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Kanser, diinya capinda 6nde gelen oliim nedenlerinden birisidir. 2018 yilinda
diinyada 18,1 milyon vaka teshis edilmis ve 9,5 milyon kanser nedenli &liimler
gozlenmistir. Bu sayilarin 2040 yilinda 29,5 milyon yeni teshis ve 16,4 milyon kansere
bagli 6liim olmak tizere artmasi bekleniyor. Degisen metabolizma, kanserin ayirt edici bir
ozelligidir. Giiniimiizde kullanilan kemoterapi ilaclarinin siddetli bobrek sorunlari, alerjik
reaksiyonlar, enfeksiyonlara kars1 bagisikligin azalmasi, gastrointestinal bozukluklar ve
kanama gibi ¢ok sayida istenmeyen yan etkileri nedeniyle saglikli hiicrelere toksik

olmayan ve ¢ok hafif yan etkiye sahip alternatif ila¢ arayislar1 devam etmektedir.

Heterosiklik bilesik olan tiyazoller ila¢ tasariminda en ¢ok kullanilan
bilesiklerdendir. Tiyazol halkasinda birkag reaksiyon bolgesinin varligi, uygulama
alanlarini genisletir ve sentetik ve tibbi kimyadaki zorluklar i¢in yeni ¢oziimlere yol agar.
1,3-tiyazollerin molekiiler mimarisi, onlar1 ilag gelistirme i¢in uygun pargalar haline
getirmektedir. Antibakteriyel, antifungal, anti-inflamatuar, antitimér, antidiyabetik,
antiviral ve antioksidan gibi bir¢ok farkli biyolojik aktivite gosterdigi bildirilmektedir.

Bu tez galismamizda, kanser tedavisinde, saglikl hiicrelere zarar vermeden veya en
az zararla tedavinin miimkiin olabilmesi i¢in, ilk defa sentezlenen 2-hidrazinotiyazol
tiirevi bilesenlerin A549 insan akciger adenokarsinomu hiicreleri tizerindeki sitotoksik ve

apoptotik etkilerinin, gen ekspresyonlarimin in vitro olarak arastirilmasi hedeflendi.

Anahtar Sozciikler: Tiyazoller, Apoptoz, Akciger kanseri.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BIOCHEMICAL ACTION MECHANISMS OF SOME 2-
HYDRAZINOTHIAZOLE DERIVATIVES
Zennure Sevval CIYANCI
Department of Biochemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2021

Supervisor: Prof. Dr. Giilsen AKALIN CIFTCI

Cancer is among the leading causes of death worldwide. In 2018, 18,1 million cases
were diagnosed and 9,5 million cancer-related deaths were observed in the world. The
numbers are expected to increase to 29,5 million new diagnoses and 16,4 million cancer-
related deaths by 2040. Altered metabolism is the hallmark of cancer. Due to the many
undesirable side effects of chemotherapy drugs used today such as severe kidney
problems, allergic reactions, decreased immunity against infections, gastrointestinal
disorders and bleeding, the search continues for alternative drugs that are non-toxic to
healthy cells and have very mild side effects.

Thiazole is the most common heterocyclic compound in heterocyclic chemistry and
drug design. The presence of several reaction zones in the thiazole ring expands the fields
of application and leads to new solutions for the challenges in synthetic and medicinal
chemistry. The molecular architecture of 1,3-thiazoles makes them suitable components
for drug development. It has been reported to exhibit many different biological activities
such as antibacterial, antifungal, anti-inflammatory, antitumor, anti-diabetic, antiviral and

antioxidant.

In this thesis study, we aimed to investigate the cytotoxic and apoptotic effects and
gene expressions of 2-hydrazinothiazole derivative compounds synthesized for the first
time on A549 human lung adenocarcinoma cells in vitro, so that treatment can be possible

without damaging healthy cells or with minimal damage.

Keywords: Thiazoles, Apoptosis, Lung cancer.
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Vi



ICINDEKILER

BAZI 2-HIDRAZINOTIYAZOL TUREVLERININ Sayfa
BIYOKIMYASAL ETKi MEKANIiZMALARININ ARASTIRILMASI......... i
JURI VE ENSTITU ONAYT ..o ii
OZET ... i
ABST RACT L WY
TESEKKUR .........oooiitititeeeee ettt ettt sttt nee s v
ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI .................. vi
ICINDEKILER...........cooitiiiieieeeeeeeeee sttt vii
TABLOLAR DIZINT .......cooooiviiiiiicee e Xii
SEKILLER DIZINT .......oooviiiiiiiecceeeeeeee e Xiv
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI...........ccccooovviiiiiiiicccc, Xvii
1. GIRIS VE AMAC ...ttt n st ian e 1
2. KAYNAK BILGIST......cocooooiiiiiiccce s 4
2.1. KanSer V& BiYOIOJISi ....cccuviiiiiciiieie ettt 4
2.2, AKciger Kanseri...........ccooiiiiiiiniii s 5
2.2.1. Erken baslangi¢c gosteren akciger kanseri.................ccoccoeeiiiennn. 5
2.2.2. Akeiger kanseri risk faktorleri...............ccccoooviiiiii, 6
2.2.3. Akciger kanserinde gozlenen klinik bulgular ............................. 6
2.2.4. Akciger kanserinin tanisal olarak degerlendirilmesi ................... 7
2.2.5. Akciger kanseri tedavi yontemleri..............c.cccoooiiiininnnn, 7
2.3. GENELIK VB KKANSEY ....ovieieeie ettt 7
2.3.1. Akciger kanserinde genetik yatkinhiK....................ccooiiinnn, 8
2.3.2. KaNSErde GeNIEY ........cciveieiieieee et 8
2.3.2.1. Prot0-0NKOQENIEK .......c.oveveveieieieieieiccccccee e 9
2.3.2.2. ONKOGENIET ... 9



