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OZET

BAZI 2,4 DISUBSTITUETIYAZOL TUREVLERININ
ANTIKANSER VE ANTIINFLAMATUVAR ETKI
MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI

Emil MAMIZADA
Biyokimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Eyliil 2022
Danisman: Dog. Dr. Halide EDIP TEMEL

Inflamatuar yanitlar kanserin cesitli gelisme asamalarinm-malign doniisiim,
invazyon ve metastazlarm olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. Bugiin antiinflamatuar
ve antikanser etkiye sahip ilaglar yiiksek toksisite, diisiik etkinlik ve ilag toleransina neden
olabildigi igin tercih kisitliligia neden olmaktadir. Bu sebeple daha diisiik toksik 6zellige
sahip ve yiksek etki potansiyeline sahip antikanser ve antiinflamatuar ilaglarin sentezi ve

tasarlanmasina yonelik arastirmalar 6nem kazanmustir.

Tiyazol halkasi, ¢esitli hastaliklarin ve kanserin tedavisinde kullanilan bilesiklerin
molekiil yapisina dahil oldugu i¢in yeni arastirmalar ve daha etkili ilaglarin gelistirilmesi

acisindan da blylk 6neme sahiptir.

Bu tez kapsaminda, 2,4 disubstitiietiyazol tiirevi bilesiklerin, siklooksijenaz (COX)
enzimleri Uzerinde inhibitdr etki potansiyelleri ve A549 ve 1929 hiicre hatlar1 tizerinde
MTT yontemi ile sitotoksite degerleri, apoptotik etki testleri ile ise bilesiklerin apoptotik
aktiviteleri degerlendirilmistir. MTT ile yapilan deneylerde HAL3, HALS ve HAL9
koduna sahip bilesiklerin A549 hiicre hatt1 Uzerinde sisplatin pozitif kontrole kiyasla daha
yakin etki degerlerinin oldugu gdézlemlenmistir. Fakat bu ii¢ bilesigin COX-I ve COX-2
Uzerinde inhibisyon aktivitelerine dair veri bulunamamistir. COX inhibisyon
deneylerinde ise en iyi sonuglar1i HAL2 ve HAL10 kodlu bilesikler gostermistir.
Calisgmamizin sonucundan elde edilmis genel bulgular ise, HAL3, HAL5 ve HAL7
koduna sahip bilesiklerin iyi antikanser etki potansiyeline sahip ola bilecegine dair fikir
olusturmus ve bununla da tiyazol tirevi bilesiklerinin temel alanlari ile ilgili ilag

gelistirme ¢aligmalarinda kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Sozcukler: Bazi 2,4-disubstitletiyazol turevleri, inflamasyon, Kanser.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ANTI-CANCER AND ANTI-INFLAMMATORY
OF SOME 2,4 DISUBSTITHUETHIAZOLE DERIVATIVES
Emil MAMIZADA
Department of Biochemistry

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, September 2022
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Halide EDIP TEMEL

Inflammatory responses play an important role in the development of various stages
of cancer - malignant transformation, invasion and metastases. Today, drugs with anti-
inflammatory and anticancer effects cause preference limitations as they can cause high
toxicity, low efficacy and drug tolerance. For this reason, research on the synthesis and
design of anticancer and anti-inflammatory drugs with lower toxic properties and high

potency has gained importance.

Since the thiazole ring is included in the molecular structure of the compounds used
in the treatment of various diseases and cancer, it is also of great importance in in terms

of new research and the development of more effective drugs.

Within the scope of this thesis, the inhibitory effect potentials of 2,4
disubstituthiazole derivative compounds on cyclooxygenase (COX) enzymes and their
cytotoxicity values on A549 and L929 cell lines were evaluated by MTT method, and
apoptotic activities of the compounds were evaluated by apoptotic effect tests. In
experiments with MTT, it was observed that the compounds with the code HAL3, HAL5
and HAL9 had closer effect values on the A549 cell line compared to the cisplatin positive
control. However, there was no data on the inhibitory activities of these three compounds
on COX-Il and COX-2. HAL2 and HAL10 coded compounds showed the best results in
COX inhibition experiments. The general findings obtained as a result of our study, onthe
other hand, formed the idea that compounds with the code HAL3, HAL5and HAL7 may
have good anticancer effect potential, and showed that thiazole derivativecompounds can

be used in drug development studies related to their main areas.

Keywords: Some 2,4 disubstithuethiazole derivatives, Inflamation, Cancer.
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1. GIRIS VEAMAC

Bilinen tarih boyunca kanser insan ve hayvanlarda sik goriilen bir problem olmustur.
Kanser hakkinda bilinen en eski kayitlar MO 3000 yilina kadar uzanmaktadir. Kanser kelimesi
Latince yenge¢ anlamina gelen “canker’’ veya ‘’carcinos’’ kelimelerinden tiiremistir. TUmor
terimi ilk defa ilk defa MO 3. yiizyilda tiimériin etrafindaki sismis damarlar1 bir yengecin
bacaklarma benzettigi i¢in Hippokrat tarafindan kullanilmis, Yunan doktor Galen ise sisme
anlamina gelen “oncos” terimini kullanmustir. Ozetle kanser, bir organizmadaki hiicrelerin
kontrolsiiz bir sekilde boliinmesi, cogalmasi ve birikmesidir. Tek bir organi etkileyebildigi gibi
uzaktaki organlara da yayilarak etkisini gosterebilir. Her ne kadar bazi standartlar belirlenmis
olsa da her kanser tiirline 6zgii olarak farkl yaklasimlar ve tedaviler uygulanmaktadir. Onkoloji
kanserin tum tdrlerini kapsamaktadir. Kanserin tedavisinin yanisira, kansere neden olan
etmenlerin bulunmasi, kanserin olusmadan engellenmesi, sosyal ve psikolojik destekler ile
hastanin ve hasta yakilarinin rahatlatilmasi: kanseri son derece karmasik ve biiyiik bir problem
haline getirmektedir. Tiim bu sorunlar1 ¢6zmek adina onkoloji tibbin farkli dallarini birlikte
kullanir. Kanserin tedavisinde radyoterapi, kemoterapi, cerrahi, immiinoterapi, hormon terapisi,
hedeflenmis terapiler ve gen terapi gibi biyolojik terapiler tek basina veya birlikte
kullanilabilirler. Insan viicudunu etkiledigi bilinen 100’den fazla kanser tiirii bulunmaktadir.

(Fitzmaurice C., vd., 2015; Pavlopoulou A, vd., 2016).

Kanserin ortaya ¢ikmasinda tiitiin ve tiitiin tirlinlerinin kullanimi, alkol, kotii beslenme,
obezite, virlsler, iyonizan isinlara maruziyet, mesleki hastaliklar ve cevresel Kirleticiler
sayilabilir. Hepatit B, Hepatit C ve HPV (Human Papilloma Virus) gibi viriisler karsinogenezde
cok ¢alisilan viriislerdir. Hem erkeklerde hem de kadinlarda en sik rastlanan ve 6liime neden olan
kanser tir( akciger kanseridir. 2. sirada ise erkeklerde prostat kanseri, kadinlarda ise meme
kanseri gelmektedir (Blackadar CB. 2016, Siegel R., vd, 2015).

Diinya genelinde kalp ve damar hastaliklarindan sonra en c¢ok 6lume neden olan
rahatsizliklarm basinda kanser gelmektedir. Bununla beraber Diinya Saglhk Orgiitii’niin (WHO)
istatistiklerine gore yalnizca 2019 senesinde yaklasik 9,6 milyon insanin, kanser sebebiyle

yasamini kaybetmis oldugu bildirilmistir (Kanser Istatistikleri, 2019).



Inflamasyon- savunma mekanizmalaridan biridir, organizmanin igsel ve dissal ¢evresel
faktorlere verdigi yanitin bir parcasidir, uyaranlari ortadan kaldirir ve doku fizyolojisini diizenler.
Inflamasyon lokal olarak dolor (agri), color (inflamasyon bdlgesinde renk degisimi), rubor
(kizariklik), tumor (inflamasyon bolgesinde olusan sislik, 6dem) ve inflamasyonlu organ veya
dokunun islevinin bozulmasi gibi semptomlar ile karakterize olunmaktadir. Inflamasyon ve kanser
arasindaki baglantilara dair ilk c¢alismalar Rudolf Virchow tarafindan timor cevresinde
I6kositlerin bulunmas ile baslamustir (Eichten A., vd., 2006; Kozlov SV., vd., 2005).

Calismalar, inflamatuar mekanizmalar yoluyla protimérojenik ajanlarin olusumunu
gostermektedir. Doku hemostazi bozuldugunda, makrofajlar ve mast hicreleri sitokinler,
kemokinler ve histamin gibi biyoaktif uyaranlar1 serbest birakir; Bu, lokositlerin
mobilizasyonuna ve inflamatuar siirecle iligkili yaralanma bolgesinde sizintrya neden olur. Bu
reaksiyonlarm uzun siireli olmasi kronik inflamasyona yol acar ve basta kanser olmak iizere
bir¢cok hastaliga neden ola bilmektedir. Daha sonralar yine kanser ve inflamasyon arasindaki
iligki lizerine birgok ¢aligmalar yapilmis ve kanserle inflamasyon arasinda baglantilarm oldugu

kanitlanmistir (MedzhitovR.,2010; Pandey MK., vd., 2006; Sachter E., vd., 2002 vd.).

Hastaligin tedavisinde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi olmak Uzere i¢ ana yontem
kullanilmaktadir (Sun vd., 2014). Kemoterapi, kanser icin en ¢ok tercih edilen tedavi yontemidir.
Kanser kemoterapisi denemeleri, 1990'larda antifolat ilaglar ve nitrojen hardali kullanilarak
basladi. Bu kemoterapi ilaglarmin malign tiimorlere karsi klinik uygulamalar1 ¢ogu durumda
basarili olmakla birlikte, ilag direnci gelistirme ve normal hiicreler iizerinde toksik etki gibi yan
etkileri vardir. Ayn1 zamanda giiniimiizde kullanilan kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel
kanser tedavi yontemleri pahalidir. Bulanti, ishal, kabizlik, sa¢ dokulmesi gibi hafif yan
etkilerden norolojik, kalp, akciger, bobrek toksisitesi ve kemik iligi baskilanmasi gibi ciddi yan
etkilere kadar bircok yan etkiye nedenolabilir. Bu yan etkiler, tedavi protokollerini kabul etmekten
hastalar1 yaymdirarak daha yiiksek kanser progresyonu ve kansere bagli komplikasyonlarin
insidansma neden olmaktadir. EK olarak, bu tedavilerin ¢ogu sinirli antikanser etkinligi

gOstermektedir. Cerrahi rezeksiyonlar estetik degisikliklere ve fonksiyon kaybina neden olabilir.



Bu nedenle daha etkili, segici ve daha az toksikliye sahip hem dogal ve biyolojik ve ayni
zamanda da sentetik maddeler esasinda hazirlanmig antikanser 6zellige sahip molekullerin
bulunmasi ve etki mekanizmalarinin 6grenilmesi gerekmektedir (Kumar vd., 2012; Alonso-
Castro vd., 2011; Fang vd., 2012). Arastirmacilar, kanser hiicrelerinde apoptozu tetikleyerek
komsu saglikli hiicrelerin yikimini azaltan apoptotik mekanizmalara dayanan mevcut tedavilere
odaklanmiglardir (Gerl ve Vaux, 2005).

Toksisite, diisiik potansiyel ve ila¢ direnci nedeniyle kanser Onleyici ilaglarin kullanimi
cok smirhidir. Bundan dolay1 son yillarda arastirmacilar, tarafindan yan etkileri ve toksisitesi en
az olan antikanser ilaglarnin Uretimi ve yeni hareket mekanizmasina sahip molekillerin
bulunmasina dair calismalar 6nem kazanmistir (Gupta, 1994; Galmarini vd., 2001; Nussbaumer
vd., 2011). Tiyazollerle yapilan ¢aligmalar, tiyazol tirevlerinin bu konuda énemli bir potansiyele

sahip oldugunu gostermektedir.

Tiyazol halka yapisi ilk kez Hantzsch ve Weberin a-tiyosiyanoasetonim molekdilii tizerine
yaptiklar1 ¢calismalar esnasinda belirlenmistir (Hantzsch ve Weber, 1887; Weissberger, 1979).
Daha sonralar penisilin antibiotigi ve vitamin B1 gibi 6nemli fizyolojik etkilere sahip olan
molekiillerin yapisinda tiyazol halka sisteminin oldugunda dair veriler bulunmustur. Ek olarak,
diger heterosiklik halka sistemleriyle benzerlikler ve halkanin ¢esitli farmakolojik aktivitelerdeki
rolii, bu molekiil yapisina sahip bilesikler ve tiirevleri hakkinda arastirmalarin artmasina sebep
oldu. Tiyazol halka sistemi ve ayni yapiya sahip diger bilesikler mantar, viriis, bakteriyel ve
kanser hastaliklar1 {izerinde etkiler gibi ¢esitli aktivitelere sahiptir, ancak bu sistem simeprevir
(hepatit C genotip 1 tedavisinde kullaniliyor), dabrafenib (ileri melanom tedavisi) gibi yeni
ilaglarin yapisinda da vardir. (Yong-Jin Wu, 2014). Tiyazol halka sistemi, 19. yiizyilin sonlarinda
ve 20. ylizyilin baglarinda sentetik ¢alismalar yoluyla elde edilmistir. 1887'de Hantzsch ve
Weber, su anda da kullanilan en yaygin tiyazol sentezi yonteminin ne oldugunu kesfettiler
(Hantzsch ve Weber, 1887). 1889'da tiyazollerin tiretilmesi Prop ve digerleri tarafindan rapor
edildi ve halen yaygn olarak kullanilan 2-aminotiyazol tiirevleri elde edilmistir(Akbarzadeh vd.,
2012). 1919'da Tcherinac, o-tiyosiyanatoketonlarm siklizasyonu ile tiyazol sentezlemistir
(Vernin, 1982). Erlenmeyer, bir toketon bilesigi ve nitrillerin reaksiyonundan yeniden tiyazol
sentezledi. Son olarak, 1949 yilinda Cook ve Heilbron, a-aminonitril ve a- aminoamidlerin karbon

disulfid ile reaksiyonundan tiyazol sentezlemistir (Cook vd.).



Antiinflamatuar 6zellige sahip ve kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin gelistirilmesi
amaci ile yapilmis calismalart inceledigimizde, tiyazol yapisi bulunan molekdllerin gigli
antikanser etkiye sahip oldugunu goérebiliyoruz. Kanser olusumunda ve metastazinda rol oynayan
bazi yolaklar ile dokulardaki prostaglandin seviyeleri arasinda bir iliski oldugu bilinmektedir. Bu
bakimdan 2,4 disubstitiietiyazol tiirevi bilesiklerin antikanser etkileri ile birlikte inflamasyonda
rol oynayan siklooksijenaz enzimleri (COX-1-COX-2) uzerindeki etkilerinin belirlenmesi 6nem
tasimaktadir. Calismamizda yiksek etkinlige ve diisiik toksisiteye sahip antikanser ve
antiinflamatuar bilesiklerin bulunmasi hedeflenmektedir. Calismamizdan elde edilen verilerin
bazi 2,4 disubstitietiyazol turevlerinin kanser ve inflamasyon iizerindeki etkinligini ortaya
koyacak olup bu konuda yapilan ilag arastirma ve gelistirme ¢alismalarina katki saglayacagi

diistiniilmektedir.



2. KAYNAK BILGIiSi

2.1. inflamasyon ve Mekanizmasi

Inflamasyonun semptomlar1 Celsus tarafindan eski Misir papiriisiinde rubor (kizariklik),
timor (siskinlik), calor (ates) ve dolor (agr1) olarak tanimlanmaktadir. Bu sonuglar genellikle akut
vakalarda goriilmektedir. 1793 yilinda Iskoglu cerrah olan John Hunter, inflamasyonun bir
hastalik degil 6zel olmayan bir yanit oldugu fikrini ileri stirmiisttr. Dermatit (zerine ¢alismalar
yapan Thomas Lewis, histaminin inflamasyonda vaskiiler degisikliklerin nedeni oldugu fikrini
ileri siirmiistiir. Bu fikir, iltihap zamani olusan kimyasal aracilarin Gnemini belirtmis ve bu gibi

durumlarda anti-inflamatuvar ilaglarin kullanimina sebep olmustur (Kumar vd.).

Hastalik akut veya kronik olabilir. Akut enflamasyon, ani bir yanit ile olusur ve
enfeksiyon veya yaralanma bolgesine l6kositlerin ve plazma proteinlerinin hizla ulagsmas ile
karakterize edilir (Deng H. vd., 2017). Akut inflamasyonda {i¢ 6nemli 6zellik vardir: a) Kan
akisinin artmasiyla sonuclanan vaskiler ¢apta artis, b) Kan plazmasi proteinlerinin ve I6kositlerin
dolasimdan ¢ikisina neden olan damar bosluktaki yap1 degisiklikleri, ¢) Lokositlerin
mikrosirkiilasyonu ve zedelenme yerinde birikmesi ve etki edici faktorii aradan kaldirmak igin

aktive olmasi.

