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OZET

METILTIYAZOL TUREVLERININ ANTIKANSER VE ANTIINFLAMATUVAR
AKTIVITELERININ DEGERLENDIRILMESI

Dilek ERDAS
Biyokimya Anabilim Dal1
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Kasim 2019
Danisman: Dog. Dr. Halide EDIP TEMEL

Inflamatuvar yanitlar; malign doéniisiim, invazyon ve metastaz olmak fiizere
kanser gelisiminin farkli asamalarinda belirleyici rol oynamaktadir. Giinlimiizde tercih
edilen antiinflamatuvar ve antikanser etkili ilaglarin yiiksek toksisite, diisiik etkinlik ve
ila¢ direnci nedeniyle kullanim1 olduke¢a kisitlhidir. Bu nedenle daha az toksik ve etkisi
yiiksek yeni mekanizmalara sahip antiinflamatuvar ve antikanser ila¢ tasarlama
calismalar1 6nem kazanmustir. Tiyazol tiirevi bilesikler, kanser tedavisinde kullanilan
biyolojik olarak aktif onemli bilesiklerin yapisinda bulunmasindan dolay1 yeni ilag
tasariminda oldukg¢a 6nemlidir.

Bu tez kapsaminda, yeni sentezlenen 4-Metiltiyazol tiirevi bilesiklerin,
siklooksijenaz (COX) ve lipoksijenaz (LOX) enzimleri iizerinde inhibitor etki
potansiyelleri arastirilmigtir. Ayrica sentezlenen bu bilesiklerin A549, C6 ve NIH/3T3
hiicre dizileri lizerinde sitotoksite degerleri MTT metodu ile belirlenerek bilesiklerin
antikanser aktiviteleri A549 ve C6 hiicre dizilerinde degerlendirilmistir. Anneksin V-
FITC yontemi ile 6l¢iilen erken/gec apoptotik ve nekrotik hiicre orani, akim sitometrisi
tarafindan 6l¢iilen mitokondriyal membran biitiinliigii ve kaspaz-3 aktivasyon diizeyleri
degerlendirildiginde BHD3 kodlu bilesigin hem C6 hem de A549 hiicre dizisi iizerinde
pozitif kontrol sisplatine kiyasla etkinliginin daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Ayni
zamanda BHD3’tin COX-1, COX-2 ve LOX enzim aktivitesini inhibe ettigi
gosterilmigtir.  Calismamizdan elde edilen bulgular, BHD3 kodlu bilesigin
antiinflamatuvar ve antikanser etki potansiyeli tasidigin1 géstermekte olup tiyazol tiirevi
bilesikleri temel alan ilag gelistirme ¢aligmalarina katki saglayacaktir.

Anahtar Sozciikler: 4-Metiltiyazol tiirevleri, Antiinflamatuvar, Antikanser,

Lipoksijenaz, Siklooksijenaz.
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ABSTRACT

THE EVALUATION OF ANTICANCER AND ANTIINFLAMMATORY EFFECTS
OF METHYLTHIAZOLE DERIVATIVES

Dilek ERDAS
Department of Biochemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, November 2019
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Halide EDIP TEMEL

Inflammatory responses play a decisive role in different stages of cancer
development including malignant transformation, invasion and metastasis. Today, the
preferred anti-inflammatory and anticancer drugs are very limited due to their high
toxicity, low efficacy and drug resistance. Therefore, anti-inflammatory and anticancer
drug design studies with less toxic and highly effective mechanisms have gained
importance. Thiazole-derived compounds are very important in the design of new drugs
because they are present in the structure of important biologically active compounds
used in the treatment of cancer.

In this thesis, the inhibitory effect potential of newly synthesized 4-
Methylthiazole derivative compounds on cyclooxygenase (COX) and lipoxygenase
(LOX) enzymes were investigated. Furthermore, cytotoxicity values of these
synthesized compounds on A549, C6 and NIH/3T3 cell lines were determined by MTT
method and anticancer activities of the compounds were evaluated in A549 and C6 cell
lines. When the early/late apoptotic and necrotic cell ratio measured by annexin V-FITC
method, mitochondrial membrane integrity and caspase-3 activation levels measured by
flow cytometry were evaluated, activation of BHD3-coded compound on both C6 and
A549 cell line was observed to be higher than positive control cisplatin. BHD3 has also
been shown to inhibit COX-1, COX-2 and LOX enzyme activity. The findings obtained
from our study show that BHD3 coded compounds have the potential of
antiinflammatory and anticancer effects and will contribute to drug development studies
based on thiazole derivative compounds.

Keywords: 4-Methylthiazole derivatives, Antiinflammation, Anticancer,

Lipoxygenase, Cyclooxygenase.
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1. GIRIS

19. yiizyilda patolog Rudolf Virchow, kati malignitelerdeki iltihapli sizintilari
tespit ederek bir hipotez gelistirmistir. Inflamasyon ile kanser arasindaki fonksiyonel
iliskinin ilk 6nerisi olan bu hipotez; timoérle iligkili inflamasyonun tiimér yapilarinda
Onemli bir 6zellik olarak tanimlanmasini saglamistir (Grivennikov vd., 2010).

Yaralanma ile iligkili doku hasarinin onarim siirecinde, doku hasar1 tamir
edilirken hiicre ¢ogalmasinin arttifi, immiin sistemin sinyal molekiilleri tarafindan
patojen ajanlarin uzaklastirildigi ve hasar onarimi tamamlandiktan sonra proliferasyon
ve iltihaplarin azaldig1 ancak buna ragmen, olasi bir tekrar patojene karst DNA hasarini
Onlemek amaciyla hiicrelerin biiyiime faktorleriyle zengin bu mikro ortamda
¢ogalmalarini devam ettirdigi yani tiimorlerin iyilesmeyen yaralar gibi davrandifi
yapilan caligmalarda gozlemlenmistir (Fernandes vd., 2015). Inflamasyon durumunda
aktiflesen dogal bagisiklik ile tiimor gelisimi arasinda fonksiyonel bir iligki olduguna
dair bulgular giiniimiizde de genel olarak kabul gormektedir. Bununla birlikte, bu
iliskiye aract olan molekiiller ve hiicresel mekanizmalarin bazilar1 tam olarak
coziimlenememigtir. Bu nedenle tiimorle iligkili inflamasyonla tetiklenen bu
immiinosiipresif mekanizmalara son zamanlarda olduk¢a odaklanilmigtir (Korniluk vd.,
2017).

Inflamasyonun kroniklesmesini ve sonrasinda gergeklesen neoplazmik siireci
baskilayarak hiicreleri programli hiicre oOliimiine (apoptoz) diisik yan etki ile
siiriiklemek kanser tedavisi i¢in giiniimiizde kullanilan ve ileride kullanilmasi planlanan
kemoterapik ajanlarin ilk hedeflerinden biri olarak goriilmektedir. Apoptoz, cesitli
uyaranlarla tetiklenebilen hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagsmasi, DNA par¢alanmasi,
zar tagmasi ve apoptotik cisimlerin olusumu gibi morfolojik degisikliklerle karakterize
edilen programli hiicre oliimiidiir. Apoptotik yolak niikleofilik sistein kalit1 igeren ve
apoptozun baglamasi ve devami i¢in Onemli rol oynayan proteolitik enzimleri
(kaspazlar) aktive etmektedir. Bu enzimler, hiicresel organellerin hizlica bozulmasini
tetikleyerek apoptoz siirecinin kontrollii islemesini saglamaktadir (Hale vd., 1996).
Apoptotik yolakta anahtar hiicresel proteinlerin spesifik ayrilmasini katalize eden, 6liim
proteazlarin1 aktive eden ve apoptotik yolakta onemli gorevi olan kaspaz 3

aktivasyonunun aydinlatilmasi giincel ¢aligmalarin da ilgi odaklarindan biri olmustur

(Ichim vd., 2016).



Apoptozun erken asamalarda oOzellikle morfolojik degisikliklerden oOnce
saptanmasi programlanmig hiicre 6lim yollarini anlamak igin kritik 6neme sahiptir.
Ayrica yakin zamanlarda yapilan bir ¢ok ¢alismada geg apoptoz ve bu siiregte DNA ile
iligkili degisikliklerin belirlenmesi konusuna da odaklanilmistir (Matt vd., 2016).

Antiinflamatuvar ve antikanser ila¢ gelistirmek amaci ile yapilan caligmalar
incelendiginde, tiyazol tiirevi bilesiklerin giiglii antiinflamatuvar ve antikanser etki
potansiyeline sahip oldugu goriilmiistir (Verma vd., 2008). Tiyazoller, heterosiklik
yapida bilesikler olup sirasiyla 1. ve 3. konumunda kiikiirt ve azot igermektedirler.
Tiamin (vitamin B1), nizatidin (antiiilser), penisilin (antibiyotik), fanetizol, meloksikam
(antiinflamatuvar ajanlar), ritonavir (anti-HIV), bleomisin (antineoplastik) gibi
giiniimiizde tedavide kullanilmakta olan molekiillerin yapisinda tiyazol halkasinin
varligi bu tiyazol tiirevi bilesikleri farmakolojik olarak ©nemli bilesikler haline
getirmigtir (Arora vd., 2016). Sentezlenen baz1 tiyazol tiirevlerinin; interlokin-2 (IL-2),
interlokin-6 (IL-6) ve tiimér nekroz faktor (TNF) dahil olmak iizere, hiicre ¢ogalmasi,
farklilagmasi, iletisimi ve iltihapl tepkilerin baslatilmasinda 6nemli mediatérler tireten
T hiicre aktivasyonunu biiyiik 6l¢iide kontrol ettigi gozlemlenmistir. Ayrica
inflamasyonda énemli gérevi olan aktivator protein 1 (AP-1) ve niikleer faktor beta
(NF—«p) iizerinde segici inhibitor etki gdsterdigi in vivo ¢aligmalarla agia ¢ikarilmistir
(Giri ve Thaker,2009).

Dokulardaki prostaglandin seviyesinin anormal degisimi ile aktive olan
siklooksijenaz (COX) ve lipooksijenaz (LOX) enzimlerihin, yara olugumu ve
inflamasyon siirecinde hasar gdrmiis hiicreleri tiimor olusumu siirecine siiriikledigi
bilinmektedir (Dannhardt ve Laufer, 2000). Bu baglamda bu tez ¢aligmasi kapsaminda,
yeni sentezlenen 4-Metiltiyazol tiirevi bilesiklerinin A549 (insan akciger karsinoma
hiicre hatt1), C6 (kanserli sican glioma hiicre hatti) ve NIH/3T3 (saglikli fare
embriyonik fibroblast hiicre hatt1) hiicre dizileri {izerindeki antikanser etki
potansiyellerinin aragtirilmasi ve ayrica sentezlenen bilesiklerin COX ve LOX enzimleri
iizerindeki inhibitdr etkilerinin 6l¢iimiiyle de antiiflamatuvar potansiyellerinin agiga
¢ikarilmasi amaglanmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen bulgularin kanser

tedavisinde ilag¢ gelistirme c¢aligmalarina katki saglayacagi diistiniilmektedir.



1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. inflamasyon ve mekanizmasi

Lipidler dokularda triagilgliserol, fosfolipidler, spingolipidler ve steroidler gibi
formlarda bulunmaktadir. Fosfolipidler, metabolizmadaki metabolik tiim faaliyetlerin
problemsiz siirdiiriilebilmesini saglayan hiicre organellerindeki hiicre zarlarinin temel
yapitagidir. Fosfolipidler; yapisinda aragidonik asit gibi ¢ok zincirli doymamis yag
asitlerinin de bulundugu yag asitlerinden, hidrofilik 6zellik kazandiran fosfat igerikli bir
bas ve iki agil yan zincirli kuyruk yapisinda olusturulur. Hiicre zar fosfolipidlerindeki
yag asitlerinin hidrofilik ve hidrofobik yan zincirlerinin yerlesimleri hiicre zarinin
biitlinliigii ve akigkanlig1 i¢in 6nemlidir (Murphy ve Vance, 1999).

Histamin ve sitokin gibi inflamatuvar uyarilar durumunda aktiflesen fosfolipaz
enzimi A, (PLA,) hiicre zar fosfolipidlerini katalizleyerek arasidonik asit gibi serbest
yag asitlerini ve lizofosfolipidleri zar yapisindan serbestlestirir. Serbest yag asitleri,
eikosanoidler olarak bilinen prostaglandin (PG), tromboksan (TXA) ve ldkotrien (LT)
metabolitlerinin prokiirsdriidiir. Bu metabolitlerin ¢ok yiiksek konsantrasyonda olmasi
sitotoksik etki olusturarak hiicre i¢i sinyal yolaklarinda kritik goérevleri olan bir ¢ok
enzimin aktivasyonunda kritik degisiklikler yapabilmektedir. Lizofosfolipidler hiicre
zarmin akiskanhigini ve gegirgenligini degistirebilen trombosit aktive edici faktor (PAF)
ve lizofofatidik asit (LPA) gibi biyoaktif metabolitlere doniisebilir (Dowhan ve
Bogdanow, 2002).

Fizyolojik ve fizyopatolojik yapilarda iyon kanallarmm degistirerek hiicre
biiyiimesi, ¢ogalmasi ve yasamas ile iligkili sinyallerin iletiminden sorumlu protein
kinaz A (PKA), protein kinaz B (PKB), protein kinaz C (PKC) gibi enzimler ve NaK-
ATPaz gibi diger bir ¢ok enzimin aktiflesmesine yol a¢an aragidonik asitin, hiicre iginde
ikincil haberci (sinyal) gorevi yapan bu eikosanoidlere (prostaglandinler, tromboksanlar,
lokotrienler ve lipoksinler gibi) metabolize oldugu bilinmektedir (Sciulli vd., 2005).

Arasidonik asit hiicre zarinda depolanan, kas hasarina ve buna bagli sinyallere
verilen tepkilerden sorumlu olan, dogal olarak diyette bol miktarda linoleik asitin
alimmasiyla olusan bir omega-6 esansiyel yag asitidir. Hiicre zar1 yapisindaki
fosfolipidlerde esterlesmis durumda bulunan ve inflamasyon durumunda PLA, enzimi
tarafindan hiicre zar fosfolipidi yapisindan ayrilip metabolize edildiginde inflamasyonu

yoneten bir ¢ok kimyasal mediatore doniistiiriilen arasidonik asitin, bu metabolize

3



edilme siirecini ise siklooksijenaz (COX) ve lipoksijenaz (LOX) enzimlerinin yonettigi

bilinmektedir (Turini ve DuBois, 2002).
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Sekil 1.1. Aragsidonik asit metabolizmast (FitzGerald, 2007)

Hiicre zar1 fosfolipidlerinin fosfolipaz enzimi aktivasyonu ile katalizlenmesi
sonucu serbestlesen arasidonik asit gibi ¢ok zincirli doymamig yag asitleri COX ve
LOX enzimlerinin katalizledigi iki farkli yolaga siiriiklenir (Sekil 1.1). Her iki enzimin
de farkli yolaklar iizerinden, inflamasyon sinyal kontroliinde kritik 6neme sahip ¢esitli
mediatorlerin olugmasina sebep oldugu bilinmektedir (Turini ve DuBois, 2002).

Siklooksijenaz enzimleri tarafindan katalizlenen siklooksijenaz yolaginda
meydana gelen mediatorlerden biri olan prostaglandin (PG) mediatérlerinin inflamasyon
siirecindeki roliiniin oldukga kritik 6neme sahip oldugu bilinmektedir. Damar duvar
yapisini olugturan endotel hiicrelerindeki prostasiklin sentaz enzimi ile iretilen
prostaglandin 2 (PG,) mediatoriiniin, damar genislemesi olarak ifade edilen

vazodilatasyona sebep olup kan pihtilagma siirecinin 6nemli bir basamagi olan
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trombosit agregasyonunu inhibe ettigi bilinmektedir (Sciulli vd., 2005). YogZunlukla
mast hiicreleri tarafindan iiretilen prostaglandin D, (PGD,) ve prostaglandin E; (PGEy)
mediatorlerinin  ise damar genislemesine sebep olup damar gecirgenligini
arttirarak 6dem olusumuna sebep oldugu bilinmektedir. PGE; metabolitinin ayrica agr1
esigini diisiirerek agri hissine ve bagka mediatdrlerle etkileserek atesin yiikselmesine
sebep oldugu da bilinmektedir. Trombositlerde tromboksan sentaz enzimi aracilifiyla
sentezlenen, damarlarin daralmasi olarak tabir edilen vazokonstriksiyona sebep olan
tromboksan A, (TXA,) mediatoriiniin ise trombosit pihtilagmasma yol agtigi
bilinmektedir (Osiri ve Moreland, 1999).