2.3.3. Tiimor baskilayici genler ...............ccoooviiiiiiinii e 10
2.3.3.1. PS3 TONKSIYONU ..ot 11
2.3.4. Genomik ve akciger Kanseri ...............cccocccoiiniii 11
2.3.4.1. Biiyiime faktorleri .........................cccooououveninnnnnnnnnsnenenes 12
2.3.4.2. Biiyiime faktorii reseptorleri.......................unvvvnnenenne. 12
2.3.4.2.1. Epidermal biiyiime faktorii reseptorii .............. 13

2.3.4.3. Sinyal doniigtiiriiciiler ........................cccooevuvevireeniirereenns 13
2.3.4.4. Transkripsiyon faktorleri......................cccovevennvcennnnnnne. 14

2.3.4.5. Akciger kanserinde siklin-bagiml kinazlar ve siklinler....14

2.4. Kanserde Hiicre Oliim Yolaklarinin incelenmesi ..................ccc........... 15
A @ (o] -V | RSO URPRPRURRIN 15
2.4.2. NEKIOZ.....oiiiiici e 15
2.4.3. APOPLOZ.......ooiiieieieeeie e 16

2.4.3.1. KASPAZ @HIESH ...t 16

2.3.4.2. Intrinsik (icsel) Yolak.....................occoovemveeveeomeeereecssresereinnns 17

2.3.4.2.1. BCL-2 @IlESH.....ocviiiiciiiiec e, 18

2.3.4.3. Ekstrinsik yolak (Digsal yolak) .......................coueevunuennn.. 18

2.3.4.3.1. TNF (tiimor nekroz faktorii) ailesi................... 19

3. MATERYAL ve YONTEM.........c..coooviiieieiieeieeeeeeeieee e 21

3.1 MAtErYAlIEr ... 21
3.1.2. Kullamilan Bilgisayar Programlary ....................ccoocooeiiinninnnn, 21
3.1.3. EKIPMANIAK ..o 21
3.1.4. Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeleri .............................. 22
3.1.5. Kullanilan ticari Kitler.................ccocoiiiiii 22

B.2. MEtOAIAr ... 23
3.2.1. 2-Hidrazinotiyazol tiirevlerinin genel sentez yontemi................ 23

viii



3.3.

34.

3.5.

3.6.

3.7.

3.2.1.1. 2-Hidrazinotiyazol bilesiklerine ait spektroskopik

verilerin degerlendirilmesi .......................ccooovvenivvvnninine. 24
Kullanilan Maddelerin Hazirlanmasi................ccccoocoiiiiiiiiicn 30
3.3.1. Sentez bilesiklerinin hazirlanmasi .......................cccoco oo, 30
3.3.2. Sisplatin Hazirlanmas ...............ccoooeeiiiiniiiiniie e 30
3.3.3. Calismalarda kullanilan hiicreler ........................ccccccooiinnnnn. 30

Hiicrelerin Kiiltiir Ortaminda Cogaltilmasi ve Deneylere Hazirhk ... 30

3.4.1. Kullanilan materyallerin sterilizasyonu .......................cccocoeenn. 30
3.4.2. Hiicrelerin stoklanmasi ve pasajlanmasi..................ccccooeeeennnn, 31
3.4.3. HUCIe SAYIMI.......occoiiiiiiiiiiiiiii i 31
Sitotoksisite Belirleme TeSti........ccccoiviieiiiineiis e 32

3.5.1. Mtt metodu ile hiicrelerin sitotoksisitelerinin analizin

VAPIIMAST ..o 32
3.5.1.1. Yontemin uygulanmast .......................ccoovvvvsvnnnnenenes 32
Akis Sitometri Cihaz ile Yapilan Deneyler ... 33

3.6.1. JC-1 boyama ile hiicrelerin mitokondriyal membran

aktivitesinin belirlenmesi............cccoeiiiiiiiiii, 33
3.6.1.1. Yontemin uygulanmasi .......................cuummvnvnnneennes 33