Enfeksiyon hastaliklar (bakteriler, virlsler, mantarlar, parazitler ve s araciligiyla
olusturulan); hiicre tipi Toll reseptorleri (TLR'ler) ve 6zel sitoplazmik reseptorler yoluyla ¢oklu
aracilarin salmimmi indiikte ederek inflamatuar yanitlarm olusmasma neden olurlar. Iskemiye
bagl doku nekrozu,viicut ve bagisiklik sistemindeki yaralanma ve hasarlar, DNA'nin ¢evreye
salinmasi, hipoksi ve yabanci Urlinler ile Urik asit, ATP ve HMGB1'e (fonksiyonu bilinmeyen
DNA baglayici proteinler) tepki vermeye baslar. Normal durumlarda savunma amaciyla olusan
bu tepkiler doku zararma neden olabilir. Tek tek dokularin immiinolojik reaksiyonlara maruz
kalmasi durumunda, ¢evresel uyaranlara karsi asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 seklinde goriinen
hastaliklar olusabilir. inflamatuar uyaranm tipine ve miktarma, etki olunan dokunun ve insan
vicudunun dogasma bagli olarak, akut enflamasyon bag doku restorasyonu ile tamamen
gerileyebilir veya kronik iltihabin olusumuna sebebiyet verebilir (Kumar V., Abbas AK, Aster
JC., 2013).



Lokal inflamatuar alanlarda sitokinler ve immin komplekslerinin yani sira hiicre
zarlarinda bulunan ve mediyatdrlerden salinmaya hazir lipidlerden tiiretilen molekiiller olan
eikosonoidlerde salinir. Eikosonoidler depolanmaz ve kisa bir yar1 6mre sahiptir (saniye ya da
dakika olarak 6l¢iiliir). Herhangi bir sitokine, biiylime faktorii veya diger uyaranlara, travmaya
maruz kalma, membran lipidlerinden arasidonik asit metabolitlerini serbest birakir. Sitoplazmik
fosfolipaz A2, eikosonoidlerin olusumunda 6nemli yere sahiptir. Hiicreye 6zgu ve agonist
bagimli stiregler, sitoplazmik fosfolipaz A2'min niikleer dokuya, endoplazmik retikuluma ve
siklooksijenaz (COX,prostaglandin sentezi) ve 5-lipoksijenaz (16kotrien sentaz) ile etkilesime
girebilecegi Golgi cisimcigine mobilizasyonunu saglar (Hirata T., vd. 2012; Haeggstrom JZ.,
2012).

2.1.1. Arasidonik asit metabolitleri

Aragidonik asit, hiicre zarlarinin fosfolipidlerinde bulunan uzun zincirli doymamus bir yag
asididir. Enflamasyon zamani nétrofillerdeki lizozomlardan veya C5a gibi kimyasal aracilarin
aktivasyonundan tiiretilen fosfolipaz A2'den serbestleserek salinir ve arasidonik asit olugururlar
(Funk vd., 2001). Metabolizmay1 katalize eden enzimlerin isimlerine uygun olarak burada ikiana

yolak ayrilir: a) Siklooksijenaz yolagi, b) Lipoksijenaz yolagi

2.1.1.1. Prostaglandinler

Prostanoidler, hasarli hiicreler tarafindan salinan siklooksijenaz ve onun 6zel izomerazlari
tarafindan metabolize edilen arasidonik asit tarafindan olusturulurlar (Sekil 1.1). Akutinflamatuar
alanlarda uretimleri artar. Eksojen ve endojen pirojenlere COX-2 yanitiyla sentezlenen PGE2,
merkezi eksotermik yanita aracilik eder. Bundan bagka prostaglandinler, vaskiiler yanit1 ve 6dem
olusumunu artirmak i¢in bradikinin ve histamin ile sinerjik olarak hareket ederler. Normal
dokularda olan prostaglandin dizeyleri, lokosit alimmdan 6nce akut inflamasyonla hizla
artmaktadir. Inflamatuar uyaranlarla indikte olan COX-2, inflamasyondaki cok miktar
prostanoid  dlzeylerinden sorumludur. COX-2 ayrica trombosit- endotelyal hiicre
etkilesimlerinde endotel hiicrelerinden prostasiklin {iretimini artirarak inflamasyonda 6nemli
fonksiyonlar1 yerine yetirir. Bu yolun biyolojik ve kararli son iiriinlerinin prostaglandin E2, D2,
F2, prostasiklin ve tromboksan A2'nin inflamatuar aracilar olduklarina dair yeterli kanitlar vardir
(Hirata T., Narumiya S., 2012).



Prostaglandinlerin, prostasiklinlerin ve tromboksanlarin sentezinin de NSAID'ler
tarafindan inhibe edildigi bilinmektedir. Prostasiklin, prekapiller arteriyolleri genisleterek en
guclu eriteme neden olan prostaglandin tlrevidir. PGE2’nin hiperaljezi sekli histamin ve

bradikinin ile sinerjizm gostermektedir (Kathleen A.; Midgett, 2011).
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Sekil 1.1. Siklooksijenaz yolagt iiriinleri
(https:/mww.slideserve.com/sai/eikozanoidler-ve-diger-
otakoidler)

2.1.1.2. Lokotrienler

Prostaglandinlere ek olarak, arasidonik asit metabolitleri bagka bir enzim grubu tarafindan
I6kotrien sentezini indukler (lipoksijenaz yolagi) (Sekil 1.2). Onemleri, inflamatuar yanita tepki
veren dokulara bagh olarak degisir. Ornegin, 16kotrien antagonistleri bazi iirtiker alt tipleri igin
kullanilabilir, ancak sedef hastaligi i¢in kullanilamaz. Prostaglandinlerin aksine, l0kotrienler
genellikle nétrofiller, makrofajlar ve mast hiicrelerinden olusur. 5-lipoksijenaz enzimi bu suregte
onemli bir rol oynar. 5-lipoksijenaz aktivator proteini (FLAP) ile kombinasyon halinde salinmis
arasidonik asidi l6kotrien epoksit A4'e (Di Gennaro A.) doniistiiriir. LTA4, giiclii bir notrofil
agonisti ve endotel hiicrelerine 16kosit yapismasinin uyaricisi olan sitoplazmik hidrolaz LTA4

tarafindan LTB4'e hidrolize edilebilir. Lokotrien A4'te niikleer doku, Lokotrien C4 sentaz ile
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LTC4 yapmak icin glutatyonu da baglayabilir. Coklu ila¢ direncine baglh proteinler
LTC4'in bir tastyict olarak kullanilmasina, ve hiicre disi1 dokuda LTD4 ve LTE4'e metabolize
olmasma izin verir.

Lipoksijenaz yoluyla giiglii inflamasyon onciilleri olusturur. Metabolizmanin sonunda
notrofiller icin kemotaktik ajan olan 5-HETE veya Iokotrienlere doniisiir. Lokotrien B4 gugli bir
kemotaktik ajandir. LTC4, LTD4, LTE4, anafilaksi ve artmis vaskiller gecirgenligin yavas etkili
ajanlariolarak bilinir (Harggstrom JZ., DiGennaro A., 2012).
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Sekil 1.2. Lipooksijenaz yolagn iiriinleri
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Ozetle, arasidonik asit metabolitlerinden dolay1 olusan inflamasyon belirtileri sunlardr:
a) Damar gecirgenliginin artis1, b) Kemotaksis, ¢) Agri.

Asagidakitabloda ise genelolarak iltihabin baz1 mediatorleri gosterilmistir.
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Tablo 1.1. Inflamasyonun soluble mediatorleri (Kitandz inflamasyon, 2011)

Mediator

Etkileri

Kaynag

Sitokinler (IL-1,TNF)

Endotel aktivasyonu, doku
hasari, ates, agr1

Mast hiicreleri,
makrofajlar

Kemokinler

Lokosit kemotaksisi ve aktivasyonu

Mast hicreleri,
|16kositler

ProstagIndinler

Vazodilatasyon, agri, ates

Mast hicreleri,
l6kositler

Lokotrienler

Permeabilite artis1, 16kosit adezyon
ve kemotaksisi

Mast hicreleri,
l6kositler

Histamin Vazodilatasyon, permeabilite artisi Mast hiicreleri,
bazofiller
Serotonin Vazodilatasyon, permeabilite artisi Trombositler

Trombosit aktive edici faktor

Vazodilatasyon, permeabilite artisi, 16kosit
adezyon ve kemotaksisi

Lokositler, mast
hicreleri

Reaktif oksijen aralrinleri

Mikrop 6ldiirme ve doku hasar1

Lokositler

Nitrik oksit Mikrop 6ldirme, diiz kaslarda gevseme Makrofajlar, endotel
Kompleman Lokosit kemotaksisi ve aktivasyonu Plazms
Kinin Vazodilatasyon, permeabilite artisi, agri Plazma
Proteazlar Lokosit toplanmasi Plazma




2.2. Siklooksijenaz Enzimleri

COX enzimleri, kofaktori hem olan 6nemli zar proteinleridir. Siklooksijenaz
enzimleri COX-1 ve COX-2 olarak adlandirilan iki izoforma sahiptir. Siklooksijenaz-1’e
endoplazmik retikulumda (ER), Siklooksijenaz-2’ye endoplazmatik retikulum ve niikleer
membranda rastlanmaktadir. Bu enzimler, arasidonik asidi prostaglandinlere g¢evirir, fakat
vucutta birgok fonksiyonu ve islevi vardir. Amino asit dizileri %65 6zdestir. COX-1 576 amino
asit icerir ve COX-2 581 amino asit igerir. COX-1 enzimi, kromozom 9 Uzerindeki gen
tarafindan kodlanir. Fizyolojik kosullarda cogunlukla tim dokularda bulunmaktadirlar. COX-
1, trombosit agregasyonundan sorumlu olan tromboksan olusumunda yer alan trombositler
tarafindan Uretilir. En stk mide mukozasinda rastlanmaktadir. Prostaglandinleriniiretiminden
ve hiicresel savunmadan sorumludur. COX-2'nin ayrica elektrokonvilsif stimiilasyona, beyin
hiicrelerinde ~ uyaric1  postsinaptik ~ néronlara,  sodyum  tikenmesine  veya
hiperfiltrasyona,ardindan kolon adenomlarina ve karsinomlara bobrek tepkisini indiikledigi
bilinmektedir (Dannhardt G., Kiefer W., 2001; Schindler M. vd., 1995; Michaux vd., 2003;
Moreland vd., 1999).

Iki enzimin ii¢ boyutlu modelleri, bu enzimlerin homodimerlerde bulundugu ve

her monomerin ¢ pargaya sahip oldugu X-1sin1 kristalografisi ile belirlenmistir.

e Nterminal epidermal biytime faktérine (EGF) benzer birim,
e Bodlge baglanmasindan sorumlu o yapisindaki zar,

e COX sarmali ve kiiresel katalitik alani iceren aktif peroksidazin C terminal bdlgesi.
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Sekil 2.1. COX-1 ve COX-2 enzimlerinin sematik gosterimi
(B.KAYA, 2019)

COX-1 ile COX-2 enzimleri arasinda bazi farklar vardir. COX-1'deki 1z616sin523,
normalde COX-2'deki Valin523 ile degisiklik gdstermektedir. COX-2'nin kugcik valin
molekiilleri, kanal duvarinda bir bosluk birakarak ¢ogu selektif inhibitérlerin baglandigi yer
olarak diisiiniilen dig cebe girmelerine olanak saglar. Bu kenar cepler, COX-1'e gore COX-
2’nin NSAID'ler tarafindan baglanma oranini artirmaktadir. Siilfon (SO2) veya siilfonamid
(SO2-NH2) grubunu iceren kimyasallar, COX-2 aktif bolgesindeki belirli ceplere
baglanabilir, ancak bu molekuller COX-1’e baglanamaz (KalgutkarA.S., Zhao Z., 2001).

COX'in her iki modeli de C-terminali kiresel katalitik domenin konumunda baslayan
ve zarin digma baglanan hidrofobik hatlara sahiptir. Plazma, arasidonik asidi aktif bolgeye
veya COX kanalina isler ve serbest birakir ve peroksidazin aktif olan hissesi ile etkilesim,
PGG2yi PGH2'ye indirger. Cogu steroid olmayan antiinflamatuar ilaglar, COX'in aktif
bolgesine baglanmak ve erisimi engellemek amaciyla arasidonik asitle etkilesime girer. X-
isin1 Kkristalografisi, bu blogun Argl20 tarafindan hidrojenlendigini ve baglanmanin
gergeklestigini gosterir. COX-2'nin Ser516'sinin amini ve COX-1'in Ser530'unun hidroksil
grubu, asetilasyon hedefleridir. Boylece aspirin geri doniisii olmayan bir inhibisyona neden
olur. Polar 6zellige sahip bu amino asit ayn1 zamanda indometasinin benzoil ve diklofenak ve
meklofenamat gibi amino gruplar1 icermekte olan inhibitorleri de baglar (AdakS., 2007;
Bertolini A. vd., 2001).
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COX-1 ve COX-2 arasindaki diger farklar sunlardir: COX-1'deki Ile434, COX-2
enziminde Val434 ile, COX-1'deki His513, COX-2'de Arg513 ile, COX-1'deki Phe503,
COX-2'de Leu503ile yer degistirir. Fenilalaninden daha az hacme sahip olan Leu503, COX-
2 bagmin Uzerindedir. Enzimin pargasi olan Leu384 igin ekstra bosluk saglayarak daha biyuk

inhibitorlerin enzime baglanmasina olanak saglar (Trummlitz vd., 2000).

COX-1'in diger izoenzimi olan COX-3’iin varligimi Dan Simmons ve digerleri
caligmalarinda gostermislerdir. Bu enzim, insan serebral korteksinde ve kalbinde bol
miktarda bulunmakta olub, onun parasetamol, asemetasin ve s bilesiklerin molekiiler hedefi

olduguna dair bilgiler vardir. (Chandrasekharan NV vd, 2002).

1980'lerin sonlarma kadar, siklooksijenazin (COX) (simdi siklooksijenaz-1 (COX-1)
olarak bilinir) yalnizca bir izoformu tanimlanmisti. 1990'larda, indiiklenebilir COX formu
tanimland1 ve COX-2 olarak isimlendirildi. Prostaglandinler (PG), iki izoenzim, COX-1 ve
COX-2 icermeyen arasidonik asitten sentezlenir. COX-1 ve COX-2, arasidonik asidin
prostaglandin G2'ye (PGG2) pargalanmasii baslatir-peroksidaza bagimlidirlar. Daha sonra
PGG2'yi prostaglandin H2'ye (PGH2) doniistiiriiliir. PGH2'den inflamatuar siirece dahil olan
cesitli prostaglandin alt tipleri olusur. Prostaglandinlerin bu alt tipleri; PGI, PGD2, PGE2,
PGF2a ve TXA2 olarak adlandirilir. Prostaglandinlerin bu farkli alt tipleri, farkli hiicrelere
ve dokulara 6zel olan mikrozomal veya sitozolik prostaglandin sentazlar tarafindan sentez
edilirler. Prostaglandin E sentaz (PGES), PGH2’nin PGE2’ye doniisiimiinii baglatir. (Kudo |
vd., 2004; DuBois RN vd.,2001)

Prostaglandinler ¢esitli dokularin farkli bolgelerinde sentez edilirlerek otokrin ve
parakrin faktorler gibi davranmaktadirlar. Prostaglandinlerin farkli alt tipleri belirli
hicrelerde alt tipe 06zel enzime uygun olarak olusmaktadirlar. Prostaglandinler
fonksiyonlarimi ligandlar1 baglayan spesifik prostaglandin reseptorleri araciligiyla gosterir.
Bu reseptorler G-protein reseptorleridir (anjiyogenezi baslatan sinyal transdiiksiyonu gibi).
Prostaglandinler 15- hidroksiprostaglandin dehidrojenaz (15SHPDH) tarafindan katabolize
edilir. Arasidonik asit metabolizmasindaki anahtar enzimler olan COX-1 ve COX-2,
inflamatuar siirecte cok dnemli rol oynamaktadirlar. COX-1 es zamanli olarak her yerde ifade
edilir, ancak tani i¢in dnemli bir faktor degildir. Bununla birlikte, proinflamatuar bir enzim
olarak, cesitli dokularda eksprese edilir ve inflamatuar siirecte yer alan buylme faktdrlerinin,
kanserojenlerin, sitokinlerin, hormonlarm ve prostaglandinlerin ekspresyonuna neden olur

(Stack E. vd., 2001; Dubois RN., vd., 2001; Herschman HR., 1996).
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2.2.1. COX-2enziminin karsinojenezdeki rolu

Karsinogenez, 6zellikle neoanjiyogenez ve timor progresyonu ile iligkili artan COX-
2 ekspresyonu kolon, mide, yemek borusu, akcigerler, karaciger, pankreas, prostat,
yumurtaliklar ve meme gibi bazi1 epitel benzeri karsinomlarda bulunmustur. COX-2
transkripsiyon aromatazini arttirir Ve bdylece Ostrojene duyarli olan memenin biiyiimesini
destekler. Kanitlar aspirin ve diger nonsteroid antiinflamatuar ilaglarin kolon kanserinde
kemopreventif etkilerini agik¢a gostermistir ve ilk caligmalar aspirin ve ibuprofen kullanimini
gostermistir (Otto F., Baron JA, Zhao YS vd., 2009). Yiiksek COX-2 seviyelerine sahip kanser
hlcrelerinin apoptoza kars1 yiiksek direnci vardir; bu hiicreler proliferasyon, invazyon ve
migrasyonda artiga sahiptir ve hatta kemorezistans sergilemektedirler (Eberhart CE., Lemoine,

Lala PK., Ristimaski, Zimmerman vd).