Endoplazmik Retikulum (ER) hiicre organelinin zarma bagli olarak bulunan
prostaglandin endoperoksit sentaz enziminin arasidonik asitten PGH, sentezlenmesini
katalizlemesiyle prostaglandinler ve tromboksanlarin olusumunun baglatildig:
bilinmektedir. Arasidonik asitten PGH, sentezinin; siklooksijenaz-1 (COX-1)
siklooksijenaz-2 (COX-2) olmak iizere iki tip izoenzimin katalitik etkisiyle dolayisiyla
iki farkli basamakta gerceklestigi bilinmektedir. COX-2 enziminin katalizledigi
reaksiyonda olusan PGG,‘in yapisindaki hidroperoksil grubu, peroksidaz enzimi ve
indirgeyici ajan olarak kullamlan glutatyon etkisiyle, hidroksil grubuna indirgenerek
PGH, olusturulur. PGH, den ise sentaz enzimleri etkisiyle PGD,, PGE;, PGFy, PGI,
(prostasiklin) ve TXA’ nin sentezi gergeklesir (Ryn vd., 2000).

PGE, mediatériiniin inflamasyon ile dogrudan iligkili bir mediatér oldugu
bilinmektedir. COX-2 enziminin aktivasyonu sonucu prostaglandin yogunlugunun
artmasiyla iiretimi artan PGE, mediatdriiniin ¢ok yogun konsantrasyonda biriktigi
bolgede kizariklik, sislik ve deme sebep olarak sinir sistemi hiicreleri tizerinde agr ve
ates gibi sinyallere yol a¢tig1 bilinmektedir (Charlier ve Michaux, 2003).

Lipoksijenaz enziminin aktivasyonu ile olugan mediatérlerden biri olan 18kotrien
B; (LTB,) mediatoriiniin bir akyuvar hiicre ¢esidi olan nétrofillerde ve bazi
makrofajlarda iiretildigi ve notrofiller iizerine giiglii bir kemotaktik etkisi oldugu
bilinmektedir. Oncelikle mast hiicrelerinde iiretilen 16kotrien C4 (LTC,), 16kotrien Dy
(LTD,) ve 16kotrien E4 (LTE4) mediatorlerinin ise solunum yolllarinin daralmasina ve
damar gecirgenliginde artisa neden oldugu bilinmektedir. Bu mediatorlerin aktivasyonu
ile agiga ¢ikan metabolitler yardimiyla dokuya giren l6kositler tarafindan iiretilen
lipoksin A4 ve lipoksin Bs mediatdrleri ise notrofillerin kemotaksisini ve endotele

yapismasmi inhibe eden, bu bakimdan ldkotrienlerin antagonisti olarak tammlanan
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O6nemli antiinflamatuvar mediatdrlerden biridir (Leval vd., 2002).

Inflamasyon durumunda PLA, enziminin aktivasyonu ile hiicre zan
fosfolipidlerindeki yikimin artigi, hiicrelerde hasar1t arttirarak bu siireci kronik
inflamasyona ve tiimér olusumuna siiriikleyebilmektedir. Hiicre zarimmi koruyan bu
fosfolipidlerin yikilmasiyla serbestlesen yag asitlerinin ve lizofosfolipidlerin hiicre
zarindaki sinyal mediatorleri tarafindan yiiksek konsantrasyonda algilanmasi, hiicre zari
izerindeki bu reseptorlere sitotoksik etki olusturarak oksidatif fosforilasyonun
bozulmasina ve iyon kanallarinin degistirilmesi sonucu membran gegirgenliginin
artmasina sebep olmaktadir. Serbest yag asitlerinin birikmesiyle arasidonik asit
kaskatinin kontrolsiiz baslatilmasi sonucu yiiksek konsantrasyonda biriken serbest
radikaller ve reaktif oksijen tiirevleri gibi metabolitlerin hiicre zar1 proteinlerine
oksidatif hasar verdigi ileri seviyede ise kronik inflamasyon ve tiimdr olugumuna sebep
oldugu bilinmektedir (Turini ve DuBois, 2002).

Bu baglamda inflamasyon siirecinde kritik 6neme sahip COX ve LOX enzim
aktivasyonunun tedavi edici nitelikteki ajanlarla azaltilmasi ile inflamasyonun timor
olusumuna ydonlendirilen yolaklarinin inhibe edilebilmesi, dolayisiyla doku hasarlarim
en erken seviyede iyilestirilebilmeyi saglayabilecek antiinflamatuvar ajan gelistirme

caligmalari, giiniimiizde odaklanilan 6nemli konulardan biri olmaktadir.

1.1.2. Siklooksijenaz ve lipoksijenaz enzimleri

1.1.2.1. Siklooksijenaz (COX)

COX enzimi sentezinin hiicrede biiyiime faktorleri, timor indikleyicileri, IL-1,
LPS (lipopolisakkaritler), TNF-a gibi mediatorlerle indiiklenebilir oldugu yapilan
calismalarda agiga ¢ikarilmistir (Dannhardt ve Laufer, 2000). COX enziminin COX-1
ve COX-2 olmak iizere iki farkli izoform halinde bulundugu, farkl iki gen tarafindan
tiiretildigi ve arasidonik asit substratini kullanma agisindan birbirinden farkli oldugu
yapilan ¢aligsmalarla agi3a ¢ikarilmugstir (Turini vd., 2002). NF-kf, AP-2, NF-IL-6 gibi
coklu 5° transkripsiyon mediatérlerinin COX-2’de mevcutken, COX-1’de olmamasi
yapilan ¢alismalarla agiga ¢ikarilan enzim farkliliklarindan biri olmustur (Vane ve EE,
2003).

COX-2 sentezinin hiicrelerde bir¢ok hiicre tipinde IL-1, IL-17, TNF-a gibi
sitokinler ve epitelyal biiyiime faktorii (EGF) gibi biiylime faktdrleri mediatorleriyle
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indiiklendigi; COX-1’in ise IL-1 ve forbol esterleriyle indiiklendigi yapilan ¢alismalarda
gézlemlenmistir (Leval vd., 2002).

Inflamasyon sonucu olusan prostaglandinlerin zaman igerisinde ortamdaki
konsantrasyonunun degigmesi, inflamasyon siirecinde baglangi¢ konsantrasyonu yogun
olan PGE;’nin COX-2 inhibitérleri ile azalmasi, inflamasyonun hafifledigi dénemde
PGD,’nin artmasi gibi gozlemlere dayanilarak bu ge¢ asamadaki PG’in COX-3’e bagh
olarak sentezlendigi ve bu enzimin COX-1 enzimi ile ayni gen kokenli olabilecegi
diistiniilmiistiir. Ayrica PCOX-1a ve PCOX-1b enzimleri de COX-1 varyanti olarak
tanimlanmustir (Sekil 1.2) fakat aktivitesi tam olarak aydinlatilamamistir (Flower, 2003;

Dannhardt ve Kiefer, 2001).
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Sekil 1.2. COX-1 varyantlar1 (Flower, 2003)

COX enzimleri endoplazmik retikulumda bulunan integral membran
enzimlerindendir ve endoplazmik retikulumun liimenal yiizeyine yerlesmislerdir. Koyun
COX-1 enziminin, ayrica fare ve insan COX-2 enziminin yapilar1 X-1s1m1 analizleri ile
incelendiginde her iki COX iskeletinde de katalitik merkezden membran baglama
bolgesinin dis yiizeyine kadar genisleyen bir kanal yapisina sahip oldugu
gdzlemlenmigtir (Bachle, 1999) (Sekil 1.3).

Bircok NSAID (Non-steroidal antiinflamatuvar ilaglar) COX aktif bdlgesine
baglanmak {iizere aragidonik asit ile yarigmaktadir. Kanaldaki substrat/inhibitdr
baglanmasinda sekiz amino asit kalmtisimin etkin rolii vardir. Amino asitlere verilen
numaralar COX-1 ve COX-2’de amino asit dizisindeki yerlerini belirtmek i¢indir (Luo

vd., 2005).
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Sekil 1.3. COX-1 ve COX-2'nin aktif ve baglanma bolgelerini nkarsilastirilmasi (Flower, 2003)

COX-1 enziminin mide-barsak kanalinin epitel hiicrelerinde, damar endotelinde,
trombositlerde, bobrek glomeriil ve tubulus hiicrelerinde fazla miktarlarda genellikle
iiretildigi, hiicrelerde ise siirekli sentez edilmesi nedeniyle tiim viicutta bulunarak
koruyucu ve fizyolojik islev gordiigii tespit edilmigtir. Santral sinir sistemi, omurilik,
mide, vaskiiler endotel, pankreatik hiicreler, bobrek ve toplayici kanal hiicreleri gibi
bazi hiicrelerde bazal durumda mevcut oldugu goriilen COX-2 enziminin ise birgok
doku ve organda siirekli olarak inaktif durumda bulundugu ve inflamatuvar sinyallerle
indiiklendigi tespit edilmistir (Sciulli vd., 2005).

COX-2 selektif inhibitérlerinin daha az gastrointestinal (GI) yan etkilere neden
olduguna dair kanmitlar olmasmna karsin kronik hasar durumunda bu inflamatuvar
lezyonun COX-2 situmiilasyonunu arttirdig1 dolayisiyla selektif COX-2 inhibisyonunun
tipki1 NSAID gibi lezyonda kétiilesmeye ve yara iyilesmesinde gecikmeye neden oldugu
yapilan ¢alismalarda gézlemlenmistir (Turini vd., 2002; Leval vd., 2002).

COX-2 enziminin uterus epitelinde hamileligin ¢esitli donemlerinde de

sentezlendigi, hamileligin baglangicinda ovumun harekete ge¢mesinde ve plasenta
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olusumu i¢in gerekli anjiyogenezise katkida bulunarak hamilelik doéneminin
sonlanmasinda ve dogum eyleminin baglamasinda rol oynadig1 yapilan ¢aligmalarda

agi1ga ¢ikarilmigtir (Charlier ve Michaux, 2003).

1.1.2.2. Lipoksijenaz (LOX)

Lipoksijenaz enzimleri ¢oklu doymamig yag asitlerinin hidroperoksitlere
oksidasyonunu katalize eden proteinlerdir (Brash,1999). Bu enzimler bitkilerde ve
hayvanlarda mevcuttur ve bazi bakterilerde de tespit edilmistir (Kuhn ve Thiele, 1999;
Porta ve Rocha, 2001). Lipoksijenaz tiriinleri, gesitli fizyolojik diizenleyiciler ve agr1
mediatorleri olusturacak sekilde a¢iga ¢ikmaktadir (Gardner, 1991).

Lipoksijenaz enzimlerinin dogal substrati, 13-hidroperoksiotadienoik aside (13-
HPODE) déniisen bir C18 bis-doymamus yag asidi olan linoleik asittir (LA). Insanlarda
tanimlanan alt1 fonksiyonel LOX gen izoformu arasinda, 5-lipoksijenaz (5-LOX),
trombosit 12-lipoksijenaz (p-12-LOX) ve 15-lipoksijenaz-1 (15-LOX-1) baslangigta
16kositlerde kesfedilmistir. 5-Lipoksijenaz nétrofil yapilarinda yogunlukla bulunan
aragidonik asit (AA) metabolize edici bir enzimdir. AA’nin 5-hidroperoksi tiirevi olan
5-hidroksieikosatetraenoik asit (5-HPETE) kararsiz bir yapida oldugu i¢in 5-HETE
yapisina indirgenir ve 16kotrien (LT) olarak bilinen bilesiklere déniisiir. 5S-HPETE’den
tiiretilen ilk LT olan 16kotrien A4 (LTA4), sirasiyla LTB4 ya da LTCy4’e dontisiir. LTB4
baz1 makrofajlarda ve nétrofil hiicrelerinde iiretilir. LTB4 notrofil hiicreleri i¢in 6nemli
bir kemotaktiktir. LTC4’iin metabolitleri olan LTD4; ve LTE4 genellikle mast
hiicrelerinde iiretilir ve damar gegirgenliginde artisa sebep oldugu bilinmektedir
(Jacquot vd., 2008).

Lipoksijenaz kaynakli AA’larin varliginda I6kosit hiicreleri dokulara girmeye
baglar ve bu AA iiriinlerini lipoksine donistiiriir. Lipoksinlerin inflamasyon inhibitérleri
olarak gorev yaptig1 bilinmektedir. Bu baglamda 5-LOX yolunun, 16kosit kemotaksisi,
vaskiiler inflamasyon ve arttirilmis damar gegirgenligi yoluyla kardiyovaskiiler
hastaliklara neden oldugu diisiiniilmektedir (Poeckel ve Funk, 2010).

Eikosanoidlerin iltihabi olaylarda kritik rol oynamasi bu mediatérlerin sentezini
inhibe edebilecek ajanlarin gelistirilmesinin ve klinik kullanimininin  6nemini
vurgulamaktadir. Giintimiizde agr1 ve ates tedavisinde etkili oldugu bilinen aspirin ve

ibuprofen gibi ¢ok sayida NSAID’lerin siklooksijenaz enzim aktivitesini ve boylece tiim



prostaglandin (PG) sentezini onledigi bilinmektedir. Son 25 yil igerisinde 5-LOX
inhibitorii olarak pazarlanan tek ila¢ olan Zileuton astim kontrolinde de
kullanilmaktadir fakat etkisi hakkinda ¢ok fazla tartisma vardir (Funk, 2001).

Trombosit tipi 12-lipoksijenaz (p-12-LOX) arasidonik asidin 12-HPETE'ye
déniisiimiinii katalize edebilir. p-12-LOX ekspresyonu, mide kanseri, prostat kanseri ve
melanom dahil olmak iizere bir¢ok tiimér dokusunda gozlemlenmistir (Wong vd., 2001;
Lovey vd., 2013; Chou wvd., 2009). p-12- LOX’in metaboliti (12-HETE),
kardiyovaskiiler ve bobrek hastaliklari, birgok kanser tiirii ve inflamatuvar tepkiler ile
iliskilendirilmistir (Aleem vd., 2008; Yiu vd., 2003). p-12-LOX ayrica, arasidonik asidi
12-HETE'ye Kkatalize ederek epidermal su bariyerinin korunmasinda rol
oynayabilmektedir (Morgan vd., 2010).

15-LOX-1'in ana reaksiyon iiriinii 15-HPETE'dir. Akciger epitel hiicrelerinde 15-
LOX-1'in artmis ekspresyonunun astim ve diger inflamatuvar akciger hastaliklarinin
patogenezinde proinflamatuvar etkisi oldugu gozlemlenmistir (Liu vd., 2009). Bir dizi
calisma, 15-LOX-1'in kolonik timérgenezde kritik bir rol oynadigim gostermistir (Zuo
vd., 2012; Shureiqi vd., 2005; Shureiqi vd., 2000).

1.1.3. Kronik inflamasyon ve kanser iligkisi

Inflamasyon; yaralanma, enfeksiyon veya hiicre &liimiiniin neden oldugu
hiicresel hasara kargi immiin sisteminin, zarar verici uyaranlar1 ortadan kaldirmaya veya
notralize etmeye calistift ve iyilesme ile rejeneratif siiregleri baglattifi, karmagik
biyokimyasal tepkinin bir pargasi olarak bilinmektedir. Klasik olarak, kizariklik, sisme,
1s1, agr1 ve doku fonksiyon kaybi gibi semptomlarla karakterize edilen inflamasyon;
mikrobiyal enfeksiyon, doku hasar1 ve kalp enfarktiisii gibi ¢esitli faktorlerden
kaynaklanmaktadir. Bu makroskobik semptomlar, vaskiiler endotelyumun
gecirgenligini arttirarak serum bilesenlerinin sizmasina ve immiin hiicrelerin
ekstravazasyonuna izin vermektedir. Inflamatuvar yamit daha sonra hizli bir sekilde
sonlandirilarak hasarli dokularin tamir edilme siireci baslatilmaktadir. Bununla birlikte,
sitokinlerin patojenleri baskilamak i¢in bagigiklik hiicreleri tarafindan agir1 tiretimi
Sliimciil olabilmektedir (Takeuchi ve Akira, 2010).

