise
hiicre apoptoza egilimlidir. Antiapoptotik proteinler fazla ise hiicre apoptoza daha az
egilimlidir.
» Proapoptotik tiyeler Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim ‘dir
» Antiapoptotik tyeler ise Bcl-2, Bel-xL ve Mcl-1, Bcl-w, Bfl-1"dir
Proapoptotik {liyeler sitozolde bulunmaktadir, sitokrom-c ve AIF (Apoptoz
indiikleyici faktor) salimmini artirarak apoptozu indiiklerler. Antiapoptotik iyeler ise
mitokondrinin dis membraninda, endoplazmik retikulumde ve ¢ekirdek zarinda yer
alirlar. Por olusumunu saglayip iyon gegisini regiile ederler. Ozellikle hiicredeki Ca++
oranini kontrol ederler. Ayrica kaspazlarin Oncii formlartyla AIF ve sitokrom-C

salmimin bloke ederek apoptozu inhibe ederler.
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Sekil 2.3. Bcl-2 ailesi proteinleri (Walensky,2006).

2.8.3.2.2 Kaspazlar

Kaspazlar, hiicre oliimi ve inflamasyonu diizenleyerek homeostazisin
korunmasinda 6nemli olan bir gen ailesidir aspartik aside spesifik sistein proteazlardan
olusan bir grup enzim ailesindendir, aspartik asitten sonraki peptid bagini kirarlar.
Kaspazlar, ii¢ alt initeli aktif olmayan monomerik prokaspaz halinde dretilir ve
aktivasyon i¢in 6zgiin proteoliziz ile dimerizasyon gergeklesmesini gerektirir (Mcllwain,
Berger ve Mak, 2013). Kaspazlar {ige ayrilmaktadir.

I.  Basglatic1 kaspazlar; (Kaspaz 2, 8, 9, 10)
Il.  Efektor kaspazlar (Kaspaz 3 ,6, 7)

I1l.  Inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1 ,4, 5,11, 12, 13, 14)

Her aktif kaspaz iki 6zdes biiyiik alt ve kiigiik alt birimen olusan tetramer yapidadir.
Oliim efektdr alanlar1 (DED) veya kaspaz istihdam alanlar1 (CARD) icerebilirler. Bu
alanlarin yardimiyla aktif kaspazlar hiicrenin i¢inde veya disinda diger molekiillere
baglanabilirler.

Oliim sinyalini alan hiicre, baslatic1 kaspazlar ile apoptotik siirece girmektedir,
apoptotik silirece giren hiicre bu 6liim sinyallerini efektor kaspazlara iletir ve efektor

kaspazlar ise DNA tamiri ve replikasyonu igin gerekli enzimleri inaktive ederler. Hiicre
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iskeleti proteinlerini keserek hiicre morfolojisinde degisikliklere sebep olurlar (Adams ve
Corry,2001; Adrain ve Martin, 2001; Spierrings vd., 2004).

2.8.3.2.3 p53

p53 hiicrede bir DNA hasart olustugunda hiicre siklusunu G1 fazinda durdurup
hiicreye DNA tamiri i¢in zaman kazandiran bir transkripsiyon faktortidiir. Hasar tamir
edilemeycek durumda ise Bax, Apaf-1, v Fas yapimm arttirip bcl-2 ve bcl-xI i
baskilayarak apoptozu indiikler (Vousden ve Lu, 2002).

DNA HASARI

P53

7\

Bcl-2 geninin BAX geninin

transknpsiyonunun transknpsiyonunda artis

i |

Bcl-2 BAX konsantrasyonunda

konsantrasyonunda

N g

APOPTOZ

artig

Sekil 2.4. Apoptozun inhibisyon ve aktivasyonu (Pazarbagst ve Kasap,2003).
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2.8.3.2.4 FAS (APO-1 veya CD95)

24 iiyeli TNF reseptor ailesinin en iyi tanimlanmis {yesidir. Fas proteini 43 kDa
molekiil agirhigindadir, Fas hiicre reseptorii ise sitotoksik T hiicreleri ve naturel killer
hiicreleri tizerinde bulunur.

Fas proteini hiicre yiizeyinde kendi reseptdriine baglanir ve reseptor
trimerizasyonunu saglar. Aktive olmus reseptorler FADD reseptor molekiilii ile birlesir.
Bu sekilde; Fas reseptoriiniin karboksil ucuna (C) yakin 80 aminoasitlik bdlgenin
uyarilmasiyla prokaspazlar aktive olur ve apoptoz baslar. Fas ve TNF alfa disinda TRIL
ve TRAIL reseptorleri de benzer yolla apoptozu uyarabilir (Curtin ve Cotter, 2003).

2.8.3.3. Apoptozun mekanizmasi

Apoptoz iki yol ile gerceklesmektedir.

I. ¢ reseptdr 6liim yolu (intrinsik yolak, mitokondriyal yolak)
Il.  Dis reseptor 6liim yolu (ekstrinsik yolak)

Apoptozu etkileyen hiicre i¢i sinyaller; hipoksi, hiicre i¢i Ca*™ diizeyi artisi, DNA
hasari, pH azalis1 ve hiicre siklus bozukluklaridir. Hiicre disi sinyaller ise biiylime
faktorlerinin yetersizligi, 6liim reseptorlerinin aktivasyonu (FAS-FAS ligand aracilig ile
apoptoz, TNF araciligi ile apoptoz) ve dis etkenler (toksinler, ultraviyole isinlar,
kemoterapotik ilaglar, radyasyon)’dir.

Hiicre i¢i sinyaller intrinsik yolak ile hiicre disi sinyaller ekstrinsik yolak ile
apoptozu indiikler ancak her iki yolagin da baglatic1 ve durdurucu merkezleri kaspazlarin

aktivasyonundan gegmektedir (Daniel ve Korsmeyer, 2004).

2.8.3.3.1 I¢ reseptir oliim yolu

Hiicre ig¢i sinyaller ile apoptotik uyari alimmasindan sonra proapoptotik
proteinlerden olan Bid, antiapoptotik bir protein olan Bcl-2’ yi inaktive edip Bax ve Bak’1
aktiflestirir, aktiflesen Bax ve Bak mitokondriyal membranda por olusumunu indiikleyip
membran potansiyelini degistirir (Spierrings vd.,2004). Bu sayede, mitokondri
membranindan Sitoktom-C, SMAC (ikinci mitokondri kokenli kaspaz aktivatorii), Endo-

G (Endoniikleaz-G), Ca™ ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor) salinimini uyarir.
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» Sitokrom-C, oksidatif fosforilasyon igin elektron tasir.

> SMAC, IAF (inhibitér apoptotik faktor)’ii inhibe eder ve apoptozu
hizlandirir.

» AIF, ¢ekirdege transloke olur ve pargalara ayirir.

» Endo-G ise DNA’y1 pargalar.

Mitokondriyal porlardan salinan sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden
faktor) ve ATP’nin katilmasiyla sitozolde Apoptozom denen bir kompleks olusturur.
Apoptozom kaspaz- 9’u keserek aktiflestirir. Kaspaz-9 da pro-kaspaz-3’ii aktif Kaspaz-3
haline getirir. Aktif kaspaz-3 de ICAD (Inaktif kaspaz aktive edici DNaz) ‘1
inaktiflestirerek CAD (Kaspaz tarafindan aktive edilen DNaz)’1 serbestlestirir. CAD ise
cekirdekte kromatin yogunlasmasina ve DNA’nin nukleozomal alt birimler halinde

fragmante olmasina neden olur (Adams ve Corry,2001; Adrain ve Martin, 2001).

2.8.3.3.2 Dug reseptor oliim yolu

Hiicre ylizeyindeki Fas, TNF-R, DR5 gibi 6liim reseptorlerine, Fas-L, TNF-alfa,
TRAIL gibi 6liim sinyallerinin baglanmasi ile reseptdrler trimerik yap1 kazanir. Trimerik
yap1 kazanan reseptor, adaptdr molekiilleri ve pro-kaspazlarla birleserek DISC (Death
inducing complex,dliim tetikleyici sinyal kompleksi ) ad1 verilen yapiy1 olusturur. DISC
inaktif durumdaki pro-kaspaz-8’i aktif Kaspaz-8’e doniistiir. Aktif hale gelmis olan
kaspaz-8, kaspaz-3’ii aktive eder ve bunu ya direkt olarak kaspaz-3’ii aktive ederek ya da
dolayl olarak Bid’i uyarip Kaspaz-9’u aktive ettikten sonra Kaspaz-3’ii aktive ederek
yapar (Adams ve Corry,2001; Adrain ve Martin,2001).
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Sekil 2.5. I¢c ve dis apoptotik yolak (Mcllwain, Berger ve Mak, 2013).

2.9. Ppar-y ve Kanser

1990’11 yillarda Isseman ve Green tarafindan dislipdemi ve diyabete kars: fibratlarin
ve tiyazolidindionlarin molekiiler hedefi olan bir steroid hormon siiper ailesi tanimlamis
ve peroksizom proliferator ile etkinlestirilen reseptor (peroxisome proliferator-activated
receptor; PPAR) olarak adlandirmislardir (Beaven ve Tontonoz, 2016, s.313).

PPAR’lar1 kisaca, hiicre icine yerlesmis gen transkripsiyonunu diizenleyen niikleer
reseptOrler olarak tanimlayabiliriz. Yag asidi ve karbonhidrat metabolizmasim
diizenleyen giiclii transkripsiyon faktorlerleridir. PPAR’lar sinif II niikleer reseptorler
grubuna dahildir.

PPAR’lar farkli genler tarafindan eksprese edilmektedir ve farkli dokularda farkl
islevsel oOzellik kazanmiglardir. Ligant tarafindan etkinlestirildiginde gen
transkripsiyonunu etkinlestirirler ya da baskilarlar. Ligant ile etkinlesince, liganda 6zgili
reseptOr proteinin liganda 6zgiil olmayan retinoit reseptorii (retinoid X receptor; RXR)

ile birleserek etkin heterodimer bigimine donerler (Aydogan vd., 2013).
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PPAR yapisi 5 bolgeden olugmaktadir:
I.  Ozellesmis PPAR agonistlerinin baglandig1 ligant baglayan bolge.
Il.  Mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz (MAPK) ile fosforilasyon yoluyla
liganttan bagimsiz olarak etkinlesen, N ucunda bulunan AF1 bolgesi.
1. PPAR ile etkinlestirilen hedef genlerin promotdr bolgesinde bulunan PPAR
yanit elementi (PPRE) ile etkilesen bolge.
IV.  Ligant baglanmasina karsilik olarak transkripsiyonel etkinlesme i¢in gerekli
olan yapisal degisiklige ugrayan C ucunda bulunan AF2 bolgesi.
V. Islevi tam olarak anlasilmamis olmasina karsin, deoksiriboniikleik asit ile

baglanma i¢in 6nemli oldugu diisiiniilen esnek eklem bolgesi.

NH, — Bl baglayan [ - haﬁayan — COOH

Sekil 2.6. PPAR 'in yapisi.

Gilintimiize dek PPARa, PPARPB ve PPARy olmak iizere 3 alt tiir tanimlanmustir.
PPARY, adiposit proliferasyonu, glukoz homeostazi, 16kotrien yikiminin hizlandirilmast,
hiicre dongiisii kontrolii, karsinojenez, ateroskleroz ve enflamasyonda énemli rolii olan
diizenleyici bir proteindir (Aydogan vd., 2013).

Transjenik fare modelleri ile yapilan bir ¢alismada, PPARS ve PPARy gen
ekspresyonunun baskilanmasi ile akciger kanserinin siddetlenmesi arasinda bir iliski
bulunmustur. PPARy aktivatorlerinin, hiicrelerin farklilasma ve apoptozisinde rol
oynadigi anlagilmistir. Diyabet tedavisinde bir PPARy agonisti olan tiyazolidindion
kullanan hastalarda akciger kanseri gelisme riskinin, baska bir tedavi alan hastalara oranla
anlamli sekilde daha az oldugu gosterilmistir. Yine diger bir PPARy agonisti olan
rosuglitazonun ise nude farelerde A549 igerikli timorlerin baskilanmasina katkida
bulundugu gosterilmistir. PPARYy agonistler hiicre siklusu arestini kullanarak timor

gelisimini ve invazyonu kontrol etmektedir (Roman, 2008).
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PPARy aktivasyonunun pankreas kanseri hiicre gelisimini azaltmanin yani sira
migrasyon ve invazyon kapasitesinde kiiclilme sagladigini gostermistir. Kanserli nude
farelerde PPARY aktivasyonunun pankreas kanseri gelisimini inhibe ettigi ve timor

anjiyojenezisini baskiladigi gosterilmistir (Polvani vd., 2016, s.2441).

2.10. Tiyazoller ve Kanser

Kimyacilarin yillardir dikkatini ¢eken azot, kiikiirt ve oksijen gibi cesitli
heteroatomlari igeren biyolojik olarak aktif birgok molekiil vardir. Tiyazoller, sirasiyla -
1 ve -3 pozisyonlarinda kiikiirt ve azot igeren dnemli bir bes iiyeli heterosiklik bilesik
smifidir. Tiyazollerin kimyasal yapist Sekil 2.7°de gosterilmistir. Tiyazoller ilk olaraK
1887 yilinda Hantzsch ve Weber (1887) tarafindan tanimlanmistir. Tiyazoller kaynama
noktasi, bazlik, suda ¢oziiniirliik ve elektrofillerle reaktiviteye direng gibi fizikokimyasal
ozelliklerinde piridin ve pirimidine benzerler ancak bazi tiyazol tiirevleri davranis ve
ozelliklerinde tiyofen ve furani andirir. Tiyazol tiirevlerinin ¢esitli biyolojik faaliyetlere
sahip oldugu bildirilmistir 6rnegin, antibakteriyel, antifungal, antiviral, antiinflamatuar,
antitliberkiilar, antiplazmoidal, antikanser, antialerjik, antiplazmoidal. Tiamin (vitamin
B1), nizatidin (antiiilser), penisilin (antibiyotik), fanetizol, meloksikam (anti-inflamatuar
ajanlar), ritonavir (anti-HIV), bleomisin (antineoplastik) gibi halen tedavide
kullanilmakta olan molekiillerin i¢inde tiyazol halkasmin varligi onlar1 farmakolojik

olarak 6nemli bilesikler haline getirmistir (Arora vd., 2016).

Sekil 2.7. Tiyazollerin kimyasal yapisi (*http)
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Yapilan literatiir aragtirmasina gore tiyazollerin neden oldugu antikanser etkilerin
hangi mekanizma iizerinden yiiriidiigiine dair ¢esitli yaklasimlar mevcuttur. Son
donemlerde bu bilesiklerin PPAR-y reseptorleri iizerindeki aktive edici Ozellikleri ile
kanserli hiicrelerde kematoropatik etkileri sz konusudur. Bazi kanser hiicre hatlarinda
PPAR-y reseptorleri ekspresyonunun bulundugu gosterilmistir. A549 insan akciger
adenokarsinoma ve PANC-1 pankreas adenokarsinoma hiicreleri bu 6zelligi tasiyan
hiicrelerden ikisidir. Bu nedenle, ¢alismamizda, yeni sentezlenen tiyazollerin sitotoksik,
apoptotik ve gen ekspresyonu iizerindeki etkilerini A549 insan akciger adenokarsinoma
ve PANC-1 pankreas adenokarsinoma hiicreleri iizerinde arastirmayi planlamis

bulunmaktayi1z.

2.11. Kanserin Tedavisi

Kanserin tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi yontemleri en sik bagvurulan
yontemler olmakla birlikte, hormon terapisi ve biyolojik yontemlerin kullanilmasi gibi
farkli yaklasimlar da diger yontemlere destek olacak sekilde birlikte veya tek basima
kullanilabilir. Her yontemin kendine 6zgii avantaj ve dezavantajlarmin bulunmasi,
kanserin kisiye 6zgii bir hastalik olmasi, tedavilerin kisiden kisiye farklilik gosterebilmesi
nedeniyle tek bir kesin tedavi yoOnteminin varligindan bahsetmek imkansizdir

(Baykara,2016).

2.11.1. Radyoterapi

Radyoterapi (RT), kanserli hiicreleri iyonizan 1sinlar (Radyum-223, Stronsiyum-
89, Samaryum-153) kullanilarak 6ldiirmeye dayanan bir tedavi yontemidir. Viicudun
sadece belli bir bolgesini hedef alarak yapilabildigi gibi tiim viicudu hedef alan tedaviler
de uygulanmaktadir. Radyasyon terapisinde genelde cerrahi islem Oncesi uygulanarak
tiimoriin kiictilmesi hedeflenir.

Ancak RT’nin en biiylik dezavantajlarindan birisi zararli hiicreleri 6ldiriirken
saglikli olanlar1 da dldiirmesidir. Ayrica kusma, sa¢ kaybi, halsizlik, istah kayb1 gibi sik
goriilen yan etkiler de hastanin yasam kalitesini etkileyebilir (Kihnikar vd., 2014).

2.11.2. Kemoterapi

Kemoterapi (KT), kemoterapotik ajanlar kullanilarak kanser hiicrelerini 6ldiirme

temeline dayanan tedavi yontemidir ve bu tedavide sitotoksik anti-neoplastik ajanlar
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kullanilmaktadir. Kemoterapi radyoterapide oldugu gibi cerrahi girisimden 6nce timorii
kiigiiltmek icin veya tek basina tedavi olarak kullanilabilir. Losemi veya lenfoma gibi
kanser tiirlerinde etkili oldugu kanitlanmistir.

Kemoterapi uygulamalar1 esnasinda verilen ilaglar; alkilleyici ajanlar,
kortikosteroidler, anti metabolitler, anti tiimor antibiyotikler, mitotik inhibitorler ve

topoizomeraz inhibitorlerdir (Mian vd., 2016).

2.11.3. Kok hiicre tedavisi

Kok hiicreler diger hiicrelere doniisebilen 6zel hiicrelerdir ve her kok hiicrenin
baska yeni bir kok hiicre tiretme yetenegi vardir. Kok hiicre boliindiigiinde kok hiicre
olarak kalabilir veya farklilagarak baska bir hiicreye doniisebilir.

Kok hiicreler istenen hiicre tipine doniisebilme, transplantasyondan sonraki
donemde hiicrede sag kalabilme, hiicrenin islevini yerine getirebilme ve ayni zamanda
¢evre doku ve organlara zarar vermeme sartlarini tasidigi takdirde kanser tedavisinde

kullanilabilir (Takahashi ve Yamanaka, 2013).

2.11.4. Cerrahi yontemler

Cerrahi yontemler radyoterapi ve kemoterapi ile birlikte kullanildig: gibi tek basina
da tedavide kullanilabilir. Kanserin tanisinda; siipheli dokudan biyopsi alinarak
incelenmesi yoluyla tedavide ise eger metastaz yok ise kanserli dokunun diger dokulara

hasar vermeden ¢ikarilmasi yoluyla kullanilabilir.

2.11.5. Biyolojik tedaviler

Biyolojik tedavilerin amaci biyolojik materyaller kullanilarak kanserin tedavi
edilmesidir. Bunlara 06rnek olarak; monoklonal antikorlar, kanser asilari,

antitimorjenikler, interferonlar, interlokinler ve gen terapisi verilebilir (Baykara, 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyaller
3.1.1. Kullamlan Kimyasal ve Sarf Malzemeler
10, 200, 1000, 5000 uL’lik mikropipet uglar1 (Axygen, ingiltere),
15 ve 50 mL’lik santrifijj tiipleri (Isolab, Almanya),
25 ve 75 cm?’lik hiicre kiiltiir flasklar1 (Corning, Amerika),
2 mL’lik santrifiyj tiip (Eppendorf, Almanya),
5 ve 10 mLlik steril enjektor (Hayat, Tiirkiye),
12 kuyulu 5 mL’lik rezervuarlar (Isolab, Almanya),
5-10 ve 25 mL’lik tek kullammlik serolojik pipet (Costar, Sigma-Aldrich,
Almanya),
6 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakas1 (TPP, Isvigre),
5 mL’lik flow tiipleri 12x75 mm (BD Biosciences, Amerika)
Lamel (Isolab, Almanya),
Lam (Isolab, Almanya),
Filtre (Sartorius stedim, Almanya),
Karyotiip (2mL) (Greiner bio-one, Amerika),
Parafilm (Pechiney, Fransa),
pH indikator kagidi (Macherey- Nagel, Almanya)
Thoma Lami (Marienfeld, Almanya),
PANC-1 hiicre hatt1 (ATCC, Amerika)
hTERT-HPNE hiicre hatti (ATCC, Amerika)
A549 hiicre hatt1 (ATCC, Amerika)
CCD19-LU hiicre hatt1 (ATCC, Amerika)
MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide % 98, Sigma-Aldrich, Almanya)
Fosfat tampon (PBS,Pan Biotech)
Dimetilsiilfoksit (DMSO, Sigma—Aldrich, Almanya),
Fetal Bovine Serum (FBS, Sigma-Aldrich, Almanya),
Penisilin-streptomisin Soliisyonu(Isolab, Almanya),
Cis-Diamineplatinum(ll) dichloride (Sigma Aldrich, ABD),
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; Sigma-Aldrich, Almanya),
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Almanya),
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M3 Base Medium (Incell Corporation, Amerika)

Tripan mavisi (Biological Industries, Israil),

Tripsin-EDTA Soliisyonu (Biochrom, Almanya),

Annexin V-FITC/PI Apoptoz Tayin Kiti 1 (BD Biosciences, Amerika),
PE Active Caspase-3 Tayin Kiti (BD Biosciences, Amerika),
MitoScreen (JC-1) Membran Potansiyeli Tayin Kiti (BD Biosciences, Amerika),
2,4'-Dibromoasetofenon (Acros, Belgika),
2-Bromo-2'-asetonafton (Sigma-Aldrich, Almanya),
2-Bromo-4'-floroasetofenon (Acros, Belgika),
2-Bromo-4'-kloroasetofenon (Acros, Belgika),
2-Bromo-4'-metilasetofenon (Acros, Belgika),
2-Bromo-4'-metoksiasetofenon (Acros, Belgika),
2-Bromo-4'-nitroasetofenon (Acros, Belgika),
2-Bromo-4'-siyanoasetofenon (Acros, Belgika),
2-Bromo-4'-triflorometilasetofenon (Sigma-Aldrich, Almanya),
2-Bromoasetofenon (Sigma-Aldrich, Almanya),
4-[2-(Dimetilamino)etoksi]benzaldehit (Maybridge, ingiltre),
Absolii etanol (J.T. Baker, Hollanda),

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

Metanol (Sigma-Aldrich, Almanya),

Tiyosemikarbazit (Fluka, Almanya).