COX-2, PG 'nin sentezi i¢in anahtar enzimdir; yuksek COX-2 seviyeleri, yiksek PG
seviyelerine yol acar ve yiksek dizeylerde prostaglandin miktarlari, Kkarsinojenez ile
iliskilendirilmistir. PG, meme epitel hiicrelerinin hiicre proliferasyonunu ve mitogenezini uyarir.
Artmug prostaglandin seviyeleri, neoplastik hicreler iceren lezyonlarda (kan damarlari, lenf
diigtimleri gibi) gosterilmistir. Hem insan meme kanseri hiicre dizilerinde hemde invazivmeme
kanseri dokusunda yiiksek PGE2 diizeyleri gozlemlenmistir. PGE2 sitokrom P19 (CYP19) gen
aktivitesini yukar1 regiile eder, bu da lokal Ostrojen tliriiniinii arttirir, boylece timadr blyimesini
etkiler. Yiiksek PGE2 seviyeleri, pozitif bir geri besleme mekanizmasi ilePGE reseptorlerine
baglanir ve COX-2 ekspresyonunu arttirir. PGE2 en énemli prostaglandinlerden biridir ve EP14
G protein-bagli reseptorler igin bir ligand gorevi goriir. EP1 nakavt fareler ve secici EP1 reseptor
antagonistleri ile kolon kanserinde énemli bir rol oynar, anjiyogenez gibi kronik inflamatuar
slireci arttirir ve bu da invaziv kanser hiicrelerindebulunur. 15HPDH, baskin prostaglandin olan
PGE2Yyi etkisiz hale getirirve boylece timér baskilayici enzimi olusturur. Iyi farklilasmis MCF7
ER-pozitif meme kanseri hicre dizilerinde 15HPDH'de nispi bir artis gozlenirken, diisiik
15HPDH seviyeleri kot prognostik faktorlerle iliskilendirilmistir. COX-2 ayrica bagirsak
tumorlerinin karsinojenezinde de 6nemli bir rol oynar (Singh Ranger vd., 2008; Karmali RA.
vd., 1983; Kawamori T., vd., 2002; Tong M., vd., 2006).

2.2.1.1. COX-2’nin apoptoz ve metastaz iliskisi

COX-2'nin apoptoz uzerindeki etkilerine iliskin bir fare modeli ¢calismasinda, artan COX-2
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ekspresyonunun timarijeneze neden oldugu gosterilmistir. Caligmada, bazi tlmorler,
proapotik proteinler Bax ve BelX'in daha diisiik ekspresyonu ve antiapotik protein Bcl2'nin
daha yuksek ekspresyonu ile karakterize edildi. Bu nedenle, artan COX-2 ekspresyonu,
azalmis apoptoz ile iliskilendirildi. Ek olarak, COX-2 inhibitori selekoksib ile tedavi edilen
fareler proapoptotikti (Chang SH. vd., 2001; Tinder TL. vd., 2004).

COX-2 enziminin metastazla da iliskisi oldugu bilinmektedir. Meme kanserinde
COX-2 ekspresyonu ile metastaz arasinda anlamli bir iligki vardir. Meme kanseri hiicre
dizilerinde artan PGE2 seviyeleri, artan metastaz potansiyeli ile iliskilidir (Liu XH vd.,
1996).

2.2.2. COX-2/PGE-2 sinyal yolag

NSAID'lerin olumsuz yan etkilerini 6nlemek ve antikanserojen 6zelliklerini daha iyi
tanimlamak igin 6zellikle proliferasyon, hiicre dongiisii ve apoptozda COX-2 ile ilgili sinyal
yolaklarin1 netlestirmek Onemlidir. Antikanserojen etkilerinin ¢ogu COX-2/PGE-2
diizenlemesi ile iiretildiginden, alt gruplara dogrudan miidahale, istenmeyen yan etkileri

azaltmak icin umut verici bir yaklasim olabilir (Kogyigit S., 2021).

PGE2'nin asag1 akis hedefleri, membran iizerinde her biri farkli sinyal sistemleri
baslatan dort farkli g-protein bagl reseptordiir (EP1, EP2, EP3 ve EP4). EP1 reseptorii, Gaq
protein alt birimine baglanir ve fosfolipaz C (PLC) yoluyla fosfoinozitol sinyalini aktive eder.
PLC, ikincil haberciler olan IP3 ve DAG iiretmek icin fosfatidilinositol 4,5 bifosfat (PIP2)’1
hidrolize eder. Bu sinyal yolu, PLC / IP3 yoluyla hicre ici kalsiyumu dizenler ve DAG
yoluyla protein kinaz C'yi (PKC) aktive eder. Klinik gézlemler EP1 ve kanser arasinda kesin
bir korelasyon oldugunu desteklemez. Bununla birlikte, PLC'nin aktivasyonu sonunda
PKC'nin aktivasyonuna yol agtigindan, mitojenle aktiflestirilmis protein (MAP) Kinaz,
nikleer faktor kappa B (NFkB) veya Bcl2 / Bad proapoptotik yolaklari tizerinden gen
transkripsiyonu etkilenecektir (O’Callaghan ve Houston, 2015; Sugimoto ve Narumiya 2007;
Bluwstein vd., 2013). EP1'in ayrica UVB veya kimyasal olarak indiiklenen cilt kanserlerinin
gelisimine katkida bulundugu gosterilmisti. UVB ile induklenen yass1 epitel hiicreli
karsinomlar, saglikli cilde gore daha yiiksek diizeyde EP1 ekspresyonu gostermektedir (Lee
vd., 2005). Bu sonuglara uygun olarak, secici bir EP1 antagonistinin lokal olarak uygulanmasi

UVB ile indiklenen timarlere kars1 koruma saglamaktadir (Tober vd., 2006).

EP1'in timor olusumunda ikincil bir rolu var gibi goruntyor olsa da, EP2-EP4 reseptorleri ana
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kanser sinyal yolaklarini etkilemektedir. EP2 tarafindan aktive edilen sinyaller veya EP4
tarafindan aktive edilen Ras/MAPK/ERK sinyali gibi ikincil mesajlasma sistemleri
farklilagma, hiicre hayatta kalmasi, hiicre blylimesi veya ¢ogalmasi ve apoptoz gibi hiicresel
fonksiyonlar1 etkileyebilir. EP2 ayrica Axin ve APC ile PI3K / AKT sistemi araciligiyla
calisir ve sitoplazmada fosfor seklinin birikmesine neden olur (O'Callaghan G., Houston
A.,2015).

2.2.3. Terapotik ve Onleyici stratejilerde siklooksijenazin baskilanmasi

Selekoksib ve rofekoksib, her ikisi de COX-2'nin selektif blokerleri, coxib olarak
siniflandirilir. Non-steroid antiinflamatuar ilaglarin (NSAID'ler) birka¢ alt tipi vardir,
asetilsalisilik asit, ibuprofen, indometasin gibi selektif olmayan blokerler, timdr dokularinda
COX-1'in artan ekspresyonu tarif edilmis olmasina ragmen, segici COX-1linhibitorleri kiiglik
bir rol oynar. In vitro bilgiler, hem COX-1 hem de COX-2 olmayan hucrelerin, artik
fonksiyonel genlerin artan transkripsiyonundan kaynaklanan yiiksek bir PGE2 driinine sahip
oldugunu gostermistir. COX-2, saf meme timarleri modellerinde, kanser hiicresinin gogiind,
istilasin1 ve tumorin ilerlemesini, secici olmayan COX-2 inhibitorlerinin timadrinin
indiklenmesi veya secici olmayan kanserin inhibisyonunu ertelemesi i¢in gosterilmistir
(Scollard D. vd., 1998; Raghow R. vd., 1998; Rozic JG,vd., 2001).

Dizenli olarak kullanilan steroid olmayan antiinflamatuar maddelerin, anti-
inflamatuar ve analjezik etkileri nedeniyle kanseri onleme potansiyeline sahip oldugu
gosterilmistir. Etodolac lizerinde molekiiler yol calismalar1 ilk kullanilan ¢alismalardandir.
Etodolak kaynakli apoptoz Burkitt lenfoma hiicrelerinde incelenmistir ve indiiksiyonunun
etodolak gibi bir COX-2 inhibitorii olarak smiflandirilan meloksikamdan daha iistiin oldugu
bulunmustur (Khuder SA, vd., 2001; Kobayashi vd., 2005).

COX-2 inhibitorlerinin etkisini anlamak i¢in yapilan molekiler ¢alismalar, baslica iKi
spesifik coxib, selekoksib ve rofekoksib Uzerinde odaklanmistir. HT29 hiicrelerinde
selekoksibin, ICAM1 ve VCAM1 adhezyon molekillerinde bir azalma ile p38 ve p55'in
MAPK fosforilasyonunu azalttig1 tespit edilmistir (Dianzani C. vd., 2008) . Veriler, pro-
apoptotik tepkinin (Bax ve Bid) doza bagh bir sekilde indiiklendigini gdstermistir. Kolon
kanserlerinde, hlicre dongusu ve apoptoz ile ilgili genlerde modilasyonlar gdzlenmis, ancak
bu degisiklikler temel olarak COX-2 (+) ve COX-2 (-) hiicre hatlarinda oldugu belirlenmistir
(Stauffer S., Yi M. vd., 2008).
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Selekoksib, ¢esitli siklin ekspresyonlarinin azaltilmis inhibisyonu ile G1 fazinda hticre
dongusunin durmasina neden olur. Ayrica protein kinaz B'yi (PKB/Akt) veya bunun yukari
akigh fosfoinositid kinaz1 kinaz 1'i (PDK1) inhibe edebilir. PKB/Akt'nin kismi inhibisyonu,
hiicre dongusu inhibitorleri p21 ve p27'nin nishi aktivasyonu ile sonuglanir, bu da siklin CDK
komplekslerinin kismi inaktivasyonu ile sonuglanabilir (Maier TJ vd., 2006; Tseng PH, vd.,

2004).

2.3. Kronik inflamasyon ve Kanser

Inflamasyon, viicudun i¢sel ve dissal ¢evre uyaranlarina verdigi tepkinin bir parcasidir,
gelen uyaranlar1 ortadan kaldirmak ve doku fizyolojisini diizenlemek gibi olaylarda yer alir. Doku
stvi dengesi (homeostaz) degrade oldugunda, makrofajlar, mast hiicreleri, kemokinler, ROS ve
histamin gibi biyoaktif olan uyaricilar serbest birakilirlar. Bu, inflamatuar siireclerle iligkili
l6kositlerin islevini ve penetrasyonunu bozar. Bu tepkilerin ¢ok uzun siirmesi iltihaplanmaya ve
kanser de dahil olmak {izere birgok baska hastaliga neden olabilir. Klinik ¢aligmalar ve bulasici
hastaliklar tizerinde yapilan arastirmalar, kronik enfeksiyonla izlenen hastaliklarin, inflamasyonu
ve kanseri tetiklediyine dair iligkilerin oldugunu bildirmistir. Son zamanlarda kanser i¢in 6nemli
olmasmna ragmen, tumor cevresinde lokositlerin varhigi ilk olarak Rudolf Virchow'un
caligmalarinda gozlemlenmistir (Visser KE, vd., 2006; Grivennikov vd., 2011; Medzhitov R.,
2010)

Inflamasyonun kanser iizerindeki dnemli roliine dair arastirmalar son yillarda baslamis
ve molekiler sirecleri anlamaya odaklanmistir. Calismalarda, protumojenik olusumun
inflamatuar mekanizmalar tarafindan saglandigi gosterilmistir.  TUmor mikrogevresindeki
bagisiklik sistemi hiicrelerinin frekansi, TAM ve T hiicreleri ile temsil edilir (Mantovani vd.,
2008). Condeelis ve Pollard tarafindan yayinlanan bir ¢alisma, timor blyimesinde artan
TAM'nin anjiyogenez, istila ve metastaza yol acabilecegini bulmustur (Condeelis, Pollard). Diger
caligmalar, 6zellikle de aktif CTL ve Th1 hiicre sayilariolmak izere T hlicre sayimlarinin,bagirsak
kanseri, melanom, multipl miyelom, pankreas ve s kanserlerle iligkisinin olduguna dairkanitlar
elde edilmistir (Bianchi P. vd., 2009; Costes A. vd., 2006; Smyth MJ, vd., 2007).

Tiim6r mikrogevresinde sitokinlerin ve kemokinlerin artan ifadesi, bagisiklik sisteminin
ozgiilliigii ile iligkilidir. Ornegin, NFKB, AP1, STAT ve SMAD efektorlerinden baska kaspazlarve
sitokinler, bagigiklik yanitlarin1 modiile eder ve cesitli islevler yoluyla kanseri 6nler. IL6, IL17,
IL23, timor buylimesini arttirr (Karin M.vd., 2007). TRAIL, FasL, TNFa, EGFR ligandi, TGFb,

IL6, tumdr hicresi onarimini ve hayatta kalmasini destekler.
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Kanser ve inflamasyon ile ilgili diger mekanizmalar, proinflamatuar mutajenez ve
ROS'dur. Bu mekanizmalarin her ikisi de Tgfbr2’ye ve Bax’a benzer bazi 6nemli timor
baskilayici genleri etkisiz hale getirerek veya baskilayarak ve terapotik enzimleri etkisiz hale
getirerek veya baskilayarak kanser riskini arttirabilir. Tiimorlerde erken iltihaplanma ile iligkili
bir bagka mekanizma, kok hucrelere benzer fenotip veren, yada kok hicre genislemesini
destekleyen biiyiime Ozelliklerinin ve sitokinlerin {iretimine yol agmaktir (Sica A., Yuan P.,

Wang J. vd).

2.3.1. Kanserde inflamasyonun 6nemi

Kanser gelisimi 3 agsamada gergeklesir: baglama, artis ve ilerleme. Enflamasyon bu fazin
ilk asamasindan sonra goriildiigii i¢in olaya genomik kararsizlik eslik eder. Kanser gelismesine
tepki olarak bu asamada inflamatuar metabolitler eksprese olur. Bu tepkiler kanser riskini
azaltmaya veya hastalik riskinin artmasina katkida bulunur.

Asagida kanser gelismesinde inflamasyonun roliine dair gérsel verilmistir.
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Sekil 3.1. Kansergelisiminde inflamasyonun roli
(https://www.drozdogan.com/inflamasyon-yangi-iltihaplanma-nedir/)

2.3.2. Kanserinflamasyon etkili sinyal yolaklar ve ilgili metabolitleri
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IL1'le yapilmig eski arastirmalar g6z Online alindiginda, IL1' in timor hucresi
proliferasyonunu indiiklemek igin timaor biyimesi tizerinde etki gosterdigi gosterilmistir. TUmor
nekrozu faktoru alfa ve de TRAIL'in ekspresyonunun kanser veya niks riski icin 6nemli etkileri
vardir (Dinarello CA, 1991, Dranoff G., 2004; Takeda K. vd., 2001).

Hiicre i¢i/niikleer ve hiicre dist HMGBI1 formlar1 kanser, bliylime ve metastaz ve
kemoterapiye yanit ile iliskilidir ve artmus HMGB1 ekspresyonu cilt kanserlerinden olan
melanoma, prostat bez kanseri, pankreas kanseri ve siit bezi kanseri de dahil olmak tzere bircok
benign timorlerde gorulebilmektedir.

Dotsert ve digerleri, 2008 yilinda, prointerlokin 1b (IL 1b) degisiminin inflamasyon
olusumunu tetikledigi ve bunlarin timor olusumunu saglayan aktivitelerine aracilik ettigi
bildirilmistir (Dotsert vd., 2008). Diger caligmalar, COX-2'deki bir artigin, hiicre yapigsmasini
degistirdigini ve metastazi artirmak i¢in anjiyogenezi destekledigini, bdylece tiimor biiylimesini
etkiledigini, bdylece apoptozu inhibe ettigini, hiicre boliinmesini tesvik ettigini, antikorlar
onledigini ve hicresel protein sentezini inhibe ettigini bildirmistir. Doniistiirticti biylime faktori
beta (TGFp),tlimor metastazinin baglatilmasi, biiylimesi ve kontroliinde rol oynayan salgilanan
bir liganddir. Sinyalleme bilesenlerinin (TGFBR1, TGFBR2, SMAD2, SMAD4, TGFp) genel
olarak ortadan yittiyinin gosterilmesinden dolayr mihim baglantili bilgiler elde edilmistir.
Bununla birlikte, tipll mutasyonlarin idrar yollari, meme, bagirsak, yemek borusu, akciger, mide,
beyin ve s diger bazi kanserler de dahil olmak iizere ¢esitli kanserlerin gelisiminde rol oynadigi
da gosterilmistir. NFkB ve STAT3, anjiyogenez, istila, hareketlilik, kemokinlerin ve sitokinlerin
iiretiminin yan1 sira hiicrenin hayatta kalmasi, ¢cogalmasi ve biiyiimesinin gen regiilasyonu ile

ilgilidir (Kang R. vd., 2009; Vera M. vd., 2007; Volp K. vd., 2003).