Hiicrelerin mikroorganizmalar tarafindan enfeksiyonunun immiin yanitlari

aktive etmesiyle patojen ve konak¢i arasindaki karmagik etkilesimler ilk olarak dogal
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bagisiklik sistemi tarafindan baglatilmig olur. Dogal bagisiklik sistemi hiicreleri
{izerinde bulunan patojen tanima reseptorleri (PRR), patojen iizerinde bulunan patojenle
iliskili molekiiler kaliplar1 (PAMP) tamirlar (Kumar vd., 2011). Toll-benzeri reseptorler
(TLR), PRR reseptorlerinin en genis ailesi olarak kabul edilir ve patojen tizerinde
bulunan PAMP’lar1 tamiyarak immiin yanitlart olugtururlar (Rakoff vd., 2009).
TLR’lerin aktif hale gelip hiicre i¢i sinyal siireglerini baglatabilmesi i¢in bazi ligandlar
ile etkilesime girmeleri gerekmektedir (Medvedev vd., 2006).

Enfeksiyonun algilanmasina, ilk olarak TLR’ler, RIG-I, NOD ve C tipi lektin
reseptorlerini iceren PRR'ler aracilik etmektedir. Bu PRR'ler tarafindan tetiklenen hiicre
ici sinyal kaskadlari, patojenlerin ve enfekte olmus hiicrelerin ortadan kaldirilmasini
koordine eden inflamatuvar mediatorlerin transkripsiyonel ekspresyonuna yol
agmaktadir. Bu sistemin anormal aktivasyonu immiin yetmezlige, septik soka veya
otoimmiinitenin indiiklenmesine yol agmaktadir (Akira ve Takeuchi, 2006).

Inflamatuvar yamtlar; tiimér olusumu, doku istilasi (invazyon), habis (malign)
doniistimii, diger dokulara yayilmasi (metastaz), olmak {izere tiimor gelisiminin farkli
asamalarinda belirleyici rol oynamaktadir. Inflamatuvar yanitlar ayrica immiin sinyalleri
ve tedaviye verilen yanitlar1 da etkilemektedir. Tiimorlere sizan immiin hiicreleri, kanser
hiicreleri ile dinamik bir karsitlik igine girmektedirler ve bu karsithiga aracilik eden bazi
molekiiler olaylar yapilan ¢alismalarla kismen ortaya ¢ikarilmistir (Grivennikov vd.,
2010).

Inflamatuvar yanitlar; proinflamatuvar tiimér nekroz faktér (TNF), interlokin
(IL)-1 ve IL-6 gibi sitokinler tarafindan diizenlenmektedir. Bu sitokinler, inflamatuvar
hiicrelerin  liimiinii  diizenleyen, vaskiiler endotel gegcirgenligini degistiren, kan
hiicrelerini iltihapli dokulara toplayan, akut faz proteinlerinin tiretimini indiikleyen
proteinlerdir. TNF ve IL-6 esasen transkripsiyonel ve translasyonal seviyelerde
diizenlenmesine ragmen, IL-l1b'nin iiretimi iki asamali bir mekanizma tarafindan
diizenlenir. Ilk adim, mRNA'st TLR sinyaline bagl bir sekilde diizenlenen bir IL-1b
zimogen (pro-IL-1b) ifadesidir (Akira ve Takeuchi, 2006).

Dogal bagisiklik sinyallerini regiile eden nod benzeri reseptorler (NLRs), antijen
uyarici hiicreler (ASC) ve kaspaz-1'i aktive eden kompleks yap: iltihaplanma olarak
tanimlanmaktadir (Schroder ve Tschopp, 2010). Cok sayida IFN-a formunu ve tekli
IFN-B, IFN-y vb. formlarim igeren Tip I interferonlar (IFN'ler) iltihabin
modiilasyonunda rol oynamaktadir (Honda vd., 2006).
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Tip I IFN'ler, viral olarak enfekte olmus hiicrelerde apoptotik hiicre dliimiinii
indiikleyerek viriis enfeksiyonuna direngli hiicreleri meydana getirirler (Stark vd.,
1998).

Kronik iilseratif kolit ve Crohn hastalifi gibi inflamatuvar barsak hastaliklar
olan kisilerde kolon kanserinin goriilmesi kronik bir inflamasyonun malign hastaliklar
ile iliskili oldugunu gosteren bir 6rnektir (Weedon vd., 1973). Karacigerdeki Hepatit C
enfeksiyonu karaciger karsinomasina yatkindir. Mesane ve kolon karsinomu riskinde
artis schistosomiasis ile iligkilendirilmektedir. Kronik H. pylori enfeksiyonun mide
kanserinin nedenlerinden biri oldugu bilinmektedir (Uemurd vd., 2001).

Inflamatuvar hiicreler DNA hasarina neden olmaktadir ve bunu makrofajlardan
ve T lenfositlerinden makrofaj gd¢ii inhibe edici faktor (MIF) ile
gerceklestirmektedirler. MIF, transkripsiyonal aktiviteyi baskilayarak p53 proteininin
{istesinden gelen gii¢lii bir sitokindir. Dokulardaki p53 diizenleyici islevler DNA
hasarina kars1 yetersiz bir cevap veren bir ortam yaratarak potansiyel onkogenik
mutasyonlarin birikmesini arttirir (Miyashita ve Reed, 1995). DNA tiimér viriisleri gibi
enfeksiyoz viral ajanlar bagka 6n mekanizmalardan da sorumlu olmasina ragmen, aktif
onkogenleri konak genomuna ekleyerek hiicreleri dogrudan déniistiirebilir. Hayvanlarda
bircok enfeksiydz ajan tiirii mevcut olsa da insanda sadece insan papilloma viriisi,
hepatit B viriisii (HBV) veya Epstein-Barr viriisii ile enfekte olmak viriisle iligkili
habislikler gelistirir (Thompson ve Kurzrock, 2004).

Inflamasyonun kanserin evrimindeki roliinii anlamak igin, inflamasyonun ne
oldugunu ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik ve patolojik siireglerdeki rollerini anlamak
onemlidir. Doku yaralanmasina cevap olarak, ¢ok faktorlii bir kimyasal sinyal agi,
etkilenen dokuyu “iyilestirmek™ i¢in tasarlanmig bir ana bilgisayar tepkisini baglatir ve
stirdiiriir. Bu tepki 16kositlerin (nétrofiller, monositler ve eozinofillerin) vendz
sistemden hasar alanlarina go¢ etmesini igerir ve doku mast hiicrelerinin de bu siiregte
Snemli bir rolii vardir (Metcalfe vd., 1997).

Belirli 16kosit popiilasyonlarmin kemoatraksiyonu saglayan kemokinler isimli
bir kemotaktik sitokin ailesi, akis asag1 efektor hiicrelerini alir ve inflamatuvar yanitin
dogal evrimini belirler. Inflamasyonlu bélgede devam eden sitokin/kemokinlerin
yogunluk profili kronik hastaligin geligiminde 6nemlidir. Normal iltihap yani yara
iyilesmesiyle iligkili iltihap genellikle kendi kendini sinirlar; bununla birlikte, iltihapli

bolgenin yakinlarinda konumlanmig herhangi bir faktoriin diizensizligi anormalliklere
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ve dolayisiyla patogeneze neden olabilir (Hanada ve Yoshimura, 2002). Nétrofiller (ve
bazen eozinofiller) akut inflamatuvar yamiti baglatan ilk mediatorlerdir. Dokulardaki
makrofajlara farklilasan monositler, kemotaktik faktorlerin rehberliginde hasarli doku
bolgesine go¢ ederler. Makrofajlar lokal mikro ortamdaki endotel, epitel ve mezenkimal
hiicreleri derinlemesine etkileyen biiylime fakt6rleri ve sitokinlerin ana kaynagidir. Mast
hiicreleri akut inflamasyonda, histamin, sitokinler, yiiksek siilfatlanmig proteoglikanlara
komplekslenmis proteazlar ve ayrica lipid mediatorleri gibi depolanmis ya da yeni

sentezlenmis inflamatuvar mediatorleri salmasi nedeniyle onemlidir (Kishimoto vd.,

1994).

1.1.4. Apoptoz

Apoptoz, embriyonik dénemden 6lime kadar pek ¢ok fizyolojik veya patolojik
olayda gdzlemlenen programli hiicre 5liimii olarak tanimlanmaktadir. Apoptozda, hiicre
yiizeyinde, hiicre organellerinde ve ¢ekirdekte ¢esitli degisiklikler meydana
gelmektedir. Hiicre i¢i (intrinsik) veya hiicre dig1 (ekstrinsik) kaynakli 6liim sinyalleri
esliginde hiicre dliim reseptérleri ve mitokondriyon aracili apoptotik mekanizma aktive
olmakta ve sonugta DNA kirilmasi, sitoplazmada biiziilme, membranda pargalanma

meydana gelmektedir (Kasibhatla ve Tseng, 2003).
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Sekil 1.5. Apoptotik dis ve i¢ mitokondriyal yolda etkili mekanizmalar (Wang, 2011)

Apoptoz bazi iyonlar (Ca®"), molekiiller (seramit), genler (c-myc), proteinler
(p53) ve organeller (mitokondri) gibi ¢ok sayida ve gesitte mediatér tarafindan
diizenlenmektedir (Scaffidi vd., 1998). DNA hasari, hiicre i¢i Ca" diizeyi artis1, pH
azalis1, hiicre dongiisii bozukluklar1 ve hipoksi gibi hiicre i¢i sinyaller apoptozu
indiiklemektedir (Sekil 1.5). Apoptotik siire¢ boyunca hiicre igine stirekli girisi
gerceklesen Ca*" iyonunun, apoptotik mekanizmada endoniikleaz aktivasyonunu, doku
transglutaminaz aktivasyonunu, gen regiilasyonunu, proteazlarin aktivasyonlarim ve

hiicre iskeleti organizasyonunu diizenledigi diigtiniilmektedir. Biiylime ve iireme
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faktorlerinin yetersizligi, tiimor nekrozis faktér (TNF) ya da timor nekrozis ailesine ait
tip-2 transmembran protein (FAS) o6liim reseptorlerinin aktivasyonu, sitotoksik T
lenfosit ve iskemi, toksinler, kemoterapdotik ilaglar, radyasyon gibi sinyaller de apoptozu
indiikleyen hiicre dist etkenlerdir (Ulukaya vd., 2003).

Kaspaz enzimleri hem hiicre igi hem hiicre dist kaynakli hiicre &liim
sinyallerinin her iki sinyal yolunda da onemli gorevi olan enzimlerdir. Hiicre igi
sinyallerle apoptotik uyarmin alinmasiyla proapoptotik proteinlerden Bid bir
antiapoptotik protein olan Bcl-2’yi inaktive ederek Bax ve Bak proteinlerini aktiflestirir.
Bu proteinlerin aktivasyonu ile mitokondri membraninda por olusumu indiiklenir ve bu
durum da zar potansiyelinin degismesine yol agar (Spierings vd., 2004). Boylece
mitokondri membranindaki porlardan oksidatif fosforilasyon igin elektron tasiyan
sitokrom-c, mitokondriyel ikincilikaspaz aktivatorii (Smac), DNA’y1 fragmentasyona
ugratan Endonukleaz-G (Endo-G), Ca®" ve apoptozda kritik sinyal gorevleri olan
kaspaz-3 ile kaspaz-8 enzimlerinin aktivasyonuna engel olan apoptoz indiikleyici faktor
(AIF) ekspresyonu uyarilmig olur. Mitokondriyal porlardan sitokrom-c ekspresyonu ise
apoptotik proteaz aktive eden faktdr (Apaf-1) ve ATP molekiilii ile birlikte sitozolde
kaspaz-9 enziminin aktiflestirdigi ‘apoptozom’ kompleks yapisini meydana getirir
(Adams ve Cory, 2001).
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Sekil 1.6. Apoptotik sinyal mekanizmalar: (Wang, 2011)

Fas, TNFR ve DR5 gibi hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerine FasL, TNF-o ve

TRAIL 6lim sinyallerinin baglanmasiyla reseptorler trimerik yap1 kazanir. Trimerik
yap1 kazanan reseptor; adaptor molekiiller ve prokaspaz-8 enzimi ile birleserek 6liim
uyarict sinyal kompleksi (DISC) adi verilen yapiyr olusturur. Inaktif durumdaki
prokaspaz-8’in uyarilmasiyla aktif kaspaz-3 enzimini dogrudan ya da dolayli yollarla
aktive edebilen kaspaz-8’ in olugsmasi saglanir. Kaspaz-8 enzimi ya dogrudan kaspaz-3
enzimini aktive eder ya da hiicre dig1 sinyal yollar1 iizerinden kaspaz-9 enziminin
aktivasyonu saglayip boylece Bid ekspresyonunu durdurarak dolayli olarak kaspaz-3’ii

aktive eder. Aktive olan kaspaz-3 enzimi CAD aktivasyonunu saglayarak DNA

fragmantasyonuna neden olur (Sekil 1.6) (Wang, 2011).

Hiicre dis1 apoptotik sinyal yollarindan birisi de sfingolipid yoludur.

Sfingomyelin, hiicre zar1 yapi taglarindan biridir. Fas, TNFR ve DRS5 gibi hiicre

yiizeyindeki 6liim reseptorlerinin ekspresyonu sonucu hiicre igi sinyal yolaklariyla ve
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kemoterapi gibi dis etkenlerle aktive olan sfingomyelinaz enzimi, sfingomyelini
seramid’e doniistiiriir. Seramid seramidaz enzimi ile sfingozine doniistiiriilerek Bid
sentezini uyarir ve apoptozu indiikler (Lo ve Fisher, 2014). Sitotoksik T hiicreleri ile
dogal oldiiriicii (NK) hiicreleri iizerinde bulunan ve bagisiklik sisteminde hiicre
Sliimiinii kontrol eden Fas hiicre reseptoriiniin, Fas-ilgili 6liim domain proteini (FADD)
reseptdr molekiilii ile birlesmesiyle prokaspazlar aktive olur ve bdylece apoptoz
baslatilir (Scaffidi vd., 1998).

Inflamatuvar sinyal harici durumlarda hiicrelerde inaktif halde bulunan ancak
proteolitik olarak birbirlerini aktiflestiren ve hedef proteindeki peptit baglarim kirarak
hiicreyi apoptoza gotiiren sistein proteaz kokenli kaspaz enzimleri; kaspaz 2, 8, 9 ve 10
u igeren baglatic1 kaspazlar; kaspaz 3, 6 ve 7°yi igeren efektor kaspazlar ve kaspaz 1, 4,
5, 11, 12, 13 ve 14’ii igeren inflamatuvar kaspazlar olarak 3 gruba ayrilmaktadirlar.
Baglatici kaspazlarin apoptotik stimiilasyon ile baslayan olim sinyallerini efektor
kaspazlara iletmesiyle hiicre iskeleti proteinleri ve niikkleer membran proteini laminin A
ve DNA tamirinde rol alan poli ADP-riboz polimeraz gibi ilgili proteinlerin
parcalanmasi gergeklesir ve bdylece apoptotik hiicre morfolojisi meydana getirilir (Li ve
Yuan, 2008). ,

Kaspaz inhibitdr ailesi olan apoptoz inhibitorleri (IAP), kaspazlart segici olarak
inhibe ederek apoptotik mekanizmay: durdurabilmektedir. Timdrlerde yiiksek
ekspresyon diizeylerinde IAP oldugu tespit edilmistir (Reed, 2000).