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Inverted mikroskop (Olympus, Amerika),

Multimod mikroplaka okuyucu (BioTek, Synergy HTX, Amerika),
Akis sitometri cihazi (BD, FACS Aria ICell Sorter, Amerika),
Konfokal mikroskop (Leica, TCS-SP5 Il, Almanya),

Isik Mikroskobu (Leica, Almanya)

Rotator (Stuart SB2, Almanya)

Laminar air flow kabini (Mars Scanlaf, Danimarka),

Masaiistii sogutmali santrifiij (Hettich, Almanya),

Derin dondurucu buzdolab1 (Nuaire, Amerika),

Steril CO2 inkiibatorii (Binder, Almanya),
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Sterilizator (Heraeus, Almanya)

Su banyosu (Niive, Tiirkiye),

Sivi azot tanki (Taylor Wharton RS- Series, Amerika),

Hassas terazi (Mettler Toledo, Amerika),

Otoklav (Eryigit A.S. Tiirkiye),

Sarjli pipetor (Starlab, Almanya),

Farkli hacimlerde otomatik mikropipetler (Thermo, FinnPet, Kanada),
Farkli hacimlerde otomatik mikropipetler (Eppendorf, Research Plus, Almanya),
Cok kanalli otomatik mikropipet (Thermo, FinnPet, Kanada),

Vorteks (Daihan, Giiney Kore),

Distile Su Cihazi (Sartorius Stedim, Almanya),

Mr. Frosty (Nalgene)

Erime derecesi tayin cihazi (Mettler-Toledo MP90, ABD),

IR spektrofotometresi (Shimadzu, Japonya),

Kiitle spektrometresi (Shimadzu, Japonya),

Magnetik tabanl 1sitic1 karistirict (Heidolph, Almanya),

NMR spektrometresi (Bruker, ABD).

3.2. Metodlar
3.2.1. Sentez Calismalari

Deneylerimizde kullanilacak Tiyazol tiirevi bilesiklerin sentez c¢alismalarinda

izlenen yol asagida belirtilmistir.

3.2.1.1. 4-[2-(Dimetilamino)etoksi]benzaldehit tiyosemikarbazonun genel sentez

yontemi

4-[2-(Dimetilamino)etoksi]benzaldehit, tiyosemikarbazit ile etanol iginde 12 saat
geri g¢eviren sogutucu altinda kaynatilmistir. Coken madde siiziilerek alinmis ve

kurutulmustur. Elde edilen madde etanol ile saflastirtimistir.
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3.2.1.2. 2-[2-(4-(2-(Dimetilamino)etoksi)benziliden)hidrazinil]-4-ariltiyazol
tiirevlerinin genel sentez yontemi

Esdeger miktar tiyosemikarbazon tiirevi aril agil bromiirler ile etanol i¢inde 6 saat
geri ceviren sogutucu altinda kaynatilmistir. Coken madde siiziilerek alinmis ve

kurutulmustur. Elde edilen madde etanol ile saflagtiriimistir.

H
. NH; i X -N _N
\n/ —_— | /@/\N U—R
S /N\/\O S

Sekil 3.1. Tiyazol tiirevi bilesiklerin sentez semasi, (i) NH:CSNHNHy, efanol, 12 saat geri ¢eviren
sogutucu altinda isitma; (ii) RCOCH»Br, etanol, 6 saat geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitma.
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3.2.2. Sonug Bilesikleri

N N
O
NN,

Sekil 3.2 Sentezlenen sonug bilesigi

Bilesik R

1 Fenil

2 4-Florofenil

3 4-Klorofenil

4 4-Bromofenil

5 4-Nitrofenil

6 4-Siyanofenil

7 A-Triflorometilfenil
8 4-Metilfenil
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4-Metoksifenil

10 Naftalen-2-il

3.2.3. Tiyazol tiirevi bilesiklere ait 'H NMR spektroskopik verilerin

degerlendirilmesi

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C2sH24N4OS igin hesaplanan: 417.1744, bulunan:
417.1743.

2-[2-(4-(2-(Dimetilamino) etoksi)benziliden)hidrazinil]-4-feniltiyazol (1)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2.88 (s, 6H), 3.55 (t, J= 4.56 Hz, 4.80 Hz,
2H), 4.38 (t, J= 4.53 Hz, 4.83 Hz, 2H), 7.08 (d, J= 8.79 Hz, 2H), 7.27-7.32 (m, 2H), 7.38-
7.43 (m, 2H), 7.64 (d, J= 8.73 Hz, 2H), 7.85 (d, J= 7.23 Hz, 2H), 8.02 (s, 1H), 12.05 (s,
1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 43.34 (2CHs), 55.88 (CH>), 62.74 (CHy),
103.88 (CH), 115.60 (2CH), 125.97 (2CH), 127.97 (C), 128.26 (2CH), 128.36 (CH),
129.06 (2CH), 135.17 (C), 141.46 (CH), 151.03 (C), 158.88 (C), 168.73 (C).

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C20H22N4OS i¢in hesaplanan: 367.1587, bulunan:
367.1582.

2-[2-(4-(2-(Dimetilamino)etoksi)benziliden)hidrazinil]-4-(4-florofenil)tiyazol
2)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2.88 (s, 6H), 3.55 (t, J= 4.92 Hz, 5.01 Hz,
2H), 4.38 (t, J= 4.80 Hz, 5.19 Hz, 2H), 7.08 (d, J= 8.82 Hz, 2H), 7.22 (d, J= 8.94 Hz,
2H), 7.27 (d, J= 6.57 Hz, 1H), 7.64 (d, J= 8.85 Hz, 2H), 7.89 (dd, J= 5.55 Hz, 8.88 Hz,
2H), 8.01 (s, 1H), 12.04 (s, 1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 43.36 (2CH3), 55.91 (CH2), 62.73 (CHy),
103.65 (CH), 115.59 (2CH), 115.90 (d, J=21.75 Hz, 2CH), 127.95 (d, J=8.25 Hz, 2CH),
128.28 (2CH), 128.33 (C), 131.83 (C), 141.54 (CH), 149.98 (C), 158.90 (C), 160.43 ve
163.67 (C), 168.83 (C).

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C20H21FN4OS igin hesaplanan: 385.1493, bulunan:
385.1490.
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2-[2-(4-(2-(Dimetilamino)etoksi)benziliden)hidrazinil]-4-(4-klorofenil)tiyazol
3)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2.88 (s, 6H), 3.55 (t, J= 4.92 Hz, 4.95 Hz,
2H), 4.38 (t, J=4.80 Hz, 5.16 Hz, 2H), 7.08 (d, J=8.82 Hz, 2H), 7.37 (s, 1H), 7.46 (d, J=
8.61 Hz, 2H), 7.64 (d, J= 8.82 Hz, 2H), 7.87 (d, J= 8.58 Hz, 2H), 8.02 (s, 1H), 12.06 (s,
1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 43.35 (2CHs), 55.90 (CH.), 62.74 (CHy),
104.71 (CH), 115.60 (2CH), 127.68 (2CH), 128.30 (2CH), 129.08 (2CH), 129.69 (C),
132.36 (C), 134.04 (C), 141.65 (CH), 149.81 (C), 158.92 (C), 168.88 (C).

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]* C20H21CIN4OS i¢in hesaplanan: 401.1197, bulunan:
401.1189.

2-[2-(4-(2-(Dimetilamino)etoksi)benziliden)hidrazinil]-4-(4-
bromofenil)tiyazol (4)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2.88 (s, 6H), 3.55 (t, J= 4.65 Hz, 4.68 Hz,
2H), 4.38 (t, J=4.77 Hz, 5.19 Hz, 2H), 7.08 (d, J= 8.85 Hz, 2H), 7.38 (s, 1H), 7.60 (d, J=
8.61 Hz, 2H), 7.64 (d, J= 8.85 Hz, 2H), 7.80 (d, J= 8.58 Hz, 2H), 8.01 (s, 1H), 12.06 (s,
1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 43.36 (2CHs3), 55.93 (CH.), 62.72 (CHy),
104.80 (CH), 115.60 (2CH), 120.95 (C), 123.32 (C), 128.00 (2CH), 128.31 (2CH), 131.99
(2CH), 134.37 (C), 141.66 (CH), 149.90 (C), 158.92 (C), 168.88 (C).

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]* C20H21BrN4OS igin hesaplanan: 445.0692, bulunan:
445.0689.

2-[2-(4-(2-(Dimetilamino)etoksi)benziliden)hidrazinil]-4-(4-nitrofenil)tiyazol
(5)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2.88 (s, 6H), 3.55 (t, J= 4.80 Hz, 4.86 Hz,
2H), 4.39 (t, J= 4.59 Hz, 5.07 Hz, 2H), 7.09 (d, J= 8.82 Hz, 2H), 7.65 (d, J= 8.85 Hz,
2H), 7.70 (s, 1H), 8.04 (s, 1H), 8.10 (d, J= 8.97 Hz, 2H), 8.27 (d, J=9.03 Hz, 2H), 12.17
(s, 1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 43.36 (2CHs3), 55.89 (CH>), 62.76 (CHy),
108.83 (CH), 115.61 (2CH), 124.57 (2CH), 126.80 (2CH), 128.19 (C), 128.37 (2CH),
141.16 (C), 142.06 (CH), 146.66 (C), 149.01 (C), 159.01 (C), 169.16 (C).
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HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C20H21N50s3S igin hesaplanan: 412.1438, bulunan:
412.1433.

2-[2-(4-(2-(Dimetilamino)etoksi)benziliden)hidrazinil]-4-(4-siyanofenil)tiyazol
(6)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 2.88 (s, 6H), 3.55 (t, J= 4.89 Hz, 5.01 Hz,
2H), 4.39 (t, J= 4.80 Hz, 5.16 Hz, 2H), 7.08 (d, J= 8.82 Hz, 2H), 7.62-7.66 (m, 3H), 7.86
(d, J=8.52 Hz, 2H), 8.02-8.05 (m, 3H), 12.13 (s, 1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 43.36 (2CHs), 55.89 (CH>), 62.75 (CHy),
107.81 (CH), 110.02 (C), 115.61 (2CH), 119.46 (C), 126.57 (2CH), 128.22 (C), 128.36
(2CH), 133.16 (2CH), 139.26 (C), 141.94 (CH), 149.32 (C), 158.98 (C), 169.06 (C).

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]* C21H21Ns0S i¢in hesaplanan: 392.1540, bulunan:
392.1535.

2-[2-(4-(2-(Dimetilamino)etoksi)benziliden)hidrazinil]-4-(4-
triflorometilfenil)tiyazol (7)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2.88 (s, 6H), 3.55 (t, J= 4.95 Hz, 4.98 Hz,
2H), 4.39 (t, J=4.77 Hz, 5.19 Hz, 2H), 7.09 (d, J= 8.85 Hz, 2H), 7.55 (s, 1H), 7.65 (d, J=
8.85 Hz, 2H), 7.76 (d, J= 8.34 Hz, 2H), 8.03 (s, 1H), 8.06 (d, J= 8.04 Hz, 2H), 12.12 (s,
1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 43.36 (2CHs3), 55.90 (CH.), 62.75 (CHy),
106.72 (CH), 115.61 (2CH), 123.02 (C), 126.06 (d, J= 3.75 Hz, 2CH), 126.51 (2CH),
127.77 (C), 128.26 (C), 128.34 (2CH), 138.86 (C), 141.83 (CH), 149.49 (C), 158.96 (C),
169.03 (C).

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C21H21F3N4OS igin hesaplanan: 435.1461, bulunan:
435.1451.

2-[2-(4-(2-(Dimetilamino)etoksi)benziliden)hidrazinil]-4-(4-metilfenil)tiyazol
(8)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2.32 (s, 3H), 2.88 (s, 6H), 3.54 (t, J= 4.89
Hz, 5.04 Hz, 2H), 4.38 (t, J= 4.80 Hz, 5.16 Hz, 2H), 7.08 (d, J= 8.85 Hz, 2H), 7.20-7.22
(m, 3H), 7.64 (d, J=8.88 Hz, 2H), 7.74 (d, J= 8.13 Hz, 2H), 8.00 (s, 1H), 12.01 (s, 1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 21.28 (CHs), 43.37 (2CHs), 55.93 (CHy),
62.73 (CH), 102.95 (CH), 115.59 (2CH), 125.92 (2CH), 127.96 (C), 128.25 (2CH),
128.39 (C), 129.62 (2CH), 132.55 (C), 137.23 (CH), 141.33 (C), 158.86 (C), 168.63 (C).
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HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C21H22N40S i¢in hesaplanan: 381.1744, bulunan:
381.1741.

2-[2-(4-(2-(Dimetilamino)etoksi)benziliden)hidrazinil]-4-(4-
metoksifenil)tiyazol (9)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2.88 (s, 6H), 3.54 (t, J=4.71 Hz, 5.16 Hz,
2H), 3.78 (s, 3H), 4.37 (t, J=4.80 Hz, 5.16 Hz, 2H), 6.96 (d, J=8.91 Hz, 2H), 7.08 (d, J=
8.85 Hz, 2H), 7.12 (s, 1H), 7.64 (d, J= 8.85 Hz, 2H), 7.78 (d, J= 8.85 Hz, 2H), 8.00 (s,
1H), 12.00 (s, 1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 43.37 (2CHs3), 55.58 (CHs), 55.95 (CHy),
62.73 (CH>), 101.72 (CH), 114.43 (2CH), 115.58 (2CH), 127.29 (2CH), 128.02 (C),
128.24 (2CH), 128.41 (C), 140.45 (CH), 141.31 (C), 158.85 (C), 159.25 (C), 168.61 (C).

HRMS (ESI) (m/z): [M+H]" C21H22N4O03S i¢in hesaplanan: 397.1693, bulunan:
397.1695.

2-[2-(4-(2-(Dimetilamino)etoksi)benziliden)hidrazinil]-4-(naft-2-il)tiyazol (10)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2.88 (s, 6H), 3.56 (t, J= 4.95 Hz, 4.98 Hz,
2H), 4.39 (t, J=4.77 Hz, 5.19 Hz, 2H), 7.09 (d, J= 8.85 Hz, 2H), 7.47 (s, 1H), 7.49-7.53
(m, 2H), 7.66 (d, J=8.85 Hz, 2H), 7.89-7.96 (m, 3H), 7.99-8.04 (m, 2H), 8.38 (s, 1H),
12.12 (s, 1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 43.36 (2CHs3), 55.90 (CH.), 62.75 (CHy),
104.73 (CH), 115.61 (2CH), 124.41 (CH), 124.52 (CH), 126.46 (C), 126.90 (C), 128.04
(CH), 128.30 (2CH), 128.35 (CH), 128.55 (CH), 128.61 (CH), 132.62 (CH), 132.90 (C),
133.63 (C), 141.58 (CH), 150.96 (C), 158.91 (C), 168.82 (C).

3.3. Kullanilan Maddelerin Hazirlanmasi
3.3.1. Sentezlenen Bilesiklerin Hazirlanmasi
Sentezlenen bilesiklerde ¢oziicii olarak Sigma Aldrich’den alinan dimetilsiilfoksit

kullanilmistir. Bilesikler 20 mg tartilarak 500 mikrolitre DMSO iginde ¢oziindiiriilmiis ve
ana stok olusturulmustur. Bu ana stoktan ¢alismalarda kullanilmak iizere 500, 250, 125,
62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625, 1.9531 ve 0,9765 mg/mL konsantrasyonlari
hazirlanmistir. Hazirlanan konsantrasyonlarda en yliksek DMSO orani %0,1 olacak

sekilde ayarlanmistir. Her calismada ana stoklar yeniden hazirlanmistir.
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3.3.2. Sisplatinin Hazirlanmasi

Sisplatin deneylerde pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Toz halinde Acros
Organics’ten alan sisplatin 500 mikrolitre DMSO i¢inde 20 mg tartilarak ana stok
oluturulmustur. Bu ana stoktan g¢alismalarda kullanilmak tizere 500, 250, 125, 62.5,
31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625, 1.9531 ve 0,9765 mg/mL konsantrasyonlari
hazirlanmistir. Hazirlanan konsantrasyonlarda en yiikksek DMSO oranmi1 %0,1 olacak

sekilde ayarlanmistir. Her ¢alismada ana stoklar yeniden hazirlanmistir.

3.4. Deneylerde kullanilan hiicreler
3.4.1. insan akciger karsinoma epitelyal hiicre hatt1 (A549)

Bu tezde kullanilan A549 hiicre hattt American Type Culture Collection (ATCC)
firmasindan CCL-185™ ticari kodu ile satin alinmigtir. A549 hiicre hatt1 insan 58 yasinda
Kafkasyal1 bir erkekten alinmis insan alveolar bazal epitelyal hiicreleridir. Bu hiicreler
tek tabakali, yapiskan ve kiiltiir flasklarinda ¢ogaltilabilmektedir.

Bu hiicreler ATCC’nin oOnerdigi sekilde, %10 fotal sigir serumu, %l
penisillin/streptomisin, igeren RPMI 1640 besiyerinde, CO2’li etiivde, %95 bagil nem’ de
37°C’ de kiiltiir ortaminda c¢ogaltilmistir. 2-3 gilinde bir besiyeri degistirilerek

yenilenmistir.

3.4.2. Normal insan fibroblast hiicre hatti (CCD-19Lu)
Bu tezde kullanilan CCD-19Lu hiicre hattt ATCC firmasinda CCL-210™ ticari

kodu ile satin alinmistir. Calismalarda kullanilan hiicreler laboratuvarimizda var olan
stoklardan kullanilmistir. CCD-19Lu hiicre hatt1 kafa travmasi sonucu olen saglikli
bireylerden almmistir. Bu hiicreler tek tabakali, yapiskan ve kiiltlir flasklarinda
cogaltilabilmektedir.

Bu hiicreler ATCC’nin onerdigi sekilde, %10 fotal sigir serumu, %l
penisillin/streptomisin, igeren EMEM besiyerinde, CO2’ 11 etlivde, % 95 bagil nem’ de
37°C’ de kiiltir ortaminda c¢ogaltilmistir. 2-3 giinde bir besiyeri degistirilerek
yenilenmistir. Saglikli hiicrenin kullanilma amaci sentezlenen bilesiklerin segiciligini

degerlendirmektir.
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3.4.3. insan pankreas karsinoma hiicre hatti (PANC-1)

Bu tezde kullanilan PANC-1 hiicre hatti ATCC hiicre bankasindan CRL-1469
koduyla temin edilmistir. PANC-1 hiicre hatt1 56 yasinda Kafkasya kokenli bir erkegin
pankreas kanalindan izole edilmistir. Epitelyal morfoloji gosteren epiteloyid karsinom
hiicreleri, tek tabakali, yapiskan ve kiiltiir flasklarinda ¢ogaltilabilmektedir.

Bu hiicreler ATCC’nin oOnerdigi sekilde, %10 fotal sigir serumu, %1
penisillin/streptomisin, iceren DMEM besiyerinde, CO2’li etiivde, %95 bagil nemde 37

°C’de kiiltlir ortaminda ¢ogaltilmistir. 2-3 giinde bir besiyeri degistirilerek yenilenmistir.

3.4.4. Normal pankreas hiicre hatt1 (Htert- HPNE)

Bu tezde kullanilmak tizere 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
gosteren normal dliimsiizlestirilmis hiicreler, tek tabakali, yapiskan ve kiiltiir flasklarinda
cogaltilabilmektedir.

Bu hiicreler ATCC’nin Onerdigi sekilde, %75 konsantrasyonda Dulbecco’s
Modified Eagles’s Medium (DMEM), %25 konsantrasyonda M3 Base Medium, %5
konsantrasyonda FBS, 10 mg/mL insan rekombinant epidermal biiytime faktorii (thEGF),
750 mg/mL puromisin antibiyotik karisimi i¢erisinde CO2’ i etiivde, % 95 bagil nemde
37°C’de Kkiiltiir ortaminda c¢ogaltilmigtir. 2-3 giinde bir besiyeri degistirilerek
yenilenmistir. Saglikli hiicrenin kullanilma amaci sentezlenen bilesiklerin seciciligini

degerlendirmektir.