TNFa ve IL1, aktif kemokin reseptori 4, kemokin ligand 12 sinyal yolu (CXC motifi)
ve siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi sitokinler ve metabolitlerdeki artiglar, metastazlar, iltihab,
hipoksi, anjiyogenez ile iliskilidir. Immiinsiipresif hiicreler araciligiyla salgilanmakta olan
inflamatuar &zellige sahip sitokinler kanser progresyonuna sebebiyet verebilir. Ornek olarak,
MDSC, doniistiiriicii timor biiylime faktorii B (TGFp), epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve
hepatosit Growth faktorii (HGF) yollarmni salgilar, bununla da tiimorle iliskili makrofajlarda M1
makrofajlarin yerini alarak epitelyal- mezenkimal gecisi (EMT) destekler (Carvalho JE, vd.,
2012; Bronte V. vd., 2012).

P2X7R, iltihap ve kanser istilasindan baska metastazin da dnemli bir regiilatoriidiir.
P2X7R, intraselltler bir ek C-terminal amino asittir. ATP ile baglandiktan sonra daha kuicuk olan

katyoniyonlar1 (+) i¢in kanal segenekleri sunar. ATP konsantrasyonu diisiik oldugunda bu
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hiicre ¢gogalmasinin nedeniyken, ATP konsantrasyonu yiiksek oldugunda biiylik gézenekler agilarak
apoptoz yoluyla hiicre 6limine neden olabilen inflamatuar sitokinler salinmaktadir. CSF1
reseptorlerinin (CSF1R) modilasyonunun, mononikleer fagositik hiicrelerin, 6zellikle makrofaj
(Apolloni S. vd, 2012; Burnstock G., 2017) farklilagmasi1 ve hayatta kalmasinda 6nemli oldugu kabul

edilmistir.

NF«kB, COX-2, JAK/STAT ve diger bazi inflamasyonla iliskili muihim sinyal
yolaklarinin siirekli olarak aktive olmasi, inflamatuar meme kanserinin (IBC) baslangicinda
onemli oldugu gosterilmistir. Transformatif tiimor biiyiime faktori B (TGFp), IL 8, IL1B ve
TNFa, tiimor hiicresi proliferasyonu, hayatta kalmasi, epitelyal-mezenkimal gecis (EMT), istila
ve metastazda rol oynar (Kogawa T. vd., 2014).

2.3.3. Akciger kanseri ve inflamasyon

Inaktive edilmis serin/treonin kinaz enzimlerinden biri IRAKM'nin TGF'le ilgiliolarak
indiikte olmasi, fare akciger modellerinde timarlere bagli makrofajlarin (TAM) fenotip M2 formu
ile iliskilendirilmistir. CxcR2’nin tiikenmesinin fare modellerinde pulméner tiimoriin buylimesi
ve anjiyogenezi baskilamasi bilinmektedir. Stat3 tarafindan indiklendikten sonra Il tipalveolar
epitel hicreler Gzerinde CxcR2'nin yukari regiilasyonunun muayyen edilmesi, bu molekulin

pulmoner tumadrijenezdeki yeni roliini dogrular (Kuick RT., vd, 2011; Jung DB, vd.,2018)

Akciger P-adenokarsinomu fosforile tirozin STAT3 icerir. Gao ile arkadaslarinin
yapmis olduklar1 ¢alismalarda, sirekli aktive edilmis mutant EGFR ile eksprese edilen
akcigerlerde olana denokarsinom hiicreleri, yiiksek IL6 seviyelerine sahipti ve IL6/gp130/JAK

yolunun inhibisyonu pSTAT3 seviyelerinin azalmasina sebep olmustur (Gao vd., 2007).

Bir calismada, TREM1+'nin inhibisyonu, istatistiksel bir fare ksenograft modelinde
timor buylmesini baskiladi. Diger ¢calismalar, VEGFR1'le iligkili mekanizma tarafindan salinan
MMP 9'un, akciger makrofajlarinin endotelyal hicrelerimdeki etkisinden kaynaklandigini
gostermistir. CXCL8CXCRI1/2 ekseni, kanser hiicresi biiyimesi ve rejenerasyonunu (CSC)

kontrol ederek kanser hiicresi bllyiimesinde ve metastazinda 6nemli bir rol oynayabilir (Lin vd.).
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2.4. Kanserve Hiicre Olimii

Hem kanser, hem de benzer diger hastaliklar i¢in etkili tedaviler gelistirmek amaciyla

hicre 6limine yol agabilecek yolaklari1anlamak gerekmektedir.

2.4.1. Otofaji

Otofaji, vakuoldeki makromolekiiller ve intraselliiler organellerin kaynagmasi ve
birincil lizozomlardan parcalanmasiyla meydana gelen bir siiregtir. Bu olay sayesinde hem
anabolik hem de katabolik hiicresel fonksiyonlar esitlenir ve gereksiz ve gelismemis organeller
elimine edilir. Sindirilen GrGnin icerigi geri dondstiiriiliir ve hacrelerin buyimesinin ve
gelisiminin saglanmasii¢in kullanilir. Sitoplazma veya organelin bir kismi1 6nce ER'nin hiicre dis1
zar1 ile gevrilidir. Birincil lizozomlar bu paternle kaynasir ve ikincil lizozomlar, yani otofagozom
vakuolleri olusur. Hidrolazlar tarafindan parcalanir ve apoptozdan farkli olarak nukleer
yogunlagsma daha sonralar meydana gelir, bu nedenle DNA hasari, apoptotik cisimciklerin

olusumu izlenmez (Liu X., 2017)

2.4.2. Nekroz

Genlerin kontrol altinda tutamadigi rastgele bir siirectir. En sik goriilen neden hipoksi
durumudur. Arsenik asit, siyanir, pestisitler ve agir metaller gibitoksinler nekroza neden
olmaktadir. Nekroz olusumu esnasinda mitokondrilerde olan ROS'un Uretimi artmakta, apoptotik
olmayan proteaz enzimleri aktifleserck, ATP (retiminin azalmasmna ve DNA onarimindan
sorumlu olan kalsiyum (Ca++) kanallarinin aktive olmasina neden olmaktadir. PoliADPriboz
polimeraz (PARP), NAD+'1 yariya bOlerek NAD'nin azalmasina yol agar. Enflamasyon, nekrozun
onemli bir nedenidir (Kroemer G. vd., 2007; Melino G. vd., 2004).

Asagidaki tablo apoptoz ve nekrozu karsilastirmaktadir.
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Tablo 2.1. Apoptozve nekrozun kiyaslanmast
(Coskun ve Ozgir, 2013)

Ozellik

Nekroz

Apoptoz

Neden olan faktorler

Iskemi, hipertermi, hipoksi, viral
enfeksiyonlar, toksik maddeler,
agir metaller, siddetli oksidatif
stres

Biyume faktorl eksikligi, hiicre
yaglanmasi, HIV, kanser ilaglari,
radyasyon, 6lim reseptorleri
aktivasyonu, sitotoksik T lemfositler

Morfolojik 6zellikler

Hulcre membrani biitiinligi
bozulur, hiicre siser, biiyiik
vakouller olusur, organeller
pargalanir, hiicre lizise
ugrar, fosfatidilin
translokasyonu gozlenmez.

Hulcre membrani saglamdir, hiicrekicalir,
blebler olusur, kromatin kondensasyonu
gergeklesir, organeller saglamdir,
apoptotik cisimler olusur, erken evrede
fosfatidil serin translokasyonu gézlenir.

Biyokimyasal
ozellikler

Yon dengesi bozulur, ATP
gerekmez, DNA rastgele
parcalanir

Programlidir, ATP gereklidir, DNA
kiriklar1 merdivenseklini alir (jel
elektroforezi)

Diger 0zellikler

Hucreler gruplar halinde 6lr,
patolojik etki sonucu gerceklesir,
lizosomal tip enzimler salmur,
enflamasyona nedenolur

Hiicreler tek-tek veya bir arada birkag dliir,
fizyolojik sartlarda da ola bilir, makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler, enflamasyon
yoktur

2.4.3. Apoptoz

Insan viicudundaki her hiicre belirli bir dmre sahiptir ve zaman1 doldugunda hiicre 6liim

yolaklar1 araciligiyla 6ldtrtlmektedir. Apoptoz ve hiicre proliferasyonunun dengeli ve kontrolli

iliskisi vardir. Fizyolojik hiicre 6liim tiplerinden biri olan apoptoz, bir agagtan yapragm veya

cicekten bir ciceyin ayrilmasi, diismesi anlamlarina gelir. Apo: ayrilmak, Pitoz: diistis demektir.

(Kerr JF. vd.). Apoptozuterim olarak ilk kez 1972 yilinda Avustralyali patolog JF Kerr

tanimlamistir. Apoptoz, genelleme yapilirsa, hiicrenin kendi kendini yok ettigi, genler tarafindan

diizenlenip programlanan ve RNA, protein ve enerji sentezi gerektiren ve vicuttaki homeostazi

diizenleyen bir olaydir. Nematod Caenorhabditis elegans apoptozu incelemek igin kullanilmustir.
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Robert Horvitz, Brenner ve John E. Soston bu basit ¢ok hiicreli nematod ile ¢alismiglardir.
Soston, 2002 yilinda "Planli Hiicre Olumi ve Organ Gelisiminin Genomik Duizenlemesi* konusu
ile 2002 Nobel Odiili'ne layik goriilmiistiir. Apoptoz, viicudun normal isleyisini etkileyen
hicreleri yok etmek icin mitoz gibi normal biiylme icin de gereklidir (Ellis RE, vd., 1992;
Christopher SP,vd., 2001).

Apoptotik 6lum, hiicrenin metabolik ve fizyolojik strecleri tetikleyerek kendi kendine
zarar vermesi durumudur. Bu uyarin1 alan hiicreler ¢evrelerinden uzaklagarak komsu hiicrelerle
temasimi kaybeder, biiziiliir ve kromatin yogunlasarak onlar1 tek bir kaynaga getirir. Bununla
birlikte, organeller butinluk modellerini korur. Elektron ve Isik mikroskopisi, apoptozis
esnasida olusan morfolojik degismeleri tanimlamada énemli role sahip olmustur (Jonker R., vd.,
1993; Ozol D vd., 2001). Piknoz, kromatin yogunlasmasinin bir sonucudur ve apoptozun en
yaygin seklidir. Bunlar bir grup hiicre veya hiicre alt gruplaridir. Apoptotik hiicreler, niikleer
kromatin ve koyu eozinofilik sitoplazmanin koyu mor parlamalari ile yuvarlak veya oval kiimeler
olarak goriiniir. Elektron mikroskobu intraselliiler degismeleri daha dogru bir sekilde tanimlama
ozelligine sahiptir. Kromatin yogunlagsmasinin erken asamalarinda, kati-nilkleer madde genellikle
zarlarm ve kimelerin ¢evresinde bulunur (Kazatchkine MD vd., 2000). Apoptoz sirasinda
meydana gelen degisiklikler arasinda hiicre proliferasyonu, plazma membran proliferasyonu,
nikleer membran fragmantasyonu olmaksizin periferal nikleer DNA yogunlagsmasi Ve
nikleozom DNA bolinmesi bulunur (apoptozun olusma yolaklarindan biri sekil 4'te
gosterilmistir). Bu tiir hiicre 6limii bir yanit olarak kabul edilmeyen nekrotik hiicre 6liimiinden
farklidir. Plazma zarmin yogun tomurcuklanmasi, "tomurcuklanma" adi verilen bir slrecte
apoptotik vicutta hiicrepargalarmin hasar gérmesine ve dagilmasina yol acar. Apoptotik cisimler,
pargalanmis veya pargalanmis sitoplazmadan veya pargalanmis nikleer sitoplazma iceren
organellerden olusur ve bunlar ayn1 zamanda tiim organizmalarin plazma zarinda depolanir ve

bulunur (Harrison DJ, vd., 1999; Gorospe WC, vd., 1991).

Apoptotik cisimler makrofajlar tarafindan taninir ve fagosite edilir, ancak iltihap
gorilmez. Genel olarak kalsiyum, seramidler, Bcl2 ailesi ve benzeri molekiller, p53 gibi
proteinler, kaspazlar, sitokromlar ve mitokondri apoptozun diizenlenmesinde rol oynar. Apopto
zamani SUrekli olarak kalsiyum saglanir. Hucredeki kalsiyum iyonlari endoniikleazlarin,
proteazlarin ve transglutaminazlarin aktivasyonunda gen ve hiicre iskeleti diizenlemesi gibi

fizyolojik surecglerde yer almaktadir (CoryS. vd., 2001).
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Sekil 4.1. Apoptozun gelisme mekanizmas:
(https://iwww.bezelyedergi.net/ hiicre 61m mekanizmalar1)

2.4.3.1. Kaspaz ailesi

Hicre oliminde anahtar rol oynayan kaspazlar, sistein partikulli proteaz tipli
enzimlerdir. Bu gruba dahil olan kaspaz proteaz enzimleri, apoptoz siirecinin baslatilmasi,ayni
zamanda da uygulanmasinda énemli bir roloynarlar.

Bu enzimler iki kategoriye ayrilmaktadirlar. Baslatic1 kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9, 10) ilk
olarak bir sinyale yanit olarak etkinlesir ve cellat kaspaz (infazc1) (3,6,7°ci kaspazlar) bunlardan
olusur.Mevcut bir¢ok kanser tiirlerinin tedavisi, bu kaspazlara dolay1 yoldan etki ederek kanser
zamani apoptozu indukler.

Infaze1 kaspazlar olan 3, 6 ve 7 kazpazlari etkinlestirildiginde; Endoniikleaz aktivasyonu,
DNA parcalanmasi, niikleer protein bozulmasi, fagositlerde ligand ekspresi ve apoptoz olusur.
Baglatic1 kaspazlar otonom olabilir ve bu amagla N-terminal prodomin tarafindanaktive edilirken
efektor kaspazlarin aktive olmasi 8,9,10 baslangi¢ kaspazlari araciligiyla aktif hale gelmektedir.
Burada baslangic ve efektor kaspaz roliinii kaspaz 2 oynar. Ozellikle, efektor kaspaz olan kaspaz
13'in substrat 6zelliklerinden dolay1 kaspaz 2 bir efektor kaspaz gibi kategorize edilebilir (Adams
JM, vd., 2001; Martin SJ, vd., 2001; Vellenga E. vd., 2004).
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Kaspaz 2'nin rolii agik olmasina ragmen, son zamanlardaki bazi arastirmalar, genotoksik
strese yanit baglammda mitokondriyal yollarda yukar1 regiilasyon degisikliklerinin oldugunu
bildirmistir. Infazc1 kaspaz aktivitesi ayrica dogrudan granzim/performin yolu ile de baslatabilir.
Yirttiicti kaspazlar grupu kaspaz 7 ve kaspaz 3’1 icerir. Ayrica bu grupta kaspaz 6-da vardir,
ancak apoptozdaki onemi daha az belirgindir. Multiprotein komplekslerinde 6ncii kaspazlar
izleyebilir. Aktivasyon her kaspaz igin benzersizdir. Kaspaz 10 ve kaspaz 8 igin 6lumu
indlkleyen bir sinyal kompleksine (DISC), apoptotik peptidaz aktive edici faktor 1 (Apafl)
apoptozomunu ve p53'l ise kaspaz 9 icin igerir. Bu, efektor kaspazlardan olan kaspaz 2’den dolay1
induklenen 6lumalani proteinidir (PIDDosome) (Tschopp ve dig., 2004).

Her bir kompleks genel olarak bir adet reseptdr proteini icerir. Ornek olarak oligomer
olan CD95/Fas DISC, CD95/Fas molekiilleri Fas ile iligkili bir protein 6liim alan1 (FADD)
baglayici protein ile birlestirdiginde olugsmaktadir.

2.4.3.2. Intrinsik (icsel) yolak

Apoptozun hiicre ici sinyallerle uyarilmasmdan sonra, apoptozu destekleyen protein, anti-
apoptotik protein olan Bcl2'yi inaktif, Bax ve Bak'l ise aktif duruma getirir. Aktive olunmus Bak
ve Bax, mitokondriyal membran gdzenek olusumunu indikler ve membran kapasitansini
degistirir. Boylece mitokondriyal membran sitokromlari, Kaspaz (SMAC), EndoG
(EndoniikleazG), Ca++ ve AIF (apoptoz indikleyici faktér) mitokondrilerinden turetilen ikinci
bir aktivatorin salinimini destekler. Arada IAF'nin var olusu, kaspaz 8 ve kaspaz 3'in aktivitesini
inhibe eder. Cekirdege dogru AIF yer degistirir ve bir kompleks olusturmak icin onu birkag
parcaya boler. Apoptozu parcalar ve kaspaz 9 aktif hale gelir. Bundan baska kaspaz 9
prokaspazlardan olan prokazpaz 3'iin de aktive edilmesinde rol oynar (Adams JM, vd., 2001; Hsu
Y. vd., 2000; Greengrass PM, vd., 2000).