B-hiicre lenfoma 2 (Bcl-2) ailesi onkogenlerinin homodimer ya da heterodimer
formuna doniismeleri hiicrelerin apoptoza siiriiklenmesine karar veren oOnemli bir
apoptotik sinyaldir. Bcl-2 gen ailesi apoptozu indiikleyen proapoptotik ve apoptozu
baskilayan antiapoptotik iiyeler olmak iizere iki alt grupta incelenmektedir (Sekil 1.7).
Sitozolde bulunan Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa proapoptotik iiyeler
sitokrom-c ve apoptoz indiikleyici faktér (AIF) salimmini artirarak apoptozu
indiiklerler. Bax ve Bid mitokondri membranini depolarize ederek hiicreleri apoptoza
stiriikleyen kaspaz-9 ve kaspaz-3 enzimlerinin aktivasyonunu da saglamaktadirlar
(Tsujimoto, 1998). Mitokondri membran yiizeyinde, endoplazmik retikulumda ve
cekirdek zarmnda bulunan Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1 antiapoptotik iiyeler ise por
olusumunu  saglaylp iyon transportunu diizenleyerek hiicrelerdeki Ca**
konsantrasyonunu kontrol ederek prokaspaz formlariyla AIF ve sitokrom-c salinimini

engelleyip apoptozu inhibe ederler (Taneja vd., 2001).
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Sekil 1.7. Proapoptotik ve antiapoptotik proteinler (Wang, 2011)

Bcl-2 ailesi ¢ogu hiicre tipi i¢in en bilinen antiapoptotik proteindir. Bcl-2
onkogenlerinin pek ¢ok ¢alismada yayilma egilimi olan kanserde ve yiiksek dereceli
lezyonlarda daha fazla sentezlendigi ve apoptozu engelleyerek lenfomaya neden oldugu
gozlemlenmigtir (Burt vd., 1991).

Proapoptotik Bax proteininin yogun ekspesyonunun apoptozu arttirdigi
bilinmektedir. Hiicre 6liim sinyali ile Bax sentezinin arttif1 ve mitokondri membranina
transloke olan Bax’in iyon kanallarini agip mitokondriden kaspaz-3 aktivasyonunu
saglayan sitokrom c¢ salinimini gergeklestirerek apoptozu hizlandirdigi gézlemlenmisgtir
(Rosse vd., 1998).

Aktivasyonu hiicre dongiisiine bagimli olan antiapoptotik protein Bcl-xL’nin
fosforilasyonunun yogunlukla hiicre dongiisiiniin S ve G2 fazlarinda gergeklestigi ve
metafaz evresinde kaybolup telofaz evresinde yeniden ortaya ¢iktigi gdzlemlenmistir.
DNA hasart durumunda G2 fazinda hiicre dongiisiiniin  durdurularak Becl-xL
ekspresyonunun arttirildigt da yapilan g¢aligmalarda agiga g¢ikarilmistir (Wang vd.,
2011). Bel-xL’nin TNF-a iizerinden gergeklesen apoptotik siirecte 6nemli bir rol
oynadig1 diistiniilmektedir. Apoptotik dongiide hiicrelerin hayatta kalmasinda 6nemli
rolii olan niikleer faktor kappa p (NF-kf)’nin inhibisyonu ve Bcl-xL’nin tek bagina
devre dig1 birakilmastyla TNF-a tizerinden apoptozun gergeklesebildigi gozlemlenmistir

(Casanelles vd., 2013).
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Bir¢ok anti-tiimor ilag, hedef olarak hiicre DNA’si1 seger ve p53 seviyesini
artirir. p53 proteini hiicrede DNA hasart olustugunda hiicre dongiisiinii G1 fazinda
durdurarak Bax, Apaf-1 ve Fas aktivasyonunu artirip Bel-2 ve Bel-xL’yi baskilayarak
apoptozu indiikler ve hiicreye DNA tamiri i¢in zaman kazandirmis olur. Kromozom-
17’nin kisa kolundaki bir genin (17p53) mutasyonu p53 salgilanmasina biiyiik dl¢iide
katkida bulunur. Hiicrenin belli noktalarinda malign tip p53 bulunmasi, DNA tamir
mekanizmasinin dogru hasari tamir etmesinde kontrol noktasidir. Genomun igerigini
siirdiirerek gérev yapan p53 geninin mutasyonu sonucu mutant p53 geni tasiyan
hiicreler, genom igerigini siirdiiremedikleri i¢in hiicre dongiistiniin durma sinyallerini
alamazlar. p53 geninin mutasyonu tiim timor tlirlerinde gergeklesen en yaygin
mutasyon oldugundan olduk¢a énemlidir. p53 ile ayni islevi goren p63 ve p73 genlerine

de litaratiirde yer verilmigtir (Miyashita ve Reed, 1995).

1.1.5. Kanser tedavisi

Kanser; hiicrelerin olgunlasma, bdlinme, ¢ogalma ozelliklerinde ve
fonksiyonlarindaki biitiinliigiin ve kontroliin kaybolmast sonucunda olusan &ldiiriicii bir
hastaliktir. Kanser, insanlik tarihi boyunca 6liimciil bir hastalik olmasindan dolay: bilim
diinyasinda 6nemli bir yere sahip olmustur. Giiniimiizde kanser gelismis iilkelerde
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci 6lim nedeni olarak gosterilmektedir (Gibbs
vd., 2000).

Kemoterapi tedavisi kanser vakalarinda en yaygin olarak tercih edilen tedavi
seklidir. Kanser kemoterapisi ile ilgili ¢aligmalar 1990’larda antifolat ilaglarin
kullanimiyla baglamistir. Bu kemoterapétik ilaglarin habis (malign) tiimérlere karsi
klinik kullanimi, ¢ogu durumda basarili olmasina ragmen ilag direnci gelisimi ve normal
hiicrelere toksik etkiler géstermesi gibi yan etkiler ortaya ¢ikarmaktadir. Ayni zamanda
kemoterapi ve radyoterapi gibi giiniimiizde kullanilmakta olan konvansiyonel kanser
tedavi metodlar1 pahalidir. Bulanti, ishal, kabizlik sa¢ dokiilmesi gibi hafif yan
etkilerden baglayarak norolojik, kardiyak, renal toksisite ve kemik iligi baskilanmasi
gibi agir yan etkilere kadar uzanan ¢ok sayida yan etkilerin ortaya ¢ikmasma neden
olabilmektedir. Bu yan etkiler hastanin yasam Kkalitesini azalttigi gibi tedavi
protokollerinin  kabuliinde hastalarin cesaretini kirmakta, bu durum kanserin

progresyonunda ve kanser ile iligkili komplikasyonlarda artiga yol agarak bu tedavilerin
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sinirli antikanser etkinlik gostermesine neden olmaktadir. Bu nedenle giiniimiizde
kullanilmakta olan tedavilere alternatif olacak daha az toksit, daha segici ve etkili,
dogal, biyolojik ve sentetik maddelerden gelistirilmis antikanser ilaglarin bulunmasina
ve etki mekanizmalarinin aydinlatilmasina odaklanilmistir (Gerl ve Vaux, 2005; Kumar

vd., 2012; Alonso-Castro vd., 2011; Fang vd., 2012; Miralinaghi vd., 2013).
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Sekil 1.8. COX inhibitorii ilaglar (Flower, 2003)

Neoplastik ilerlemede iltihaplanmanin 6nemine dair belki de en iyi kanit, aspirin
ve steroid olmayan antiinflamatuvar ilaglarin (NSAID'ler) uzun vadeli kullanicilari
arasindaki kanser riskinin aragtirilmasidir. Cok fazla veri bu ilaglarin kullaniminin bazi
kanser tiirlerindeki ilerlemeleri azalttigina isaret etmektedir. NSAID'lerin
siklooksijenazlart (COX-1 ve COX-2) inhibe etme kabiliyetleri (Sekil 1.8),
kemoprevensiyon (kanserden korunmak i¢in kimyasal Onleme) mekanizmalarinin

altindadir. COX-2 arasidonik asidi prostaglandinlere doniistiiriir ve bu da hasarl
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dokularda inflamatuvar reaksiyonlara neden olur. Aspirin, trombosit fonksiyonunun
inhibe edilmesinde, hem COX-1 hem de COX-2'nin geri doniigiimsiiz olarak inaktive
edilmesiyle segici degildir. Bu enzimlerin inhibe edilmesiyle prostaglandinlerin,
endoperoksitlerin ve tromboksan Aj'nin sentezi onlenmis olur. Diger NSAID'ler,
drnegin, flurbiprofen, trombosit topaklanmasini inhibe edebilmesinden dolayr giiglii
anti-metastatik etkilere sahip olabilir. Flurbiprofen, hem COX-1’i hem de COX-2’yi
inhibe ettigi tespit edilen selektif olmayan COX inhibitorii ilaglardan biridir (Flower,
2003).
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2. YONTEM

2.1. 4-Metiltiyazol Tiirevlerinin Genel Sentez Yontemi
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Sekil 2.1. Metiltiyazol tiirevlerinin genel sentez yontemi

Yontem A: 4-metiltiyazol-2-amin sentezi (1): Kloroaseton ve ona ekivalan oranda
tiyoiire etanol igerisinde ¢dziindiiriilip ve oda sicaklifinda karistirilarak reaksiyon
kontrolii ince tabaka kromatografisi (ITK) ile kontrol edilmis ve ham iiriin siiziilerek
alinmugtir.

Yontem B: 2-Kloro-N-(4-metiltiyazol-2-il) asetamit sentezi (2): 4-Metiltiyazol-2-amin
ve ona esdeger oranda trietilamin 0-5 °C'de karigtirilarak THF igerisinde ¢oziindiiriiliir,
daha sonra tetrahidrofuran igerisinde seyreltilmis olan kloroasetil kloriir (esdeger
oranda) bu ¢ozeltiye damla damla ilave edilmistir. Bu sekilde elde edilen reaksiyon
karigimi oda sicakliginda 2 saat daha karigtirilarak solvent ugurulduktan sonra kati {iriin,
su ile yikanarak siiziilmiistir. Daha sonra, ham {iriin etanolden yeniden
kristallendirilmigtir.

Yoéntem C: 2-(Siibstitiie merkapto)-N-(4-metiltiyazol-2-il) asetamit tiirevlerinin sentezi
(BHD1-9): 2-Kloro-N-(4-metiltiyazol-2-il) asetamit, esdeger oranda uygun merkapto
tiirevi ve potasyum karbonat asetonda ¢6ziindiriiliip, oda sicakliginda karigtirilmastir.
Reaksiyon bitimi ITK ile kontrol edilip son olarak, ¢6ziicii ugurulup kati madde su ile

yikanarak stiziilmiigtiir.
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Tablo 2.1. Sentezlenen bilegikler
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Tablo 2.2. Sentezlenen bilesiklerin analizleri

Bilesik kodu

R/Ar

E.D.

BHD1

BHD2

BHD3

BHD4

BHD5

BHD6

BHD7

BHDS

BHD9

Kimyasal Formiil: C;3H;;N;0S;
Molekiil Agirligi: 321,43
Elemental Analiz: C, 48.58; H, 3.45;
N, 13.07; O, 4.98; S, 29.92
Kimyasal Formiil: C10H12N4OSZ
Molekiil Agirhgr: 268,35
Elemental Analiz: C, 44.76; H, 4.51;
N, 20.88; O, 5.96; S, 23.89
Kimyasal Formiil: CoH;;N;0S;
Molekiil Agirligr: 273,39
Elemental Analiz: C, 39.54; H, 4.06;
N, 15.37; 0, 5.85; S, 35.18
Kimyasal Formiil: CoH;oN4OS;
Molekiil Agirligs: 286,39
Elemental Analiz: C, 37.75; H, 3.52;
N, 19.56; O, 5.59; S, 33.58
Kimyasal Formiil: C;4H;4N40,S,
Molekiil Agirligi: 334,41
Elemental Analiz: C, 50.28; H, 4.22;
N, 16.75; 0, 9.57; S, 19.17

Kimyasal Formiil: Cy5H;;N503S;
Molekiil Agirligr: 349,38
Elemental Analiz: C, 44.69; H, 3.17;
N, 20.05; O, 13.74; S, 18.35
Kimyasal Formiil: C13H;,N,0S,
Molekiil Agirligi: 304,39
Elemental Analiz: C, 51.30; H, 3.97,
N, 18.41; O, 5.26; S, 21.07
Kimyasal Formiil: CoH;;N5OS,
Molekiil Agirligi: 269,34
Elemental Analiz: C, 40.13; H, 4.12;
N, 26.00; O, 5.94; S, 23.81
Kimyasal Formiil: C13H11N302SZ
Molekiil Agirligr: 305,37
Elemental Analiz: C, 51.13; H, 3.63;
N, 13.76; O, 10.48; S, 21.00

211

138-140

128

200

195-197

213

200

211

225
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2.2. Enzim Inhibitor Aktivite Calismalar

2.2.1. Siklooksijenaz (COX) enzimi inhibitor aktivite testi

Bilesiklerin COX enzim inhibisyon etkilerinin belirlenmesi “Cayman COX
Inhibitor Screening Assay Kit, (katalog n0:701050)*’, dl¢tim yonteminin uyarlanmasi
seklinde yapilmistir. Tampon ¢ézeltisi, 3 mL 0,1 M Tris-HCI (pH 8, 37 °C), 27 mL
distile su karisgtmi olarak hazirlanarak COX enzimi ¢ozeltisi i¢in bu tampon
kullanilmistir. Hem ¢dzeltisi tampon ile seyreltilmistir. Arasidonik asit 100 pL 0,1 M
KOH ile karistirthip dH,O ile seyreltilmistir. Mikroplate kér kuyucuklarina tampon,
Hem ¢ozeltisi, ¢dziicli; enzim kuyucuklarina tampon, Hem c¢ozeltisi, COX enzim
cozeltisi; kontrol kuyucuklarina tampon, Hem ¢ozeltisi, COX enzim ¢ozeltisi, ¢oziicii;
inhibitdr numune kuyucuklarina tampon, Hem ¢ozeltisi, COX enzim ¢6zeltisi, inhibitor
test maddesi eklenerek 5 dakika 25 °C’de inkiibasyona birakilmgtir. Inkiibasyon sonrasi
substrat ¢dzeltisinden tiim kuyucuklara 20 pL ve arasidonik asit subsrat ¢ozeltisinden 20
pL ilave edilerek her kuyucukta son hacmin 220 pL olmasi saglandiktan sonra
mikroplate 2 dakika 25 °C’de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda 590
nm’de absorbanslar1 0Olgiilerek yiizde inhibisyonlar hesaplanmistir. Deneyler dort

tekrarli olarak caligilarak sonuglar ortalamaz+standart hata olarak ifade edilmistir.

2.2.2. Lipoksijenaz (LOX) enzimi inhibitor aktivite testi

Test maddelerinin LOX inhibisyon aktiviteleri, Baylac ve Racine tarafindan
tanimlanan metodun modifikasyonu ile spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir. Potasyum
fosfat tamponu (1,94 mL; 100 mM; pH 9,0) 40 pL ornek ¢ozeltisi ve 20 pL. LOX
cozeltisi karigtirilarak 25 °C’de 10 dakika boyunca inkiibasyona birakilip, reaksiyon 50
pL linoleik asit subsrat ilavesi ile baglatilmigtir. 234 nm’de 10 dakika boyunca
absorbans degisimi kaydedilmistir. Test bilesikleri ve pozitif kontrol NDGA
(nordihidroguayaretik asit) uygun konsantrasyonlarda uygun ¢oziiciide ¢oziilerek
hazirlanmistir. Tiim Olgiimler ii¢ tekrarli yapilarak sonuglar ortalamatstandart hata

olarak ifade edilmistir.
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2.3. Biyolojik Etki Calismalar:

2.3.1. Antikanser etki caliymalari

Sentezlenen 4-Metiltiyazol bilesiklerin antikanser etkileri degerlendirilirken,
birinci agamada bilesiklerin sitotoksik etkileri MTT metodu ile tespit edilmigtir. Ikinci
asamada dnemli sitotoksik etki gdsteren bilesiklerin apoptotik etkileri belirlenmistir.