3.5. Hiicrelerin Kiiltiir Ortaminda Cogaltilmasi ve Deneylere Hazirhk
3.5.1. Malzeme sterilizasyonu

Deneylerde tek kullanimlik steril malzemeler kullanilmistir. Bunlarin haricinde
kullanilacak olan cam ve metal malzemelerin sterlizasyonu i¢in aliiminyum folyo ile
sartlmis halde kuru hava sterilizatoriinde 180°C’de 2 saat, s1v1 soliisyonlar ve pipet uclari
icin 121°C, 1.5 atmosfer basincinda otoklavda 20 dakika arindirma islemleri
gerceklestirilmistir. Otoklavlanamayacak soliisyonlar i¢in 0,22 mikronluk tek kullanimlik

filtreler kullanilmistir.
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3.5.2. Hiicrelerin stoklanmasi ve pasajlanmasi

Calismalar da kullanilacak olan A549, CCD-19Lu, PANC-1 ve hTER-HPNE hiicre
hatlar1 2000 pL 1ilgili besiyeri igerisinde 100 pL DMSO eklenerek 2 mL’lik viallere
koyulmustur. Bu vialler Mr. Frosty’de -86 °C’de bir gece bekletildikten sonra ileride
yapilacak olan ¢aligsmalarda kullanilmak {izere siv1 azota (-196 °C) alinmistir.

Calismada kullanilan hiicre hatlar1 s1v1 azottan (-196 °C) ¢ikarilarak, 1200 rpm’de
5 dakika santrifilij edilerek stok yapma sirasinda kullanilan DMSO uzaklagtirilmistir.
Hiicre hatlar ilgili besiyerinde, CO2’ 1i etiivde, %95 bagil nemde 37 °C’de kiiltiir
ortaminda cogaltilmistir. Hiicreler kiiltiir kabinda %70’lik oranda bir doluluga ulastigi

zaman (yaklasik 2-3 giin) alt kiiltiirlere ayrilarak biiylimesi ve ¢ogaltilmasi saglanmistir.

3.5.3. Hiicre sayimlari

Kiiltiir kaplarinda biiyiitiilen A549, Panc-1, CCD-19Lu ve hTER-HPNE hiicreleri
Ix Pbs ile 2 kez yikanmistir. Yapisik halde bulunan hiicreleri kaldirmak i¢in kiiltiir
kaplarinin boyutu ve hiicrenin yogunluguna bagli olarak 500-1000 pL 1x Tripsin-EDTA
solUsyonu eklenmis ve inkiibatdrde 2-3 dakika bekletilmistir. Tripsin’in etkisini nétralize
edebilmek i¢in, hiicrelerin lizerine 5 mL besiyeri ilave edilmis ve hiicreler santrifiij
tiplerine almarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda
siipernatant kismi atilarak tizerine 1000 pL besiyeri eklenmis ve pipetleme ile homojen
bir sekilde karigmasi saglanmigtir. MTT, Annexin-V/PI, JC-1, Kaspaz-3 ve RT- PCR
yontemleri yapilmadan 6nce hiicreler sayilmistir. Sayma iglemi i¢in Tripan mavisi hiicre
solisyonundan bire bir oraninda karistiritlarak Thoma Lami’nda sayim yapilmustir.
Yapilan sayim ile elde edilen sonu¢ asagidaki formiil ile hesaplanarak hiicre sayis1 elde

edilmistir.

Toplam hiicre sayist = 16 biiyiik karedeki hiicre sayisix 10,000 x diltisyon faktori (3.1.)
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3.6. Sitotoksik etki belirleme testleri
3.6.1.1. MTT yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

Hiicre canlilig1 belirlemek amaci ile birgok sitotoksite analizi yapilmaktadir. MTT
analizi ise bu sitotoksite testlerinden biridir. 1983 yilinda ilk kez Mossman tarafindan
belirtilen MTT protokolii glinlimiizde hala gegerliligini koruyan bir yontemdir. MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) sar1 renkli bir boyadir.
Yontemin isleyis mekanizmasi saglikli hiicrelerde mitokondriyal siiksinik dehidrojenazin
MTT tetrazolyum tuzunun formazan kristallerine doniistiirmesine dayanmaktadir. Olusan
formozan kristalleri DMSO ile ¢6zdiiriilir ve mavi-mor renkli bir ¢ézelti olusturulur. Bu
cozelti spektrofotometrik olarak okutularak formazan kristallerinin miktart belirlenir.
Boylece oOlii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicrelerin miktarlari

belirlenebilmektedir (Mossmann,1983).
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MTT Formazan

Sekil 3.3. MTT molekiiliiniin formazan kristallerine doniigiimii (http-2)

Yontemin uygulanmasi

Sentezlenen maddelerin ve sisplatinin in vitro sitotoksik etkileri MTT testi ile
belirlenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda inkiibatorde flasklarda biiyiitiilen hiicreler, 96
kuyucuklu plakalarin her bir kuyucugunda 5x10% yogunlukta olacak sekilde sayimi
yapilmistir. Sayimi yapilan hiicreler plakalara 200 pL besiyeri igerisinde ekilmistir. 24
saat boyunca inkiibatorde bekletilmistir. 24 saat sonunda hiicrelerin lizerinden 100 pL

besiyeri ¢ekilmis ve taze 100 puL besiyeri i¢inde 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625,
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7.8125, 3.90625, 1.9531 ve 0,9765 mg/mL konsantrasyonlarinda ilag uygulamasi
yapilmistir. Plakalar inkiibatorde 24, 48 saat siiresince bekletilmistir. Bekleme sonunda
1x PBS (phosphate buffer saline) igerisinde 5 mg/mL olacak sekilde MTT tozundan
soliisyon hazirlanmis ve karanlikta laminar air flow kabinde her bir kuyucuga 20 uL
eklenmistir. MTT boyasi eklenen plakalar 2-4 saat siiresince inkiibatdrde bekletilmistir.
2-4 saatin sonunda plakalardaki besiyeri ortami uzaklastirilarak formazan kristallerinin
¢Ozlinmesini saglamak i¢in 100 pl. DMSO eklenmistir. Plakalarin 1s1ik gérmesini
engellemek amaciyla aliminyum folyo ile sarilarak oda sicakliginda 15 dakika orbital
calkalayictya koyulmustur. Mikroplaka okuyucuda 540 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak okutulmustur.

3.6.1.2. Inhibisyon konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Spektrofotometreden alinan absorbans degerleri hiicre canliligr ile direkt olarak
iliskilendirilmistir. Herhangi bir maddenin uygulanmadigi, sadece hiicrenin kendi
biiylimesinin 6l¢iildiigii kuyucuklarin sonuglart canlilik formiiliine gore hesaplanip %

canlilik olarak belirlenmistir. % canlilik belirlenirken asagidaki formiil kullanilmigtir.

Ornegin absorbans degeri

% Canlilik =

100 (3.2)

Kontrolin absorbans degeri

Bulunan sonuglara gore doz araligi ICso degeri (hiicre populasyonunun %50’sini
inhibe eden konsantrasyon) ve ICsoz (hiicre populasyonunun %350’sini inhibe eden
konsantrasyon) degeri belirlenene kadar genisletilmistir. Tespit edilen cogalmayi
durduran konsantrasyon yani ICso ve 1Cso2 degerleri apoptoz belirleme analizlerinde ve

gen calismalarinda kullanilmistir.

3.7. Akim Sitometri Cihaz ile Yapilan Deneyler
3.7.1. Annexin V-FITC/PI yontemi ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Bu yontemin mekanizmasi, apoptoz sirasinda hiicrelerin fosfotidilserin ve DNA ya
da RNA’larinda meydana gelen degisimlere dayanmaktadir. Saglikli bir hiicre de
fosfotidil serinler (PS), hiicre membraninin i¢ kismina lokalize olmuslardir. Hiicrenin
apoptotik stirece girmesi halinde PS’ler dis membrana dogru yer degistirerek burada

lokalize olmaktadirlar. Bu yer degistirme sirasinda, hiicre membran biitiinliigl
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bozulmadig1 apoptotik evreye erken evre denmektedir. Dis yiizeye bakan PS’ler, erken
evre apoptoz belirteci olan CA*? bagimL1 bir protein olan Annexin-V ile kompleks
olusturabilmektedir. Annexin V FITC gibi floresan maddeler ile isaretlenerek apoptotik
hiicreler goriiniiniir hale getirilebilmektedir (Overbeeke vd.,1998; Zhang vd.,1997).

Gec evredeki apoptoz ve nekrozda membran yapisinda bozukluklar meydana
gelmektedir. Bu bozukluklar ile membranda porlar olusmakta ve Propidyum iyodid (PI)
boyasi bu porlardan hiicre i¢ine girerek DNA ya da RNA’ya baglanabilmektedir. Boylece
ge¢ apoptoz ve nekroz tespiti yapilabilmektedir. Hiicrede apoptotik siire¢te meydana

gelen degisimler Sekil 3.4.’te gosterilmistir.

Normal Hiicre Erken Evredeki Apoptoz Geg evredeki Apoptoz

Sekil 3.4. Hiicrede erken ve ge¢ apoptotik siirecte meydana gelen degisimler (http-3)

Yontemin uygulanmasi

Yontem, iiretici firmanin kit prosediiriinde 6nerdigi sekilde uygulanmistir. A549,
Panc-1 hiicre hatlari, 6 kuyucuklu plakalara her kuyu basina 3x105 adet hiicre gelecek
sekilde sayilarak, 2 mL besiyeri igerisinde ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonucunda
her kuyudan 1 mL besiyeri uzaklastirtlmigtir. ICso ve 1Cso2 dozlari belirlenen sentezlenen
bilesiklerin ve sisplatinin maddeleri 1 mL besiyeri i¢erisinde hiicrelere uygulanmustir. 24
ve 48 saatlik inkiibasyona birakilarak ilaclarin etki etmesi beklenmistir. 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon sonrasinda, hiicreler ortamlar1 ile beraber kaldirilarak flow tiiplerine
alinmistir. Soguk 1x PBS ile 2 kez yikanarak ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij ederek
besiyeri uzaklagtirllmistir. Kit igeriginden ¢gikan baglanma solisyonu (AB: Assay Buffer)
10x haldedir ve distile su ile 1x hale getirilmistir. Santrifiij sonrasinda her bir flow tiipiine
100 pL baglama soliisyonu eklenerek nazikge pipetlenmistir. 5 uL. Annexin V, 5 puL
Propidium lodiir (PI) eklenerek hiicreler oda sicakliginda 15 dakika karanlik bir ortamda

inkiibe edilmistir. 15 dakikalik siire sonunda baglanma soliisyonundan her bir flow tiipiine
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400 pL aktarilarak bir saat i¢erisinde akim sitometri cihazi ile analiz edilmistir. Erken ve

gec apoptotik hiicre miktarlar pozitif kontrole gore hesaplanmustir.

3.7.2.JC-1 boyama ile hiicrelerin mitokondriyal membran aktivitesinin

belirlenmesi

Mitokondriyal solunum zincirindeki oksidasyon reaksiyonlari sirasinda bir enerji
salinmaktadir ve bu salinan enerji mitokondriyal membran boyunca negatif bir
elektrokimyasal gradyan olarak depolanmaktadir. Bu elektrokimyasal gradya Aym
polarize olarak ifade edilmektedir. Aym'nin ¢6kmesi genellikle erken apoptoz sirasinda
meydana gelmektedir. Bazi ¢aligmalarda apoptozun ilk basamaklarindan birisinin
mitokondrinin depolarizasyonu oldugu bildirilmis ve hatta sitokrom-C salimi igin
olmazsa olmaz bir kosul oldugu iddia edilmistir. Ancak Aym’nin ¢6kmesi her zaman
apoptoz sirasinda meydana gelmemektedir. Ayrica Aym’nin depolarizasyonu her
apoptoptik siirecte meydana gelecek diye bir sart yoktur yani her sistem apoptoz siirecini
farkli bir mekanizma aracilig1 ile gergeklestirmektedir. Nekroz, hiicre dongiisti durmasi
(hiperpolarizasyon) sirasinda da Aym'de degisiklikler oldugu bilinmektedir.

Akim sitometrisi hemen hemen tiim hiicrelerde Aym analizinde tercih edilen bir
tekniktir. Lipofilik katyonik florokromlar Aym problari olarak kullanilir; hiicrelere
penetre olur ve floresan1t Aym'y1 yansitmaktadir. JC-1 (5,5 ', 6,6'-tetrakloro-1,1", 3,3'-
tetraetilbenzimidazolkarbosiyanin iyodid), Ay'nin durumunu degerlendirmek ig¢in
kullanilan lipofilik bir florokromdur. JC-1'in floresan emisyon spektrumu, JC-1
konsantrasyonuna bagli olarak Aym'nin durumuna gore belirlenmektedir. JC-1 agregat
veya monomer seklinde, her biri farkli emisyon spektrumuna sahip iki farkli duruma
sahiptir. Diisiik boya konsantrasyonlarinda monomer olarak bulunurken, daha yiiksek
konsantrasyonlarda agregatlar olusturmaktadir. JC-1"nin agregat ve monomer seklindeki
her iki formuda, akis sitometrelerde FL-1 (yesil) kanalinda Olgiilen spektrumun en
sonunda yesil fliioresan seklinde goriinmektedirler. Canli hiicreler JC-1 boyasi ile inkiibe
edildiginde, JC-1, hiicrelerin plazma membranina monomerler olarak niifuz eder. JC-1'in
mitokondriye alinmas1 Aym tarafindan kontrol edilmektedir. Normal, saglikli
mitokondrinin Aym'si polarizedir ve JC-1 boyle mitokondriler tarafindan hizla
alinmaktadir. Bu alim JC-1 boyasinin konsantrasyonunun gradyantini arttirmakta ve

mitokondride agregat (J-agregatlari olarak bilinir) olusumuna yol agmaktadir. J-
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agregatlar, cogu akim sitometresinde FL-2 (Kirmizi) kanalinda &lgiilmektedir (Kuo
vd.,2008).
Yontemin uygulanmasi

Mitokondriyal membran biitiinliigiinlin saptanabilmesi i¢in kullanilan bu yontem
tiretici firmanin kendi kit prosediiriinde 6nerdigi sekilde uygulanmistir. 6 kuyucuklu
plakalara A549 ve Panc-1 hiicreleri 2 mL besiyeri icerisinde kuyu basina 3x10° adet hiicre
gelecek sekilde ekilmistir. 24 saat inkiibatorde bekletilen hiicreler {izerine daha 6nceden
belirlenen sentezlenen bilesiklerin ve sisplatinin ICso ve 1Cso2 dozlar1 1mL taze besiyeri
icerisinde eklenmistir. Plakalar, ilaglarin etkisini gdstermesi icin inkiibasyona
birakilmistir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicreler kaldirilarak flow tiiplerine
alinmistir. Hiicreler oda sicakliginda 2 kez 1x Soguk PBS ile yikanarak ve 1200 rpm’de
5 dakika santrifiyj edilerek besiyeri uzaklastirllmistir. Kit igeriginde bulunan baglanma
soliisyonu (AB:Assay Buffer) igerisinde hazirlanan JC-1 boyasindan her bir flow tiipiine
0.5 mL gelecek sekilde eklenerek nazikge pipetlenmistir. 15 dakika 37 C° de hiicreler
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler iki kez baglanma soliisyonu ile
yikanmistir. Birinci yikamada hiicrelere 2°ser mL, ikinci yikamada hiicrelere 1’er mL
calisma soliisyonu eklenerek 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij ile silipernatant
uzaklagtirilmigtir. Son olarak her bir hiicre pelletine 0.5 mL ¢aligma soliisyonu eklenerek
nazikce pipetlenmis ve hemen akim sitometri cihazi ile analiz edilmistir. Elde edilen

sonuglar pozitif kontrole goére kiyaslanarak hesaplanmistir.

3.7.3. Kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Kaspazlar, apoptozun ana basamaklarinda kilit anahtar rolii oynayan proteazlardir.
Kaspaz-3 apoptoz mekanizmasinin her bir yolaginin son kisminda aktive olmaktadir ve
sonlandirict kaspazlar olarak is gérmektedir. Kaspaz-3 bir hiicrenin apoptoz siirecine
girdigini belirten en Onemli enzimlerden biridir ¢linkii aktiflestikten sonra DNA
fragmentasyonundan ve hiicre iskeletine ait proteinlerin yikimindan sorumludur.

Kit i¢erisinde bulunan Cytofix/Cytoperm soliisyonu ile hiicreler 6nce gegirgen hale
getirilir. Gegirgen haldeki hiicreler PE Rabbit Anti-Aktif kaspaz 3 boyasi ile aktif kaspaz
3’ler boyanir. Boyanan aktif kaspaz 3 yiizdelerinin okumas: flow sitometri cihazinda

yapilir (Kaufmann ve Hengartner, 2001).
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Yontemin uygulanmasi

Kaspaz-3 aktivitesi belirlemek icin uygulanan yontem, iretici firmanin kit
prosediiriinde onerdigi sekilde uygulanmistir. 6 kuyucuklu plakalara her bir kuyu basina
2 mL besiyeri igerisinde 3x10° adet A549 ve Panc-1 hiicresi gelecek sekilde ekilerek
inkiibatorde 24 saat bekletilmistir. Sentezlenen maddeler ve sisplatinin daha onceden
belirlenen 1Cso ve ICso dozlari 24 ve 48 saatlik inkiibasyona birakilmak {izere 1 mL taze
besiyeri icerisinde hiicrelere uygulanmistir. 24 ve 48 saatlik ilag muamelesi sonrasinda
her bir kuyu igerigi kendine ait flow tiiplerine alinmistir. Flow tiipleri 2 kez soguk 1x PBS
ile yikanmis her yikama sonrasinda 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek supernatant
uzaklastirilmistir. Kit i¢eriginde bulunan Cytofix/Cytoperm solisyonundan her bir flow
tiipiine 0.5 mL eklenerek 20 dakika buz iizerinde bekletilerek santrifiij ile supernatant
uzaklastirnlmigtir. Distile su ile 1x haline getirilen Perm/Wash tampon ¢ozeltisinden
hiicrelerin iizerine 0.5 mL konularak 2 kez yikamasi yapilmistir. Daha dnceden 100 pL
Ix Perm/Wash ¢ozeltisi i¢ersine 20 uL antibodi eklenerek hazirlanmig olan ¢dzeltiden
yikama islemleri tamamlanan hiicrelerin iizerine eklenmistir. Hiicreler oda 1sisinda 30
dakika inkiibasyona birakilmistir. Son olarak her bir 6rnek 1mL 1x Perm/Wash tampon
¢ozeltisi ile yikanarak santrifiij edilmistir. Santrifiij edilen hiicrelere 0.5 mL 1x
Perm/Wash tampon ¢ozeltisi eklenerek akim sitometrisi cihazindan kaspaz-3 aktivitesi

analiz edilmistir.

3.8. RT-PCR (Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi ile PPAR-,
Bcl-2, Bax, CYD1, ctMYC, ERK, pERK ve housekeping genlerinin ifade

(ekspresyon) diizeylerinin belirlenmesi:

Polimeraz zincir reaksiyonu, niikleaik asitlerin uygun kosullarda in-vitro kosullarda
cogaltilmasi olarak tanimlanir. PCR reaksiyonu 3 ana agsamadan olugmaktadir.
1. Denatiirasyon: DNA’nin zincirlerinin yiiksek sicaklikta birbirinden
ayrilmasi asamast.
2. Hibridizasyon: Sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasi
asamasi.
3. Uzama: Zincirin uzama asamasi.
PCR uygulamasinda yer alan bilesenlerimiz; ¢ogaltilacak olan hedef DNA’y1 igeren
kalip DNA, kalip DNA’nin tamamlayicisi olacak sekilde seg¢ilmis oligoniikleotid

primerler, sicakliga karsi dayanikli olan Taq polimeraz enzimi’dir. Taq polimeraz
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enziminin gorevi DNA molekiillerinin tamamlayict oligoniikleotidleriyle eslenmesine
yardimci olup onlarin uzamasini saglamaktir. Bu uzama isleminin baglatilabilmesi i¢in
kisa DNA dizilerine ihtiya¢ vardir bu dizilere primer denir. Primerler ile baslayan ikinci
ipligin olusumu Taq polimerazin d-NTP (Niikleotid tri fosfatlar)’lar kullanarak uzamasi
ile devam eder. Burada ortamda Mg*? iyonunun varlig1 kofaktor gérevi gdrmektedir.
Mg*? konsantrasyonu onemlidir ¢iinkii az olmasi durumunda yeterli eslesme
saglanamayabilir fazla olmasi halinde ise hatali eslesmeler meydana gelebilir.
Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR); hiicrelerden izole
edilen RNA molekiillerinin retroviriislerden izole edilen Revers transkriptaz enzimi
yardimiyla komplementer DNA (cDNA) sentezini gergeklestirmesi sonucu, gen

ekspresyonu analizlerinin yapilabildigi hizli ve hassas bir yontemdir.

3.8.1. RNA izolasyonu

Sisplatin veya sentezledigimiz bilesiklerin uygulanmadigr A549 hiicreleri kontrol
grubu olarak se¢ilmistir. Deney grubu olan A549 hiicrelerine ise MTT deneyi sonuglarina
gore elde ettigimiz ICso dozlar1 uygulanmis ardindan 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
RNA izolasyonu kit protokoliine gore gerceklestirilmistir.