24.32.1. BCL-2ailesi

Bir hiicrenin apoptoz alip almadigi, Bcl2 ailesi genlerinin heterodimerik veya
homodimerik formuna baghidir. Bcl2 ailesi iki zit gruptan olusur. Bunlar pro-apoptotik tyeler ve
anti- apoptotik tyelerdir. Hiicrelerde ylksek miktarda pro-apoptotik iiyeler var oldugunda, daha
yiiksek egilimle apoptoz goriiliir. Yiiksek diizeyde anti- apoptotik tyeler varsa, hiicreler daha

diistik oranda apoptoza egilim gosterirler.
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Proapoptotik Uyeler arasinda Bax, Bad, BclXs, Bim, Bak, Noxa ve Puma yer alir. Bu proteinlere
sitozolde tesadiif edilir ve sitokromlarive apoptozu indiikleyen faktorii (AIF) serbest birakarak
apoptozu indiiklerler. Spesifik olarak, hiicresel Ca++ oranini diizenleyerek ve Onciil kaspaz
formlarina dayali olarak AIF ve sitokromlarin salinimini inhibasyon yolu ile bloke edip
apoptozun inhibe ederler. (Adams JM., vd., 2001).

2.4.3.3. EKkstrinsik (Digsal) yolak

Ekstrinsik yolak, isminden de bilindigi gibi, 6liim reseptoriiniin 6liim ligandina (BKerr
JF, Harmon BV) baglanmasiyla baslamaktadir. Bilinen birka¢ 61im reseptoriniin tanimlanmasina
bakmayarak, en 1yi sekilde bilinmekte olanlar, TNF reseptor tip 1 (TNFRI1) ve ligandlari sirasiyla
TNF ve Fas ligand:1 (FasL) olarak adlandirilan Fas (CD95) adl ilgili proteindir.Bu reseptorler,
kaspaz 8 gibi sistein proteazlarini algilayan ara Oli hiicrelerin yani1 sira TNF reseptori ile
iligkilioliim alan1 (TRADD) ve Fas ile iligkili 6liim alan1 (FADD) gibi adaptor proteinleri igerir.
Oliim ligandmm 8liim reseptdriine baglanmasi, protein igin bir baglanma bolgesi olusturur; tim
ligand-reseptor-adaptor protein kompleksi, 6limi indikleyen sinyal kompleksi (DISC) olarak
adlandirilir. Olusan bu kompleks daha sonralar pro-kaspaz 8'i almaya ve etkinlestirmeye
baslayacaktir. Enzimin aktiflestirilmis formu olan kaspaz 8, diger asagi akis veya efektor
kaspazlar1 pargalayarak apoptozu baslatan bir baslangi¢ kaspazidir (Vries EG, vd., 2004; Cotter
TG, vd., 2003).

Cift yonli olarak aktive edilmis kaspaz 3, CAD aktivasyonu ile DNA fragmantasyonunu
indiikler. Dissal yolak, sfingolipid yolagidir. Sfingomyelin hiicre zarlarmin temelini olusturan
maddelerdendir. Oliim reseptorleri tarafindan aktiflestirilen sfingomiyelinaz  enzimi,
sfingomiyelinin seramide donligmesine neden olur. Seramidaz tarafindan seramid sfingosine
doniistiiriiliir. Sfingosin ayrica duyarlilig: arttirir ve apoptozu indiikler (Pawlina W., Ross MH,

2011). Ayrica burada bir baska etkili sistem de Granzim-Perforin sistemidir.

Perforin/granzim yolagr: T-hlcresi aracili sitotoksisite, duyarhlagtirilmig CD8+
hucrelerinin kanser antijenik hiicrelerini 6ldiirdigii "IV tip" asir1 duyarliligm bir ¢esididir.
Sitotoksik T lenfositleri (CTL), hedefleri dissal olarak oldUrebilir. FasL/FasR etkilesimi, CTL ile
indiklenen apoptozda dnemli bir patojendir (Ziani L. vd., 2015). Bununla birlikte, sitotoksik

etkilerini zar-Gtesi gozenek olusturucu bir molekul olan perforin salgilayarak tumor
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hiicresi ve virtsle enfekte hiicreler Uzerinde de gosterebilirler. Granzim A ve granzim B, peletin
en 6nemli bilesenleridir. Granzim B, prokaspaz 10 aktivasyonunu indukleyerek, aspartat
tortusundan proteinlerin boliinmesine neden olur. Sonug olarak, Acad gibifaktdrleri devre disi
birakabilirler. Bu DNA-az, sayili tumdr hiicresi apoptozunun indtksiyonunu dnlemek i¢in 6nemli
bir rol oynar. Bu nedenle, bu kompleksin granzim A tarafindan inaktivasyonu, biiyiik olasilikla
DNA ve kromatinin yapisal biitiinliigliniin korunmasmi bloke ederek apoptoza katkida bulunur

(Saha G. vd., 2018; Kim-Campbell N. vd., 2019 ; Murphy BM vd., 2005).

2.4.3.4. Ortak yol

Ortak yolak. Kontrollii apoptoz seviyeleri, birka¢ kaspazin aktivasyonu ile iliskilidir. I¢
yolun iist kaspazi kaspaz 9'dur ve dis yolun iist kaspazi kaspaz 8'dir. Hem i¢ yol hem de dis yol
kaspaz 3'e yakindir. Daha sonra kaspaz 3 niikleer hiicre 6liimiinden sorumlu olan kaspazla aktif
edilmis DNA’nin inhibitér maddesini parcalar. Ek olarak, akis kaspazlarindan olan asagi akis
kaspazlar1 protein kinazlarin, hlcrenin yapisini teskil eden proteinlerinin, DNA'y1 onaran
proteinlerin ve endonlkleaz ailelerinin inhibitér alt birimlerini etkiler. Ayrica apoptoz gibi
morfolojik degisiklikler iireten hiicre iskeleti de hiicre dongiisiinii ve oryantasyonunu etkiler

(Witzig TE vd., 2005).

2.4.3.5. TNF (tumor necrosis factor) ailesi

Tumor nekrozi faktori (TNF), fizjolojik ve patolojik streclerde 6nemli rol oynayan
sitokinlerdendir. Savunma sistemi sorunlarinda ve tiimor biiylimesinde 6nemi biiyiiktiir. TNF
hiicre nekrozuna (hiicre genislemesini, organellerin yok edilmesini ve nihayetinde hiicre hasarini
icermekte olan siire¢) ve apoptoza (hiicre biiziilmesini, sikisma olusumunu ve DNA yapisinin
bozulmasini icermekte olan bir siire¢) neden olur. Nekroz faktorii ailesine, TNFf, TNFa, ligand
CDA40, ligand FAS ve TNF'e bagl apoptozun indiiklenmesinde rol alan ligand- TRAIL deait
olmakla en ©Onemli sitokinlerin bazilarin1 icermektedir. TNFB, T hicreleri araciligiyla
iretilmekedir (Chu, 2013) ve saflastirilmis TNF veya TNF'nin hiicre ¢izgisi ekspresyonu ile

yapilan ¢aligmalar, TNF'nin timor yapilarinda tumér nekrozuna neden olabilecegini gostermistir.
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2.5. Kanser Tedavisi

Kanseri tedavi etmek icin kullanilan ana prosedilrler radikal tedavi, kemoterapi,
immiinoterapi ve cerrahidir (Nooshin Banaee vd., 2017). Farkli kanser vakalarinda cerrahi,
cerrahi rezeksiyon, radikal cerrahi ve palyatif cerrahi olmakla ¢esitli amaclar i¢cin kullanilir.
Cerrahi tanida kanserin kesin olarak teshis edilmesi amaciyla dokudan 6rnek alinir ve tiimoriin
tipine ve yayilmasima gore sadece lokal diizeyde veya hastalikli dokunun tamamina biyopsi
yapilir. Cerrahi rezeksiyon, tiimor olmamasina ragmen kansere neden oldugu bilinen "kanser
oncesi lezyon" olarak adlandirilan dokuyu cikarmak icin kullanilmaktadir. Ornegin kolon
polipleri, kanser risklerinin artmasi nedeniyle ¢ikarilmalidir. Bunun cerrahi onkolojide bir
gereklilik olduguna dikkat etmek Onemlidir. Bununla birlikte, birgok kanser turd, kanser
cikarildiktan sonra bile gériinmeyen mikroskobik metastazlara sahiptir. Bu nedenle cerrahiye
ek olarak farmakoterapi ve radyoterapi siklikla gereklidir (TezerK., Ayse K., 1992)

Radyasyon tedavisi, komsu dokuyu korurken tiimorii yok etmek i¢in iyonlastirict 151k
kullanarak tiimorlerin tedavisidir. Burada kullanilan prosediirlerin tiimii radyasyon onkolojisi
olarak isimlendirilir. Radyobiyolojinin bu dali, iyonlastirici radyasyonun biyolojik etkilerini
inceler. Radyasyon tedavisi tek basina veya kanser tedavisinde cerrahi veya ilaglarla birlikte
kullanilabilir. Cerrahi tedaviye benzer yararlari olan hastaliklarda, disfonksiyonu engelledigi ve

organizmanin korunma ilkesine miidahale etmedigi icin tercih edilen tedavi yontemidir

Kemoterapi "sitotoksik™ olsa da biylimeyi etkileyen kanseri tedavi etmek i¢in kullanilan
bir yontemdir. Bu amacla kullanilan ilaglara da “kanser dnleyici ilaglar” denir. Ilacin kullanim
amac1 kanserin tipine gore degisiklik gosterebilir. Kanser tedavisi, kanser tamamen yok
edildiginde tedavi edilebilir olarak kabul edilir (Greenhalgh TA, Symonds RP, 2014).

Fakat kemoterapi ve radyasyon tedavisi gibi giinimuizde kullanilan geleneksel kanser
tedavi yontemleri pahalidir ve mide bulantisi, ishal, kabizlik ve sa¢ dokiilmesi gibi hafif yan
etkilerden norolojik, kardiyak ve kardiyak toksisite gibi ciddi yan etkilere kadar bir¢ok yan etkiye
sahiptir. Bu yan etkiler yalnizca hastanin yasam kalitesini diisiirmekle kalmaz, ayn1 zamanda
hastalar1 tedavi protokollerini kabul etmekten caydirir. Bunun icin de mevcut tedavilere alternatif
olacak dogal, biyolojik ve sentetik maddelerden gelistirilmis, daha az toksik, daha segici ve etkili

anti-kanser ilaglarmin arastirilmasina ve etki mekanizmalarinin aydinlatilmas1 gerekmektedir.
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Inflamasyonun kanser ilerlemesindeki énemine dair belki de en iyi kanit, uzun siireli
aspirin ve nonsteroid antiinflamatuar ilaglar (NSAID'ler) kullanicilarinda kanser riskinin
arastirilmasindan gelir. Cok fazla veri, bu ilaglarin kullaniminin belirli kanserlerin ilerlemesini
azalttigini1 gosterir Arasidonik asidi, hasarli dokularda inflamatuar reaksiyonlara neden olan
prostaglandinlere doniistiiriir. Aspirin, ayn1 zamanda siklooksijenaz-1 ve siklooksijenaz-2
iizerinde geri doniisiimsiiz olarak inaktive o6zelligine sahiptir, fakat trombosit fonksiyonunu
inhibe etmede seg¢ici degildir, tromboksan A2 sentezini inhibe eder. Flurbiprofen gibi diger
steroid olmayan antiinflamatuar ilaglar trombosit agregasyonunu inhibe etme 6zelligi nedeniyle

guclu antimetastatik etkilere sahip olabilir.
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3. Metodlar

3.1. 2,4 Disubstittietiyazol Turevlerinin Genel Sentez Yontemi
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Sekil 5.1. 2,4 disubstitiietivazol tiirevierinin sentez semast. Reaksiyon kosullari ve reajanlar: a: EtOH, 5 s, 200 °C;
b:EtOH, 12 s, 200 °C.

2-(1-Hidrazonoetil)-4-nitrofenol (1) sentezi: 2-Hidroksi-4-nitroasetofenon (0.1 mol) ve hidrazin
hidrat (0.2 mol) 5 saat boyunca 200 °C’de 250 mL etanolde kaynatilir. Reaksiyonun bitimi ince
Tabaka Kromatografisi (ITK) ile kontrol edilir. Reaksiyon karisimi bir gece soguk ortamda

dinlendirildikten sonra ¢oken Urlin suizlilerek alinir, kuruyunca alkolden kristallendirilir.

2-(1-(2-(4-(Substitte fenil)tiyazol-2-il)hidrazono)etil)-4-nitrofenol (HAL1-HAL10) tirevlerinin
sentezi : Esdeger oranda (0.005 mol) 2’-bromoasetofenon turevleri ve elde edilen ara tirtin (1) 50 mL
etanol icerisinde 12 saat boyunca kaynatilir. Reaksiyon ITK ile kontrol edilerek sonlandirilir. Ham

uriin reaksiyon karisimindan siiziilerek alinir, kuruyunca etanolden kristallendirilir.
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Tablo 3.1. Sentezlenen bilesikler

Bilesik

Kapali formUl-Molekul agirligt

E.D.

HAL-1

4-NO2

Kimyasal formili: C17H13N505S
Tam agirligt: 399,06
Molekil agirligi: 399,38 ¢

310

HAL-2

3,4-diOH

Kimyasal formili: C17H14N405S
Tam agirhigr: 386,07
Molekul agirligi: 386,38 g

308

HAL-3

2,5-diOCH3

Kimyasal formiliu: C19H18N405S
Tam agirhgi: 414,10
Molekiil agirligr: 414,44 g

226

HAL-4

Naftalen-2-il

Kimyasal formiliu: C21H16N403S
Tam agirhigr: 404,09
Molekul agirligi: 404,44 g

250

HAL-5

2,4-diCH3

Kimyasal formiliu: C19H18N403S
Tam agirhigr: 382,11
Molekul agirlig1 382,44 g

250

HAL-6

3,4-diCl

Kimyasal formuli: C17H12CI2N403S
Tam agirhigr: 422,00
Molekul agirligi: 423,27 g

263

HAL-7

2-F

Kimyasal formiili: C17H13FN40O3S
Tam agirhig1 372,07
Molekul agirhigi: 372,37 ¢

261

HAL-8

3F

Kimyasal formiili: C17H13FN40O3S
Tam agirhigt: 372,07
Molekil agirligi: 372,37 g

262

HAL-9

4F

Kimyasal formiili: C17H13FN40O3S
Tam agirhig1 372,07
Molekil agirligi: 372,37 g

271

HAL-10

2,4-diF

Kimyasal form{li: C17H12F2N403S
Tam agirligi 390,06
Molekil agirligi: 390,36 g

241
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3.2. Enzim Inhibitor Aktivite Cahsmalar

Bilesiklerin siklooksijenaz enzim inhibisyonu etkilerinin belirlenmesi “Cayman COX
Inhibitor Screening Assay Kit, (katalog numarasi:701050)”, standardize yontemi kullanilarak
yapildi. Tampon olarak kullanilmig ¢6zelti 3 millilitre 0,1 M Tris-HCL (Hidroksimetil
Aminometan) (8 pH 37 ° C), 27 ml HPLC dereceli su ile karistirilarak hazirlandi ve COX
enzimlerinin seyreltilmesi i¢in kullanildi. Hemin de ayni sekilde tampon ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.
KOH ile 100 pL 0,1 M Arasidonik asit karistirilarak seyreltilmek icin dH20 kullanildi.
Mikroplate'in kor kuyucuklarina tampon, ¢6ziicii, hem ¢dzeltisi; enzim kuyucuklarina, tampon, hem
cozeltisi, siklooksijenaz enzim ¢ozeltisi; test kuyucuklarina tampon, hem ¢ozeltisi, siklooksijenaz
enzim ¢Ozeltisi, solvent; inhibitér numune kuyucuklarina, tampon, hem ¢ozeltisi, siklooksijenaz
enzim ¢Ozeltisi ve inhibitér kontrol madde ekledikten sonra 25 °C’de 5 dakika boyunca inkibe
edildi. Inkiibasyon isleminden sonra biitiin kuyucuklara substrat ¢ozeltisinden 20 puL miktar ve
arasidonik asit subsrat ¢ézeltisinden ayn1 miktarda ekleyip, her kuyucukta son hacmin220 pL olmasi
saglandiktan sonra 2 dakika25 °C'de mikroplate inkiibe edilir. Inkiibe edildikten sonra 590 nm dalga
boyunda absorbanslar 6l¢uldi ve inhibisyonlar yiizde olarak hesaplandi. Deneyler (i¢ tekrarli olarak

caligild1 ve sonuglarin ifadesi ortalama + standart hataolarak gosterildi.