Hiicre apoptoz uyarist aldigi durumda hiicre zarmmin sitoplazmik yiizeyinde
bulunan fosfatidilserin hiicre zarimin dis lipid tabakasina yer degistirmektedir. Bu yer
degistirme apoptozun erken doneminde gergeklesmektedir. Anneksin V proteininin
fosfatidilserine baglanabilme 6zelliginden yararlanilarak bu protein floresan bir madde
(FITC) ile isaretlenip apoptotik hiicre gériiniir hale getirilmektedir. Bu baglanma orani
da akim sitometri ile dlgiilebilmektedir. Nekrotik hiicrelerde de Anneksin baglanmasi
goriilebilecegi i¢in ayrica vital bir boya olan propidyum iyodiir (PI) boyamas: da
yapilmaktadir. Canli hiicreler zarlar1 saglam oldugu igin PI boyas: ile
boyanmamaktadirlar. Canli hiicreler FITC (-)/PI (-), erken apoptotik hiicreler FITC
(H)/PI (-) ve ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicreler FITC (+)/PI (+) olarak ayirt
edilmektedir (Zhang vd., 1997; Kus, 2011).

2.3.1.1. MTT yontemi ile in vitro sitotoksik etki calismalar

Sentezlenen bilesiklerin in vitro sitotoksik etkileri MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir), literatiirde tarif edildiginin (Mossmann, 1983;
Keiser, 2000) iizerinde kiigiik modifikasyonlarla 6lgiilmiistiic. Caligmada kullanilan
A549 (insan akciger adenokarsinoma epitelyal hiicre dizisi), C6 (kanserli sigan glioma
hiicre dizisi) ve NIH/3T3 (saglikli fare embriyonik fibroblast hiicre dizisi) hiicre dizileri
siv1 azottan (-196 °C) ¢ikarilarak, santrifiij edildikten sonra, C6 ve NIH/3T3 hiicreleri
Dulbecco's Modified Eagle’s Medium ve A549 hiicreleri RPMI ve Eagle's Minimum
Essential Medium ile %10 Fetal sigir serumu (FBS) igeren besi ortaminin konuldugu
flasklarda, 37 °C’de, %5 CO, igeren CO, inkiibatoriinde kiiltiire edilmigtir. Deney igin
yeterli sayiya ulagan hiicreler Thoma lami ile sayilarak 96 kuyucuklu plakalara her
kuyucuga 2x10° hiicre gelecek sekilde ekilerek ve ayni zamanda hiicrelere 0,5-500
pg/mL konsantrasyonlarinda bilesenler eklenerek 37 °C’de inkiibe edilmistir. 24 saat
inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuga 20 pL MTT boyasi (5 mg/mL) ilave
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edilerek hiicreler 37 °C’de 2 saat daha inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda, hiicrelerden
MTT boyasi uzaklagtirilarak her bir kuyuya 200 pL dimetil siilfoksit (DMSO) eklenerek
10 dakika inkiibe edilmistir. Renk degisimi, ELx808-IU Bio-Tek plaka okuyucusunda
540 nm dalga boyu ile belirlenmistir. Bilesen ile muamele edilmeyen kontrol hiicre
canliligi %100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlart % olarak ifade
edilmistir. Pozitif kontrol olarak sisplatin kullanilip sonuglar bu pozitif kontrole gore
kiyaslanmigtir. Doz ve zaman aralif, literatiirdeki benzer bilesiklerin ¢esitli kanser
hiicre tiplerine karsi gosterdikleri sitotoksik konsantrasyonlara bagli olarak
belirlenmistir. Bulunan sonuglara gére doz aralifi ICsy degeri belirlenene kadar

genisletilmigtir.

2.3.3. Apoptotik etki calismalar:

2.3.3.1. Annexin V-FITC: Erken faz apoptozun belirlenmesi

Test maddelerinin Annexin V-FITC: Erken faz apoptozun belirlenmesi testi
(katalog no: 551302), 6lgiim yonteminin uyarlanmasi seklinde yapilmigtir. MTT metodu
ile en aktif bilesikler belirlendikten sonra, ICsy konsantrasyonlarina bagh olarak A549
ve C6 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkileri akim sitometride BD belirlenmistir.
Hiicreler, 800 rpm’de 4 dakika santrifiij edildikten sonra 1x PBS ile 2 kez yikanarak ve
2-3x10° hiicre/mL olacak sekilde 1x Annexin V baglanma cozeltisinde siispanse
edildikten sonra hiicre soliisyonundan 100 pL alinarak tiiplere aktarilmigtir. Daha sonra
her bir tiipe, 5 pL. Annexin V-FITC ve 10 pL propidyum iyodiir (PI) ¢ozeltisi eklenerek
oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildikten sonra her bir tiipe 400 pL. 1x Annexin V
baglanma ¢ozeltisi ilave edilerek ve hiicreler 1 saatlik boyama siiresi igerisinde akim
sitometrisi (BD FACS Aria) ile analiz edilmistir. Erken ve ge¢ apoptotik hiicre miktar

pozitif kontrole gore hesaplanmistir.

2.3.3.2. Hiicrelerin mitokondrial membrane biitiinliigiiniin belirlenmesi

MTT metodu ile en aktif bilesikler belirlendikten sonra, ICsg
konsantrasyonlarina bagli olarak A549 ve C6 hiicreleri iizerindeki mitokondriyal
membran biitiinliigiiniin saptanmasi akim sitometride BD, Pharmingen akim sitometri

kiti prosediiriine gore belirlenmistir. Hiicreler optimal bir yogunlukta ekilerek test
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edilecek maddeler ile uygun konsantrasyon ve zamanda inkiibe edilmistir. Sonraki
asamada her bir hiicre siispansiyonu 15 mL’lik polistiren santrifijj tiiptine alinarak 5
dakika oda sicaklifinda santrifiij edilip stipernatant uzaklastirlmistir. 0,5 mL taze
hazirlanmis ¢alisma soliisyonu her bir pellete ilave edilerek vortekslendikten sonra 37
°C’de hiicreleri 10-15 dakika JC-1 ¢alisma soliisyonunda bekletilip iki kez yikanmigtir
1. yikamada 2 mL 1x tampon eklenilerek hiicreler hassas bir sekilde siispande
edilmistir. Daha sonra hiicreler 5 dakika santrifiij edilerek dikkatli bir gsekilde
stipernatant uzaklastirlmugtir. 2. yikamada 1 mL 1x tampon ilave edilerek vortekslenip
5 dakika santrifiij edildikten sonra her bir hiicre pelleti 0,5 mL’lik 1x tamponda
siispande edilip tekrar vortekslenerek hiicre akim sitometri ile analiz edilmistir. Pozitif

kontrol olarak sisplatin kullanilop sonuglar bu pozitif kontrole gore kiyaslanmugtir.

2.3.3.3. Kaspaz- 3 aktivitesinin akim sitometri ile belirlenmesi

MTT metodu ile en aktif bilesikler belirlendikten sonra, ICsg
konsantrasyonlarina bagli olarak A549 ve C6 hiicreleri tizerindeki Kaspaz-3 aktiviteleri
akim sitometride “BD, Pharmingen FITC Active Caspase-3 Apoptosis Kit, (katalog no:
550480)°6l¢iim ydnteminin uyarlanmasi ile belirlenmistir. Belirlenen doz ve zamanda
maddeler ile inkiibe edilerek ve soguk 1x PBS ile iki kez yikanan hiicreler BD
Cytofix/Cytoperm solusyonu ile (1x10° hiicre/0,5 mL olacak sekilde) siispande edilerek
20 dk. buz tizerinde bekletilmistir. Santrifiij edildikten sonra bu hiicreler {izerinden BD
Cytofix/Cytoperm soliisyonu atilarak iki kez BD Perm/Wash™ tampon ile (1x10°
hiicre/0,5 mL) yikanmistir. Bu hiicreler yeniden BD Perm/Wash™ tampon ve antikor ile
siispande edilerek 30 dakika oda 1sisinda bekletilmistir. Son olarak bu hiicreler her bir
test icin 1 mL BD Perm/Wash™ tampon i¢inde yikamp 0,5 mL BD Perm/Wash™
tampon iginde siispande edilerek akim sitometri ile analiz edilmistir. Pozitif kontrol

olarak sisplatin kullanilip sonuglar bu pozitif kontrole gore kiyaslanmigtir.

Kullanilan Kimyasal Maddeler:
e FITC Annexin V Apoptozis Belirleme Kiti, BD Pharmingen, San Diego.
e Tripsin-EDTA ¢dzeltisi-10X steril filtre edilmis, BioReagent, hiicre kiiltiirii i¢in
uygun, 5,0 g domuz tripsin ve 2 g EDTA, %0,9 sodyum kloriir (20 mL) litrede 4
Na, Sigma Aldrich, ABD.

e Penisilin-Streptomisin ¢6zeltisi; Sigma Aldrich, ABD, hiicre kiiltiirii (20 mL)
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icin uygun, %0,9 NaCl igerisinde mL bagsina 10,000 birim penisilin ve 10 mg
streptomisin ile steril filtrelenmis, BioReagent.

Fetal Sigir Serumu (FBS); Is1 inaktive edilmis, ABD kokenli olmayan, steril
filtre edilmis, hiicre kiiltiirii i¢cin uygun (500 mL), SigmaAldrich, ABD.
Dimethyl Sulfoxide Hybri-max steril, BioFroxx, Germany.

Sisplatin, Sigma Aldrich, USA.

Teksol %96-5 litre, Sigma Aldrich, USA.

RPMI-1640; sodyum bikarbonat ile, L-glutamin ile, sivi, steril olarak
filtrelenmis, hiicre kiiltiiriine (500 mL) uygun besiyeri, Sigma Aldrich, ABD.
Kaspaz-3 kiti, BD Pharmingen PE Caspase-3, San Diego.

JC-1 kiti, BD MitoScreen, San Diego.

COX Kolorimetrik Inhbitor Tarama Test Kiti, Cayman, ABD.

Lipoksijenaz enzimi (soya fasiilyesinden elde edilen), Sigma Aldrich, ABD.
Linoleik asit, Sigma Aldrich, USA.

Nordihydroguaiaretic Asit NDGA), Sigma Aldrich, USA.

Potasyum Fosfat monobazik, Sigma Aldrich, USA.

Potasyum Fosfat dibazik, Sigma Aldrich, USA.

Kullanilan Cihazlar:

ELISA spektrometre, BIOTEK.
CO;, inkiibatorii, Panasonic.
Steril kabin, Telstar.

UV spektrometre, Shimadzu.
Akim Sitometri, BD.
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3. BULGULAR

3.1. Enzim inhibitor Aktiviteleri

3.1.1. Siklooksijenaz-1 (COX-1) enzimi inhibitér aktivitesi

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

Bilesikler [100pM] %inhibisyontstandart sapma
BHDI1 inhibisyon yok
BHD2 inhibisyon yok
BHD3 98,11+0,56
BHD4 inhibisyon yok
BHDS inhibisyon yok
BHDG6 inhibisyon yok
BHD7 inhibisyon yok
BHDS 90,4742,14
BHD9 inhibisyon yok

SC-560 [1uM] 98+2,38

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

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

Bilesikler [100pM]

%inhibisyon+standart sapma

BHD1
BHD2
BHD3
BHD4
BHD5
BHD6
BHD7
BHD8
BHD9
Rofekoksib [10pM]

inhibisyon yok
26,40+1,22
12,63+0,76
inhibisyon yok
28,13+0,61
28,35+0,30
inhibisyon yok
25,75+0,91
inhibisyon yok
99,45+1,72
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3.1.3. Lipoksijenaz (LOX) enzim inhibisyon aktivitesi

Tablo 3.3. Sentezlenen bilesiklerin LOX aktivitesi iizerindeki inhibisyon degerleri

Bilesikler [100pg/ml] %inhibisyon+standart sapma
BHD1 inhibisyon yok
BHD2 inhibisyon yok
BHD3 10,47+1,79
BHD4 22,43+2,02
BHDS5 9,16+0,59
BHD6 1,23+0,01
BHD7 35,11+2,52
BHD8 inhibisyon yok
BHD9 1,42+0,36

NDGA [20pg/ml] 95,20+0,20

3.2. Sitotoksisite (MTT) Testleri

Tablo 3.4. MTT analizleri sonucu 24 saat sonundaki ICsq deZerleri

Test
Maddeleri C6 glioma A549 NIH/3T3
hiicre dizisi [pg/mL]  hiicre dizisi [pg/mL] hiicre dizisi [pg/mL]
BHD1 >500 8,33+1,53 >500
BHD2 2,17+0,29 71,67+7,64 >500
BHD3 2,83+0,29 30,67+2,31 90,0+£21,79
BHDA4 40,67+5,13 35,67+3,51 36,67+2,89
BHDS5 >500 68,33+12,58 13,0+1,73
BHD6 18,6+3,21 >500 40,67+10,07
BHD7 >500 >500 >500
BHDS8 2,33+0,29 >500 1,6+0,17
BHD9 >500 >500 >500
Cisplatin 17,0+4,36 14,0+1,41 N.D.
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3.3. Erken/Geg¢ Apoptotik ve Nekrotik Etki Testleri

3.3.1. Pozitif kontrol sisplatin, BHD1 ve BHD3 bilesiklerinin A549 hiicre dizisi
iizerine erken/ge¢ apoptotik ve nekrotik etkileri

Tablo 3.5. Anneksin V-FITC ve PI boyamasi sonucu A549 hiicrelerinde % canliik.
(Q1=Nekroz, Q2=Geg apoptoz, Q3=Canlilik, Q4=Erken apoptoz)

Annexin V- FITC

ve PI boyama Kontrol Sisplatin (ICs) BHD1 (ICs) BHD3 (ICs)
Q1 (%) 0,1 51,1 54,8 35,3
Q2 (%) 0,0 17,2 8,4 11,5
Q3 (%) 98,2 29,8 32,4 44,9
Q4 (%) 1,8 19 4.4 8,3
. . AS49-KONTROL A549-KONTROL
% & '°,=_—§ Q1
¥ & 1 Qz
<, ]
S ® 63
% =1 gma
& ik
50 100 15D 200 250 IDQ 10‘ 10
FSC-A (x 1.000) ANNEXIN VFITC-A
A549-BHD 1 A549-BHD 3
Q2
dl:vﬂ ﬂ(va
o - L =
o >
[i3} CD
[ [
[ [
T R A T S T/ St S T
ANNEXIN V FITC-A ANNEXIN VFITC-A
A549-CISP

Pl PerCP-A

T T
ANNEXIN V FITC-A

Sekil 3.1. A549 hiicrelerinin 24 saat sonunda Anneksin V-FITC ve PI (propidyum iyodid) boyamasi
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Tablo 3.6. Anneksin V-FITC ve PI boyamasi sonucu C6 hiicrelerinde % canlilik
(Q1=Nekroz, Q2=Geg apoptoz, Q3=Canlilik, Q4=Erken apoptoz)

Annexin V-

FITC ve PI Kontrol Sisplatin (IC5)) BHD2 (IC5) BHD3 (ICsp) BHDG6 (ICsp)
boyama
Q1(%) 6,8 13,8 7,5 16,9 8,8
Q2(%) 6,2 50,7 51,2 49,2 483
Q3(%) 85,5 25,0 28,8 24,5 33,5
Q4(%) 1,6 10,5 12,6 9,4 9,5
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1[]5
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PI PerCP-A
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w0 ot 10 102 10° 1n* 10
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Ch-BHU b CB-CISP

105

104

Pl gerCP—A
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Sekil 3.2. C6 hiicrelerinin 24 saat sonunda Anneksin V-FITC ve PI (propidyum iyodid) boyamasi
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3.4. Mitokondriyal Membran Potansiyeli Aktivitesi

3.4.1. Pozitif kontrol sisplatin, BHD1, BHD2, BHD3 ve BHD6 bilesiklerinin A549

ve C6 hiicre dizisi iizerinde mitokondriyal membran potansiyeli aktivitesi

Tablo 3.7. JC-1 boyamasi sonucu A549 hiicrelerinde % canlilik. (P1=% Mitokondriyal membran
polarize hiicreler, P2= % Mitokondriyal membran depolarize hiicreler)

JC-1 boyams Kontrol Sisplatin (ICs) ~ BHD1 (ICsp) BHD3 (ICs,)
P1 (%) 93,5 61,8 71,5 69,9
P2 (%) 5,5 34,4 27,3 28,6