> Once tripsin-EDTA yardimiyla hiicreler tutunmus oldugu zeminden kaldirilmus
ve besiyeri eklenerek resiispanse edilmis ardindan 15 ml’lik santrifiij tiiptinde
toplanir ve PBS soliisyonu ile yikanmstir.

> Ardindan ayr1 mikrosantrifiij tiiplerine maksimum 1x10° hiicre olacak sekilde
bolinmiistiir. 4°C’de 2000 rcf’de santrifiij edilir ve siipernatant atilir igeride 5
pL’den fazla PBS kalmamasina dikkat edilmistir.

» 100 upL Script RT-gPCR numune hazirlama reaktifi (Sitoplazmik RNA'nin
izolasyonu ve stabilizasyonu i¢in liziz tamponu) eklenmis ve orta siddette 30
saniye vortekslenmistir.

» 15.000 rcf’de 2 dakika santrifiij edilmis ve pellete dokunulmadan siipernatant
dikkatlice toplanmistir kisa siireli duracak ise buz {izerinde uzun siireli ise -20
veya -80’de saklanilmistir.

» PCR'yi Bio-Rad’nin iQ ™ SYBR® Green supermix veya iQ ™ supemix'inde
verilen talimatlara gore gergeklestirilmistir. Bu gergeklestirilirken kendi hiicre
hattimiza uygun olan housekeeping gen olan GADPH secilmistir ve valide edilmis

primerler kullanilmistir. Kullanilan primerler Cizelge 3.1.’de verilmistir.
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» Kendi hiicre tipimize igin etkin RNA miktarint gormek i¢in sonuglar
degerlendirilmis ve IScript RT-qPCR numune hazirlama reaktifi tarafindan
islenebilecek maksimum hiicre konsantrasyonunu belirlemek ig¢in hiicre

konsantrasyonunun loguna kars1 Plot Ct degerleri grafik olarak ¢izilmistir.

Cizelge 3.1. RT-PCR analizinde kullanilan primer prob dizileri

Gen sembolii Sekanslar Primer Uriin
uzunlugu
(bp)
Ppar-gamma CACAAGAACAGATCCAGTGGTTGCAG Forward 101
AATAATAAGGTGGAGATGCAGGCTCC Reverse
Bcl-2 ATGTGTGTGGAGAGCGTCAACC Forward 196
TGAGCAGAGTCTTCAGAGACAGCC Reverse
Bax AGCAAACTGGTGCTCAAGG Forward 93
GCTGAGGCAGGTGAATCG Reverse
CYD1 AATGACCCCGCACGATTT Forward 134
GATTGGAAATGAACTTCACATCT Reverse
Myc TCGGTGGTCTTCCCCTACC Forward 358
CTGCGTAGTTGTGCTGATGT Reverse
Mapkl (ERK) | TCTGGAGCAGTATTACGACCC Forward 134
CTGGCTGGAATCTAGCAGTCT Reverse
pPERK CGGAACCAGACGATGAGACA Forward 127
ACATCCAAATCCCACTGCTT Reverse

3.8.2. Komplementer DNA (c-DNA) sentez safhasi

Gergek zamanli PCR’da kullanilma iizere A549 hiicrelerinden izole edilen
RNA’dan c-DNA sentezlemek amaciyla ters transkriptaz PCR iglemi yapilmistir. Hem
kontrol grubu olan RNA’dan hem de deney grubu RNA’dan cDNA sentezlenmistir
CcDNA sentezi kit protokoliine uygun yapilmistir.

» 0,2 pL’lik niikleaz icermeyen tiipler kullanilmistir.

» Deney grubu igin isaretlenen tiiplere 4 pul 5x iScript reaksiyon karigimi, 1 pL
iScript revers transkriptaz, 7,5 L RNA templati (iginde 1pg RNA olacak sekilde)
ve 7,5 upL niikleaz icermeyen su eklenmistir ve toplam hacim 20 uL’ye

tamamlanmistir.
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» Ardindan tiipler PCR cihazina yerlestirilmis ve 25°C’de 5 dakika, 42°C’de 30
dakika, 85°C’de 5 dakika ve 4°C’ de sonsuz olarak termal profil olusturulmus ve
PCR baslatilmustir.

> Islem bittikten sonra tiipler ger¢ek zamanl kantitatif PCR’da kullanilana kadar -
20°C’de muhafaza edilmistir.

3.8.3. Supermix, Tagman prob ve primerlerin hazirlanmasi

Hazirlama ve sulandirma islemleri supermix, Tagman prob ve primerlerin
protokollerine gore yapilmistir. Supermix hazirlanirken liyofilize pellet seklinde olan
tipe 1 ml sulandirma ¢ozeltisi eklenmis vortekslenerek 2x supermix c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Kullanilana kadar -20 derecede muhafaza edilmistir. Real time PCR
sirasinda ise ekte bulunan primerler final konsantrasyonlar:t 0.5 uM(pmol/ul) olacak

sekilde ayarlanarak ¢alisma tamamlanmistir

3.8.4. Gercek zamanh kantitatif PCR reaksiyonu

PCR reaksiyonu Bio-RAD SsoAdvancedTM Universal SYBR® Green Supermix
kit protokoliine gore yapilmistir. Buradaki SsoAdvancedTM Universal SYBR® Green
Supermix, ger¢ek zamanli herhangi bir PCR cihazinda boya bazli ger¢ek zamanli PCR
i¢in optimize edilmis, 2x konsantre, kullanima hazir bir reaksiyon supermix'idir. Antikor
aracil sicak baslangi¢ Sso7d fiizyon polimeraz, dNTP'ler, MgClz, SYBR® Green I Boya,

arttiricilar, stabilizatorler ve pasif referans boyalarinin bir karigimini igerir.

Cizelge 3.2. RT-PCR reaksiyonu bilesenleri

Bilesen 20 pL reaksiyon basina hacim Final konsantrasyonu
SsoAdvancedTM
Universal 10 uL 1x
SYBR® Green

Supermix (2x)

Forward ve

Reverse Primerler 1 uL 0.5 uM(pmol/ul)
DNA template 7,5 uL 100 ng-100 fg
Niikleaz-free H,O 1,5 uL --

Total Reaksiyon 20 uL --

Hacmi
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SsoAdvancedTM Universal SYBR® Green Supermix ve diger donmus
reaksiyon bilesenlerini oda sicakligina getirilir iyice karistirtlir, tiiplerin
altindaki c¢ozeltileri toplamak icin kisa siire santrifiijlenir muhafaza
edilirken 1siktan korunur ve buz iizerinde saklanir.

Cizelge 3.2.'deki bilgilere gére, DNA sablonu harig tiim gerekli bilesenleri
eklenir, tim qPCR reaksiyonlart igin (buz iizerinde veya oda sicakliginda)
yeterli reaksiyon karigimi hazirlanir.

Homojenligi saglamak ve her bir qPCR tiipiine veya bir gPCR plakasinin
oyuklarina esit kisimlar dagitmak i¢in reaksiyon karisimini iyice karigtirilir.
Testin kesinligini ve dogrulugunu saglamak i¢in 1iyi pipetleme
uygulamasina dikkat edilmelidir.

PCR tiiplerine veya reaksiyon karigimmi iceren kuyucuklara DNA
numuneleri ve niikleaz icermeyen H20) eklenmistir.

Tiipler veya kuyular diiz kapaklarla veya optik olarak seffaf bir filmle
kapatilir ve reaksiyon bilesenlerinin tamamen karismasini saglamak icin 30
saniye veya daha fazla vortekslenir. Hava kabarciklarin1 gidermek ve
reaksiyon karigimini kap altindan toplamak i¢in tiipler ve plaka dondiirtiliir.
Termal dongii protokoliinii Sekil 3.5.°deki gibi ger¢ek zamanli PCR
cihazinda programlanir.

QPCR tiiplerini veya plakasini ger¢ek zamanli PCR'a yiiklenir cihazin ve
PCR calismasini baslatilir ardindan cihaza 6zgii talimatlara gore veri analizi

yapilir.
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4. SONUCLAR VE BULGULAR
4.1. MTT Sonuglari

4.1.1. Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin A549 Hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik
etkisi

A549 hiicrelerine sisplatin ve sentezlenen maddelerin 500, 250, 125, 62.5, 31.25,
15.625, 7.8125, 3.90625, 1.9531 ve 0,9765 mg/mL konsantrasyon araliginda 24 ve 48
saat sliresince inkiibasyona birakilmigtir. Her bir inkiibasyon siiresi sonunda MTT
yontemi ile maddelerin sitotoksik etkileri belirlenmis kontrol ve maddeler ELIZA (Enzim
baglantili immunosorbent yontemi) cihazinda 540 nm dalga boyunda okumas1 yapilarak
sonuglar elde edilmistir. Her bir grubun hesaplamalar1 yapilarak % canlilik degerleri
belirlenmistir.

A549 hiicrelerinde sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin 24 ve 48 saatlik sitotoksik
etki belirlemek i¢in yapilan MTT analizine gore maddelerin ICso ve 1Cso2 degerleri
belirlenmistir. Bu degerler hesaplanirken Microsof Excell grafiksel degerlendirme
kullanilmistir. Deneyler 3 tekrar olarak yaplmistir. Cizelge 3.1°de Sentezlenen
bilesiklerin ve sisplatinin A549 hiicre hatt1 izerindeki 24 ve 48. saatlerdeki 1Cso degerleri

gosterilmistir. Yapilan ¢aligsmalarda pozitif kontrol olarak sisplatin kullanilmstir.

Cizelge 4.1. Sentezlenen bilesiklerin ve sisplatinin A549 hiicre hatti iizerindeki 24 ve 48. saatlerdeki 1Csp

degerleri
A549 hiicresi 24 saat ICso A549 hiicresi 48 saat 1Cso

degeri degeri
Bilesik 1 35,043,0 pg/mL 31,67+0,47 pg/mL
Bilesik 2 18.67 £4,04 ng/mL 7,5+0,41 pg/mL
Bilesik 3 19,67+4,73 pg/mL 19,0+2,94 pg/mL
Bilesik 4 >500 >500
Bilesik 5 >500 >500
Bilesik 6 23,33+4,73 pg/mL 17,5+1,47 pg/mL
Bilesik 7 >500 >500
Bilesik 8 3,83+1,04 ng/mL 6,5+1,78 pg/mL
Bilesik 9 9,87+1,87 ug/mL 4,5+0,41 pg/mL
Bilesik 10 >500 >500
Sisplatin 133,33+12,58 pug/mL 37,67+2,05
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4.1.2. Sentezlenen bilesiklerin CCD19-Lu hiicre hatt1 iizerindeki 24 ve 48 saatlik
sitotoksik etkisi

CCD19-Lu hiicrelerine ssentezlenen maddelerin 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625,
7.8125, 3.90625, 1.9531 ve 0,9765 mg/mL konsantrasyon araliginda 24 ve 48 saat
siiresince inkiibasyona birakilmistir. Her bir inkiibasyon stiresi sonunda MTT yontemi ile
maddelerin sitotoksik etkileri belirlenmis kontrol ve maddeler ELISA (Enzim baglantili
immunosorbent yontemi) cihazinda 540 nm dalga boyunda okumasi yapilarak sonuglar
elde edilmistir. Her bir grubun hesaplamalar1 yapilarak % canlilik degerleri belirlenmistir.

CCD19-Lu hiicrelerinde sentezlenen bilesiklerin 24 ve 48 saatlik sitotoksik etki
belirlemek igin yapilan MTT analizine gore maddelerin 1Cso ve 1Cso2 degerleri
belirlenmistir. Bu degerler hesaplanirken Microsoft excell grafiksel degerlendirme
kullanilmigtir. Deneyler 3 tekrar olarak yapilmistir. Cizelge 3.2°de Sentezlenen
bilesiklerin ve CCD19-Lu hiicre hatt1 lizerindeki 24 ve 48. saatlerdeki ICso degerleri

gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Sentezlenen bilesiklerin ve CCDI19-Lu hiicre hatti iizerindeki 24 ve 48. saatlerdeki 1Cso

degerleri
CCD19-Lu hiicresi 24 saat CCD19-Lu hiicresi 48 saat
ICso degeri 1Cs0 degeri

Bilesik 1 15+5 pg/mL <0,9

Bilesik 2 >500 >500

Bilesik 3 >500 >500

Bilesik 4 22,33+2,52 pg/mL <0,9

Bilesik 5 20,6+6,08 ng/mL <0,9

Bilesik 6 128,5+5,20 pg/mL >500

Bilesik 7 49,67+8,08 pg/mL >500

Bilesik 8 6,37+1,30 pg/mL 16,33+1,25 pg/mL
Bilesik 9 18,3+1,53 pg/mL 30,5+0,71 pg/mL
Bilesik 10 >500 >500
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4.1.3. Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin PANC-1 Hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik
etkisi

A549 hiicrelerine sisplatin ve sentezlenen maddelerin 500, 250, 125, 62.5, 31.25,
15.625, 7.8125, 3.90625, 1.9531 ve 0,9765 mg/mL konsantrasyon araliginda 24 ve 48
saat siiresince inkiibasyona birakilmistir.Her bir inkiibasyon siiresi sonunda MTT
yontemi ile maddelerin sitotoksik etkileri belirlenmis kontrol ve maddeler ELIZA (Enzim
baglantili immunosorbent yontemi) cihazinda 540 nm dalga boyunda okumasi yapilarak
sonuglar elde edilmistir. Her bir grubun hesaplamalar1 yapilarak % canlilik degerleri
belirlenmistir.

AS549 hiicrelerinde sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin 24 ve 48 saatlik sitotoksik
etki belirlemek icin yapilan MTT analizine gore maddelerin ICsg ve 1Cso2 degerleri
belirlenmistir. Bu degerler hesaplanirken Microsoft Excell grafiksel degerlendirme
kullanilmigtir. Deneyler 3 tekrar olarak yapilmistir. Cizelge 4.3’te Sentezlenen
bilesiklerin ve sisplatinin PANC-1 hiicre hatt1 {izerindeki 24 ve 48. saatlerdeki IC50
degerleri gosterilmis olup yapilan ¢alismalarda pozitif kontrol olarak sisplatin
kullanilmastr.

Cizelge 4.3. Sentezlenen bilesiklerin ve sisplatinin PANC-1 hiicre hatti tizerindeki 24 ve 48. saatlerdeki
IC50 degerleri

PANC-1 hiicresi 24 saat ICso PANC-1 hiicresi 48 saat 1Cso

degeri degeri
Bilesik 1 37,33+2,08 pg/mL 31,0£1,73 pg/mL
Bilesik 2 19,67+1,53 pg/mL 8,9+0,36 ng/mL
Bilesik 3 20,67+1,15 pg/mL 14,0+1,73 pg/mL
Bilesik 4 31,0+2,65 pg/mL 17,0+1,0 pg/mL
Bilesik 5 30,33+4,51 pg/mL 17,67+1,53 pg/mL
Bilesik 6 9,67+2,08 ug/mL 12,0£1,0 pg/mL
Bilesik 7 27,04£2,65 ng/mL 16,0 £2,65 pg/mL
Bilesik 8 27,33+£2,31 pg/mL 13,33+1,53 pg/mL
Bilesik 9 24,33+4,04 pg/mL 26,67+6,11 pg/mL
Bilesik 10 14,33+2,08 pg/mL 10,67+0,58 pg/mL
Sisplatin 30,67+3,21 pg/mL 2,17+0,29 ug/mL
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4.1.4. Sentezlenen bilesiklerin Htert-HPNE hiicre hatti iizerindeki 24 ve 48 saatlik
sitotoksik etkisi

Htert-HPNE hiicrelerine sentezlenen maddelerin 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625,
7.8125, 3.90625, 1.9531 ve 0,9765 mg/mL konsantrasyon araliginda 24 ve 48 saat
stiresince inkiibasyona birakilmistir. Her bir inkiibasyon siiresi sonunda MTT yontemi ile
maddelerin sitotoksik etkileri belirlenmis kontrol ve maddeler ELIZA (Enzim baglantili
immunosorbent yontemi) cihazinda 540 nm dalga boyunda okumasi yapilarak sonuglar
elde edilmistir. Her bir grubun hesaplamalar1 yapilarak % canlilik degerleri belirlenmistir.

Htert-HPNE hiicrelerinde sentezlenen bilesiklerin 24 ve 48 saatlik sitotoksik etki
belirlemek i¢in yapilan MTT analizine gore maddelerin ICso ve 1Cso2 degerleri
belirlenmistir. Bu degerler hesaplanirken Microsoft excell grafiksel degerlendirme
kullanilmistir. Deneyler 3 tekrar olarak yaplmistir. Cizelge 3.4.’te Sentezlenen
bilesiklerin ve Htert-HPNE hiicre hatt1 lizerindeki 24 ve 48. saatlerdeki 1Cso degerleri

gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Sentezienen bilesiklerin ve Htert-HPNE hiicre hatti iizerindeki 24 ve 48. saatlerdeki 1Csp

degerleri.
Htert-HPNE hiicresi 24 saat Htert-HPNE hiicresi 48 saat
ICso degeri 1Cs0 degeri

Bilesik 1 22,33+2,58 pg/mL <0,9

Bilesik 2 >500 >500

Bilesik 3 >500 >500

Bilesik 4 14,67+0,58 pg/mL <0,9

Bilesik 5 29,67+2,52 pg/mL <0,9

Bilesik 6 126,0+3,61 ug/mL >500

Bilesik 7 46,33+1,53 pg/mL >500

Bilesik 8 8,2+0,72 pg/mL 16,33+1,25 pg/mL
Bilesik 9 27,67+2,52 pg/mL 30,5+0,71 pg/mL
Bilesik 10 >500 >500
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4.2. Sisplatinin ve Sentezlenen Maddelerin A549 ve Panc-1 Hiicrelerinde Apoptotik

Etkilerinin Akim Sitometri Yontemi ile Degerlendirilmesi

4.2.1. Akim sitometri’de Annexin-V FITC-PI yontemi ile apoptotik etkinin

degerlendirilmesi

4.2.1.1. A549 hiicrelerindeki 24 saatlik apoptotik etkilerin degerlendirilmesi
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Sekil 4.1. Sisplatin ve sentezlenen maddelerin A549 hiicreleri iizerinde 24. Saatteki apoptotik
etkileri. 4) Hiicre popiilasyonu icerisinde se¢ilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICsove |Csop2
D) Sentezlenen bilesikler ICsove 1Cso2

(Q1= Nekroz Q2= Geg¢ apoptoz Q3= Canlilik Q4= Erken apoptoz)
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Sekil 4.1. Sisplatin ve sentezlenen maddelerin A549 hiicreleri iizerinde 24. Saatteki apoptotik
etkileri. A) Hiicre popiilasyonu icerisinde se¢ilen ana kapit B) Kontrol C) Sisplatin ICsove 1Cso2
D) Sentezlenen bilesikler 1Csove 1Csop2

(Q1= Nekroz Q2= Geg¢ apoptoz Q3= Canlilik Q4= Erken apoptoz)
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Cizelge 4.5 A549 hiicrelerinin 24. Saatteki % canlilik degerleri, Annexin v-fitc

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

A549 24. Saat Q1 (%) Q2(%) Q3 (%) Q4 (%)
Kontrol 0,6 9,2 86,0 4,2

Cizelge 4.6. Sisplatinin A549 hiicreleri iizerindeki 24. Saatteki % canlilik degerleri, Annexin v-fitc

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

A549 24. Saat Q1 (%) Q2(%) Q3 (%) Q4 (%)
Sisplatin ICso 38 27,3 238 451
Sisplatin ICsor 7.2 24,1 41,8 26,8

Cizelge 4.7.Sentezlenen bilesiklerin A549 hiicreleri tizerindeki 24. Saatteki % canlilik degerleri, Annexin

v-fitc

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

A549 24. Saat Q1 (%) Q2(%) Q3 (%) Q4 (%)
Bilesik 2.s0 45 23,9 24.1 475
Bilesik 2.cs02 3.2 255 382 335
Bilesik 3.cs0 36 356 9.8 51,1
Bilesik 3.cs02 6,9 34,2 29,4 295
Bilesik 6.0 57 342 18,00 42,00
Bilesik 6.cs02 8,0 387 24.4 28,9
Bilesik 8.cs0 9,9 22,6 42,6 24.8
Bilesik 8.cs02 2.1 231 479 26,8
Bilesik 9ics0 3.1 242 24.3 48,4
Bilesik 9502 40 327 29,8 335
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4.2.1.2. A549 hiicrelerindeki 48 saatlik apoptotik etkilerin degerlendirilmesi
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Sekil 4.2. Sisplatin ve sentezlenen maddelerin A549 hiicreleri tizerinde 24. Saatteki apoptotik
etkileri. A) Hiicre popiilasyonu igerisinde secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICso Ve
1Cs02 D) Sentezlenen bilesikler ICsove 1Cso2
(Q1= Nekroz Q2= Ge¢ apoptoz Q3= Canlilik Q4= Erken apoptoz)
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Sekil 4.2.Sisplatin ve sentezlenen maddelerin A549 hiicreleri tizerinde 48. Saatteki apoptotik
etkileri. 4) Hiicre popiilasyonu icerisinde segilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICsove 1Csop
D) Sentezlenen bilesikler ICsove 1Cso2

(Q1= Nekroz Q2= Geg¢ apoptoz Q3= Canlilik Q4= Erken apoptoz)
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Cizelge 4.8. 4549 hiicrelerinin 48. Saatteki % canlilik degerleri, Annexin v-fitc

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

A54948.Saat | QL (%) Q2(%) Q3 (%) Q4 (%)
Kontrol 0,4 08 95,00 38

Cizelge 4.9. Sisplatinin 4549 hiicreleri tizerindeki 48. Saatteki % canllik degerleri, Annexin v-fitc

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

Ab549 48. Saat Q1 (%) Q2(%) Q3 (%) Q4 (%)
Sisplatin 1Cso 0 1,2 28,9 69,9
Sisplatin 1Csor2 0 0,8 30,7 68,7

Cizelge 4.10 Sentezlenen bilesiklerin A549 hiicreleri iizerindeki 48. Saatteki % canlilik degerleri, Annexin

v-fitc

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

Ab549 48. Saat Q1 (%) Q2(%) Q3 (%) Q4 (%)
Bilesik 2.cs0 20,5 0,4 78,9 0,2
Bilesik 2.c502 15,4 1,8 81,1 1,7
Bilesik 3.cs0 0,3 31 49,8 46,8
Bilesik 3.c502 10,3 2,9 82,1 4,7
Bilesik 6.cs0 13,2 2,2 81,9 2,7
Bilesik 6.c50/2 0 0,7 57,1 42,2
Bilesik 8.cs0 14,5 1,0 83,00 15
Bilesik 8.c502 0,1 0,4 37,4 62,4
Bilesik 9ic50 16,3 1,2 79,7 2,9
Bilesik 9.c502 0,9 1,2 95,5 2,4

Cizelge 4.5., 4.6., 4.7. ‘de belirtilen sonuglara gore sisplatin ve sentezlenen
bilesikler in A549 hiicreleri lizerindeki 24. Saatteki erken apoptotik etkisinin uygulanan
her iki konsantrasyon igin de kontrol grubuna gore arttig1 gézlemlenmistir. 24. saatteki
kontrol grubunun erken apoptozu %4,2 ge¢ apoptoz miktari ise %9,2’dir.