3.3. Biyolojik Etki Cahsmalari
3.3.1. Antikanser etki cahismalar:

Kullanilan 2,4 disubstitiietiyazol tiirevi bilesiklerin antikanser etkileri degerlendirilirken,
ilk olarak MTT metodu ile bu bilesiklerin sitotoksik etkileri belirlenmistir. Daha sonraki asamada
onemli sitotoksik etkiye sahip olan bilesiklerin apoptotik etkileri tespit edildi

Hiicre apoptoz uyarisi almis oldugu zaman hiicre membraninin sitoplazmik kisminda olan
fosfatidilserin hiicre membranindaki yerini dis lipid tabakasina dogru degistirmektedir. Buyer
degisikliyi baslangic apoptoz evresinde gergeklesmektedir. Anneksin V'  proteininin
fosfatidilserine baglanabilme 6zelliginden faydalanarak floresan bir madde olan (FITC) ile bu
protein isaretlenerek apoptotik hiicre gorulebilir duruma getirilmektedir. Akim sitometrisi
yontemi ile bu baglanma payi 6lculebilmektedir. Ayni zamanda nekrotik hiicrelerde de Anneksin
baglanmasi goriilebildigi i¢in ayrica non-vital boyalardan biri olan propidyum iyodir (Pl)
boyamasi da yapilmaktadir. Canli hiicrelerde membranlar saglam oldugu i¢in propidyum iyodiir

boyas1 onlar1 boyamamaktadir.
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Erken apoptotik hticreler FITC (+/PI (-), ge¢ apoptotik veyanekrotik hucreler FITC (+\PI (+) ve
canlt hiicreler FITC (-)/PI (-), olarak ayirt edilebilmektedir (Kus, 2011; Zhang vd., 1997).

3.3.1.1. MTT yontemi ile in vitro sitotoksik etki ¢calismalart

Kullanilan bilesiklerin sitotoksik etkileri in vitro olarak MTT (3-(4,5-dimetiltiazol- 2il)-2,5-
difenil tetrazolyum bromiir), literatiir caligmalarinda gosterildiginin (Keiser, 2000;Mossman, 1983)
uzerinde kicuk modifikasyonlar ile 6lciuldi. Calisma zamani kullanilmis insan akciger
adenokarsinoma epitelyal hiicre dizisi (A549) ve normal fibroblast (L929) hiicre dizileri siv1 azottan
(-196 C) ¢ikarilip, santrifiij edildi, A549 hiicreleri RPMI ve Eagle's Minimum Essential Medium ve
L929 hiicreleri Dulbecco's Modified Eagle's Medium ile 37 °C de, % 10 Fetal sigir serumu (FBS)
iceren besi ortaminin konuldugu flasklarda, % 5 CO2 iceren CO2; inkibat6rinde kultire edildi.
Deneyin yapila bilmesi i¢in gereken yeterli miktara ulasmis hiicreler Thoma lami ile sayilarak 96
kuyucukdan olusan ve her bir kuyucuga 2x10*miktarda hiicre gelecek sekilde ekilerek ve ayni
zamanda hucrelere 0,5-500 pg/mL konsantrasyonlarinda bilesenler eklenerek 37 °C 1sida inkiibe
edildi. 1 gin boyunca siiren inkiibasyon islemi sonunda her kuyucuga 20 pL MTT boyas1 (5 mg/ml.)
ekleme yapilarak hiicreler 37 °C 1sida daha 2 saat inkiibe edildi. Siirenin tamaminda, hiicreler
iizerinden MTT boyas1 uzaklastirilir, her kuyuya 200 uL DMSO eklenerek 10 dakika boyunca
inklibasyona birakildi. Renk degisimi, ELx808-T1U Bio-Tek plaka okuyucusunda 540 nm dalgaboyu
ile belirlenmistir. Bilesen ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligi %2100 olarak kabul edilerek,
deneyde kullanilan hiicrelerin canlilik dizeyleri faiz olarak ifade edildi. Pozitif kontrol olarak
sisplatin kullanilarak olusan sonuglar bu pozitif kontrolle kiyaslandi. Zaman ve doz araligi,
literatlirdeki bu bilesiklerle benzerlik gosteren bilesiklerin farkli kanser hiicre tiplerine karsi gostermis
olduklar1 sitotoksik konsantrasyonlara bagli olarak belirlendi. Elde edilmis sonuglara gore doz araligi

IC50 degerinin belirlenmesine kadar genisletilmistir.

3.4.1. Apoptotik etki cahsmalar:
3.4.1.1. Annexin V-FITC: Erken faz apoptozun belirlenmesi

Kullanilan bilesiklerin Annexin V-FITC: Erken faz apoptozun belirlenmesi testi 6lglim
yonteminin uyarlanmasi seklinde yapilmistir. MTT yontemi araciligiyla daha yiiksek aktifliye sahip
bilesikler belirtildikden sonra, A549 hucreleri Gzerinde 1C50 konsantrasyonlarina bagli sekilde
apoptotik etkiler BD akim sitometrisinde belirlendi.

Hucreler, 1200 rpm'de 4 dakika santrifij edilerek 2 kez Ix PBS ile yikandiktan
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sonra Ix Annexin V baglanma ¢Ozeltisinde 2-3x106 hiicre/mL olacak sekilde stispanse edilerek hticre
¢ozeltisinden tiiplere aktarilmak i¢in 100 pL alinir. Sonraki asamada, 5 pL Annexin V-FITC ve 10
ML propidyum iyodur (PT) ¢Ozeltisi tiiplere ekleniyor ve oda 1sisinda 15 dakika inkiibasyondansonra
400 pL Ix Annexin V baglanma ¢ozeltisi her bir tiipe eklenerek hiicreler akim sitometri (BD FACS
Aria) ile 1 saatlik boyama stiresi zarfinda analiz edildi. Erken ve ge¢ apoptotik hiicre miktarlaripozitif
kontrole kiyasla hesaplandi.

3.4.1.2. Hiucrelerin mitokondrial membran biitiinliigiiniin belirlenmesi

MTT yoOntemi araciligiyla daha aktif bilesikler belirlenerek A549 hiicrelerinde 1C50
konsantrasyonlarma baglh olarak mitokondriyal membran biitiinliigiiniin saptanmas1 Pharmingen
akim sitometri kiti prosediirine gore BD akim sitometride olgiilmiistiir. Hicreler optimum
yogunluk miktarmda ekilerek test olunacak maddelere uygun konsantrasyon ve uygun zamanda
inklbe edildi. Daha sonraki asama zaman1 oda sicakliginda 5 dakika boyunca santriflij edilmek icin
her bir hucre suspansiyonu 15 ml’lik polistiren santrifuj tlpune alinarak santrifij edildi ve
stipernatant uzaklastirildi. Yeni hazirlanan 0,5 ml ¢alisma sollisyonu her bir pellete eklenip
vortekslendikten sonra 10-15 dakika boyunca 37 °C’de JC-1 ¢alisma solisyonunda bekletilerek iki

defa yikanmustir.

[Ik yikama zamani1 2 mL Ix tampon eklenilerek hiicreler hassaslikla siispande edildi. Daha
sonra hiicreler 5 dakika boyunca santrifiij edilip dikkatli bir sekilde stipernatant uzaklastirildi. ikinci
yikama zamani 1 ml, Ix tampon eklenildi, vortekslenerek 5 dakika siirede santriftij edildi, sonra her
bir hiicre pelleti 0,5 ml’lik Ix tamponda suspande edilip tekrar vortekslenerek hiicre akim sitometri
ile analiz edildi. Pozitif kontrol olarak sisplatin kullanilarak olusan sonuglar bupozitif kontrolle

kiyaslandi.

3.4.1.3. Kaspaz- 3 aktivitesinin akim sitometri ile belirlenmesi

MTT yontemi ile en yuksek aktifliye sahip bilesikler belirlendi ve daha sonra, 1C50
konsantrasyonlarina bagli olarak Kaspaz-3 aktiviteleri A549 hiicreleri lizerinde akim sitometride
“BD, Pharmingen FITC Active Caspase-3 Apoptosis Kit 6lglim yontemiyle tanimlandi.

Belirlenen zaman ve dozda maddeler ile inkiibe edilip, soguk Ix PBS ile iki kez
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yikanmus hiicreler BD Cytofix/Cytoperm solusyonu ile (1x10° hiicre/0,5 mL olacak sekilde) stispande
edilerek 20 dk. buzda bekletildi. Santrifiij edilmis bu hicreler Gzerinden BD Cytofix/Cytoperm
soliisyonu atilarak iki defa BD Perm/Wash'TM tampon ile (1x10° hiicre/0,5 mL) yikand1. Bu hiicreler
yeniden BD Perm/Wash'TM tampon ve antikor ile stispande edilerek 30 dakikaoda 1sisinda bekletildi.
Sonda bu hucreler her bir test icin 1 ml BD Perm/WashTM tampon i¢inde yikanarak 0,5 ml BD
Perm/Wash'TM tampon i¢inde siispande edilip akim sitometri ile analiz edildi.Pozitif kontrol olarak
sisplatin kullanilip sonuglar bu pozitif kontrole gore kiyaslandi.

Kullanilan Kimyasal Maddeler:

e COX Kolorimetrik Inhbitor Tarama Test Kiti, Cayman, ABD.
e Dimethyl Sulfoxide Hybri-max steril, BioFroxx, Germany.

e Fetal S1gir Serumu (FBS); Is1 inaktive edilmis, ABD kokenli olmayan, steril filtre edilmis,
hlcre kiltard icin uygun (500 ml), SigmaAldrich, ABD.

e FITC Annexin V Apoptozis Belirleme Kiti, BD Pharmingen, San Diego.

e Kaspaz-3 kiti, BD Pharmingen PE Caspase-3, San Diego. JIC-1 kiti, BD MitoScreen, San
Diego.

e Linoleik asit, Sigma Aldrich, USA.
e Nordihydroguaiaretic Asit (NDGA), Sigma Aldrich, USA.

e Penisilin-Streptomisin ¢ozeltisi; Sigma Aldrich, ABD, hiicre kalttr (20 mL) igin uygun,
% 0.9.

e NaCl igerisinde mL bagia 10,000 birim penisilin ve 10 mg streptomisin ile steril

filtrelenmis, BioReagent.
e Potasyum Fosfat dibazik, Sigma Aldrich, USA.

e Potasyum Fosfat monobazik, Sigma Aldrich, USA.
e Fosfat tamponlu salin (PBS); Sigma-Aldrich, Almanya.

e Sisplatin, Sigma Aldrich, USA.
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e Tripsin-EDTA ¢6zeltisi-10X steril filtre edilmis, BioReagent, hiicre kiiltiirii i¢cin uygun,
5,0 g domuz tripsin ve 2 g EDTA, %0.9 sodyum Klorr (20 mL) litrede 4Na, Sigma
Aldrich, ABD.

Kullanilan Cihazlar:

e Akim Sitometri, BD.

e COg2, inkubatoru, Panasonic.

e ELISA spektrometre, BIOTEK.
e Steril kabin, Telstar.

e UV spektrometre, Shimadzu.
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4. BULGULAR

4.1. Enzim inhibitor Aktiviteleri

4.1.1. Siklooksijenaz-1 (COX-1) enzimi inhibitor aktivitesi

Tablo 3.1. Sentezlenen bilesiklerin COX-1 aktivitesi lizerindeki inhibisyon degerleri

Bilesikler % inhibisyon tstandart sapma

(100 puM)
HAL1 inhibisyon yok
HAL2 24.5+3.54
HAL3 inhibisyon yok
HAL4 11.£1.98
HALS inhibisyon yok
HALG6 6.15+0.33
HAL7 inhibisyon yok
HALS inhibisyon yok
HAL9 inhibisyon yok
HAL10 23.66+3.06
SC-560 (1 uM) 85.48+3.24

4.1.2. Siklooksijenaz-2 (COX-2) enzim inhibisyon aktivitesi

Tablo 3.2. Sentezlenen bilesiklerin COX-2 aktivitesi iizerindeki inhibisyon degerleri

Bilesikler % inhibisyon tstandart sapma

(100 uMm)
HAL1 9.02+0.39
HAL2 34.18+1.53
HAL3 inhibisyon yok
HAL4 14.97.£1.45
HALS5 inhibisyon yok
HALG6 inhibisyon yok
HAL7 inhibisyon yok
HALS inhibisyon yok
HAL9 inhibisyon yok
HAL10 inhibisyon yok
Rofekoksib (10 pM) 98.26+2.84
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4.2. Sitotoksisite (MTT) Testleri

Tablo 4.1. MTT analizleri sonucu 24 saat sonundaki IC50 degerleri

Test A549 hiicre hatt1 (ug/mL) L929 hiicre hatt1 (ug/mL)
maddeleri

HAL1 229.66+43.59 309.66+10.50
HAL?2 432.05+24.75 >500
HAL3 35.6621.22 107.00+11.26
HAL4 196.66+7.63 >500
HALS 49.00+11.26 253.00+41.07
HALG 265.00+73.65 >500
HAL7 57.33432.65 280.00+52.91
HALS 67.66+29.73 >500
HALO 43.66+2.88 >500

HAL10 197.00+2.82 376.33+49.09

Sisplatin 28.33+11.71 N.D.
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4.3. Erken/Geg Apoptotik ve Nekrotik Etki testleri

4.3.1. Pozitif kontrol sisplatin, HAL3, HAL5, HAL7, HALS, ve HAL9
bilesiklerinin A549 hucre dizisi Uzerine erken/ge¢ apoptotik ve nekrotik etkileri

Tablo 5.1. Anneksin V-FITC ve Pl boyamas: sonucu A549 hiicrelerinde % canlilik.(UL-Nekroz,

UR-Geg apoptoz, LL-Canlilik, LR-Erken apoptoz)

Annexin V- Kontrol Sisplatin HAL3 HALS5
FITC vePI (1Cs0) 1C50) (1Cs0)
boyama
LL 91.10 75.69 45.77 91.95
UL 0.02 0.02 0.16 0.01
UR 1.35 12.52 33.93 3.15
LR 7.53 11.77 20.14 4.89
U kontrol A549. : All Events kontrol A549. : P1
o © 451(98.13 %) AN N <, | Q1-UL(0.02 %) Q1-UR(1.35 %)
b ] P K\\ i
/ N .
8 e eE
N &
» ‘1"2
ed .
E d'1—‘-" (91.0 Q1-LR(7.53 %)
50 100 150 B ST T I T T
FSC-A (x 10%) FITC-A
A549 Bil3 : P1 AS49 Bil5 : P1
<, ]Q1-UL0.16%) Q1-UR(33.93 %) o, ]Q1-UL(0.01%) Q1-UR(3.15 %)
.ng i “S,_
< <
w w
D."'o B Q_vo
Q1-LL(45.77 %) Q1-LR(20.14 %) Q1-LR(4.89 %)
e e T

#r——rrr
108 104 10°

10° 108
FITC-A FITC-A
Cisp2 A549 : P1
% 4 Q1-UL(0.02 %) Q1-UR(12.52 %)
.
E‘0
%]
IQTLL(75 69%)'4‘:' ; Q1-LR(11.77 %)
Thoe 0t 100 qo0
FITC-A
Sekil 6.1. A549 hiicrelerinin 24 saat sonunda Anneksin V-FITC ve Pl (propidyum

iyodid) boyamas: (HAL3, HALS)
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Tablo 5.2. Anneksin V-FITC ve Pl boyamas: sonucu A549 hiicrelerinde % canlilik.(UL-Nekroz,
UR-Geg apoptoz, LL-Canlilik, LR-Erken apoptoz)

Annexin V- Kontrol  Sisplatin HAL7 HALS HAL9
FITCvePI (1Cs0) (I1Cs0) (1Cs0) (1Cs0)
boyama
LL 91.10 75.69 67.24 90.15 72.78
UL 0.02 0.02 0.32 0.06 0.07
UR 1.35 12.52 21.81 4.89 15.09
LR 7.53 11.77 10.63 4.90 12.05
o kontrol A549. : All Events kentrol A549. : P1
5 ¢ PEBT3%) o, |Q1-UL(0.02%) Q1-UR(1.35 %)
<
T <
o] 1G1LL(91.10 Q1-LR(7.53 %)
50 100 150 Y S
FSC-A (x10%) FITC-A
AS49 BIl7 : P1 A549 Bilg : P1
o Jat1-uL0.32%) Q1-UR(2181%)| <, |Q1-UL(0.06 %) Q1-UR(4.89 %)
< X
S by,
Q1-LR(10.63%) 3 Q1-LR(4.90 %)
10° 104 10° 10° 10° 104 108 108
FITC-A FITC-A
A548 Bil9 : P1 Cisp2 A549: P1
o, |Q1-UL(0.07 %) Q1-UR(15.09 %) % ] @1-uL002%) Q1-UR(12.52 %)
%] % ]
< <
s A
24 24
Q1-LR(12.05 %) Q1-LR(11.77 %)
FITC-A FITC-A

Sekil 6.2. A549 hiicrelerinin 24 saat sonunda Anneksin V-FITC ve PI (propidyum
Iyodid) boyamasi (HAL7, HALS, HAL9)
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4.4, Mitokondriyal Membran Potansiyeli Aktivitesi

4.4.1. Pozitif kontrol sisplatin, HAL3, HAL5, HAL7, HAL8 ve HAL9
bilesiklerinin A549 hiicre dizisi iizerinde mitokondriyal membran
potansiyeli aktivitesi

Tablo 5.3. JC-1 boyamas: sonucu A549 hiicrelerinde % canlilik (P3- Mitokondriyal
aktivite gostermeyen canlilik, PA-Mitokondriyal aktivitegOsteren canlilik)

JC-1 boyama Kontrol Sisplatin HAL3 HALS5S
(1Cs0) (1Cs0) (1Cs0)
P3 96.08 84.42 84.94 94.85
P4 3.30 15.15 13.46 4.79
o AS549 kontrol. : All Events 25 A549 kontrol. : P1
i‘_ :PT(QT 60 %) E

50

FSC-A
A549 Bil3 ; P1

— T T
100

FITC-A
AS549 BilS : P1

(x10%)

100
!