A549-KONTROL F A549-KONTROL F

50 100 150 200 250 T R T T e '
FEC-A G 1.000) JC-1 FITC-A

A549-BHD 1 A549-BHD 3

109 10* 107 10*
JC-1 FITC-A JC-1 FITC-A

A549-CISP

5

10 10" 10
JC-1 FITC-A

Sekil 3.3. Mitokondriyal membran potansiyeli aktivitesi igin A549 hiicrelerinin 24 saat sonunda JC-1
boyamasi
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Tablo 3.8. JC-1 boyamasi sonucu C6 hiicrelerinde % canlilik. (P1=% Mitokondriyal membran polarize

hiicreler, P2= % Mitokondriyal membran depolarize hiicreler)

JC-1boyama _ Kontrol Sisplatin (ICs)) BHD2 (ICs))  BHD3 (ICs)  BHD6 (ICsg)

P1 (%) 98,8 59,5 66,8 52,8 91,1
P2 (%) 1,2 39,9 33,1 47,0 8,7
. CB-KONTROL, CB-KONTROL,
NE a¥a
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Sekil 3.4. Mitokondriyal membran potansiyeli aktivitesi i¢in C6 hiicrelerinin 24 saat sonunda JC-1
boyamasi
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3.5. Kaspaz-3 Aktivitesi

3.5.1. Pozitif kontrol sisplatin, BHD1, BHD2, BHD3 ve BHDG6 bilesiklerinin A549

ve C6 hiicre dizisi iizerinde kaspaz-3 aktivitesi

Tablo 3.9. Kaspaz-3 aktivitesi icin A549 hiicrelerinin 24 saat sonunda igaretlenmesi
(P2=Kaspaz-3 aktivitesi negatif, P4=Kaspaz-3 aktivitesi pozitif)

Kaspaz-3 : :

akfivitesi Kontrol Sisplatin (ICs) BHD1 (ICs) BHD3 (ICs)
P2 (%) 96,0 91,7 90,1 89,7
P4 (%) 4,3 9,2 10,1 10,3

A549-KONTROL A549-KONTROL

50 100 150 200 25D 10?

w0t w0
FSC-A (x 1.000) CASPASE 3 PerCP-A
= A549-BHD 1 A549-BHD 3
&g 2 s 4 =) 5
g 5 &
e %

3

S8C-A
0o 1

SSC-A

i

2 10° 10* 108 1 10" 0 10

CASPASE 3 PerCP-A CASPASE 3 PerCP-A

10

A549-CISP_

102 10° 10" 10

CASPASE 3 PerCP-A

]

Sekil 3.5. Kaspaz-3 aktivitesi igin A549 hiicrelerinin 24 saat sonunda isaretlenmesi
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Tablo 3.10. Kaspaz-3 aktivitesi igin C6 hiicrelerinin 24 saat sonunda igaretlenmesi
(P2=Kaspaz-3 aktivitesi negatif, P4=Kaspaz-3 aktivitesi pozitif)

Kaspaz-3 ; .

aktivitesi Kontrol Sisplatin (ICs) BHD2 (ICs)) BHD3 (IC5) BHD6 (ICs0)
P2 (%) 96,1 60,9 72,1 50,0 47,6
P4 (%) 0,9 37,8 25,7 524 52,2

CB-KONTROL o CB-KONTROL

-
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(x 1,000)
2?0 2
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50 100 150 200 250 102 1* 10°
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CB-BHD 2 o CB-BHD 3

( 1,000y

P2

SSC-A
0

w: o w' ot wf w: ot ot d
CASPASE 3 FITC-A CASPASE 3 FITC-A
. CB-BHD 6 CB-CISP 1
g8 A g
% %

5 3§

107 1w
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10° 10* 10

Sekil 3.6. Kaspaz-3 aktivitesi igin C6 hiicrelerinin 24 saat sonunda isaretlenmesi
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4. TARTISMA VE SONUC

Giiniimiizde biyolojik olarak aktif bir¢ok molekiiliin yapisinda bulunan tiyazol
molekiilii, bes iiyeli heterosiklik bir halka yapisindadir. Dogal molekiillerin 6nemli bir
pargasi olan tiamin (B1 vitamini), tiamin pirofosfat (TPP, Krebs dongiisiinde solunum
icin 6nemli bir koenzim), penisilin, epotilonlar, karboksilaz ve genis makrosiklik
tiyopeptit antibiyotikler, tiyosentepton ve mikrokoksik P1 gibi onemli molekiillerin
yapisinda tiyazol halka yapist bulunmaktadir (Cankili¢ ve Yurttas, 2017).

Biyolojik 6nemi ve halka sentezinin kolayligindan dolayi, tiyazol igeren
bilesikler genis ¢apta ¢alisilmistir (Glotova vd., 2008; Yadlapalli vd., 2013; Yurttas vd.,
2015). Cesitli heterosiklikler ile birlestirilen tiyazol tlirevlerinin; anestezik (Geronikaki
ve Sotiropoulou, 1989; Geronikaki ve Theophilidis, 1992), antitiiberkiiloz (Xiaouyun
vd., 2012), antibakteriyel, antifungal (Ulusoy ve Kiigiikbasmaci, 2010; Ghorap ve El-
Batal, 2002; Capan vd., 1999), analjezik (Kumar vd., 2009) antikanser (Park vd., 2011)
aktivitesi ve asetilkolinesteraz aktivitesinin inhibisyonu (Andreani vd., 2005) gibi
etkileri biyolojik ve farmakolojik bir¢ok ¢aligma ile agia ¢ikarilmistir.

Literatiirde tiyazol halka sisteminin kimyasi iizerine ¢aligmalar oldugu kadar
biyolojik aktivitesi iizerine de ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir. Meme kanseri hiicre
dizilerine (MCF7, HCC1954 ve HCC1806) kars1 6,7-bis (hidroksimetil)-1H, 3H-pirrolo
[1,2-c] tiyazollerin antikanser aktiviteleri incelenmis ve 4-hidroksifenil siibstittiie
edilmis tiirevin HCC1806 hiicre dizisine karsi en aktif bilesik oldugu bulunmustur
(Santos vd., 2014). Bagka bir ¢aligmada ise bazi imidazol [2,1-b] tiyazol tiirevleri
sentezlenerek bunlarin antikanser etkinlikleri 6l¢iilmiistiir. Bu bilesiklerden 2(a) ve 4-
6(a)’nin CNS SNB 75 kanser hiicre dizileri tizerinde etkili olduklar1 gézlenmistir (Ali
vd., 2014).

Yapilan bir ¢aligmada sentezlenen 1,3-tiyazol ve 1,3,4-tiyadiazollerin HepG2
(insan hepatoseliiler karsinoma hiicre dizisi), MCF-7 (insan meme kanseri hiicre dizisi)
ve A549 (insan akciger kanser hiicre dizisi) hiicre dizileri lizerinde antikanser 6zellik
gosterdikleri tespit edilmistir (Dawood vd., 2013). Yapilan bir ¢aligjmada sentezlenen
YLT322 kodlu tiyazol tiirevi bilesiginin HepG2 (insan hepatoseliiler karsinoma hiicre
dizisi) hiicre dizisi tizerinde kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonunu saglayarak dolayisiyla
Bax ekspresyonunu artirarak apoptozu mitokondriyal yolak tizerinden indiikledigine

dair bulgular mevcuttur (Xuejia vd., 2013). Baska bir ¢aligmada 4-Amino-2- arilamino-
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5-indoloil/cinnamoitiyazol’lerin Hela hiicre dizilerinde apoptozu indiikledigine dair
bulgular elde edilmistir. Bu bulgular analiz edildiginde 6zellikle DIT3 kodlu bilesigin
HeLa hiicrelerine karsi en sitotoksik bilesik oldugu (IC50 1 mM) dolayisiyla
diaminoindoloiltiyazollerin (DIT1e3) hiicre bilylimesini inhibe ettigi sonucu
cikarilmistir (Juneja vd., 2013). Yapilan bir baska calismada sentezlenen 2-(2,4-
disubstituted-thiazole-5-yl)-3-aryl-3H-quinazoline-4 molekiiller, in vitro tahlillere
dayanan bir hiicre dizisinde NF-kf3 ve AP-1 transkripsiyon faktorlerine kars1 inhibitor
aktiviteleri ve in vivo modelinde antiinflamatuvar aktiviteleri agisindan ayrica
degerlendirilmistir. 9m ve 90 kodlu bilesiklerin ikisinin de 3.3 mM'lik bir 1Cs ile NF-
kB ve AP-1 aracili transkripsiyonel aktivasyonu inhibe ettikleri ortaya ¢ikarilmugtir.
Ayrica bu ¢alismada 9n (ICso% 5.5 mM) ve 9p (ICso ¥4 5.5 mM) kodlu bilesikler NF-kB
aracili transkripsiyonel aktivasyonun segici inhibitérleri olarak, 9¢ (ICso% 5.5 mM) ve
9d (ICso% 5.5 mM) kodlu bilegikler ise AP-1'in segici inhibitorleri olarak bulunmugtur
(Giri vd., 2009). Geronikaki ve arkadaglarmin gergeklestirdigi bir ¢alismada bir dizi
trimetilsiloksialkil ve trialkilsililalkil tiyazol tiirevi, antiinflamatuvar aktiviteleri,
lipoksijenaz inhibe edici ozellikleri ve sitotoksisite agisindan degerlendirilmistir
(Geronikaki vd., 2007). Sharma ve arkadaslarinin gergeklestirdigi bir c¢alismada, 4-
Benzyl-1,3-tiyazol tiirevi bilegiklerin LOX ve COX enzim inhibisyonu iizerinden
antiinflamatuvar etkileri degerlendirilmis bazi tiirevlerin yiiksek inhibisyon gosterdigi
bulunmustur. Ayrica RS31 kodlu bilesigin 60,8+1,45 degerinde antiinflamatuvar etkisi
tespit edilmistir (Sharma vd., 2009).

Giiniimiizde de yiiksek biyolojik aktivitelerinden dolay: tiyazol tiirevi bilesiklere
yogun ilgi gosterilmektedir. Yapilan bir ¢aliymada sentezlenen bis-tiyazol tiirevi
bilesiklerin A549, C6, 5RP7 H-ras ve NIH/3T3 hiicre dizileri lizerindeki sitotoksik
etkileri arastirilarak ayrica bu bilesiklerin asetikolinesteraz ve biitirilkolinesteraz
enzimleri iizerindeki inhibitdr etkileri de degerlendirilmis bir bilesigin hem antikanser
etki hem de DNA sentezi inhibe etkisi gdzlemlenmistir (Turan vd., 2016). Yakin
zamanda yapilan bir ¢alismada 2-[(4-Klorobenzil) amino]-4-metil-1, 3-tiyazol-5-
karboksilik asitin  antidiyabetik, antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellikleri
arastirilmistir. Sentezlenen bu yeni tiyazol tiirevi, insiiline bagimli olmayan diabetes
mellitus sicanlarimin yenidogan modelinde 3 hafta boyunca uygulandiginda kan glukoz
degerini 6nemli 6lgiide diistirdligi, insiilin seviyesini yiikseltti§i ve ayrica insiilin

duyarlilig1 seviyesini yiikselttigi tespit edilmistir. Ek olarak, bilesiklerin serum timor
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nekroz faktdrii-a ve interlokin-6 seviyelerini diigiirdiigii ve birkag inflamatuvar sitokin
olusumunu da inhibe ettigi dolayisiyla giiglii bir antiinflamatuvar ve antioksidan etki
degerinin oldugu agiga gikarilmistir (Paudel vd., 2017). Yapilan baska bir ¢aligmada
cesitli terapatik ajanlarda fonksiyonel gruplar olarak bilinen metiltiyazollerin
hepatotoksisitesi ile mikrozamal epeksit hidrolaz enzim ekspresyonu ve indiiksiyonu
sican karacigerinde degerlendirilmig, diigiik sitotoksite ve yiiksek inhibitdr etki
gdzlemlenmisgtir (Cho ve Kim, 2000).

Bu tez caligmasi kapsaminda sentezlenen 4-Metiltiyazol tiirevi bilesikler; ilk
defa sentezlenmis olup, deneysel sonuglardan elde edilen veriler degerlendirilerek bu
bilesiklerin ilag olma potansiyeli ve antikanser etkide rol oynayan mekanizmalar
tizerindeki etkisi aydmlatilmistir. Sentezlenen bilesiklerin antikanser aktiviteleri A549
ve C6 hiicre dizilerinde, antikanser aktivitenin selektivitesi ise NIH/3T3 hiicre
dizilerinde degerlendirilmistir. ~Sitotoksik etkileri 3-(4,5-dimetilltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi kullamlarak belirlenmistir. BHD2, BHD3 ve
BHD6 kodlu bilesiklerin C6 hiicre hatt1 iizerinde, BHD1 ve BHD3 kodlu bilesiklerin ise
A549 hiicre dizisi iizerinde pozitif kontrol sisplatin ile kiyaslandiginda anlaml
sitotoksik etki degeri tespit edilmistir. BHD2, BHD3 ve BHDG6 kodlu bilesiklerin C6
hiicre dizisi iizerinde sitotoksik etki degeri sirasiyla 2,17+0,29, 2,83+0,29 ve 18,6+3,21
olarak tespit edilmistir. Pozitif konrol sisplatinin C6 hiicre dizisi tizerinde sitotoksik etki
degeri ise 17,0+4,36 olarak tespit edilmistir. BHD6 kodlu bilesigin C6 hiicre dizisi
iizerinde sitotoksik etki degerinin pozitif kontroliin sitotoksik etki degerine daha yakin
degerde oldugu goriilmektedir. Bu baglamda diger test edilen bilesiklere ve pozitif
kontrol sisplatine kiyasla BHD6 kodlu bilesigin C6 kanserli hiicre dizisinde sitotoksik
etki yaparak az da olsa kanserli hiicrelerin biiyiimesini ve gogalmasim sinirlandirdig
diisiiniilmektedir. BHD1 ve BHD3 kodlu bilesiklerin A549 hiicre dizisi izerinde
sitotoksik etki degeri sirastyla 8,33+1,53 ve 30,67+2,31 olarak tespit edilmistir. Pozitif
konrol sisplatinin A549 hiicre hatti {izerinde sitotoksik etki degeri ise 14,0+£1,41 olarak
tespit edilmistir (Tablo 3.4). BHD3 kodlu bilesigin A549 hiicre dizisi lizerinde
sitotoksik etkisinin pozitif kontroliin sitotoksik etki degerinden dahi yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu baglamda BHD3 kodlu bilesigin A549 kanserli hiicre hattinda
oldukca yiiksek sitotoksik etki yaptifi dolayisiyla biyolojik olarak aktif énemli bir
bilesik olma potansiyeli tagidigt sonucu elde edilmistir.

Deneysel veriler degerlendirildiginde BHD1 ve BHD3 kodlu bilesiklerin A549
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hiicre dizisi lizerinde apoptotik mekanizmayi uyardig tespit edilmistir (Sekil 3.1). A549
hiicre dizisi iizerinde yapilan apoptotik etki deneyleri sonuglari degerlendirildiginde
BHDI1 kodlu bilesigin A549 hiicre dizileri tizerinde yiizde 32,4 degerinde ve BHD3
kodlu bilesigin ise yiizde 44,9 degerinde yiizde canlilik oranmi degistirdigi
gdzlemlenmistir (Tablo 3.5). Pozitif kontrol sisplatinin ise A549 hiicre dizileri tizerinde
canlilik oramim yiizde 29,8 degerinde azalttig1 tespit edilmistir. Bu baglamda pozitif
kontrol sisplatin ile kiyaslandiginda A549 kanserli hiicre dizisinde hiicrelerin
yasamasmin onlenmesinde BHD1 ve BHD3 kodlu bilesiklerin antikanser etkili
bilesikler oldugu diistiniilmektedir. C6 hiicre dizisi lizerinde yapilan apoptotik etki
deneyleri sonuglar1 degerlendirildiginde ise BHD2, BHD3 ve BHDG6 kodlu bilesiklerin
C6 hiicre dizisi iizerinde apoptotik mekanizmayi uyardigi tespit edilmistir. Pozitif
kontrol sisplatinin hiicreleri apoptoz 6lim yolagina gotiirme yiizdesi 50,7 degeri baz
alinirsa BHD3 kodlu bilesiginin hiicreleri apoptoza siiriikleme yiizdesi 49,2 degerinin
pozitif kontrol degerine en yakin oldugu goriilmektedir (Tablo 3.6). Bu baglamda C6
kanserli hiicre dizisinde kanserli hiicrelerin yasamasinin 6nlenmesinde BHD3 kodlu
bilesigin antikanser etkili bir bilesik oldugu diistiniilmektedir. Apoptotik etkili bulunan
bu bilesiklerin ayrica kaspaz-3 enzim aktivite degerinin de pozitif kontrol sisplatinin
kaspaz-3 enzim aktivite degerlerine yakin degerde oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.9)
(Tablo 3.10).