Sisplatin’in ICso Ve 1Cso2 dozlarinin 24. Saatteki erken apoptoz miktari sirasiyla
%45,1 %?26,8 ve gec apoptoz miktarlart sirasiyla %27,3 %24,1°dir. Sentezlenen

bilesiklerin apoptoz oranlar ise tabloda goriildiigli gibidir.
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Cizelge 4.8., 4.9., 4.10.de belirtildigi gibi sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin
A549 hiicreleri lizerindeki 48. Saatteki erken apoptotik etkisi kontrol grubuna gore
uygulanan her iki konsantrasyon igin de arttig1 gozlemlenmistir.48 saatteki kontrol grubu
icin erken apotoz oran1 %3,8 ge¢ apoptoz orani ise %0,8 olarak goriilmiistiir.

Sisplatinin ise ICso ve 1Csor2 dozlarinin 48.saatteki apoptoz miktarlar1 sirasi ise

%69,9 ve 68,7 olarak saptanmustir.

4.2.1.3. Panc-1 hiicrelerindeki 24 saatlik apoptotik etkilerin degerlendirilmesi.
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Sekil 4.3. Sisplatin ve sentezlenen maddelerin Panc-1 hiicreleri iizerinde 24. Saatteki apoptotik
etkileri. 4) Hiicre popiilasyonu icerisinde secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin ICsove |Csop2
D) Sentezlenen bilesikler ICsoVve ICsop2

(Q1= Nekroz Q2= Geg¢ apoptoz Q3= Canlilik Q4= Erken apoptoz)
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Sekil 4.3. (Devam) Sisplatin ve sentezlenen maddelerin A549 hiicreleri tizerinde 24. Saatteki
apoptotik etkileri. 4) Hiicre popiilasyonu icerisinde secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin
ICso ve ICsoi2 D) Sentezlenen bilesikler 1Csqo ve 1Csop

(Q1= Nekroz Q2= Geg¢ apoptoz Q3= Canlilik Q4= Erken apoptoz)
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Cizelge 4.11. Panc-! hiicrelerinin 24. Saatteki % canlilik degerleri

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

Panc-1 24. Saat

Q1 (%)

Q2(%)

Q3 (%)

Q4 (%)

Kontrol

4,0

3,8

90,2

2,0

Cizelge 4.12. Sisplatinin Panc-1 hiicreleri tizerindeki 24. Saatteki % canlilik degerleri,

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

Panc-124. Saat | Q1 (%) Q2(%) Q3 (%) Q4 (%)
Sisplatin 1Cso 79 4,6 86,1 1,4
Sisplatin 1Csorz 12,3 6,1 79,9 1,8

Cizelge 4.13. Sentezilenen bilesiklerin Panc-1 hiicreleri iizerindeki 24. Saatteki % canlilik degerleri

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

Panc-1 24. Saat Q1 (%) Q2(%) Q3 (%) Q4 (%)

Bilesik 2.cs0 8,6 11,3 77,3 2,7
Bilesik 2ics02 2,7 2,8 93,4 1,1
Bilesik 3.cs0 8,7 6,3 83,4 1,6
Bilesik 3.cs02 53 3,8 89,5 1,8
Bilesik 6:cs0 10,3 5,6 82,7 1,3
Bilesik 6:cs02 7,2 4,2 87,5 11
Bilesik 7.cs0 10,3 8,3 79,6 2,0
Bilesik 7.cs02 8,7 4,2 85,9 1,2
Bilesik 10.cs0 7,4 6,2 83,3 3,2
Bilesik 10:cs02 13,8 8,2 76,3 1,2
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4.2.1.4. Panc-1 hiicrelerindeki 48 saatlik apoptotik etkilerinin degerlendirilmesi
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Sekil 4.4. Sisplatin ve sentezlenen maddelerin Panc-1 hiicreleri iizerinde 48. Saatteki apoptotik
etkileri. A) Hiicre popiilasyonu igerisinde segilen ana kapt B) Kontrol C) Sisplatin ICso Ve
1Cs012 D) Sentezlenen bilesikler ICsq ve 1Csop

(Q1= Nekroz Q2= Geg¢ apoptoz Q3= Canliltk Q4= Erken apoptoz)
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Sekil 4.4. Sisplatin ve sentezlenen maddelerin Panc-1 hiicreleri iizerinde 48. Saatteki apoptotik
etkileri. 4) Hiicre popiilasyonu icerisinde secilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin 1Csove |Csop2
D) Sentezlenen bilesikler ICsove 1Csop

(Q1= Nekroz Q2= Ge¢ apoptoz Q3= Canlilik Q4= Erken apoptoz)
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Cizelge 4.14. Panc-1 hiicrelerinin 48. Saatteki % canlilik degerleri

(Q1= Nekroz Q2= Geg¢ apoptoz Q3= Canlilik Q4= Erken apoptoz)
Ab49 48. Saat Q1 (%) Q2(%) Q3 (%) Q4 (%)
Kontrol 11 1,0 96,9 1,0

Cizelge 4.15 Sisplatinin Panc-1 hiicreleri iizerindeki 48. Saatteki % canlilik degerleri

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

Panc-1 48. Saat Q1 (%) Q2(%) Q3 (%) Q4 (%)
Sisplatin 1Cso 1,8 6,2 84,9 7,9
Sisplatin 1Csor2 3,4 7,1 83,6 59

Cizelge 4.16. Sentezilenen bilesiklerin Panc-1hiicreleri iizerindeki 48. Saatteki % canlilik degerleri

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

Panc-1 48. Saat Q1 (%) Q2(%) Q3 (%) Q4 (%)
Bilesik 2.cs0 2,3 8,5 80,3 8,8
Bilesik 2.c502 1,7 7,0 83,5 7,8
Bilesik 3ics0 2,5 7,1 83,8 6,7
Bilesik 3.c502 3,8 4,2 89,5 2,6
Bilesik 6ics0 31 7,0 83,5 4,6
Bilesik 6ic50/2 3,2 4,9 88,1 3,9
Bilesik 7ics0 4,0 16,9 63,7 15,4
Bilesik 7.cs02 1,8 7,0 85,7 6,0
Bilesik 10.cs0 1,2 6,1 86,3 6,4
Bilesik 10.cs02 1,3 6,8 83,8 8,1

Cizelge 4.11., 4.12., 4.13. de belirtilen sonuclara gore 24. saatteki kontrol grubu
i¢in erken apoptoz orani %2,0 ge¢ apoptoz oran1 %3,8 olarak saptanmustir. Sisplatinin ise
24. Saatteki gec apoptoz oranlart sirasi ile 1Cso ve 1Cso2 dozlart igin %4,6 ve %6,1 olarak
saptanmistir.

Cizelge 4.14., 4.15., 4.16.” de belirtilen sonuglara gore sisplatinin 1Csp dozundaki
erken ve ge¢ apoptoz orani sirasiyla %7,9 ve %6,2 olarak belirlenmistir. ICso/2 dozundaki

erken ve gec¢ apoptoz oranlari ise sirasiyla %5,9 ve %7,1 olarak belirlenmistir.
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4.2.2. Flow sitometri’de JC-1 yontemi ile mitokondriyal membran aktivitesinin

degerlendirilmesi

4.2.2.1. A549 hiicrelerindeki 24 saatlik mitokondriyal membran aktivitesinin

etkilerinin degerlendirilmesi
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Sekil 4.5. Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin A549 hiicreleri iizerindeki 24. Saatteki
mitokondriyal membran etkileri. A) Hiicre popiilasyonu icerisinde se¢ilen ana kapi B) Kontrol
C) Sisplatin ICso ve ICsor2 D) Sentezlenen bilesikler ICsove 1Csop2

(P1=Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P2= Mitokondriyel aktivite gésteren canlilik)
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Sekil 4.5. (Devam) Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin A549 hiicreleri tizerindeki 24. Saatteki
mitokondriyal membran etkileri. A) Hiicre popiilasyonu icerisinde segilen ana kapi B) Kontrol
C) Sisplatin ICsove ICso2 D) Sentezlenen bilesikiler 1Cso Ve 1Csop2

(P1=Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P2= Mitokondriyel aktivite gésteren canlilik)
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Cizelge 4.17. Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin A549 hiicreleri iizerindeki 24 saatteki % canlilik

degerleri

(P1=Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P2= Mitokondriyel aktivite gdsteren canlilik)

A549 24 saat P1 (%) P2 (%)
Kontrol 95 5
Sisplatin 1Cso 68,9 31,0
Sisplatin 1Cso2 87,5 12,3
Bilesik 2.c50 99,7 0,2
Bilesik 2.c502 90,1 9,0
Bilesik 3.c50 99,8 0,2
Bilesik 3.cs02 99,4 0,6
Bilesik 6.cs0 96,9 2,0
Bilesik 6.c5012 94,3 5,6
Bilesik 8.cs0 86,1 13,2
Bilesik 8.c502 83,5 16,5
Bilesik 9.cs0 83,5 16,5
Bilesik 9:c502 85,9 13,6
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4.2.2.2. A549 hiicrelerindeki 48 saatlik mitokondriyal membran aktivitesinin

etkilerinin degerlendirilmesi
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Sekil 4.6. Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin A549 hiicreleri iizerindeki 48. Saatteki
mitokondriyal membran etkileri. A) Hiicre popiilasyonu icerisinde se¢ilen ana kapi B) Kontrol
C) Sisplatin ICsove ICsor2 D) Sentezlenen bilesikler ICso Ve 1Csor

(P1=Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P2= Mitokondriyel aktivite gosteren canlilik)
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Sekil 4.6.(Devam) Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin A549 hiicreleri iizerindeki 48. Saatteki
mitokondriyal membran etkileri. 4) Hiicre popiilasyonu icerisinde se¢ilen ana kapr B) Kontrol
C) Sisplatin ICsove ICso2 D) Sentezlenen bilesikler ICsove 1Csop

(P1=Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P2= Mitokondriyel aktivite gosteren canlilik)
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Cizelge 4.18.Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin A549 hiicreleri iizerindeki 48 saatteki % canlilik degerleri

(P1=Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P2= Mitokondriyel aktivite gdsteren canlilik)

Ab549 48.saat P1 (%) P2 (%)
Kontrol 98,7 1,3
Sisplatin 1Cso 61,9 40,7
Sisplatin 1Cso2 75,7 25,7
Bilesik 2.c50 62,7 39,2
Bilesik 2.c502 73,0 29,0
Bilesik 3.c50 73,6 29,2
Bilesik 3.cs02 80,6 20,8
Bilesik 6.c50 70,0 31,6
Bilesik 6.c502 75,7 26,8
Bilesik 8.cs0 81,2 21,00
Bilesik 8.c502 79,5 22
Bilesik 9.cs0 76,2 25,8
Bilesik 9:c502 83,6 17,7
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4.2.2.3. PANC-1 hiicrelerindeki 24 saatlik mitokondriyal membran aktivitesinin

etkilerinin degerlendirilmesi
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Sekil 4.7. Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin Panc-1 hiicreleri iizerindeki 24. Saatteki
mitokondriyal membran etkileri. 4) Hiicre popiilasyonu icerisinde segilen ana kapi B) Kontrol
C) Sisplatin ICsove ICso2 D) Sentezienen bilesikler ICsove 1Csop

(P1=Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P2= Mitokondriyel aktivite gisteren canlilik)
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Sekil 4.7.(Devam) Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin Panc-1 hiicreleri iizerindeki 24.
Saatteki mitokondriyal membran etkileri. A) Hiicre popiilasyonu icerisinde segilen ana kapi B)
Kontrol C) Sisplatin 1Csove ICsor2 D) Sentezlenen bilesikler ICso ve 1Csop

(P1=Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P2= Mitokondriya/ aktivite gosteren

canlilik)
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Cizelge 4.19. Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin Panc-1 hiicreleri iizerindeki 24. Saatteki % canlilik

degerleri

(P1=Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P2= Mitokondriyel aktivite gosteren canlilik)

Panc-1 24.saat P1 (%) P2 (%)
Kontrol 95 5
Sisplatin 1Cso 41,8 57,3
Sisplatin 1Cso2 26,2 74,0
Bilesik 2.cs0 92,0 8,4
Bilesik 2.c502 60,4 41,0
Bilesik 3.cs0 94,5 4,6
Bilesik 3.c502 88,7 8,1
Bilesik 6.cs0 95,3 3,8
Bilesik 6.c502 53,6 47,4
Bilesik 7.cs0 25,8 74,8
Bilesik 7.c502 34,3 66,2
Bilesik 10.cs0 82,5 18,3
Bilesik 10.cs02 62,2 39,6
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4.2.2.4. PANC-1 hiicrelerindeki 48 saatlik mitokondriyal membran aktivitesinin

etkilerinin degerlendirilmesi

Panc- 1 Kontrol Pane-1 Kontrol
iy
': o
< 55 s T
o7 =
" e
s 0=
=] o
# "5
A g0 o i we w0 | B i w ot aw®
Foo-4 e 100) JC-1 FITC-A

Pane-1 Sisplatin IC30/2

Panec-1 Sizplatin IC50
p P

1

1
1

b
]
JE-1 FE-A

w?
w?

JC-1 PE-A

e
i

!

i i n* 1w w w* n®
JC-1 FITC-A JC-1 FITC-A

o}

Pane-1 Bilesilz 2 TC51

Pane-1 Bilesilk 2 IC5002
P L : .

P

1
1

JC-1PE-A

1w’

JG-1 FE-A

1w’

e
e

10 1 i w* (| w w*
JC-1 FITC-A JC-1 FITC-A

)

Sekil 4.8. Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin Panc-1 hiicreleri iizerindeki 48. Saatteki
mitokondriyal membran etkileri. 4) Hiicre popiilasyonu icerisinde segilen ana kapt B) Kontrol
C) Sisplatin IC50 ve IC50/2 D) Sentezlenen bilesikler IC50 ve IC50/2

(P1=Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P2= Mitokondriyel aktivite gdsteren canlilik)
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Sekil 4.8. (Devam) Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin Panc-1 hiicreleri iizerindeki 48.
Saatteki mitokondriyal membran etkileri. A) Hiicre popiilasyonu igerisinde segilen ana kapi B)
Kontrol C) Sisplatin ICsove 1Csor2 D) Sentezlenen bilesikler 1Csove 1Csop

(P1=Mitokondriyal aktivite géstermeyen canlilik, P2= Mitokondriyel aktivite gésteren canlilik
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Cizelge 4.20. Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin Panc-1 hiicreleri iizerindeki 48. saatteki % canlilik

degerleri

(P1=Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P2= Mitokondriyel aktivite gdsteren canlilik)

Panc-1 48.saat P1 (%) P2 (%)
Kontrol 95,6 3,8
Sisplatin 1Cso 43,4 56,6
Sisplatin 1Cso2 36,0 63,0
Bilesik 2.c50 54,6 45,9
Bilesik 2.c502 37,1 63,0
Bilesik 3.c50 77,6 23,2
Bilesik 3.cs02 59,5 41,7
Bilesik 6.cs0 48,3 52,1
Bilesik 6.c5012 68,8 31,9
Bilesik 7.cs0 75,7 24,8
Bilesik 7.c502 70,7 29,8
Bilesik 10.cs0 90,8 9,1
Bilesik 10.cs02 72,4 28,1
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4.2.3. Flow sitometride kaspaz-3 yontemi ile mitokondriyal membran aktivitesinin

degerlendirilmesi

4.2.3.1. A549 hiicrelerindeki 24 saatlik kaspaz-3 aktivitesinin degerlendirilmesi
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Sekil 4.9. Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin A549 hiicreleri tizerinde 24. Saatteki kaspaz-3
aktivasyonunun etkileri. A) Hiicre popiilasyonu igerisinde se¢ilen ana kapt B) Kontrol C)
Sisplatin IC50 ve IC50/2 D) Sentezlenen bilesikler IC50 ve IC50/2

(P2= Negatif kaspaz-3 aktivasyonu gosteren canlilik, PA=Pozitif kaspaz-3 aktivasyonu)

76



A348 Bilegl: 3 IC30 AS545 Bilegile 3 IC302

D 1o 10 w* in® D 1o T w* in®
CASPASE 3 FITC-A CASPASE 3 FIMC-A

A48 Bilegile 6 IC30 A 546 Bilesile 6 IC3002

D 1 i " w* D 1* i w* w®
CASPASE 3 FITC-A CASPASE 3 FITC-A

A549 Bilagil § IC50

D 1 1 iy in® D 1o 10 w* in®
CASPASE 3 FITC-A CASPASE 3 FITC-A

A548 Bilagik 3 IC30 A 349 Bilesilc & IC50/2

16 s it n* D n? n? n* n®
]] CASPASE 3FIMC-A CASPASE 3 FITC-A

Sekil 4.9. (Devam) Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin A549 hiicreleri tizerinde 24. Saatteki
kaspaz-3 aktivasyonunun etkileri. 4) Hiicre popiilasyonu igerisinde se¢ilen ana kapi B) Kontrol
C) Sisplatin IC50 ve IC50/2 D) Sentezlenen bilesikler IC50 ve IC50/2

(P2= Negatif kaspaz-3 aktivasyonu gosteren canlilik, PA=Pozitif kaspaz-3 aktivasyonu)
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Cizelge 4.21. Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin A549 hiicreleri iizerindeki 24. saatteki kaspaz-3

aktivasyonunun % canlilik degerleri

(P2=Negatif kaspaz-3 aktivasyonu, P4= Pozitif kaspaz-3 aktivasyonu gosteren canlilik)

A549 24 saat P2(%) P4 (%)
Kontrol 98,8 11
Sisplatin 1Cso 56,3 41,9
Sisplatin 1Cso2 74,4 24,8
Bilesik 2ic50 74,2 24,0
Bilesik 2.c502 86,6 12,6
Bilesik 3.c50 68,7 29,2
Bilesik 3.cs02 88,8 10,4
Bilesik 6.cs0 75,00 23,5
Bilesik 6.c5012 82,9 16,0
Bilesik 8.cs0 77,3 21,1
Bilesik 8.c502 66,4 31,7
Bilesik 9.cs0 73,2 25,5
Bilesik 9:c502 68,2 29,5
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4.2.3.2. A549 hiicrelerindeki 48 saatlik Kaspaz-3 aktivitesinin degerlendirilmesi
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Sekil 4.10. Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin A549 hiicreleri iizerinde 48. Saatteki kaspaz-3
aktivasyonunun etkileri. A) Hiicre popiilasyonu igerisinde segilen ana kapt B) Kontrol C)
Sisplatin IC50 ve IC50/2 D) Sentezlenen bilesikier IC50 ve IC50/2

((P2= Negatif kaspaz-3 aktivasyonu gosteren canliltk, P4=Pozitif kaspaz-3 aktivasyonu)
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Sekil 4.10. (Devam) Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin A549 hiicreleri iizerinde 48. Saatteki
kaspaz-3 aktivasyonunun etkileri. A) Hiicre popiilasyonu igerisinde segilen ana kapt B) Kontrol
C) Sisplatin IC50 ve IC50/2 D) Sentezlenen bilesikler IC50 ve IC50/2

(P2= Negatif kaspaz-3 aktivasyonu gosteren canlilik, PA=Pozitif kaspaz-3 aktivasyonu)
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Cizelge 4.22. Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin A549 hiicreleri iizerindeki 48. saatteki Kaspaz-3

aktivasyonunun % canlilik degerleri

(P2=Negatif kaspaz-3 aktivasyonu, P4= Pozitif kaspaz-3 aktivasyonu gosteren canlilik)