FSC-A

104 10°
FITC-A

A549 Cisp.1 - P1

(x10°)

FSC-A

P3(84.42 %)

104 10
FITC-A

Sekil 6.3. Mitokondriyal membran potansiyeli aktivitesi icin A549 hiicrelerinin 24saat sonunda
JC-1 boyamast

40



Tablo 5.4. JC-1 boyamas: sonucu A549 hiicrelerinde % canlilik (P3- Mitokondriyal
aktivite gostermeyen canliltk, P4-Mitokondriyal aktivitegOsteren canlilik)

JC-1 Kontrol Sisplatin HALS HAL9
boyama (1Cs0) (1Cs0) (1Cs0)
P3 96.08 84.42 94.96 91.98
P4 3.30 15.15 4.65 7.68
o AS549 kontrol. : All Events _ 4548 kontrol. : P1
5 e % =\
*  Piorsow) - 7\\
] \
24 |
\\

1 4

2 P3{95.08 %) “.\

& \

P43, 302'\3'
2- : |
r —— R
0 50 100 4 o T
FSC-A (x 10%)
A549 BIl7 ; P1 - A549 Bil8 : P1
N = % \
= \ z \
\ \
\ \
8] ‘\\ 8 \\‘
\\\ \.‘
< \ | < \
2 P3(88.30 %) - \ § P3(94.96 %) \
: P4{1052 -lﬁ\} Pa(a.65%) |
.‘D’.. | 3 4
// /
b ¥
/‘/ /
° T T ©; T
10° 104 10 10° 100
FITC-A
n A549 B9 | P1 _ A549 Cisp.1 - P1
e ° \
X X \
\
X
g \ | & \
/ \ \
/ \ \

\ \
< < \
2 2 P3(84 42 %) \
2 2 \

768%) PA4(15 15 %)
2 o 84
. 1:)‘ 10 1|u‘ 1‘0’- ° 10 1;3‘
FITC-A FITC-A

Sekil 6.4. Mitokondriyal membran potansiyeli aktivitesi igin A549 hiicrelerinin 24saat sonunda
JC-1 boyamasi
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4.5. Kaspaz-3 Aktivitesi

4.5.1. Pozitif kontrol sisplatin, HAL3, HALS5, HAL7, HALS8 ve HAL9
bilesiklerininA549 hiicre dizisi Uzerinde kaspaz-3 aktivitesi

Tablo 6.5. Kaspaz-3 aktivitesi i¢in A549 hiicrelerinin 24 saat sonunda isaretlenmesi(P6-Kaspaz-3
aktivitesi negatif, P5-Kaspaz-3 aktivitesi pozitif)

Kaspaz-3 Kontrol Sisplatin HAL3 HALS5
aktivitesi (1Cs0) (1Cs0) (1Cs0)
P6 99.58 98.14 88.20 98.17
P5 0.43 1.83 11.22 0.45
° Kontrol A549.. : All Events Kentrol A549..  P1
) B TR0 79 %) — - P5(0-41 %)
R / N 23
g] / %
< 1 /.
i1
T s e qos
FSC-A (% 10%) FITC-A
A549 Bil3 : P1 A549 Bil5 : P1
. P5(11.22 %oy s P5(0.45 %)
24 24
w w : '//‘
=8 23
< <
w w
lvo_ ‘l‘ro_
B T T TR T T T T
FITC-A FITC-A
A549 Cissp. © P1
. P5(1.83 %)
2 ¢
<
i,
E
E=r
10 "o MO
FITC-A

Sekil 6.5. Kaspaz-3 aktivitesi icin A549 hiicrelerinin 24 saat sonunda isaretlenmesi

42



Tablo 6.6.

Kaspaz-3 aktivitesi igin A549 hiicrelerinin 24 saat sonunda isaretlenmesi(P6-Kaspaz-3
aktivitesi negatif, P5-Kaspaz-3 aktivitesi pozitif)

Kaspaz-3 Kontrol  Sisplatin HAL7 HALS HAL9
aktivitesi (1Cs0) (1Cs0) (1Cs0) (1Cs50)
P6 99.58 98.14 97.99 95.51 98.15
P5 0.41 1.83 0.78 0.37 0.52
Kontrol A549.. . All Events Kontrol A549. : P1
w2 {P1(E8 79 %) - P5(0.41 %)
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Sekil 6.6. Kaspaz-3 aktivitesi igin A549 hiicrelerinin 24 saat sonunda isaretlenmesi
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5. TARTISMA VE SONUC

Giliniimiizde diinya ¢apinda kanser, Kalp-damar hastaliklarindan sonra en g¢ok
oliime neden olan hastaliktir. Ozellikle akciger kanseri erkeklerde kanserin 6nde gelen
nedeni, en sik goriilen iigiincii kanser (meme kanseri, kolon ve rektum kanserilernden
sonra) ve kadimnlarda en sik goriilen ikinci kanserdir (meme kanserinden sonra). (Yang
D vd., 2016) Kemoterapide kullanilan ve bilinen molekiillerden biri de sisplatindir.
Meme kanseri, prostat kanseri, lenfomalar ve sarkomlar dahil bircok kanser tlriine karsi
etkilidir. Fakat molekiile kars:1 tolerans gelismesi ve ciddi bobrek problemleri, alerjik
reaksiyonlar, bagisikligin azalmasi, mide ilseri, kanama ve hususen de geng¢ yash
bireylerde isitme kaybi (Ghosh 2019) gibi bir¢ok yan etki sebebiyle diger ilaglarla
kombine ederek kullaniliyor. Bu olumsuz etkiler nedeniyle, saglikli hiicreler i¢in daha

spesifik ve daha az toksik olan yeni ilag potansiyeline sahip bilesikler arastirilmaktadir.

Bugun biyolojik olarak aktifliye sahip bir sira molekiller vardir ki tiyazol
halkasma sahiptir ve bu halka bes iiyelidir. Dogal molekiillerde biiyiilk 6neme sahip
tiamin (antinevrit vitamin,aneyrin,vitamin B1), tiaminin pirofosfat tuzu (Krebs
siklustiinde TPP solunumda dnemli rol oynar), epotilonlar, karboksilaz, penisillin ve
genis makrosiklik tiyopeptit antibiyotikler, tiyosentepton ve mikrokoksik Pl ve s
benzeri 6neme sahip molekiillerde de tiyazol halkasma rastlanmaktadir (Yurttas ve
Cankilig 2017). Biolojik 6nemi ve ayni zamanda da halkasinin sentezi iglemleri kolay
oldugu i¢in bu halkaya sahip molekuller genis arastirmalara konu olmustur (Dvorko vd.,
2008; Chourasia vd., 2013; Acar U vd., 2015). Diger heterosiklik bilesiklerle
kaynastirilmis tiyazol torevleri; Anestezi (Sotiropoulou ve Geronikaki 1989;
Theophilidis ve Geronikaki 1992), antibiyotik (Kiiciikbasmaci ve Ulusoy 2010),
tuberkiloz tedavisi (Xiaouyun vd., 2012, antikanser aktivite (EI-Gamal vd., 2011),
asetilkolinesteraz aktivitesinin inhibisyonu (Guardigli vd., 2005), agrikesici (Saxena
vd., 2009) ve s etkileri ¢ok sayida biyolojik ve kimyasal ¢alisma ile aydmlatilmistir.
Literatiire baktigimizda tiyazol halka sistemi {izerinde biyolojik ve kimyasal aktivitesi

ile iliskili bircok ¢alisma bulunmaktadir.

Baska bir calismada sentezlenen 1,3,4-tiyadiazol ve 1,3- tiyazollerin insan
hepatoseluler karsinoma hiicre dizisi-HepG2 insan meme kanser hiicre dizisi-MCF7 ve
insan akciger adenokarsinomu-A549 hicre dizilerine karsi anti- kanser aktivite
gosterdiyi bildirilmistir (Eldebss vd., 2013).
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Leite ve digerleri tarafindan 2016 yilinda yapilan arastirmada. 1,3-tiyazol turevi
bilesiklerin yalnizca kanser hiicrelerinde sitotoksik olmadigini, ayni sekilde apoptoz ve
nekrozu indikte ederek kanser hiicresinde olusan hasarlar1 da destekleyebilecegini
buldu. Ek olarak, bu molekiiller, kanser hucrelerini kontrol etmek igin bagisiklik
sisteminin kontrol edilmesi miimkin olan tumér nekrozu faktort ve interlokin 10 ve s
benzeri bagisiklik sistemi faktorlerinin regiilasyonuna neden olmustur. Boylece, daha
yuksek selektivite ve guce sahip kanser tedavisinde kullanilan molekulleri
tanimlayabildiler (da Silva vd., 2016).

2017 yilinda Muhammed Y.H.E ve digerleri tarafindan yapilan bir in vitro
calismada, A549, MCF7, DLA ve EAC hiicreleri gibi farkli kokenli birka¢ kanser
hiicresine karst 4-fenil-2-fenoksiasetamid tiyazol analoglar1 kullanilarak, floro- ve
metil-degistirilmis bilesik 8fnin ortalama IC50 degerleri-takriben 13 uM miktarda
bulunmustur (Malojirao vd., 2017).

Bundan baska yapilan caligmalar arasinda 2014 yilinda Zhengfang Yi ve
digerlerinin, bir dizi 2,3-diaril-4-tiazolidinon turevini, iyi bilinen iki kanser hiicre
hattina (insan akciger kanseri olarak A549 ve insan meme kanseri olarak MDAMB-
231) kars1 cogalma dnleyici 6zellikleri agisindan sentezlemis ve degerlendirmis oldugu
caligma Ornek gosterilebilir. Bilesik 6a ve bilesik 6b'nin, timadr blylimesini ve metastazi
baskiladig1 ve ayni zamanda hayatta kalma oranini arttirdig1 belirtildi. Sonug olarak yeni
bir 2-(3-(arilalkilaminokarbonil)fenil)-3-(2-metoksifenil)-4-tiazolidinon turevininanti-
inflamatuar potansiyelinin oldugu gelecek ¢alismalarda gosterilebilir. (Zhengfang Yi
vd., 2014).

Bagka bir calismada Andreas Reichel ve digerleri, kanser hucrelerinde Cdc7 kinaz
aktivitesinin inhibitorleri olarak yaklasik 250.000 tiyazol bazli bilesik kiitiiphanesini
arastrmis ve bilesik 5'in, dogrudan substrat MCM2'nin in vitro ve in vivo
fosforilasyonunu azaltan, in vitro hicre canliligin1 ve DNA sentezini inhibe eden gucli,
secici Cdc7 inhibitori oldugunu buldular (Reichel vd., 2014).

Yapilan c¢alismalardan birinde Pinho ve digerleri, tiyazol halkasina sahip
bilesiklerden 2a ve 2b’nin in vitro sitotoksisiteleri agisindan birkag insan meme kanseri
hiicre hattinda (HCC1954, HCC1806 ve MCF7) ve ek olarak aktivitesi en yiliksek olan
bu iki bilesigin hiicre canlilig1, hiicre dongiisii, DNA hasar1 ve hiicre 6liim yollariyla
iligkili proteinlerin ekspresyonu ve s tizerinde etkilerini de incelemisler.
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4- hidroksifenil turevi igin elde edilen sonuglarda, t¢li negatif bir meme kanseri olan
HCC1806 hucre hatt1 ile ilgili Gnemli veriler elde edilmistir (Pinho vd., 2013)

2015 yilinda Hirz ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada yeni iki tiyazol turevi
tasarlanmis ve sentezlenmistir. Burada bilesik 6b (4-(2-amino-1,3-thiazol-4-yl)-2-
methoxyphenol), ve 6a’nin (N-[4-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,3-tiazol-2-il]asetamid)
COX izoformlar1 Uzerindeki etkileri analiz edilmistir. Hlcre kararli sekilde asiri
eksprese eden COX-1 ve trombositleri kullanilarak, bilesik 6a'nin segici olmayan bir
COX-1/COX-2 inhibitorii oldugu, 6b'nin ise benzer IC50'lere sahip segici bir COX-2
inhibitori oldugu gosterilmistir (IC50s 9.01 = 0.01 mM ve 11.65 + 6.20 mM). Ayrica
bu bilesikler, iltihaplanmanin dorsal hava kesesi modeline gére anti-inflamatuar aktivite
gostermistir. Substitite ¢alismalart hem 6b hem de 6a bilesiklerinin COX-2 aktif
bolgesine selektif inhibitdr olan selekoksib ile benzer sekilde baglandigini gostermistir

(Hirz vd., 2015).

2017 yilinda yapilan bagka bir caligmada ise Stoica ve digerleri NSAID'ler olarak
yeni, daha giivenli ve daha az toksik bilesikler gelistirmeyi amaglayan bir dizi yeni 2-
(trimetoksifenil)-tiazol tirevleri tasarlayip sentezlediler. Etki mekanizmalarini
aydinlatmak i¢cin  arastirmacilar, COX-1/COX-2 inhibitdr potansiyellerinin
degerlendirmesini yaptilar. Ayrica, yerlestirme calismalar1 da yapilarak test edilen on
ii¢ bilesikten dordiiniin (8a-8d) en aktif oldugu bulundu ancak higbir bilesik referans
ilaclardan daha yiksek COX-1/COX-2 aktivitesi gostermemistir. Substitiite calismalari,
8a ve 8c kodlu bilesiklerin meloksikama bemzer oranlarda enzime birlestigini ve COX-
2 enziminin aktif bdlgesinin anahtar amino asitleri olan Arg120, Ser530 ile hidrojen
baglar1 olusturdugunu gostermistir. COX-1de de benzer olarak gorilen bu durum aktif
bolgelerin bir-birine yakin olmasi ile iligskilendirilmistir. SAR c¢alismalari, fenil
halkasinin 4. pozisyonundaki degisikligin, COX-2 enzimine yonelik secicilik i¢in cok

onemli oldugunu gostermistir (Stoica vd., 2017).

Bugiin halen biyolojik olarak yiksek aktifliye sahip olduklar1 igin tiyazol
halkasina sahip molekillere 6nem verilmektedir. Yapilmis ¢alismalardan birinde
sentezlenmis bis-tiyazol turevi molekullerin C6, A549, NIH/3T3 ve SRP7 H- ras hiicre
hattlarinda sitotoksiksite potansiyelleri arastirilmis ve bu bilesiklerde butirilkolinesteraz
ve asetikolinesteraz gibi enzimlerde gosterdigi inhibitor etkiler degerlendirilerek
bilesiklerden birinin DNA sentezini inhibe ettigi gézlemlenmistir (Ozdemir A vd.,
2016).
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Son zamanlardan birinde yapilmis diger ¢alismada 2-J(4-Klorobenzil) amino)-4-
metil-1, 3-tiyazol-5- karboksilik asitin, antioksidan, antiinflamatuvar ve antidiyabetik
ozellikleri aragtirilmistir. Sentezlenmis bu yeni tiyazol tiirii bilesik, insiilinden bagimsiz
yenidogan sekerli diabetli farelerde 21 giin siiresince uygulandiginda, kandaki glukoz
degerlerinde 6nemli miktarlarda azalmaya neden oldugu, insiilin diizeyini arttirdig1 ve
instilin sensitivitesi dlzeylerini de arttirdigr belirlenmistir. Ek olarak, bilesiklerde
interlokin-6 ve serum timaor nekroz faktori-a diizeylerini azaltdigi ve birka¢ inflamatuar
sitokinin olugsmasmna da inhibe edici etki gosterdigini ve bundan dolay1 da gii¢lii bir
antioksidan ve iltihap dnleyici etkisinin olmasi gézlemlenmistir (Shah S. vd., 2017). Diger
bir calismada ise farkli terapotik ajanlarin fonksiyonel gruplarindan olan tiyazol halka
yapisina sahip bilesiklerin hepato hiicrelere olan toksisite ve mikrozamal epeksit hidrolaz
enzim ekspresyonu ile indiiksiyonu fare karacigerinde degerlendirilmis, yliksek inhibitor

ve diisiik sitotoksik etki bulunmustur (Kim ve Cho 2000).

Calismis oldugumuz bu tezde, yeni sentezlenmis 2,4 disubstitlietiyazol tiirevlerinin
A549 hiicre hatt1 iizerinde sitotoksisite ve apoptoz testleri ve pozitif bir kontrol olan
sisplatin kullanilarak in vitro tahlil ile degerlendirilmistir. Yduritulen galismada
oncelikle kullandigimiz bilesikler ve sisplatinin sitotoksik etkileri ve 1C50 degerleri
A549 (insan akciger adenokarsinomu) ve L.929 (normal fare fibroblasti) hiicre hatlar
kullanilarak MTT tahlili araciligiyla belirlenmistir. Bu degere gore kanser hiicrelerine
toksik olan fakat saglam hiicrelere karsi toksik olmayan bilesikler belirtilmis ve
Annexin-V FITC, Kaspaz-3, JC-1 deneyleri kullanilarak akim sitometrisi yontemi ile

belirlenmistir.