Tez kapsaminda sentezlenen bilegiklerin timiinde COX-1 enzim inhibitor etki
sonuglart degerlendirildiginde 100 pM konsantrasyonda BHD3 ve BHDS8 kodlu
bilesiklerinin COX-1 enzimine inhibitér etkisi sirasiyla 98,11+0,56 ve 90,47+2,14
degerinde tespit edilmigtir. COX-1’nin selektif inhibitérii olan SC-560’mn 1 pM
konsantrasyonunda ise 98+2,38 degerinde inhibitor etki tespit edilmistir. Bu baglamda
BHD3 ve BHDS8 kodlu bilesiklerin COX-1 enzimi iizerinde diger bilesiklere kiyasla
yiiksek inhibisyon yapmasi bu bilesiklerin antiinflamatuvar potansiyel tasiyabilecegine
isaret etmektedir. Bu iki bilesik diginda test edilen diger bilesiklerde ise COX-1 enzim
inhibisyonu gozlemlenmemigtir (Tablo 3.1). COX-2’nin selektif inhibitérii olan
Rofekoksib’in 10 uM konsantrasyonunda 99,45+1,72 degerinde inhibitor etkisi tespit
edilmigtir. Sentezlenen bilesiklerin timiinde COX-2 enzim inhibitér etki sonuglari
degerlendirildiginde 100 uM konsantrasyonda bilesik BHD2’nin 26,40+1,22 degerinde,
bilesik BHD3iin 12,63+0,76 degerinde, bilesik BHD5’in 28,13+0,61 degerinde, bilesik
BHD6’nin 28,35+0,30 degerinde ve bilesik BHD8’in ise 25,75+0,91 degerinde inhibitor
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etki degeri tespit edilmistir. Bu baglamda bilesiklerin yiizde inhibisyon degerlerine
bakildiginda test edilen doz degerinde diisiik inhibitor etkiye sahip olduklar
goriilmektedir. Sentezlenen bu bes bilesik digindaki diger bilesiklerde ise COX-2
inhibisyonu gézlemlenememistir (Tablo 3.2).

Tez kapsaminda sentezlenen bilesiklerin LOX enzimi iizerindeki inhibitdr
aktivitesi deneylerinde ise LOX’un selektif inhibitorii olan NDGA’nin 20 pg/mL
konsantrasyonunda 95,20+0,20 degerinde inhibitér etki degeri tespit edilmistir.
Sentezlenen  bilesiklerin  tiimiinde LOX enzim inhibitér etki sonuglar
degerlendirildiginde 100 pg/mL konsantrasyonda bilesik BHD3’tin 10,47+1,79
degerinde, bilesik BHD4’iin 22,43+2,02 degerinde, bilesik BHDS5’in 9,16+0,59
degerinde, bilesik BHD6’nin 1,23+0,01 degerinde, bilesik BHD7’nin 35,11£2,52
degerinde ve bilesik BHD9 un ise 1,42+0,36 degerinde LOX enzimine inhibitér etki
degeri tespit edilmigtir (Tablo 3.1). Bu baglamda pozitif kontrol ile kiyaslandiginda test
edilen sentez bilesiklerinin LOX enzimi iizerindeki inhibisyon etkisinin ¢aligilan bu
dozda oldukga diisiik oldugu goriilmektedir.

Tez kapsaminda sentezlenen bilesikler 2-(siibstitiie merkapto)-/N-(4-metiltiyazol-
2-il) asetamit (BHD1-9) yapisinda olup, siibstitiisyon olarak farkli heterosiklik halkalar:
icermektedirler. Bilegiklerin yapilari ve sitotoksik aktiviteleri degerlendirildiginde bes
iiyeli halka tagiyanlarda aktivitenin bisiklik yapidaki halka tasiyanlara gére daha aktif
oldugu goriilmiistiir. Bilesiklerden benzimidazol halkasi iceren BHD7 ve benzoksazol
halkas: igeren BHD9 bilesikleri test edilen en yiiksek konsantrasyonda bile inhibisyon
gostermemis olup, en zayif antiproliferatif aktivite gosteren bilesikler olarak
belirlenmistir. C6 glioma hiicre dizisine karsi, yapisinda 1-metilimidazol tastyan BHD2,
2-tiyazolin tasiyan BHD3 ve 5-nitrobenzimidazol tasiyan BHDG6 bilesikler en yiiksek
sitotoksik Ozellik gostermiglerdir. Bu durum BHD3 bilesigi i¢in A549’a kars1 da
gdzlenmistir. A549 hiicre hattina kargi benzotiyazol yapisini igeren BHD1 bilesigi ise en
aktif olarak bulunmus ve bu bilesiklerin selektif sitotoksisite gosterdikleri belirlenmistir.
Sentezlenen bilesiklerin COX-1 inhibisyon aktivitesi degerlendirildiginde 2-tiyazolin
iceren BHD3 ve 4-metil-1,2,4-triazol igeren BHDS8 kodlu bilesikler pozitif kontrole
yakin oranda inhibisyon gdstermis olup diger bilesiklerde ihhibisyon etki
gbzlemlenmemistir. Bu durumun kiigiik yapida ve lipofilikligi digerlerine gore daha az
olan yapilarin enzimle etkilesmesinden dolay: olabilecegi distintilmektedir. Kiigiik

yapida olan bilegiklerin hepsinde ve lipofiliklikleri hetero atomlarla azaltilmis olan
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bisiklik yapilarda az da olsa inhibisyon goriilmustiir. Sentezlenen bilesiklerin LOX
enzimi lizerine aktivitesi degerlendirildiginde ise 1,3,4-tiyadiazol yapisindaki BHD4 ve
benzimidazol yapisindaki BHD7’nin en fazla inhibisyon yaptig1 belirlenmis fakat bu
rakamlar pozitif kontrole yaklagamamustir. Biyolojik aktivite testlerinin sonuglar analiz
edildiginde, Anneksin V-FITC yontemi ile 6lgiilen erken/ge¢ apoptotik ve nekrotik
hiicre oranina, akim sitometrisi tarafindan 6l¢iilen mitokondriyal membran biitiinltigii ve
kaspaz-3 aktivasyon diizeyine bakildiginda, BHD3 kodlu bilesigin hem C6 hem de
A549 hiicre dizisi iizerinde pozitif kontrol sisplatine kiyasla biyolojik aktivitesi yiiksek
potansiyelde bir bilesik oldugu sonucu elde edilmistir.

Sonug olarak; bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalardan elde edilen veriler analiz
edildiginde BHD3 kodlu bilesigin test edilen bilesikler iginde en yiiksek COX-1 enzim
inhibisyonu gosterdigi aym zamanda yiiksek apoptotik etkiye sahip oldugu saptanmistir.
Calismamizdan elde edilen veriler, BHD3 bilesiginin antikanser ve antiinflamatuvar
etkilerinin arastirilacagi in vivo calismalardan onemli bulgular elde edilebilecegine
isaret etmektedir. Bu nedenle, BHD3 bilesiginin farkli biyolojik aktivitelerinin
belirlenmesi ve ilag olarak gelistirilebilmesi i¢in yeni deneysel ¢aligmalar yapilmalidir.
Ayni zamanda BHD3 kodlu molekiil baz alinarak antikanser ve antiinflamatuvar agidan

daha etkili molekiiller sentezlenebilir.

43



KAYNAKCA

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

Akira, S., Uematsu, S., & Takeuchi, O. (2006). Pathogen recognition and
innate immunity. Cell, 124 (4), 783-801.

Aleem, A. M., Jankun, J., Dignam, J. D., Walther, M., Kithn, H., Svergun, D.
I, & Skrzypczak-Jankun, E. (2008). Human platelet 12-
lipoxygenase, new findings about its activity, membrane binding

and low-resolution structure. Journal of Molecular Biology, 376 (1),
193-209.

Ali, A. R., El-Bendary, E. R., Ghaly, M. A., & Shehata, I. A. (2014).
Synthesis, in vitro anticancer evaluation and in silico studies of
novel imidazo [2,1-b] thiazole derivatives bearing pyrazole
moieties. European Journal of Medicinal Chemistry, 75, 492-500.

Alonso-Castro, A. J., Villarreal, M. L., Salazar-Olivo, L. A., Gomez-
Sanchez, M., Dominguez, F., & Garcia-Carranca, A. (2011).
Mexican medicinal plants used for cancer treatment:
pharmacological, phytochemical and ethnobotanical studies. Journal
of Ethnopharmacology, 133 (3), 945-972.

Andreani, A., Granaiola, M., Guardigli, M., Leoni, A., Locatelli, A., Morigi,
R., & Roda, A. (2005). Synthesis and chemiluminescent high
throughput screening for inhibition of acetylcholinesterase activity
by imidazo [2, 1-b] thiazole derivatives. European Journal of
Medicinal Chemistry, 40 (12), 1331-1334.

Arora, D., & Jaglan, S. (2016). Nanocarriers based delivery of nutraceuticals
for cancer prevention and treatment: A review of recent research
developments. Trends in Food Science & Technology, 54, 114-126.

Bakhle, Y. S. (1999). Structure of COX-1 and COX-2 enzymes and their
interaction with inhibitors. Drugs Today, 35 (4-5), 237-250.

Burt, R. K., Poirier, M. C., Link, C. J., & Bohr, V. A. (1991). Antineoplastic
drug resistance and DNA repair. Annals of Oncology, 2 (5), 325-
334.

Brash, Alan R., Lipoxygenases: occurrence, functions, catalysis, and
acquisition of substrate. Journal of Biological Chemistry, 274, 34
(1999): 23679-23682.

Casanelles, E., Gozzelino, R., Marqués-Fernandez, F., Iglesias-Guimarais,
V., Garcia-Belinchon, M., Sanchez-Osuna, M. & Yuste, V. J.
(2013). NF-xB activation fails to protect cells to TNFa-induced
apoptosis in the absence of Bcl-xL, but not Mcl-1, Bcl-2 or Bel-
w. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular Cell
Research, 1833 (5), 1085-1095.

Cankilig, M. Y., & Yurttas, L. (2017). Study on the Antimicrobial Effects of
Novel Thiazole Derivatives. Marmara Pharmaceutical Journal, 21

44



(3), 654-659.

Charlier, C., & Michaux, C. (2003). Dual inhibition of cyclooxygenase-2
(COX-2) and 5-lipoxygenase (5-LOX) as a new strategy to provide
safer non-steroidal anti-inflammatory drugs. European Journal of
Medicinal Chemistry, 38 (7-8), 645-659.

Cho, M. K., & Kim, S. G. (2000). Enhanced expression of rat hepatic
microsomal epoxide hydrolase by methylthiazole in conjunction
with liver injury. Toxicology, 146 (2-3), 111-122.

Chou, D. S., Hsiao, G., Lai, Y. A, Tsai, Y. J., & Sheu, J. R. (2009).
Baicalein induces proliferation inhibition in BI6F10 melanoma cells

by generating reactive oxygen species via 12-lipoxygenase. Free
Radical Biology and Medicine, 46 (8), 1197-1203.

Capan, G., Ulusoy, N., Ergeng, N., & Kiraz, M. (1999). New 6-
phenylimidazo [2, 1-b] thiazole derivatives: Synthesis and
antifungal activity. Monatshefte fiir Chemie/Chemical Monthly, 130
(11), 1399-1407.

Dannhardt, G., & Kiefer, W. (2001). Cyclooxygenase inhibitors—current
status and future prospects. European Journal of Medicinal
Chemistry, 36 (2), 109-126.

Dannhardt, G., & Laufer, S. (2000). Structural approaches to explain the
selectivity of COX-2 inhibitors: is there a common pharmacophore.
Current Medicinal Chemistry, 7 (11), 1101-1112.

Dawood, K. M., Eldebss, T. M., El-Zahabi, H. S., Yousef, M. H., & Metz, P.
(2013). Synthesis of some new pyrazole-based 1, 3-thiazoles and 1,

3, 4-thiadiazoles as anticancer agents. European Journal of
Medicinal Chemistry, 70, 740-749.

Dowhan, W., & Bogdanov, M. (2002). Functional roles of lipids in
membranes. New Comprehensive Biochemistry (Vol. 36, pp. 1-35).
Elsevier.

Fang, F., Fall, K., Mittleman, M. A., Sparén, P., Ye, W., Adami, H. O., &
Valdimarsdoéttir, U. (2012). Suicide and cardiovascular death after a
cancer diagnosis. New England Journal of Medicine, 366(14), 1310-
1318.

Fernandes, J. V., Cobucci, R. N. O., Jatoba, C. A. N., de Medeiros
Fernandes, T. A. A., de Azevedo, J. W. V., & de Araygjo, J. M. G.
(2015). The role of the mediators of inflammation in cancer
development. Pathology & Oncology Research, 21(3), 527-534.

FitzGerald, G. A. (2007). COX-2 in play at the AHA and the FDA. Trends in
Pharmacological Sciences, 28(7), 303-307.

Flower, R. J. (2003). The development of COX2 inhibitors. Nature Reviews
Drug Discovery, 2(3), 179.

Funk, C. D., Chen, X. S., Johnson, E. N., & Zhao, L. (2002). Lipoxygenase
genes and their targeted disruption. Prostaglandins & other Lipid
Mediators, 68, 303-312.

Funk, C. D. (2001). Prostaglandins and leukotrienes: advances in eicosanoid
biology. Science, 294 (5548), 1871-1875.

45



Gardner, H. W. (1991). Recent investigations into the lipoxygenase pathway
of plants. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Lipids and Lipid
Metabolism, 1084 (3), 221-239.

Gerl, R., & Vaux, D. L. (2005). Apoptosis in the development and treatment
of cancer. Carcinogenesis, 26 (2), 263-270.

Geronikaki, A., Hadjipavlou-Litina, D., Zablotskaya, A., & Segal, 1. (2007).
Organosilicon-containing  thiazole derivatives as  potential
lipoxygenase inhibitors and anti-inflammatory agents. Bioinorganic
Chemistry and Applications, 2007.

Geronikaki, A., Sotiropoulou, E., & Kourounakis, P. (1989). Synthesis of
some thiazole derivatives with prospective local anaesthetic activity.
Die Pharmatzie, 44 (5), 349.

Geronikaki, A., & Theophilidis, G. (1992). Synthesis of 2-
(aminoacetylamino) thiazole derivatives and comparison of their
local anaesthetic activity by the method of action potential.
European Journal of Medicinal Chemistry, 27 (7), 709-716.

Ghorab, M. M., & El-Batal, A. I. (2002). Synthesis of some new thiazole
derivatives. antifungal activity and ultrastructure changes of some

mycotoxin producing fungi. Bollettino Chimico Farmaceutico, 141
(2), 110-117.

Gibbs, J. B. (2000). Mechanism-based target identification and drug
discovery in cancer research. Science, 287 (5460), 1969-1973.

Glotova, T. E., Dvorko, M. Y., Albanov, A. I., Kazheva, O. N., Shilov, G.
V., & D’yachenko, O. A. (2008). 1, 3-Dipolar cycloaddition of 3-
phenylamino-5-phenylimino-1, 2, 4-dithiazole to 1-acyl-2-
phenylacetylenes—a new route to functionalized 1, 3-thiazole
derivatives. Russian Journal of Organic Chemistry, 44 (10), 1532-
1537.