Ab549 48.saat P2(%) P4 (%)
Kontrol 98,7 1,3
Sisplatin 1Cso 61,9 40,7
Sisplatin 1Cso2 75,7 25,7
Bilesik 2.c50 62,7 39,2
Bilesik 2.c502 73,0 29,0
Bilesik 3.c50 73,6 29,2
Bilesik 3.cs02 80,6 20,8
Bilesik 6.cs0 70,0 31,6
Bilesik 6.c5012 75,7 26,8
Bilesik 8.cs0 81,2 21,00
Bilesik 8.c502 79,5 22
Bilesik 9.cs0 76,2 25,8
Bilesik 9:c502 83,6 17,7
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4.2.3.3. PANC-1 hiicrelerindeki 24 saatlik Kaspaz-3 aktivitesinin degerlendirilmesi

FAMC-1-Konlral PANC-1-Konlral

A © o wom | op 1 0 n* n*
FEC-A & 1,000) CASPASE 3PE-A

PAMNC-1-Sisplatin ICS02

C 10 in* in® C in* in? i in®
CASPASE 3PE-A CAEPASE 3 PE-A

PAMC-1-Bilesik 2 IC50

10 10 n* i i’ i i
D D
CASPASE 3PE-A CAEPASE 3 PE-A

Sekil 4.11. Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin Panc-1 hiicreleri tizerinde 24. Saatteki kaspaz-
3 aktivasyonunun etkileri. A) Hiicre popiilasyonu i¢erisinde segilen ana kapt B) Kontrol C)
Sisplatin IC50 ve IC50/2 D) Sentezlenen bilesikler IC50 ve IC50/2

(P2= Negatif kaspaz-3 aktivasyonu gosteren canlilik, PA=Pozitif kaspaz-3 aktivasyonu)
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CASPASE 3PE-A CASPASE 3PE-A
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CASPASE 3PE-A CASPASE 3 PE-A

Sekil 4.11. (Devam) Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin Panc-1 hiicreleri iizerinde 24.
Saatteki kaspaz-3 aktivasyonunun etkileri. A) Hiicre popiilasyonu icerisinde secilen ana kapi
B) Kontrol C) Sisplatin IC50 ve IC50/2 D) Sentezlenen bilesikler IC50 ve IC50/2

(P2= Negatif kaspaz-3 aktivasyonu gosteren canlilik, PA=Pozitif kaspaz-3 aktivasyonu)
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Cizelge 4.23. Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin Panc-1 hiicreleri iizerindeki 24. saatteki Kaspaz-3

aktivasyonunun % canlilik degerleri

(P2=Negatif kaspaz-3 aktivasyonu, P4= Pozitif kaspaz-3 aktivasyonu gosteren canlilik)

Panc-1 24. saat P2(%) P3 (%)
Kontrol 99,7 0,4
Sisplatin 1Cso 55,3 45,8
Sisplatin 1Cso2 66,2 35,1
Bilesik 2.c50 90,9 9,2
Bilesik 2.c502 78,9 21,3
Bilesik 3.c50 84,0 16,2
Bilesik 3.cs02 51,6 48,8
Bilesik 6.cs0 88,3 11,8
Bilesik 6.c5012 60,5 39,8
Bilesik 7.cs0 55,6 45,0
Bilesik 7.c502 76,2 24,4
Bilesik 10.cs0 76,3 23,9
Bilesik 10.cs02 58,3 42,2
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4.2.3.4. PANC-1 hiicrelerindeki 48 saatlik Kaspaz-3 aktivitesinin degerlendirilmesi

PANC-1-Konlral

PAMC-1-kontrol

A © o o | oo in* 10’ Ty n®
F3C-A (& 1,000) CASPASE 3 FE-A

PANC-1-Sigplalin ICS0 PAMNC-1-Sisplatin ICS002

P2

i 1w i il i* in? ig" in®
C C
CASPASE 3 PE-A CASPASE 3 FE-A

x

PAMC-1-Bilesik 2 IC50 PAMC-1-Bilegil: 2 IC50°2

A

D 0 w w* n® D -- i . m; lin w*
CASPASE 3PE-A CAEPASE 3 FE-A

Sekil 4.12. Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin Panc-1 hiicreleri iizerinde 48. Saatteki Kaspaz-3
aktivasyonunun etkileri. A) Hiicre popiilasyonu icerisinde segilen ana kapt B) Kontrol C) Sisplatin IC50
ve IC50/2 D) Sentezlenen bilesikler IC50 ve IC50/2

(P2= Negatif kaspaz-3 aktivasyonu gosteren canlilik, PA=Pozitif kaspaz-3 aktivasyonu)
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Sekil 4.12. (Devam) Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin Panc-1 hiicreleri iizerinde 48. Saatteki Kaspaz-
3 aktivasyonunun etkileri. A) Hiicre popiilasyonu icerisinde segilen ana kapi B) Kontrol C) Sisplatin IC50
ve IC50/2 D) Sentezlenen bilesikler IC50 ve IC50/2

(P2= Negatif kaspaz-3 aktivasyonu gosteren canlilik, P4=Pozitif kaspaz-3 aktivasyonu)
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Cizelge 4.24. Sisplatin ve sentezlenen bilesiklerin Panc-1 hiicreleri iizerindeki 48. saatteki Kaspaz-3

aktivasyonunun % canlilik degerleri

(P2=Negatif kaspaz-3 aktivasyonu, P4= Pozitif kaspaz-3 aktivasyonu gosteren canlilik)

Panc-1 48. saat P2(%) P3 (%)
Kontrol 95,3 3,0
Sisplatin 1Cso 24,4 74,6
Sisplatin 1Cso2 75,3 20,5
Bilesik 2ic50 26,9 66,5
Bilesik 2.c502 44,0 56,0
Bilesik 3.c50 38,0 62,0
Bilesik 3.cs02 26,8 74,0
Bilesik 6.cs0 73,6 26,4
Bilesik 6.c5012 32,0 68,0
Bilesik 7.cs0 67,3 31,9
Bilesik 7.c502 53,9 45,8
Bilesik 10.cs0 76,6 23,0
Bilesik 10.cs02 48,8 50,2
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4.3. RT-PCR (Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu) analiz sonuglari

A549 hiicrelerinde eksprese oldugu PPAR-gama, Bcl-2, Bax, CYD1, cMYC, ERK,

PERK genlerinin ve GADPH house keeping geninin bilesik 2, 3, 6, 8’in ve pozitif kontrol

olarak kullandigimiz sisplatinin MTT deneyi sonucu bulunan ICso degerleri hiicreler

uygulanmis ve 24 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda RT-PCR analizi yapilmistir. Bu

analiz sonucunda kontrol 1 olarak ifade edilmis buna gore bilesiklerin ve sisplatinin

PPAR-gama, Bcl-2, Bax, CYD1, cMYC, ERK, pERK genlerinin ifade diizeyleri 1’in

tizerinden kat degisimi olarak hesaplanmistir.1’in lizerindeki degerler over eksprese

altindaki degerler ise down ekprese olarak belirlenmistir. Kat degisimi degerleri Cizelge

4.25 te verilmistir.

Cizelge 4.25. PPAR-gama, Bcl-2, Bax, CYD1, cMYC, ERK, pERK genlerinin kat degisimi degerleri

CYD1 cMYC ERK BCL2 BAX pERK PPARG
Bilesik 2 0,639493 | 0,163799 | 0,76313 0,602904 | 2,386671 | 1,125058 | 0,41466
Bilesik 6 3,363586 | 3,271608 | 1,035265 | 0,604997 | 2,540302 | 1,500039 | 0,882703
Bilesik 8 3,986161 | 2,770219 | 1,385109 | 0,835088 | 2,514027 | 2,703822 | 0,650671
Bilesik 9 1,647182 0,852635 | 0,765779 0,726986 | 7,260153 0,664343 1,180993
Sisplatin 0,582367 0,532185 | 0,272627 0,222211 | 1,717131 0,297302 0,290176
Kontrol 1 1 1 1 1 1 1
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5. TARTISMA

Sisplatin kanser tedavisinde kullanilan en iyi bilinen antikanser ilaglardan biridir.
Ancak bulanti-kusma, nefrotoksisite ve genotoksisite gibi yan etkilere sahiptir ve bu yan
etkiler hastanin tedaviye uyuncunu zorlastirmakta, kombine preparatlar kullanimini
zorunlu kilmakta dolayisiyla tedavi slirecini olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle kanserli
hiicrelere kars1 daha spesifik ve daha az toksik etkiye sahip yeni antikanser ilaglara ihtiyag
duyulmaktadir (Kumar ve vd., 2012).

Bu tez ¢alismasinda; A549-insan akciger karsinoma epitelyal hiicre hatt1 ve Panc-1
insan pankreas karsinoma hiicre hatt1 iizerinde pozitif kontrol olarak Sisplatin baz
alinarak sentezledigimiz yeni tiyazol tiirevi bilesiklerin sitotoksik, apoptotik ve gen
ekspresyon etkileri degerlendirilmistir. Bilesiklerin MTT deneyi ile A549, PANC-1
(kanser hiicre hatlart) ve CCD-19lu ve hTERT-HPNE (normal hiicre hatlar1) hiicrelerine
kars1 sitotoksisiteleri belirlenmis ve onemli sitotoksik etki gosteren bilesiklerin; akim
sitometrisi yontemleri ile apoptotik etkileri saptanmis ardindan apoptotik ve hiicre
proliferasyonununda rol alan genler lizerindeki etkileri degerlendirilmistir.

A549, Panc-1, CCD-19Lu ve hTERT-HPNE hiicreleri iizerinde Sisplatin ve
sentezlenen 10 yeni tiyazol tiirevi bilesiklerimizin MTT yontemi kullanilarak zaman ve
konsantrasyona bagli sitotoksik etkileri belirlenmistir. Konsantrasyonlar 500, 250, 125,
62.5, 31.25, 15.625, 7.8125, 3.90625, 1.9531 ve 0,9765 pg/mL olarak segilmis ve bu
konsantasyonlarin 24 ve 48 saatlik etkileri gozlenmistir. Her bir bilesigin kontrol grubuna
gore % canlilik degeri hesaplanmistir. CCD-19Lu ve hTERT-HPNE hiicre hatlar1 saglik
hiicre hatlar1 olmasi sebebiyle ilaglarin sitotoksik etkilerini belirlemek amaci ile
secilmistir.

2018 yilinda Yurttas L. ve arkadaslart bir ¢alismada yeni tiyazol tiirevleri
sentezlemis ve bunlarin A549 ve C6 glioma hiicreleri {lizerindeki apoptotik etkilerini
degerlendirmislerdir bu ¢alismada Sisplatinin A549 hiicreleri tizerindeki 24. Saatteki ICso
degeri 566 um olarak belirtilmistir ve MTT sonucuna gore en aktif olan bilesigin 1Cso
degeri 37 um olarak belirlenmistir. Bizim ¢calismamizda, A549 hiicreleri ile yapilan MTT
analizi sonucunda, Bilesik 4, 5, 7 ve 10’un ICso degerininin ¢alistigimiz maksimum
konsantrasyon olan 500 pg/mL’den biiyiik oldugu belirlenmistir. Sisplatin, Bilesik 1, 2,
6 ve 9 un hem konsantrasyon artigina bagl olarak hem de zaman artigina bagl olarak
hiicre proliferasyonunu azalttig1 goriilmiistiir. Bilesik 3’iin konsantrasyona artisina baglh

olarak sitotoksik etkisinin arttigi ancak zamana bagli olarak o6nemli bir degisiklik
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gostermedigi belirlenmistir. Bilesik 8 de ise yine konsantrasyon artigina bagli olarak
sitotoksisite artmig ancak zamana bagli olarak hiicre proliferasyonunda artma
goriilmiistiir. Sentezlenen bilesikler pozitif kontrol olan sisplatin ile kiyaslandiginda
bilesik 1, 2, 3, 6, 8 ve 9’un 24 ve 48 saatte daha fazla etkili olduklar1 goriilmiistiir.

PANC-1 hiicreleri ile yapilan MTT analizi sonucunda, sisplatin, bilesik 1, 2, 3, 4,
5 7, 8 ve 10’un hem konsantrasyon hem de zaman artisina bagli olarak hiicre
proliferasyonunu arttirdigi goriilmiistiir. Bilesik 6 ve 9 un ise konsantrasyon artisina bagli
olarak sitotoksik etkisinin arttigi ancak zamana bagli olarak hiicre proliferasyonunda
artma goriilmiistiir. Tiim bilesikler pozitif kontrol olan sisplatin ile kiyaslandiginda bilesik
2,3,5,6,7,8,9 ve 10’un hem 24 hem de 48 saatte daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Saglikli hiicreler tizerindeki sitotoksik etkiyi belirlemek amaciyla CCD-19Lu ve
hTERT-HPNE hiicre hatlar1 kullanilmis ve MTT analizi yapilmistir. CCD-19Lu hiicre
hattinda yapilan MTT analizi sonucunda Bilesik 2, 3 ve 10’un 24 ve 48. Saatteki ICso
degerininin ¢alistigimiz maksimum konsantrasyon olan 500 pg/mL’den biiyiik oldugu
belirlenmigtir. Bilesik 1,4,5’in sitotoksisitesinin dozu ve zaman artigina bagli olarak
arttigt belirlenmistir ve 1Cso degerleri 48 saatin sonunda calisti§imiz minimum
konsantrasyon olan 0,9765 pg/mL’nin altina diistigi goriilmistiir. Bilesik 6 ve 7’nin
saglikli hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksisitesi zamana bagli olarak azalmistir ve [Cso
degerininin 500 pg/mL’nin iizerine ¢iktig1 goriilmiistiir. Bilesik 8 ve 9 i¢in ise saglikli
hiicre hattinda doz arttik¢a hiicre canliliginin azaldigr ve zamana bagli olarak hiicre
proliferasyonunun arttig1 gézlemlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin her iki saglikli hiicre
hattindaki MTT analizi sonucunda aldigimiz veriler birbirleriyle orantili ve tutarl
bulunmustur.

Bu MTT analizleri sonucunda sentezlenen bilesiklerin saglikli hiicre hatlarindaki
sitotoksisiteleri de gdz dniinde bulundurularak kanserli hiicre proliferasyonunu saglikli
hiicrelere gore daha fazla oranda durdurdugu tespit edilmis ve pozitif kontrol olan
sisplatin ile zamana ve doza bagh kiyaslama yapilarak diger bilesiklere gore daha aktif
bielsikler secilmistir. Bu sonuglara gore A549 hiicre hatt1 i¢in Bilesik 2, 3, 6, 8 ve 9;
PANC-1 hiicre hatt1 i¢in ise Bilesik 2, 3, 6, 7 ve 10 se¢ilmis olup ve akim sitometrisi
yontemleri ile apoptotik etkilerinin degerlendirilmesi asamasina gegilmistir.

Calismamizda sisplatin ve aktif olarak secilen bilesiklerin A549 ve PANC-1
hiicrelerinde MTT testi ile belirlenen konsantrasyonlarmin 24 ve 48 saatlik apoptotik

etkileri Annexin V-PI yontemi ile akim sitometrisi cihazinda analiz edilmistir.
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A549 hiicreleri lizerinde yapilan erken ve ge¢ apoptoz belirleme analizlerine gore,
sisplatin icin 24 ve 48 saatlerde erken ve ge¢ apoptotik hiicre ylizdelerinin doz artisi ile
dogru orantili olarak arttig1 goriilmiistiir. Zamana bagli olarak degerlendirecek olursak
erken apoptoz oraninin zamana bagimli olarak 48. Saatte artmis, ge¢ apoptoz orani ise
azalmistir yani yalnizca erken apoptoz orani zamana bagimli olarak artmistir (Cizelge
4.6.; Sekil 4.1.).

Bilesik 2 icin; zamana bagimli olarak erken ve gec¢ apoptoz oranlarinda ciddi
oranlarda azalma goriilmiistiir (Geg apoptoz ylizdesi yiizde 23,9’dan yiizde 0,4’e diismiis
erken apoptoz orani yiizde 47,9’dan yiizde 0,2’ye diismiistiir.) Doz agisindan ise geg
apoptoz oraninda doza artisina bagli bir artig gériilmiis ancak erken apoptozda doz artigina
bagli olarak yaklasik %20 oraninda azalma goriilmiistiir. Burada bilesik 2’nin A549
tizerindeki etkisinin zamana bagimli olmadigin1 ve yalnizca ge¢ apoptozda doz ile
bagimli bir artis gézlendigini soyleyebiliriz (Cizelge 4.7.; Sekil 4.1.).

Bilesik 3 i¢in; zamana bagli olarak erken ve ge¢ apoptoz oranlarinda azalma
goriilmiistiir. 24 ve 48. Saatte doz artisina bagli olarak erken ve ge¢ apoptoz oranlarinda
artis gozlenmistir ancak zamana bagimli olarak erken ve ge¢ apoptoz oranlarinda diisiis
gozlenmistir bu nedenle bilesik 3’lin apoptotik etkisi zamana bagimli degil doza bagimli
oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.7.; Sekil 4.1.).

Bilesik 6 icin; 24. Saatte ge¢ apoptoz orani doza bagli olarak azalmis (yilizde 38,7
‘den yiizde 34,2’ye diismiis) ancak erken apoptoz orani doz artisina bagli olarak artmistir
(ylizde 28,9°dan yiizde 42,0’a) zamana bagli olarak ise apoptoz oranlar1 azalmistir yine
bilesik 6’nin apoptotik etkisinin zamana bagli olmadigi sadece erken apoptotik etkisinin
doza bagimli oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.7.; Sekil 4.1.).

Bilesik 9 i¢in; ge¢ apoptoz oraninin doza bagli olarak azaldigi1 (%32,7 den % 24,8’
diigmiistiir.) ancak erken apoptoz oraninin doz artigina bagli olarak yaklasik yiizdel2
arttig1 saptanmistir. Zamana bagimli olarak erken ve ge¢ apoptoz oranlarinin azaldig:
goriilmistiir. Bilesik 9 i¢in apoptotik etkinin zamana bagimli olmadig1 ve ge¢ apoptoz
oraninin doza bagimli oldugu goriilmistiir (Cizelge 4.7.; Sekil 4.1.).

Maddeler sisplatin ile kiyaslandiginda 24. Saatte bilesik 3’iin ge¢ ve erken apoptoz
oranlarini sirastyla ICso dozunda 1.30 ve 1, 13 kat arttirdig1 ICsg;2 dozunda ise geg ve
erken apoptoz oranlarini sirasyla 1,41 ve 1,1 kat arttirdig1 goriilmiistiir. Bilesik 9’un ise
ICso dozunda yalnizca erken apoptoz oranini 1,07 kat arttirdig1 ICso/2 dozunda ise sirasiyla

gec ve erken apoptoz oranlarini 1,35 ve 1,25 kat arttirdigi belirlenmistir. Bilesik 2’nin
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ICs0 dozunda yalnizca erken apoptoz oranini 1,06 kat arttirdigi ICso2 dozunda ise sirasiyla
gec ve erken apoptoz oranlarint 1,05 vel,25 kat arttirdig1 goriilmiistiir. Bilesik 6’nin ise
ICs0 dozunda yalnizca ge¢ apoptoz oranini 1,25 kat arttirdigi ICso2 dozunda ise sirasiyla
gec ve erken apoptoz oranlarini 1,60 ve 1,07 kat arttirdigi goriilmiistiir. Bu sonuglara gore
en aktif bilesikler; 3, 6, 9 ve 2 orta dereceli aktif bilesik ise 8’dir.

PANC-1 hiicreleri lizerinde yapilan erken ve ge¢ apoptoz belirleme analizlerine
gore, sisplatinin 24 ve 48. Saatlerdeki apoptotik etkilerinin A549’a oranla oldukga diisiik
oldugu goriilmiistiir. Sisplatinin erken ve ge¢ apoptoz oranlar1 doza bagl degildir ancak
zamana bagli olarak arttig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.12.; Sekil 4.3).

Bilesik 2 i¢in; erken ve geg apoptotik etki doza bagimli olarak artmis, erken apoptoz
da zamana bagimli bir artis gézlenmistir (ylizde 2,7’den yiizde 8,8’¢ ¢ikmustir) ancak
apoptoz oranlar1 yine de A549 hiicresindeki kadar yiiksek degildir. Bilesik 3, 6 ve 7 i¢in
ise erken ve ge¢ apoptoz oranlarinda doza ve zamana bagli artis goriilmiistiir. Bilesik 10
igin erken ve ge¢ apoptoz oranlarinda zamana bagl artis gézlenmistir erken apoptoz
oranin doza bagimli olarak artig gosterdigi (%1,2°den %3,2’ye) ge¢ apoptozun ise doza
bagli olmadig1 saptanmustir.

PANC-1 hiicrelerinde erken ve ge¢ apoptoz oranlarinin oldukea diistiktiir bu yiizden
bilesiklerimizin A549 hiicrelerinde 24. Saat sonunda daha etkili oldugunu
diisiinmekteyiz.

Calismamizda sisplatin ve aktif olarak secilen bilesiklerin A549 ve PANC-1
hiicrelerinde MTT testi ile belirlenen konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saat siiresince
mitokondriyal membran potansiyeli iizerine etkileri JC-1 boyama ydntemi ile akim
sitometrisi cihazinda belirlenmistir.