Kullandigimiz bilesiklerin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla MTT (3-
(4,5-dimetilltiyazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolyum bromir testi kullanilmistir. Ozellikle
HAL3 ve HALS kodlu bilesikler’in sisplatin pozitif kontrolle kiyaslandigi zaman A549
hucre hatti lizerinde, daha yakin sitotoksik etki degerlerine sahip olduklar1 goriilmiistiir.
HAL3, HAL5 ve HAL9 koduna sahip bilesiklerin A549 hicre hatt1 Uzerindeki
sitotoksik etki degerleriri sirasiyla 35.66+21.21, 49+11.26 ve 43.66 +2.88 olarak
belirlenmigstir A549 hiicre dizisi lizerinde sisplatin pozitif kontroliin sitotoksik etki
degeri ise 28.33+.11.71 olarak belirlenmistir. Bu (¢ bilesigin A549 hicre hatti
Uzerindeki sitotoksik etki degerlerinin, sisplatin pozitif kontroliin sitotoksik etki

degerine daha yakin oldugu gorulmektedir.
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Bundan bagka HAL7 ve HALS i¢in de iyi sitotoksik degerler goziikse de, 1C50
konsantrasyonlarinin sisplatine oranda daha yiksek olmasi bu bilesiklerin antikanser
molekiller olarak kullanimi ig¢in kisitlamalara neden olabilmektedir (Tablo 4). Bu
durumda, diger bilesikler ve sisplatin pozitif kontrolle karsilastirildiginda, HAL3, HALS
ve HAL9 koduna sahip bilesikler’in A549-insan akciger adenokarsinomu tizerinde daha
iyi sitotoksik etki degerlerine sahip olduklar1 goriilmektedir. L.929 hiicre dizisi iizerinde
yapilan MTT deneylerinde ise bes bilesik arasinda HAL8 ve HAL9 koduna sahip
bilesiklerin daha iyi selektivite ve sitotoksik etki degerinlerine sahip olduklar1 gériilmiistiir.
Bu iki bilesigin L929 hicre hatt1 Gzerindeki sitotoksik etki degerleri maksimum
konsantrasyonun uUzerinde olmustur. Bundan baska, HAL5 ve HAL7 koduna sahip
bilesiklerde de daha yuksek konsantrasyonlarda sitotoksik etkiler goriilmiistiir. (Tablo 4).
Bu da HALS8, HAL9, HAL5ve HAL7 koduna sahip bilesiklerin saglikli hiicreler Gzerinde
diger Dbilesiklere oranla daha yiksek konsantrasyonlarda etki gosterdiklerini
gOstermektedir. MTT deneylerinin sonucu olarak, A549 hiicreleri Gizerinde sisplatin pozitif
kontrole kiyasla dahaiyi sitotoksik degerlere sahip bilesiklerin HAL3, HAL5 ve HALSY,
L929 hiicreleri Gizerindeolan sitotoksik etki degerlerine bakildiginda ise, en iyi sonucu

HALS8 ve HAL9 koduna sahip bilesiklerin gosterdigini sdylemek mimkunddr.

Deneysel veriler degerlendirildiginde, HAL3, HAL7 ve HAL9 kodlu bilesiklerin
A549 hiicre hattinda apoptoz mekanizmasini destekledigi belirlenmistir. A549 hiicre dizisi
Uzerinde apoptoz tahlilinin sonuglar1 analiz edildiginde, HAL3, HAL7 ve HAL9 kodlarina
sahip bilesiklerin, A549 hicrelerinde erken ve ge¢ apoptoz oranlar1 pozitif kontrol
sisplatine daha yakin degerlerde olmustur. Bu degerler sirasiyla, ylzde 20.14 ve 33.93,
10.63 ve 21.81, 12.05 ve 15.09 olmustur (Tablo 5.1, 5.2). Ote yandan, pozitif kontrol olan
sisplatinin, A549 hiicre hattinda erken ve ge¢ apoptoz oranlar1 sirasiyla, yizde 11.77ve
12.52 olmustur. Bu anlamda, pozitif kontrol sisplatinile karsilastirildiginda, HAL3, HAL7
ve HAL9’u kodlayan bilesiklerin, A549 kanser hicrelerinde apoptoza neden olarak

antikanser etkiye sahip ola bilecekleri diisiiniilmektedir.

Tez c¢alismasinda sentez olunmus bilesiklerin timl i¢in COX-1 enziminin inhibitor
etkisinin test edilmesinin ardindan, HAL2 ve HAL10'u koduna sahip bilesiklerde 100 uM
konsantrasyonda COX-I enzimi Uzerinde inhibitor etki degerleri sirasiyla 24.5+3.54 ve
23.66+3.06 olmustur. Segici bir COX-l inhibitord olan SC-560’in 1 uM

konsantrasyonunda inhibitor etkisi ise 85.48+3.48 olarak tespit edildi. Bu anlamda
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COX-I'in HAL2 ve HAL10 kodlu bilesiklerde diger bilesiklere gore daha fazlainhibe
edici etkiye maruz kalmasi, bu bilesiklerde az da olsa antiinflamatuar potansiyelin
oldugu soOylenebilir. Bu iki bilesigin diginda diger bilesikler arasinda ¢ok diisiik
miktarlarda HAL4 ve HAL6’da inhibisyon gdzlemlenmistir (Tablo 3.1). Segici bir
COX-2 inhibitord olan Rofecoxib, 10 uM'lik bir konsantrasyonda 98.26+2.84 degerine
sahip inhibitdr etki gostermistir. COX-2 enziminin 100 pM konsantrasyonda
sentezlenen tiim bilesikler i¢in inhibitor etkisinin degerlendirilmesi zamani, yine HAL2
koduna sahib bilesikte 34.18+1.53 degerinde inhibitor etki belirlenmistir.Bundan baska
HAL1 ve HAL4 koduna sahip bilesiklerde de ¢cok az miktarlarda inhibitor etki tesbit
edildi (Tablo 3.2). Bu anlamda bilesiklerde ylizde olarak inhibe edici etki degerlerinin
incelenmesi, zaman1 diisikk degerlerde ve zayif etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir.
Bahsi gegen bilesiklerin disinda, diger bilesikler i¢in COX-2 inhibisyonuna dair veri
bulunamamistir (Tablo 3.2).

Bu tez kapsaminda sentezlenmis Dbilesikler 2-(1-(2-(4-R-tiyazol-2-
il)hidrazono)etil)-4-nitrofenol yapisima sahip olup, substitiite ediciler olarak farkl

heterosikllere sahiptir.

HALL1 substitite olarak nitro grupu tasmmaktadir. Nitro bilesikleri polar
Ozellige sahip olmasma ragmen suda ¢Ozinirliligii azdir. Bunun nedeni,
elektronlarm ¢ok siki tutunmus olmasidir. Hidrojene gére daha elektronegatiftir. daha
fazladir. Yaptigimiz ¢aligmalarda bu bilesik diisiik miktarlarda COX-2 inhibisyonu
gostermisdir. Sitotoksisite ve apoptotik etki etki ¢alismalarinda ise kayda deger etki

gbézlemlenmemistir.

HALZ2 substitiite olarak dihidroksi grupu tasimaktadir. Alkdl gruplar1 genellikle
notral Ozellik tasimaktadwr. Suda ylksek ¢oziiniirliiliige sahiptirler. Yaptigimiz
caligmalarda bu bilesik hem COX-1, hem de COX-2 (izerinde standart inhibitdrlere
kiyasla az da olsa inhibe edici etki gdstermistir. Bunun nedeni olarak bilesigin hidrofil
Ozellikli olmas1 gosterilebilir. Ayn1 zamanda bu bilesik MTT deneylerinde L929
hiicreleri i¢in Olgiim yapilan en yiiksek konsantrasyondan biiyiik dozlarda etki
gostermistir. Enzim inhibisyonunun nedeni olarak COX-2 enziminin aktif bolgesinin
anahtar amino asitleri olan Arg120, Ser530 ile hidrojen baglar1 olusturmasi

gosterilebilir. COX-1’de de benzer olarak gorilen bu
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durum aktif bolgelerin bir-birine yakin olmasi ile iliskilendirile bilir. Hidrojene gore
daha elektronegatiftir.

HALS3 substitiite olarak dimetoksi grupu tasimaktadir. Dimetoksi grupu eterlere
ait bir yapidir. Sudaki ¢ozuntrlukleri alkollerden azdir. Bunun nedeni yapilarindaki
hidrokarbon miktarinin artmasindir. Yapilarinda alkil radikallerinin sayinin artmasi
lipofilikliyi artirmaktadir. Bu bilesik, A549 hucrelerinde MTT deneyleri zamani
sisplatine en yakm sitotoksik degere sahip olmustur. Ayn1 zamanda yapilan tim
apoptotik etki deneylerinde pozitif kontrol sisplatine yakin etkidegerleri gostermistir.
Elektronegatifliye baktigimiz zaman yapisinda oksijen atomutasidigi igin -1 etkili

elektronegatifliye sahip oldugunu gorebiliriz.

HAL4 yapisinda naftalen-2-il grubu tagimaktadir. Suda ¢oziiniirligi azdir. Bu
bilesik, COX inhibisyon ¢alismalarinda diisiik miktarlarda inhibe edici etkilere sahip
olmustur. Bu bilesik ayn1 zamanda L929 hucreleri igin sitotoksisite agisindan yilksek

selektifliye sahip olmustur.

HALS yapisinda dimetil grubu tasimaktadir. Dimetil grupu alkillere ait bir
yapidir. Alkil grupu lipofiliktir, suda az ¢6ziiniir. Alkil gruplar1 ila¢ molekiillerinin
parcalarini birarada tutarak, diger fonksiyonel gruplarin yerlesimini olustururlar. Bu
bilesik hem sitotoksisite deneylerinde hem de apoptotik etki deneylerinde belirli
dizeylerde etki degerlerine sahip olmustur. Dimetil grupunun elektronegatifliyi
hidrojenin elektronegatifliyinden daha azdir. Bunun nedeni alkil zencirinin uzun ve

dallanmis olmasidir.

HALG6 yapisinda diklorir grupu tasimaktadir. Kuvvetli elektronegatiftir.
Yuksek lipofilik 6zellige sahiptir. Bu bilesik, ¢ok diisiik diizeylerde COX-1 lizerinde
inhibe edici etki gostermistir. Ayni1 zamanda bu bilesik L929 icin selektif olup, A549
hicreleri icin ayn1 seciciligi gostermemistir. Kullandigimiz bilesikler arasinda
HAL2, HAL4 ve HAL6 L929 hicrelerinde en yiiksek konsantrasyonlarda bile
sitotoksisite gostermemis olup, A549 hucrelerinde ise sisplatin pozitif kontrolle

kiyaslandigi zaman 1C50 konsantrasyonlarma yuksek dozlarda ulagmislardir.
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HAL7, HALS8 ve HALS9 yaplarinda sirasiyla 2-floro, 3-floro ve 4-floro grupu
tagimaktadirlar. Flor atomu en giiclii elektronegatif elementdir. Elektronegatifliyi
4,0°diir. Yiksek lipofiliktir. Lipofilik 6zelliginden dolayi, viicuttaki yar1 omri
uzayabilir; bunun nedeni, yagli dokulara dagilimin artmasi1 ve metabolik enzimlere
reaktivitenin azalmasidir. Yapida hidrolize olunabilen halojenlerin olmasihipohal6z
asidin olusmasina Vve sitotoksik etkinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Organik
bir yapidaki karbona dogrudan bagl olan halojenlerden klor, brom ve iyodun
aktiviteye net bir etkileri olmamasina ragmen, flor etkindir. Bunun nedeni karbon ile
flor arasindaki mesafenin, flor atomundan dolay1 kisa olmas1 ve molekilde gucli bir
delokalizasyon etkisinin ortaya ¢ikmasidir. Bu bilesikler hem sitotoksisite
deneylerinde, (6zellikle L929 hucrelerinde) hem de apoptotik etki ¢alismalarinda
sisplatine kiyasla yakin degerler gostermistir. Genel olarak baktigimzda, sitotoksisite
deneyleri ve apoptotik etki ¢alismalarinda daha iyi sonuglara sahip olan bilesiklerin
timii yiiksek lipofilik ozellige sahip olmustur. Bu da, bu bilesiklerin hicre
membranmm1  kolaylikla gecerek daha iyi  sonuclar  gosterebilecegini

diistindiirmektedir.

HAL10 yapisinda difloro grupu tasimaktadir. En elektronegatif gruptur. Cok
yuksek lipofilikliye sahiptir. Bu bilesik, COX-l (zerinde inhibe edici etKi
gOstermesine ragmen, COX-2 (zerinde inhibi edici etki g6zlemlenmistir.
Kullandigimiz bilesikler arasinda kismen daha fazla COX inhibisyonuna neden olan
HAL2 ve HAL10’dan yalniz HAL2 hem COX-I, hem de COX-2 (zerinde etkiye
sahip olmustur. Bunun nedeni HAL2’de olan hidroksil grupunun, yani fenil
halkasinin 4. pozisyonundaki degisikligin, COX-2 enzimine yonelik segicilik
bakimindan daha 6nemli olmasi ile iliskilendirilebilir. Bu bilesik MTT ve apoptotik

etki galismalarinda ise 6nemli etkiler gostermemistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez calismamizda kullandigimiz 2,4 disubstitlietiyazol tiirevi bilesiklerimizin
hepsi ilk defa sentezlenmis ve pozitif kontrol, yaygin olarak kemoterapide kullanilan

sisplatin kullanilmistir.

Sentezlenmis bu bilesiklerde yap1 ve sitotoksik aktivitelerin analizlerine
dayanarak, siklooksijenaz enzim inhibisyonu aktivitelerinin tasidiklar1 radikallere
bakilarak, 3,4-dihidroksi (HAL2) ve 2,4-difloro (HAL10) tasiyan bilesiklerde daha
yiliksek oldugu goriilmiistiir. Bu bilesikler arasinda substitiite olarak diger radikalleri
tastyan tiirevlerde, selektif siklooksijenaz enzimlerine kiyasla ¢ok diisiik diizeylerde
antiinflamatuar 6zelliklerin oldugu tanimlanmistir (Tablo 3) Sitotoksisite ve Apoptotik
etki deneylerine baktigimizda ise, HAL3, HAL5, HAL7, HAL8 ve HAL9 koduna sahip
bilesiklerde digerlerine oranda daha i1yi degerlerin oldugu goriilmiistiir. Bahs edilen
bilesiklerin sahip olduklar1 substitiilere bakildiginda sirasiyla, 2,5-dimetoksi, 2,4-
dimetil, 2-floro, 3-floro ve 4-floro gruplarini tasidiklar1 gériilmektedir (Tablo 3). MTT
sonuglar1 incelendiginde bu bilesikler arasinda A549 hicre dizisi Uzerinde en iyi
sitotoksik degere sahip bilesiklerin HAL3, HAL5 ve HAL9, L929 saghkli fare
fibroblast1 hiicre hatt1 Gzerinde ise daha selektif etkiye sahip bilesiklerin HAL5, HAL7,
HAL8 ve HAL9 koduna sahip bilesikler oldugu gortlmektedir. Apoptotik etki
deneylerinin sonuglarina bakildiginda erken/ge¢ apoptotik ve nekrotik etki testlerinde
HAL3, HAL7 ve HAL9’un, mitokondriyel membran potansiyeli aktivitelerine
bakiltiginda yine HAL3 ve HAL7’nin, kaspaz-3 ile yapilan deneyin sonuglarina
bakildiginda ise HAL3 ve HAL7’nin sisplatine daha yakin degerlerde etkilere sahip
bilesikler oldugu tesbit edilmistir.

Sonug olarak; bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalardan elde edilen verilerin
analizi, yapisinda 2,4-dimetil substitiite tastyan HAL3, HALS ve HAL7 koduna sahip
bilesiklerin hem sitotoksisite hem de apoptotik etki deneylerinde daha iyi sonuclar
gosterdigini kanitlamistir. Bu {i¢ bilesigin siklooksijenaz enzimi iizerinde ise herhangi
inhibisyon etkisinin olduguna dair veri bulunamamistir. Calismamizin sonucunda elde
edilmis veriler, HAL3, HAL5 ve HAL7 koduna sahip bilesiklerin antikanser
ozelliklerini arastiracak in vivo ¢alismalardan 6nemli bulgularin elde edilebilecegini
gostermektedir. Bundan dolayr HAL3, HAL5 ve HAL7 kodlu bilesiklerin farkl

biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi ve ilag olarak kullanilabilmesi i¢in yeni kanser ve
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inflamasyon c¢aligmalarin yapilmasi: gerekmektedir. Ayni sekilde, HAL3, HALS ve
HAL7 koduna sahip bilesikler baz alinarak daha etkili antikanser, molekuller

sentezlenebilir.
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