Giri, R. S., Thaker, H. M., Giordano, T., Williams, J., Rogers, D.,
Sudersanam, V., & Vasu, K. K. (2009). Design, synthesis and
characterization of novel 2-(2,4-disubstituted-thiazole-5-yl)-3-aryl-
3H-quinazoline-4-one derivatives as inhibitors of NF-kB and AP-1
mediated transcription activation and as potential anti-inflammatory
agents. European Journal of Medicinal Chemistry, 44 (5), 2184-
2189.

Grivennikov, S. I., Greten, F. R., & Karin, M. (2010). Immunity,
inflammation, and cancer. Cell, 140 (6), 883-899.

Giizeldemirci, N. U., & Kiigiikkbasmaci, O. (2010). Synthesis and
antimicrobial activity evaluation of new 1, 2, 4-triazoles and 1, 3, 4-
thiadiazoles bearing imidazo [2, 1-b] thiazole moiety. European
Journal of Medicinal Chemistry, 45 (1), 63-68.

Hale, A. J., Smith, C. A., Sutherland, L. C., Stoneman, V. E., Longthorne, V.
L., Culhane, A. C., & Williams, G. T. (1996). Apoptosis: molecular
regulation of cell death. European Journal of Biochemistry, 236 (1),
1-26.

Hanada, T., & Yoshimura, A. (2002). Regulation of cytokine signaling and

46



inflammation. Cytokine & Growth Factor Reviews, 13 (4-5), 413-
421.

Honda, K., Takaoka, A., & Taniguchi, T. (2006). Type I inteferon gene
induction by the interferon regulatory factor family of transcription
factors. Immunity, 25 (3), 349-360.

Jacquot, C., Peng, S., & van der Donk, W. A. (2008). Kinetic isotope effects
in the oxidation of arachidonic acid by soybean lipoxygenase-1.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 18 (22), 5959-5962.

Juneja, M., Vanam, U., Paranthaman, S., Bharathan, A., Keerthi, V. S.,
Reena, J. K., & Karunagaran, D. (2013). 4-amino-2-arylamino-5-
indoloyl/cinnamoythiazoles, analogs of topsentin-class of marine

alkaloids, induce apoptosis in hela cells. European Journal of
Medicinal Chemistry, 63, 474-483.

Kasibhatla, S., & Tseng, B. (2003). Why target apoptosis in cancer treatment.
Molecular Cancer Therapeutics, 2 (6), 573-580.

Keiser, K., Johnson, C. C., & Tipton, D. A. (2000). Cytotoxicity of mineral
trioxide aggregate using human periodontal ligament fibroblasts.
Journal of Endodontics, 26 (5), 288-291.

Kishimoto, T., Taga, T., & Akira, S. (1994). Cytokine signal transduction.
Cell, 76 (2), 253-262.

Korniluk, A., Koper, O., Kemona, H., & Dymicka-Piekarska, V. (2017).
From inflammation to cancer. Irish Journal of Medical Science
(1971-), 186 (1), 57-62.

Kuhn, H., & Thiele, B. J. (1999). The diversity of the lipoxygenase family:
many sequence data but little information on biological significance.
FEBS Letters, 449 (1), 7-11.

Kumar, H., Kawai, T., & Akira, S. (2011). Pathogen recognition by the

innate immune system. Infernational Reviews of Immunology, 30
(1), 16-34.

Kumar, A., Lata, S., Saxena, K. K., & Chandra, T. (2009). Synthesis and
evaluation of new substituted indolyl pyrazolines as

antiinflammatory and analgesic activities. Indian Drugs, 46 (9), 43-
48.

Leval, X. D., Julémont, F., Delarge, J., Pirotte, B., & Dogné, J. M. (2002).
New trends in dual 5-LOX/COX inhibition. Current Medicinal
Chemistry, 9 (9), 941-962.

Ichim, G., & Tait, S. W. (2016). A fate worse than death: apoptosis as an
oncogenic process. Nature Reviews Cancer, 16(8), 539.

Li, J., &Yuan, J. (2008). Caspases in apoptosis and beyond. Oncogene, 27
(48), 6194.

Liu, C., Xu, D., Liu, L., Schain, F., Brunnstrom, A., Bjorkholm, M., ... &
Sjoberg, J. (2009). 15-Lipoxygenase-1 induces expression and
release of chemokines in cultured human lung epithelial cells.
American Journal of Physiology-Lung Cellular and Molecular
Physiology, 297 (1), L196-1.203.

47



Lo, J. A., & Fisher, D. E. (2014). The melanoma revolution: from UV
carcinogenesis to a new era in therapeutics. Science, 346 (6212),
945-949.

Lovey, J., Nie, D., Tovari, J., Kenessey, ., Timar, J., Kandouz, M., & Honn,
K. V. (2013). Radiosensitivity of human prostate cancer cells can be
modulated by inhibition of 12-lipoxygenase. Cancer Letters, 335
(2), 495-501.

Lu, X., Liu, X., Wan, B., Franzblau, S. G., Chen, L., Zhou, C., & You, Q.
(2012). Synthesis and evaluation of anti-tubercular and antibacterial
activities of new 4-(2, 6-dichlorobenzyloxy) phenyl thiazole,
oxazole and imidazole derivatives. European Journal of Medicinal
Chemistry, 49, 164-171.

Luo, C., He, M. L., & Bohlin, L. (2005). Is COX-2 a perpetrator or a
protector? Selective COX-2 inhibitors remain controversial. Acta
Pharmacologica Sinica, 26 (8), 926.

Mantovani, A., Allavena, P., Sica, A., & Balkwill, F. (2008). Cancer-related
inflammation. Nature, 454(7203), 436.

Matt, S., & Hofmann, T. G. (2016). The DNA damage-induced cell death
response: a roadmap to kill cancer cells. Cellular and Molecular
Life Sciences, 73 (15), 2829-2850.

Medvedev, A. E., Sabroe, 1., Hasday, J. D., & Vogel, S. N. (2006). Invited
review: Tolerance to microbial TLR ligands: molecular mechanisms

and relevance to disease. Journal of Endotoxin Research, 12 (3),
133-150.

Metcalfe, D. D., Baram, D., & Mekori, Y. A. (1997). Mast cells.
Physiological Reviews, 77 (4), 1033-1079.

Miralinaghi, P., Salimi, M., Amirhamzeh, A., Norouzi, M., Kandelousi, H.
M., Shafiee, A., & Amini, M. (2013). Synthesis, molecular docking
study, and anticancer activity of triaryl-1,2,4-oxadiazole. Medicinal
Chemistry Research, 22 (9), 4253-4262.

Miyashita, T., Krajewski, S., Krajewska, M., Wang, H. G., Lin, H. K.,
Liebermann, D. A., & Reed, J. C. (1994). Tumor suppressor p53 is a

regulator of bcl-2 and bax gene expression in vitro and in vivo.
Oncogene, 9 (6), 1799-1805.

Morgan, L. T., Thomas, C. P., Kithn, H., & O'Donnell, V. B. (2010).
Thrombin-activated human platelets acutely generate oxidized
docosahexaenoic-acid-containing phospholipids via 12-
lipoxygenase. Biochemical Journal, 431 (1), 141-148.

Mosmann, T. (1983). Rapid colorimetric assay for cellular growth and
survival: application to proliferation and cytotoxicity assays.
Journal of Immunological Methods, 65 (1-2), 55-63.

Murphy, D. J., & Vance, J. (1999). Mechanisms of lipid-body formation.
Trends in Biochemical Sciences, 24(3), 109-115.

Nair, D. G., & Funk, C. D. (2009). A cell-based assay for screening
lipoxygenase inhibitors. Prostaglandins & other Lipid Mediators,
90 (3-4), 98-104.

48



Osiri, M., & Moreland, L. W. (1999). Specific cyclooxygenase 2 inhibitors: a
new choice of nonsteroidal anti- inflammatory drug therapy.
Arthritis Care & Research, 12 (5), 351-362.

Park, J. H., El-Gamal, M. L, Lee, Y. S., & Oh, C. H. (2011). New imidazo [2,
1-b] thiazole derivatives: Synthesis, in vitro anticancer evaluation,

and in silico studies. European Journal of Medicinal Chemistry, 46
(12), 5769-5777.

Paudel, Y. N., Ali, M. R., Shah, S., Adil, M., Akhtar, M. S., Wadhwa, R.,
Sharma, M. (2017). 2-[(4-Chlorobenzyl) amino]-4-methyl-1, 3-
thiazole-5-carboxylic acid exhibits antidiabetic potential and raises
insulin sensitivity via amelioration of oxidative enzymes and
inflammatory cytokines in streptozotocin- induced diabetic rats.
Biomedicine & Pharmacotherapy, 89, 651-659.

Poeckel, D., & Funk, C. D. (2010). The 5-lipoxygenase/leukotriene pathway
in preclinical models of cardiovascular disease. Cardiovascular
Research, 86 (2), 243-253.

Porta, H., & Rocha-Sosa, M. (2001). Lipoxygenase in bacteria: a horizontal
transfer event. Microbiology, 147 (12), 3199-3200.

Radmark, O. P. (2000). The molecular biology and regulation of 5-
lipoxygenase. American Journal of Respiratory and Critical Care
Medicine, 161(supplement 1), S11-S15.

Reed, J. C. (2000). Mechanisms of apoptosis. The American Journal of
Pathology, 157 (5), 1415-1430.

Rossé, T., Olivier, R., Monney, L., Rager, M., Conus, S., Fellay, 1., &
Borner, C. (1998). Bcl-2 prolongs cell survival after Bax-induced
release of cytochrome c. Nature, 391 (6666), 496.

Ryn, J. V., Trummlitz, G., & Pairet, M. (2000). COX-2 selectivity and
inflammatory processes. Current Medicinal Chemistry, 7 (11),
1145-1161.

Santos, K., Laranjo, M., Abrantes, A. M., Brito, A. F., Gongalves, C.,
Ribeiro, A. B. S., & ¢ Melo, T. M. P. (2014). Targeting triple-
negative breast cancer cells with 6, 7-bis (hydroxymethyl)-1H, 3H-
pyrrolo [1,2-c] thiazoles. European Journal of Medicinal Chemistry,
79, 273-281.

Scaffidi, C., Fulda, S., Srinivasan, A., Friesen, C., Li, F., Tomaselli, K. J., &
Peter, M. E. (1998). Two CD95 (APO- 1/Fas) signaling pathways.
The EMBO Journal, 17 (6), 1675-1687.

Schroder, K., & Tschopp, J. (2010). The inflammasomes. Cell, 140 (6), 821-
832.

Sciulli, M. G., Capone, M. L., Tacconelli, S., & Patrignani, P. (2005). The
future of traditional nonsteroidal antiinflammatory drugs and
cyclooxygenase-2 inhibitors in the treatment of inflammation and
pain. Pharmacological Reports, 57, 66.

Spierings, D. C., de Vries, E. G., Vellenga, E., van den Heuvel, F. A,
Koornstra, J. J., Wesseling, J., & de Jong, S. (2004). Tissue
distribution of the death ligand TRAIL and its receptors. Journal of

49



Histochemistry & Cytochemistry, 52 (6), 821-831.

Sharma, R. N., Xavier, F. P., Vasu, K. K., Chaturvedi, S. C., & Pancholi, S.
S. (2009). Synthesis of 4-benzyl-1, 3-thiazole derivatives as
potential anti-inflammatory agents: an analogue-based drug design

approach. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry,
24 (3), 890-897.

Shureigi, I., Chen, D., Lotan, R., Yang, P., Newman, R. A., Fischer, S. M., &
Lippman, S. M. (2000). 15-Lipoxygenase-1 mediates nonsteroidal
anti-inflammatory ~ drug-induced apoptosis independently of

cyclooxygenase-2 in colon cancer cells. Cancer Research, 60 (24),
6846-6850.

Shureigi, I, Wu, Y., Chen, D., Yang, X. L., Guan, B., Morris, J. S., ... &
Lynch, P. (2005). The critical role of 15-lipoxygenase-1 in
colorectal epithelial cell terminal differentiation and tumorigenesis.
Cancer Research, 65 (24), 11486-11492.

Stark, G. R., Kerr, I. M., Williams, B. R., Silverman, R. H., & Schreiber, R.
D. (1998). How cells respond to interferons.

Uemura, N., Okamoto, S., Yamamoto, S., Matsumura, N., Yamaguchi, S.,
Yamakido, M., & Schlemper, R. J. (2001). Helicobacter pylori
infection and the development of gastric cancer. New England
Journal of Medicine, 345 (11), 784-789.

Ulukaya, E., Colakogullari, M., & Wood, E. J. (2004). Interference by anti-
cancer chemotherapeutic agents in the MTT-tumor chemosensitivity
assay. Chemotherapy, 50 (1), 43-50.

Takeuchi, O., & Akira, S. (2010). Pattern recognition receptors and
inflammation. Cell, 140 (6), 805-820.

Taneja, N., Tjalkens, R., Philbert, M. A., & Rehemtulla, A. (2001).
Irradiation of mitochondria initiates apoptosis in a cell free system.
Oncogene, 20 (2), 167.

Thompson, M. P., & Kurzrock, R. (2004). Epstein-Barr virus and cancer.
Clinical Cancer Research, 10 (3), 803-821.

Turan-Zitouni, G., Altintop, M. D., Ozdemir, A., Kaplancikli, Z. A., Ciftci,
G. A., & Temel, H. E. (2016). Synthesis and evaluation of bis-
thiazole derivatives as new anticancer agents. European Journal of
Medicinal Chemistry, 107, 288-294.

Turini, M. E., & DuBois, R. N. (2002). Cyclooxygenase-2: a therapeutic
target. Annual Review of Medicine, 53 (1), 35-57.

Tsujimoto, Y. (1998). Role of Bcl- 2 family proteins in apoptosis:
apoptosomes or mitochondria. Genes to Cells, 3 (11), 697-707.

Yadlapalli, R. K., Chourasia, O. P., Jogi, M. P., Podile, A. R., & Perali, R. S.
(2013). Design, synthesis and in vitro antimicrobial activity of novel
phenylbenzamido-aminothiazole-based azasterol mimics. Medicinal
Chemistry Research, 22 (6), 2975-2983.

Yiu, S. S., Zhao, X., Inscho, E. W., & Imig, J. D. (2003). 12-
Hydroxyeicosatetraenoic acid participates in angiotensin II afferent
arteriolar vasoconstriction by activating L-type calcium channels.

50



Journal of Lipid Research, 44(12), 2391-2399.

Yurttas, L., Ozkay, Y., Karaca Genger, H., & Acar, U. (2015). Synthesis of
some new thiazole derivatives and their biological activity
evaluation. Journal of Chemistry, 2015.

Vane, J. R., & EE, A. (2003). botting RM. The mechanism of action of
aspirin. Thromb Res, 110, 255-258.

Verma, A., & Saraf, S. K. (2008). 4-Thiazolidinone—A biologically active
scaffold. European Journal of Medicinal Chemistry, 43 (5), 897-
905.

Wang, D., & DuBois, R. N. (2006). Prostaglandins and Cancer. Gut, 55 (1),
115-122.

Wang, J., Beauchemin, M., & Bertrand, R. (2011). Bcl-xL phosphorylation at
Ser4d9 by polo kinase 3 during cell cycle progression and
checkpoints. Cellular Signalling, 23 (12), 2030-2038.

Weedon, D. D., Shorter, R. G., llstrup, D. M., Huizenga, K. A., & Taylor, W.
F. (1973). Crohn's disease and cancer. New England Journal of
Medicine, 289 (21), 1099-1103.

Wong, B. C. Y., Wang, W. P., Cho, C. H,, Fan, X. M,, Lin, M. C. M., Kung,
H. F., & Lam, S. K. (2001). 12-Lipoxygenase inhibition induced
apoptosis in human gastric cancer cells. Carcinogenesis, 22 (9),
1349-1354.

Zuo, X., Peng, Z., Wu, Y., Moussalli, M. J., Yang, X. L., Wang, Y., &
Shureigi, I. (2012). Effects of gut-targeted 15-LOX-1 transgene
expression on colonic tumorigenesis in mice. Journal of the
National Cancer Institute, 104 (9), 709-716.

S1



54