Guggilapu ve arkadaglarinin 2017 yilinda yaptig1 ¢alismada tiyazol bagli indolil-3-
glikoksilamid tiirevleri sentezlemisler ve ¢alismalarinda en etkili bilesik olarak segtikleri
13-d kodlu 5-metoksibenzotiyazol bilesiginin A549 hiicresi iizerindeki mitokondriyal
membran potansiyelini tizerine etkileri JC-1 boyama yontemi ile belirlemisler ve ICso
dozunda mitokondriyal membran depolarizasyonu yiizdesini ylizde 64,65 1Cso2 dozunda
ise yiizde 57,05 olarak belirlemislerdir.

A549 hiicreleri ile yapilan ¢alismamizda 24. saat sonunda kontrole goére sisplatin,
bilesik 6, 8 ve 9°da mitokondriyal membran potansiyelinde artisa neden olmusur. 24
saatte sisplatine gore mitokondriyal membran depolarizasyonunda ICso2 dozunda bilesik

8’in yaklasik 1,34 kat bilesik 9’un 1,10 kat artig goriilmistiir. Sisplatinin 24 saatte doza
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bagl olarak mitokondriyal membran depolarizasyonu ylizdesinde yaklasik 3 kat, 48
saatte ise yaklasik 2 kat artig goOriilmiis bunun yani sira zamana bagimli olarakta
mitokondriyal membran depolarizasyonunda artis gortilmiistiir. Bilesik 3, 6, 8 ve 9’da ise
doza ve zamana bagli olarak mitokondriyal membran depolarizasyonunda artis
goriilmiistiir. Bilesik 2’nin olarak mitokondriyal membran depolarizasyonu yiizdesinde
zamana bagli olarak artig goriilmiistiir (ICso dozunda %0,2’den %39,2’ye ¢ikmistir).48.
saatte ise doza bagli olarak 1,35 kat artis gortimiistiir. Ayrica 48 saat sonunda sisplatine
oldukga yakin yiizdeler elde edilmistir (Sisplatin 1Cso %40,7 bilesik 2 %39,2) 48 saatte
sisplatine gore mitokondriyal membran depolarizasyonunda ICso/> dozunda yaklasik 1,12
kat artig goriilmistiir. Sisplatinin ve diger tim bilesiklerin her iki dozunda da
mitokondriyal membran potansiyelinin 48. saatte daha iyi oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.5.
ve Sekil 4.6.; Cizelge 4.17. ve 4.18.)

PANC-1 hiicresinde yapilan 24 ve 48 saatlik mitokondriyal membran
depolarizasyonu belirleme analiz sonuglarina gore, bilesik 2 ve 3 i¢in zamana bagli olarak
mitokondriyal membran depolarizasyonunda artis gozlenmis ancak bu etkinin doz ile
bagimli olmadig1 gozlenmistir. Bilesik 6 i¢in zaman artisina baglh olarak mitokondriyal
membran depolarizasyonu yiizdesinde artis gézlenmis bunun yani sira 48. Saatte doz
artigina bagh yaklasik 1,63 kat bir artig goriilmiistiir. Bilesik 7 icin ise yalnizca 24. Saatte
doza bagimli bir membran depolarizasyonu yiizdesi artig1 goriilmiis zamana bagl bir artis
saptanmamistir ayrica yine 24. Saatte ICso dozunda sisplatine gore yaklasik 1,30 kat artig
goriilmiistiir.

Yapilan bazi ¢aligmalarda tiyazol tiirevlerinin antikanser aktivitelerini apoptotik
mekanizma {izerinden yiiriittiiklerine dair c¢alismalar da mevcuttur. Xuejia ve
arkadaslarinin 2013’te gergeklestirdigi bir calismada HepG2 hiicrelerine kars1 YLT322
kodlu tiyazol bilesiginin apoptozu mitokondriyal yoldan indiiklediklerine dair ¢aligmalar
mevcuttur. Bu etkilerini Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 aktivasyonuna neden olarak ve Bax
ekspresyonunu artirarak gergeklestirmislerdir.

Tez calismamizda A549 ve PANC-1 hiicrelerinde 24 ve 48 saat siiresi boyunca
sisplatin ve aktif olarak secilen bilesiklerin ICso Ve 1Cso2 dozlarinin kaspaz 3 aktivasyonu
tizerindeki etkileri akim sitometri cihazi ile arastirilmistir. Kaspazlar ailesinden kaspaz-3
dis yolak, i¢ yolak ve endoplazmik retikulum yolag iizerinden aktiflesebilmektedir

(Adams ve Corry,2001; Adrain ve Martin, 2001; Spierrings vd.,2004).
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A549 ile yapilan 24 ve 48 saatlik kaspaz-3 aktivasyonu belirleme ¢aligsmalarinda
sisplatin ve tiim bilesiklerin tim dozlarinin aktif kaspaz ylizdesi kontrole gore artis
gostermistir. Sisplatin, bilesik 2,3 ve 6’nin aktif kaspaz-3 yiizdesi doza ve zamana bagimli
olarak artmistir. Bilesik 9°da ise doza bagli artis goriilmemis ancak 1Cso dozunda zamana
bagli az da olsa bir artis gozlenmistir (%25,5’ten %25,8’¢ ¢ikmustir). 24 saatte 1Cso
dozunda en ¢ok kaspaz-3 aktivasyonu bilesik 3’te daha sonra bilesik 2 de goriilmiistiir
(Sisplatin %41,9, bilesik 3 %29,2, bilesik 3 %24,0). 48. Saatte en ¢ok kaspaz-3
aktivasyonu bilesik 2’de belirlenmis olup bu degerler hem ICso hem de ICso2 igin
sisplatine oldukg¢a yakin yiizdeler vermistir (Sisplatin 1Cso: %40,7 bilesik 2 1Cso: %39,2
Sisplatin 1Cso2: %25,7 bilesik 2 ICsor2: %29,7) (Cizelge 4.23 ve Cizelge 4.24.)

PANC-1 ile yapilan 24 ve 48 saatlik kaspaz-3 aktivasyonu belirleme ¢alismalarinda
sisplatin ve tiim bilesiklerin tim dozlarimin aktif kaspaz yiizdesi kontrole gore artig
gostermistir. Sisplatin doza bagimli olarak kaspaz-3 aktivasyonunda artig gostermis
(ylizde 35,1°den ylizde 45,8’e ¢ikmistir) ayrica yalnizca ICso dozunda yalnizca zamana
bagli bir aktif kaspaz-3 yiizdesi artis1 gostermistir. Bilesik 2’nin aktif kaspaz-3 yiizdesi
zaman bagli olarak artmis bunun yani sira yalnizca 48. saatte doza bagimli bir yiizde artisi
de belirlenmistir. Bilesik 3 ve 6’nin aktif kaspaz-3 ylizdesi yalnizca zamana bagimli
olarak artmistir. Bilesik 3’lin 24 saatte 1Cso2 dozunda sisplatinin 1Cso2 dozuna oranla
yaklagik 1,39 kat daha fazla yiizde aktif kaspaz-3 miktarina sahip oldugu belirlenmistir.
48. saat verilerine gore ise Bilesik 2, 3 ve 6’nin ICso2 dozunun sisplatinin 1Cso2 dozundaki
aktif kaspaz-3 yiizdesine gore yaklasik 3 kat arttig1 bilesik 7 ve 10’un yaklagik 2,5 kat
arttig1 saptanmistr. Bilesik 7°de ise aktif kaspaz-3 yiizdesinde doza ve zamana bagli bir
artis oldugu saptanmustir. 24. Saatte bilesik 7°nin sisplatine olduk¢a benzer yiizdeler
verdigi goriilmiistiir (Sisplatin 1Cs0:%45.,8; Bilesik 7 1Cso %45,0). Ayrica 24. Saatte
sisplatine en benzeyen ve en yliksek aktif kaspaz-3 yiizdesini veren bilesik, bilesik 7
olmustur.

Sentezledigimiz yeni tiyazol tiirevlerinin MTT deneyi ile A549, PANC-1 (kanser
hiicre hatlar1) ve CCD-19lu ve hTERT-HPNE (normal hiicre hatlar1) hiicrelerine karsi
sitotoksisiteleri belirlenmis ve Onemli sitotoksik etki gosteren bilesiklerin; akim
sitometrisi yontemleri ile apoptotik etkileri belirlenmistir akim sitometrisi deneyleri
sonucunda bilesiklerimizin A549 hiicre hattina kars1 daha etkili oldugunu diistinmekteyiz

bu sebeple A549 hiicreleri iizerinde RT-PCR yoOntemi ile apoptotik ve hiicre
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proliferasyonununda rol alan genler iizerindeki ifade diizeylerinin arastirilmasi asamasina
gecilmisgtir.

Bax, proapoptotik bir onkoproteindir sitozolde yer alir ve sitokrom-c ve AlF
salinimin1 uyararak apotozu indiikler bir hiicrede Bax ifadesinin artmasi hiicrenin
apoptoza gittigini gdsteren bir belirtectir. Bel-2 ise antiapoptotik bir onkogendir Bax’in
ziddina sitokrom-c ve AIF salimimini bloke ederek apoptozu bloke eder (Mcllwain,
Berger ve Mak, 2013). c-Myc ise bir onkogendir ve niikleer proteinler sinifinda yer
almaktadir akciger kanserinde myc’in overkeksprese oldugu ve ¢ok hizli cogaldigi
bilinmektedir. CYD-1 ise bir onkogendir ve siklinler ve siklin bagimli kinazlar grubunda
yer almaktadir. Siklin bagimli kinazlar hedef proteinlerle fosforilasyon saglayarak hiicre
siklusunu diizenlemektedir. Siklin D1’i kodlayan CYD-1 geni akciger kanserinde
overeksprese olmus durumdadir (Pazarbasi ve Kasap,2003). ERK ise mitojenler
tarafindan aktive edilmis protein kinazlar siiper ailesinde yer almaktadir ve MAP Kinaz
sinyal iletim yolu yasama, ¢cogalma, apoptoz ve embriyogenez i¢in 6nem tagimaktadir
insanda goriilen tiimorlerin yaklasik %30’unda bu yolagin aktivasyonu s6z konusudur.
Perk kinaz tiimoriin invazyonunda ve metastazinda kritik rol oynamaktadir. Perk sinyali
ki bu sinyal katlanmamis protein cevabu ile aktive olan bir sinyaldir kanser hiicrelerinin
tipik olarak tiimor mikro ortamlarinda gozlemlenen olumsuz kosullardan sag ¢ikmasini
saglar. Perkin aktive olmasi global protein sentezini azaltan eif2a’y1 fosforile eder.
Kanserin metastatik ilerlemesini yonlendirmedeki rolii goz 6niine alindiginda perk anti
kanser ilag kesfi i¢in 6nemli bir yol haline gelmistir (Liem vd., 2002).

Yea ve arkadaglar1 2016°da tiyazol tiirevlerinin Peroksizom proliferator-aktiviteli
reseptOr-y aktivasyonu yaptiklarini gostermislerdir. Yapilan literatiir arastirmasina gore
tiyazollerin neden oldugu antikanser etkilerin hangi mekanizma iizerinden yiiriidiigline
dair c¢esitli yaklasimlar mevcuttur. Son dénemlerde bu bilesiklerin PPAR-y reseptorleri
tizerindeki aktive edici Ozellikleri ile kanserli hiicrelerde kematoropatik etkileri s6z
konusudur. Bazi kanser hiicre hatlarinda PPAR-y reseptorleri ekspresyonunun bulundugu
gosterilmistir.  A549 insan akciger adenokarsinoma ve PANC-1 pankreas
adenokarsinoma hiicreleri bu 6zelligi tasiyan hiicrelerden ikisidir. Shaik ve arkadaglarinin
2017°de yaptig1 calismada ise yeni imidazo tiyazol tiirevleri sentezemisler ve bunlarin
biyokimyasal etkilerini degerlendirmislerdir burada yapilan western-blot analizinde 4g

ve 4h kodlu bilesiklerin A549 hiicreleri iizerindeki 48 saat sonunda bcl-2’yi down regiile
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ettigi bax’1t up regiile ettigi goriilmiistiir ve bu veriler bu tiyazol tiirevlerinin A549
hiicrelerinde apoptozu indiikledigini ortaya koymustur.

A549 hiicrelerinde eksprese oldugu PPAR-gama, Bcl-2, Bax, CYD1, cMYC, ERK,
pERK genlerinin ve GADPH house keeping geninin bilesik 2, 3, 6, 8’in ve pozitif kontrol
olarak kullandigimiz sisplatinin MTT deneyi sonucu bulunan ICsp degerleri hiicreler
uygulanmis ve 24 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda RT-PCR analizi yapilmistir.
Sonuglar ise kontrol 1 olarak kabul edilmis ve kontrole gore kat degisimi olarak ifade
edilmistir.

Deney sonuglarimiza gore, sisplatinin proapoptotik Bax onkoproteinini 1,71 kat
up-regiile etmistir antiapoptotik olan Bcl-2 onkoproteinini ise 4,54 kat down-regiile
etmistir. Literatlir taramalarimiz sonucunda akciger kanserinde overeksprese halde
oldugu bilinen CYD-1 geni sisplatinin uygulanmas sonucu kontrol grubuna gore 1,72 kat
down- rgiile olmustur. Yine akciger kanserinde overeksprese oldugunu bilinen c-myc,
ERK ve Perk genleri sisplatin uygulanmasi sonrasinda sirasi ile 1,88; 3,70; 3,44 kat down-
regiile olmustur. PPar- y ise akciger kanserinde eksprese halde bir gendir PPar -y
agonistlerinin PPar-y’y1 aktive etmesi sebebiyle akciger kanserinde tedavi ajani
olabilecekleri diisiiniilmektedir bu sebeple bilesiklerimizin PPar- y’nin ekspresyonunu
arttirmasini 6ngordiik ancak bu etkiyi sisplatinde gézlemleyemedik PPar- y 3,44 kat down
regiile olmustur (Cizelge 4.25.).

Bilesik 2, proapoptotik Bax onkoproteinini 2,38 kat up-regiile etmistir,
antiapoptotik olan Bcl-2 onkoproteinini ise 1,66 kat down-regiile etmistir.Akciger
kanserinde overeksprese halde oldugu bilinen CYD-1, c-myc, ERK genlerini ise sirasi ile
1,51; 6,25; 1,36 kat down regiile etmistir. Buna ragmen akciger kanserinde overeksprese
halde oldugu bilinen Perk’in down regiile olmas1 beklenirken 1,1 kat bir up-regiilasyon
goriilmektedir. Yine bilesik-2’de sisplatin gibi PPar -y agonisti bir etki gostererek PPar -
v ekspresyonunu arttirmasini 6ngordiik ancak boyle bir etki goriilmedi (Cizelge 4.25.).

Bilesik 6, yalnizca proapoptotik Bax onkoproteinini 2,54 kat up-regiile etmistir,
antiapoptotik olan Bcl-2 onkoproteinini ise 1,66 kat down-regiile etmistir. Bilesik 8 ise
Bax onkoproteinini 2,51 kat up-regiile etmistir, antiapoptotik olan Bcl-2 onkoproteinini
ise 1,25 kat down-regiile etmistir (Cizelge 4.25.).

Bilesik 9, proapoptotik Bax onkoproteinini 7,2 kat up-regiile etmistir, antiapoptotik
olan Bcl-2 onkoproteinini ise 1,42 kat down-regiile etmistir. Akciger kanserinde

overeksprese halde oldugu bilinen c-myc, ERK, Perk genlerini ise sirast ile 1,20;
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1,31;1,51 kat down regiile etmistir. Ayrica bunun yani1 sira Ppar- y ekspresyonunu 1,18
kat up-regiile etmistir. Bu veriye gore bilesik 8’in Ppar- y agonisti gibi davrandigini
yorumlayabiliriz (Cizelge 4.25.).

Tim bu verilere bakiliginda pozitif kontroliimiiz olan sisplatin ile en uyumlu
sonuglar1 veren bilesigin 4-florofenil siibstitiientine sahip bilesik-2 oldugunu ve kontrol
grubuna gore proapoptotik Bax onkoproteinini up regiile ederek, antiapoptotik olan Bcl-
2 onkoproteinini down-regiile ederek ve yine akciger kanserinde overeksprese oldugunu
bilinen c-myc, ERK genlerini down-regiile ederck apoptozu indiikledigini
diisiinmekteyiz. Ongérdiigiimiiziin aksine bilesik-2’de Ppar- y agonisti bir etki
gbzlemlemedik ancak bilesik -9’da bu etkinin olabilecegini diisiinmekteyiz bunun i¢in

molekiiler docking ¢alismasini ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda sentezlenen yeni 10 tiyazol tlirevinin hepsi 6zgiin olup ilk defa
sentezlenmistir ve MTT deneyi ile A549, PANC-1 (kanser hiicre hatlar1) ve CCD-19lu
ve hTERT-HPNE (normal hiicre hatlar1) hiicrelerine kars1 sitotoksisiteleri belirlenmis ve
onemli sitotoksik etki gosteren bilesikler A549 hiicre hatt1 i¢in bilesik 2,3,6,8 ve 9
PANC-1 hiicre hatt1 i¢in bilesik 2,3,6,7 ve 10 se¢ilmistir burada saglikli hiicre hatlari
seciciligi saglamak i¢in ve saglikli hiicreye verdigi zarar1 gérmek igin kullanilmistir.
Onemli sitotoksik etki gdsteren bu bilesiklerimiz akim sitometrisi yontemiyle apoptotik
etkilerin belirlenmesi igin Annexin-V FITC-PI, JC-1 yontemi ile mitokondriyal membra
potansiyelinin belirlenmesi ve Kaspaz-3 aktivitesinin degerlendirilmesi deneylere tabi
tutulmus ve bu deneyler sonucunda A549 hiicre hatt1 igin en aktif bilesik bilesik 2 (2-[2-
(4-(2-(Dimetilamino)etoksi)benziliden)hidrazinil]-4-florofeniltiyazol) PANC-1 hiicre
hatt1 i¢in ise bilesik 7 (2-[2-(4-(2-(Dimetilamino)etoksi)benziliden)hidrazinil]-4-
triflorometiltiyazol) olarak secilmistir. Genel olarak bilesiklerimizin A549 hiicre
hattinda PANC-1’e gore daha etkili oldugunu diisiinmekteyiz bu nedenle A549 hiicre
hattinda RT-PCR yo6ntemi ile apoptotik ve hiicre proliferasyonunda énemli olan PPAR-
gama, Bcl-2, Bax, CYD1, cMYC, ERK, pERK genlerinin ekspresyon diizeylerini
inceledik ve 4-florofenil substitiientine sahip bilesik 2’nin diger deneylerimiz ile uyumlu
olarak kontrol grubuna gore proapoptotik Bax onkoproteinini up regiile ederek,
antiapoptotik olan Bcl-2 onkoproteinini down-regiile ederek ve yine akciger kanserinde
overeksprese oldugunu bilinen c-myc, ERK genlerini down regiile ederek apoptozu
indiikledigini diistinmekteyiz.

Aktif ¢ikan bilesiklerimizin saglikli hiicreler tizerindeki sitotoksik etkileri oldukca
distiktiir ve apoptotik siireci indiikledikleri akim sitometrisi ve gen ifade diizeyi 6l¢limii
calismalarimizda goriilmiistiir bu nedenle bu bilesiklerin etki mekanizmasi aydinlatilarak
kombine tedavilerde veya yalniz basina tedavi ajan1 adayi olarak ileri testlere
alinabilecegini diisiinmekteyiz. Bu mekanimalarin daha da aydinlatilmasi igin hayvan

deneylerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

98



KAYNAKCA

Abercrombie, M., & Ambrose, E. J. (1962). The surface properties of cancer cells: a
review. Cancer research, 22(5 Part 1), 525-548.

Adams, J. M. ve Cory, S. (2001). Life-or-death decisions by the Bcl-2 protein
family. Trends in biochemical sciences, 26(1), 61-66.

Adrain, C. ve Martin, S. J. (2001). The mitochondrial apoptosome: a killer unleashed by
the cytochrome seas. Trends in biochemical sciences, 26(6), 390-397.

Ali AR., El-Bendary E.R., Ghaly M.A., Shehata I.A. Synthesis, in vitro anticancer
evaluation and in silico studies of novel imidazo[2,1-b]thiazole derivatives bearing
pyrazole moieties, Eur J Med Chem., 21, 492-500, (2014).

Alles, A., Alley, K., Barrett, J. C., Buttyan, R., Columbano, A., Cope, F. O., Copelan
E.A., Duke R.C., Farel P.B.,Green D.R.,Martin D.B.,Server A.C. ve Gershenson, L. E.
(1991). Apoptosis: a general comment. The FASEB journal, 5(8), 2127-2128.

Anand, P., Kunnumakara, A. B., Sundaram, C., Harikumar, K. B., Tharakan, S. T., Lali,
O. S., Sun B ve Aggarwal, B. B. (2008). Cancer is a preventable disease that requires
major lifestyle changes. Pharmaceutical research, 25(9), 2097-2116.

Arora, P., Narang, R., Nayak, S. K., Singh, S. K. ve Judge, V. (2016). 2, 4-Disubstituted
thiazoles as multitargated bioactive molecules. Medicinal Chemistry Research, 25(9),
1717-1743.

Arslan, D. O., Korkmaz, G. ve Goziiacik, D. (2011). Otofaji: Bir hiicresel stres yanit1 ve
0liim mekanizmasi.

Aydogan, H. Y., Kurt, O., Kurnaz, O., Teker, B. A. ve Kiigiikhiiseyin, O. (2013). Koroner
kalp hastaliginda peroksizom proliferator-aktive reseptér (PPAR) izoformlari. Turkish
Journal of Biochemistry/Turk Biyokimya Dergisi, 38(4).

Baykara, O. (2016). Kanser Tedavisinde Gilincel Yaklasimlar. Balikesir Saglik Bilimleri
Dergisi, 5(3), 154-165.

Beaven SW, Tontonoz P. Nuclear Receptors In Lipid Metabolism:Targeting the Heart of
Dyslipidemia. Annu Rev Med 2006; 57:313-29.

Bellamy, C. O., Malcolmson, R. D., Harrison, D. J., & Wyllie, A. H. (1995). Cell death
in health and disease: the biology and regulation of apoptosis. In Seminars in cancer

biology (Vol. 6, No. 1, pp. 3-16). Academic Press.

99


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ali%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24576591
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El-Bendary%20ER%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24576591
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ghaly%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24576591
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shehata%20IA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24576591
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24576591

Cooper, G. M., Hausman, R. E., Sakizli, M., & Atabey, N. (20006). Hiicre: molekiiler
yaklasim. Izmir Tip Kitabevi.

Coskun, G., & Ozgiir, H. (2014). Apoptoz ve Nekrozun Molekiiler Mekanizmas1. Arsiv
Kaynak Tarama Dergisi, 20(3), 145-158.

Curtin, J. F. ve Cotter, T. G. (2003). Live and let die: regulatory mechanisms in Fas-
mediated apoptosis. Cellular signalling, 15(11), 983-992.

Danial, N. N. ve Korsmeyer, S. J. (2004). Cell death: critical control points. Cell, 116(2),
205-219.

Dawood K.M., Eldebss T.M., El-Zahabi H.S., Yousef M.H., Metz P. Synthesis of some
new pyrazole-based 1,3-thiazoles and 1,3,4-thiadiazoles as anticancer agents, Eur J Med
Chem., 70, 740-9, (2013).

Dikmen M., Canturk Z., Ozturk Y., Tunali Y. Investigation of the apoptotic effect of
curcumin in human leukemia HL-60 cells by using flow cytometry, Cancer Biother.
Radiopharm., 25, 749-755, (2010).

DiMaio, C. J. (2014). Pancreatic cysts and tumors. Mount Sinai Expert Guides:
Gastroenterology, 304-322.

Dogan, A. L., & Gilig, D. (2004). Sinyal iletimi mekanizmalar1 ve kanser. Acta
Medica, 35(1), 34-42.

Doll, R., Peto, R., Boreham, J. ve Sutherland, 1. (2005). Mortality from cancer in relation
to smoking: 50 years observations on British doctors. British journal of cancer, 92(3),
426.

Ellis, R. E., Yuan, J., & Horvitz, H. R. (1991). Mechanisms and functions of cell
death. Annual review of cell biology, 7(1), 663-698.

Fitzmaurice, C., Dicker, D., Pain, A., Hamavid, H., Moradi-Lakeh, M., MaclIntyre, M. F.
ve Hamadeh R, (2015). The global burden of cancer 2013. JAMA oncology, 1(4), 505-
527.

Galluzzi, L., Maiuri, M. C., Vitale, I., Zischka, H., Castedo, M., Zitvogel, L. ve Kroemer,
G. (2007). Cell death modalities: classification and pathophysiological implications.
Galmarini C.M., Mackey J.R., Dumontet C. Nucleoside analogues: mechanisms of drug

resistance and reversal strategies, Leukemia, 15, 875-890, (2001).

100


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dawood%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24231309
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eldebss%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24231309
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El-Zahabi%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24231309
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yousef%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24231309
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Metz%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24231309
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24231309
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24231309
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dikmen%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21204771
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Canturk%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21204771
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ozturk%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21204771
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21204771
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21204771

Golstein, P. ve Kroemer, G. (2007). Cell death by necrosis: towards a molecular
definition. Trends in biochemical sciences, 32(1), 37-43.

Guo, C., Manjili, M. H., Subjeck, J. R., Sarkar, D., Fisher, P. B. ve Wang, X. Y. (2013).
Therapeutic cancer vaccines: past, present, and future. In Advances in cancer
research (Vol. 119, pp. 421-475). Academic Press.

Gupta S.P. Quantitative Structure-Activity Relationship Studies on Anticancer Drugs,
Chem. Rev., 94, 1507-1551, (1994).

Husain, K. (2014). Pancreatic cancer treatment. Journal of Drug Metabolism &
Toxicology, 5(01), 1-5.

Jha, P., Chaloupka, F. J., Chaloupka, F. J. ve Corrao, M., (2006). Reducing the burden of
smoking world-wide: effectiveness of interventions and their coverage. Drug and alcohol
review, 25(6), 597-6009.

Juneja M., Vanam U., Paranthaman S., Bharathan A., Keerthi VV.S., Reena J.K., Rajaram
R., Rajasekharan K.N., Karunagaran D. 4-Amino-2-arylamino-5-
indoloyl/cinnamoythiazoles, analogs of topsentin-class of marine alkaloids induce
apoptosis in HelLa cells, Eur J Med Chem., 63, 474-83, (2013).

Kahn, S. E., & Hull, R. L. (2006). Utzschneider. Mechanisms linking obesity to insulin
resistance and type 2 diabetes. Nature, 444(14), 840-846

Kaufmann, S. H. ve Hengartner, M. O. (2001). Programmed cell death: alive and well in
the new millennium. Trends in cell biology, 11(12), 526-534.

Kilig, N., & Cansaran-Duman, D. (2017). Akciger kanseri tedavisinde
farmakogenomik. Turkish Bulletin of Hygiene & Experimental Biology/Tiirk Hijyen ve
Deneysel Biyoloji, 74(2).

Kinhikar, R. A., Pawar, A. B., Mahantshetty, U., Murthy, V., Dheshpande, D. D. Ve
Shrivastava, S. K. (2014). Rapid Arc, helical tomotherapy, sliding window intensity
modulated radiotherapy and three dimensional conformal radiation for localized prostate
cancer: A dosimetric comparison. Journal of cancer research and therapeutics, 10(3),
575.

Kolch, W. (2000). Meaningful relationships: The regulation of the Ras/Raf/Mek/Erk
signal transduction pathway. Biochem. J, 351, 289-305.

101


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Juneja%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23524113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vanam%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23524113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paranthaman%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23524113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bharathan%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23524113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Keerthi%20VS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23524113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reena%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23524113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rajaram%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23524113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rajaram%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23524113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rajasekharan%20KN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23524113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karunagaran%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23524113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23524113

Kumar T., Gupta A., Kashaw V, et al. Synthesis and anticancer evaluation of some novel
3-3-[5-(4-substituted)  phenyl-1,3,4-oxadiazole-2yl]-2-phenylquinazoline4(3H)-ones.
International Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences 4:502, (2012).

Kuo, C. T., Hsu, M. J., Chen, B. C., Chen, C. C., Teng, C. M., Pan, S. L. ve Lin, C. H.
(2008). Denbinobin induces apoptosis in human lung adenocarcinoma cells via Akt
inactivation, Bad activation, and mitochondrial dysfunction. Toxicology letters, 177(1),
48-58.

Lee Jr, J. T. ve McCubrey, J. A. (2002). The Raf/MEK/ERK signal transduction cascade
as a target for chemotherapeutic intervention in leukemia. Leukemia, 16(4), 486.

Liem, A. A., Chamberlain, M. P., Wolf, C. R. ve Thompson, A. M. (2002). The role of
signal transduction in cancer treatment and drug resistance. European Journal of Surgical
Oncology (EJSO), 28(6), 679-684.

Ma, X., & Yu, H. (2006). Cancer issue: global burden of cancer. The Yale journal of
biology and medicine, 79(3-4), 85.

Marti, A., Ritter, P. M., Jager, R., Lazar, H., Baltzer, A., Schenkel, J., Declercq W.,
Vandenabeele P. ve Jaggi, R. (2001). Mouse mammary gland involution is associated
with cytochrome c release and caspase activation. Mechanisms of development, 104(1-2),
89-98.

Mcllwain, D. R., Berger, T. ve Mak, T. W. (2013). Caspase functions in cell death and
disease. Cold Spring Harbor perspectives in biology, 5(4), a008656.

Metzcar, J., Wang, Y., Heiland, R., & Macklin, P. (2019). A review of cell-based
computational modeling in cancer biology. JCO clinical cancer informatics, 2, 1-13.
Mian, M., Tinelli, M., De March, E., Turri, G., Meneghini, V., Pescosta, N. Ve Pizzolo,
G. (2016). Bortezomib, Thalidomide and Lenalidomide: Have They Really Changed the
Outcome of Multiple Myeloma. Anticancer research, 36(3), 1059-1065.

Mosieniak G., Sliwinska M., Piwocka K., Sikora E. Curcumin abolishes apoptosis
resistance of calcitriol-differentiated HL-60 cells. FEBS Lett., 580, 4653-60, (2006).
Mosmann, T. (1983). Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of immunological
methods, 65(1-2), 55-63.

Nicotera, P. ve Melino, G. (2004). Regulation of the apoptosis—necrosis
switch. Oncogene, 23(16), 2757.

102



Noolvi, M. N., Patel, H. M., ve Kaur, M. (2012). Benzothiazoles: search for anticancer
agents. European journal of medicinal chemistry, 54, 447-462.

Nussbaumer S., Bonnabry P., Veuthey J.-L., Fleury-Souverain S. Analysis of anticancer
drugs: A review, Talanta, 85, 2265-2289, (2011).

Nussbaumer S., Bonnabry P., Veuthey J.L., Fleury-Souverain S. Analysis of anticancer
drugs: A review, Talanta, 85, 2265-89, (2011).

Ogden, C. L., Carroll, M. D., Curtin, L. R., McDowell, M. A., Tabak, C. J. ve Flegal, K.
M. (2006). Prevalence of overweight and obesity in the United States, 1999-
2004. Jama, 295(13), 1549-1555.

Ouyang, L., Shi, Z., Zhao, S., Wang, F. T., Zhou, T. T., Liu, B. ve Bao, J. K. (2012).
Programmed cell death pathways in cancer: a review of apoptosis, autophagy and
programmed necrosis. Cell proliferation, 45(6), 487-498.

Overbeeke, R., Steffens-Nakken, H., Vermes, I., Reutelingsperger, C., & Haanen, C.
(1998). Early features of apoptosis detected by four different flow cytometry
assays. Apoptosis, 3(2), 115-121.

Oyouni, A. A. A. (2017). Human Cancer Genetics, Stem Cells, and Medical Molecular
Biology: An Epigrammatic Review. Biosciences Biotechnology Research Asia, 14(3),
881-885.

Pawson, T. (2002). Regulation and targets of receptor tyrosine kinases. European journal
of cancer, 38, S3-S10.

Pawson, T., Raina, M., & Nash, P. (2002). Interaction domains: from simple binding
events to complex cellular behavior. FEBS letters, 513(1), 2-10.

Pazarbasi, A., & Kasap, M. Kanser Genetigi. Arsiv Kaynak Tarama Dergisi, 12(4).
Polvani, S., Tarocchi, M., Tempesti, S., Bencini, L. ve Galli, A. (2016). Peroxisome
proliferator activated receptors at the crossroad of obesity, diabetes, and pancreatic
cancer. World journal of gastroenterology, 22(8), 2441.

Renehan, A. G., Booth, C. Ve Potten, C. S. (2001). What is apoptosis, and why is it
important? Education and debate. Bmj, 322(7301), 1536-1538.

Ricci M. S., Zong WX. Chemotherapeutic approaches for targeting cell death pathways,
Oncologist, 11, 342, (2006).

Roman, J. (2008). Peroxisome proliferator-activated receptor y and lung cancer biology:

implications for therapy. Journal of Investigative Medicine, 56(2), 528-533.

103


http://journals.ohiolink.edu/ejc/article.cgi?issn=00399140&issue=v85i0005&article=2265_aoadar
http://journals.ohiolink.edu/ejc/article.cgi?issn=00399140&issue=v85i0005&article=2265_aoadar
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ricci%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16614230
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zong%20WX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16614230
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16614230

Ryan, D. P., Hong, T. S. Ve Bardeesy, N. (2014). Pancreatic adenocarcinoma. New
England Journal of Medicine, 371(11), 1039-1049.

Santos K., Laranjo M., Abrantes A.M., Brito A.F., Gongalves C., Sarmento Ribeiro
A.B., Botelho M.F., Soares M.1., Oliveira A.S., Pinho E., Melo T.M. Targeting triple-
negative breast cancer cells with 6,7-bis(hydroxymethyl)-1h,3h-pyrrolo[1,2-c]thiazoles,
Eur J Med Chem.

Shaharyar M., Abdullah M.M., Bakht M.A., Majeed J. Pyrazoline bearing
benzimidazoles: search for anticancer agent, J Eur J Med Chem., 45, 114-9, (2010).
Smoke, T. ve Smoking, 1. (2004). IARC monographs on the evaluation of carcinogenic
risks to humans. 1ARC, Lyon, 1-1452

Soreide, K. ve Sund, M. (2015). Epidemiological-molecular evidence of metabolic
reprogramming on proliferation, autophagy and cell signaling in pancreas cancer. Cancer
letters, 356(2), 281-288.

Spierings, D. C., de Vries, E. G., Vellenga, E., van den Heuvel, F. A., Koornstra, J. J.,
Wesseling, J., Hollema H. ve Jong, S. (2004). Tissue distribution of the death ligand
TRAIL and its receptors. Journal of Histochemistry & Cytochemistry, 52(6), 821-831.
Takahashi, K. ve Yamanaka, S. (2013). Induced pluripotent stem cells in medicine and
biology. Development, 140(12), 2457-2461.

Thayyullathil. F., Chathoth S., Hago A., Patel M., Galadari S. Rapid reactive oxygen
species (ROS) generation induced by curcumin leads to caspase-dependent and —
independent apoptosis in L929 cells. Free Radic Biol Med., 45, 1403-12, (2008).
Thornberry N.A., Lazebnik Y. Caspases: enemies within, Science, 281, 1312-6, (1998).
Travis, W. D., Lubin, J., Ries, L. ve Devesa, S. (1996). United States lung carcinoma
incidence trends: declining for most histologic types among males, increasing among
females. Cancer: Interdisciplinary International Journal of the American Cancer
Society, 77(12), 2464-2470.

Ulukaya, E., Acilan, C., & Yilmaz, Y. (2011). Apoptosis: why and how does it occur in
biology?. Cell biochemistry and function, 29(6), 468-480.

Vousden, K. H. ve Lu, X. (2002). Live or let die: the cell's response to p53. Nature
Reviews Cancer, 2(8), 594.

104


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Santos%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24747064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Laranjo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24747064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abrantes%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24747064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brito%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24747064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gon%C3%A7alves%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24747064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sarmento%20Ribeiro%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24747064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sarmento%20Ribeiro%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24747064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Botelho%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24747064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Soares%20MI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24747064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oliveira%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24747064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pinho%20E%20Melo%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24747064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24747064

Wagner, S. C., Ichim, T. E., Ma, H., Szymanski, J., Perez, J. A., Lopez, J., Bogin V.,Patel
A.N.,Marincola F.M. ve Kesari, S. (2015). Cancer anti-angiogenesis vaccines: Is the
tumor vasculature antigenically unique?. Journal of translational medicine, 13(1), 340.
Walensky, L. D. (2006). BCL-2 in the crosshairs: tipping the balance of life and
death. Cell death and differentiation, 13(8), 1339.

Wang, H., Wang, L., Cao, L., Zhang, Q., Song, Q., Meng, Z., Wu X. ve Xu, K. (2018).
Inhibition of autophagy potentiates the anti-metastasis effect of phenethyl isothiocyanate
through JAK2/STAT3 pathway in lung cancer cells. Molecular carcinogenesis, 57(4),
522-535.

Xuejiao  S., Yong X., Ningyu W., Lidan Z., Xuanhong S., Youzhi X., Tinghong
Y., Yaojie S., Yongxia Z., Luoting Y. A novel benzothiazole derivative YLT322 induces
apoptosis via the mitochondrial apoptosis pathway in vitro with anti-tumor activity in
solid malignancies, PLoS One., 30, €63900, (2013).

Yates, C. R. (1997). Apoptosis: a basic biological phenomenon with wide-ranging
implications in tissue kinetics. Ann Intern Med, 126(8), 608-614.

Yea XY, Chen S, Zhang H, Locke KT, O’Malley K, Zhang L, Srivastava R, Miao B,
Meyers D, Monshizadegan H, Search D, Grimm D, Zhang R, Lippy J, Twamley C,
Muckelbauer JK, Chang C, An Y, Hosagrahara V, Zhang L, Yang T-J, Mukherjee R,
Cheng PTW, Tino JA (2010) Synthesis and structure-activity relationships of 2-aryl-4-
oxazolylmethoxy benzylglycines and 2- aryl-4-thiazolylmethoxy benzylglycines as
novel, potent PPARa selective activators - PPARa and PPARY selectivity modulation.
Bioorg Med Chem Lett, 20:2933-2937

Yener, N. E. ve Apa, D. D. (2014). Akciger kanserinde morfolojik tan1 ve siniflama. 7iirk
Radyoloji Seminerleri, 2, 281-9.

Youssef J, Badr M. Peroxisome proliferator-activated receptors and cancer: challenges
and opportunities. Br J Pharmacol. 2011;164: 68-82

Zhang, G., Gurtu, V., Kain, S. R. ve Yan, G. (1997). Early detection of apoptosis using a
fluorescent conjugate of annexin V. Biotechniques, 23(3), 525-531.
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/thiazole#section=3D-Conformer ~ Erisim
Tarihi (04.07.2019)
Zhttps://www.researchgate.net/profile/Kemal_Avci/publication/315647834,Erisim tarihi:
05.07.2019

105


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xuejiao%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23737957
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yong%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23737957
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ningyu%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23737957
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lidan%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23737957
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xuanhong%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23737957
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Youzhi%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23737957
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tinghong%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23737957
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tinghong%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23737957
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yaojie%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23737957
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yongxia%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23737957
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Luoting%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23737957
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23737957

3https://www.dojindo.eu.com/store/p/833-Annexin-V-FITC-Apoptosis-Detection-
Kit.aspx

106



EK-1

107



Ttd | 995 OFL ] ULt BLT0 L0 TET0 FI70 | Toa [ o
0T 9FLFd 1°0E+d B Chrd Td | Td Td | d 1L o 1970 o't | Lofe | giger | WHEESES
st | 18 o'gE | £el 1's 0 Foi 10 Teth | TSR | i 01
05t 0Lt TTHtd & Tk 4| Td 4| Td 2970 L9 '8 e | oF (8% | Aseng
WeT | BPT | T9w | 2L %70 8T 10 0'TRG | TEE | eE ]
§rrrd 515Fd PR 0'chrd Td | Td Td | d 0L 59150 ' Es | o i R L L
BLf | 1ls| 7iF| 8¢ BE 0 TF0 L0 I I ]
089+ 9Tt B'Ectd B+ 4| Td 4| Td &+ 0L '+ ey | ST fep | oA
LIF | CtL 8| &F (] R 270 g0 | fen | e ]
0rLFd 079+ B8R T9THd Td | Td Td | Td ' 1'% 2t gorly | ol | Ls1 | EMISETIE
0t | 65F | OIF| 4 50 5570 FI0 [T0 | T [ ]
095k Co0:kd E1THd U'6rd Td | Td Td | d 1] s 2T Ty | &L | Leer | THENE
5T EOI TEDT I EER A ER R R ER LIED 1531 LED B EER TR

st
gzedses

Hs¥
gzedsesy

re
gzedsey

re
gzedsey

i3
[}

[-ONVd

[TC] [0 Til| O] L8900 88 TIC0 SO [ TET T
LCTrd | Lobbd | SvThd | 6T¢bd | Td | vId| Td| Id 500 Ul TP | £uT | s | ceer | WHEESE
CIT| &ST | 81| &ot v B CETED | raroO [Tomen | e ]
Uitbd | B%Tvd | S6Thd | SCrtd| Td| Td| Td| Id T LTED | 8¥T70 | &r | 8% | 6T
TC| 01| co1| Tel| 7970 5 B9T°D | BFC D [ TRET [THER ]
OTTrd | OTTd | LTevd | TI0Hd | Td| Td| Td| T Al 0T TS0 | 9Te*D | c9 | fee | 8IS
BOT | 9IE| 95| 0T Tor0 [T°0 | 8070 | 0CF-0 [ Te=n | feer ]
B9Ctd | STetd | 090hd | 06Ctd| Td| Td| id| I LD IT0 ) LBeT | TR0 | U1 | fir | 9l
80T | TeL T 0 CFO | B9FD [ F6000 [ TIE-0 | TTmEr | TfeEn ]
B0Ctd | TeTtd | $0Thd | TeCbd | Td| Td| Td| I 0 e | TRETD | 9ee D | el | el | ERNAT
06T | TEE| 06| CO [T70 T070 | CTEET0 | 6P 70 | TE=n |Tfear ]
LSTrd | Techd | 9Tl Povd| Td| Td| Td| T 510 PO | SErTD | serD | &L | Lowr | TN
TIED B TIE] T EER R R R TED a1 TED BT  [T%DO1 | ¥l

U8k
gredseyy

H8F
gredseyy

oy
gzedsey

ri
gredsey

gt

BFEW

108