3.6.2. Annexin V-FITC/PI yontemi ile apoptotik etkilerin

PEHFIENMES ... 34
3.6.2.1. Yontemin uygulanmast .........................ccveeoveeneeenenennennnes 34
3.6.3. Kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptotik etkilerin belirlenmesi........ 35
3.6.3.1. Yontemin uygulanmast .........................cccuveceeeneevnunennennnes 35
3.6.4. Hiicre Dongiisii ANAliZi .............cccoooiiiiiiiiii 35
3.6.4.1. Yontemin uygulanmasi .......................cuvmmvsvnenenennes 36

RT- PCR (Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Yontemi ile
VEGF, AKT, Bcl-2, Bax, CYD1, cMYC, ERK, pERK ve
Housekeeping gen ifadelerinin (ekspresyon) belirlenmesi.................. 37

iX



3.7.1. PCR'nin temel bilesenleri ....................c..cccooiiiiiiiiiin e, 38

3.7.2. RNA IZOIASYONU ....ocvviiiiiiieiie et 39

3.7.3. Komplementer DNA (C-DNA) SENteZi.......cccoevvvvveiviiieireiecieennn 39

3.7.4. Supermix, Tagman prob ve primerlerin hazirlanmasi.............. 40

3.7.5. Real-time kantitatif PCR @analizi............ccccoooeviiininciinccn, 40

4. SONUCLAR VE BULGULAR .......oociiiiiiiiiie e 42
4.1. MTT Analizi Sonuclart .............ccccooiiiiiiiii e 42

4.1.1. Sisplatin ve sentezlenmis 2-hidrazinotiyazol tiirevli
bilesiklerin A549 akciger kanseri hiicre hatti iizerindeki

SITOtOKSIK  @UKIIEIT e 42

4.1.2. Sentezlenmis 2-hidrazinotiyazol tiirevli bilesiklerin L.-929
saghikl hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkileri........................ 45

4.1.3. A549 hiicre hattinin L1929 hiicre hattina gore selektivite
TNAEKST v 47

4.2. Sisplatin ve Sentez Bilesiklerin, Akim Sitometrisi Yontemleri ile

A549 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Apoptotik Etkilerin Belirlenmesi........ 49

4.2.1. Akim sitometrisinde Annexin-V FITC-PI analizi ile apoptotik

etkilerin BEIIFIENMIEST ...t 49

4.2.1.1. A549 hiicre hatti iizerinde sisplatin ve sentez maddelerin
uygulanmasi sonrasi 24. saatte olusan apoptotik

etKilerin DEIIFTENMESI ..o 49

4.2.1.2. A549 hiicre hatti iizerinde sisplatin ve sentez maddelerin
uygulanmasi sonrasi 48. saatte olusan apoptotik

etKilerin DEIIFTENMESI ..o 53

4.2.2. Akim sitometrisinde JC-1 analizi ile mitokondriyal

membran potansiyelinin belirlenmesi ...........cccccocoiiiiiiiieen, 57



Sayfa

4.2.2.1. A549 hiicre hatti iizerinde sisplatin ve sentez
maddelerin uygulanmasi sonrasi 24. saatte olusan

mitokondriyal aktivitelerinin belirlenmesi ......................... 57

4.2.3. Akim sitometrisinde kaspaz-3 analizi ile kaspaz

aktivitesinin DelIrIENMEST ..., 60

4.2.3.1. A549 hiicre hatlart iizerinde 24. saatte kaspaz-3

aktiviteSinin DElITIENMESH ....oveeeeeeeeeeee e 60

4.2.4. Akim sitometrisinde Cycle test Plus DNA analizi ile hiicre

dongiisii faz dagiliminin karakterizasyonu analizi ..................... 63

4.2.2.1. A549 hiicre hatti iizerinde sisplatin ve sentez maddelerin
uygulanmasi sonrasi 24. saatteki hiicre dongiisii faz

dagilimimin karakterizasyonun belirlenmesi ..................... 63

4.3. RT-PCR (Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Analizi
SONUCIATT.....ciiiiiii e 69

4.4. Bilesik 4 ve 5’in AKT Geni Uzerindeki Molekiiler Doking

POZISYONIAry ..........ccoooiiiiii 71
S. TARTISMA ..o 73
6. SONUC ve ONERILER ...........cccccocsiiiiiieseeeeeee s 82
KAYNAKGCA ... s 83

Xi



Tablo 2.1.

Tablo 3.1.

Tablo 3.2

Tablo 3.3.

Tablo 3.4.

Tablo 3.5.

Tablo 3.6.

Tablo 4.1.

Tablo 4.2.

Tablo 4.3.

Tablo 4.4.

Tablo 4.5.

Tablo 4.6.

Tablo 4.7.

TABLOLAR DiZiNi

Insan 6liim reseptorleri ve bunlara karsilik gelen ligandlar .......
Kullanilan bilgisayar programlart ................coooviiiinai
Kullanilan ekipmanlar ...,
Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeleri.........................
Kullanilan ticari kitler.................oooiii i,
Kullanilan bilesiklerin kodu ...,
RT-PCR bilesenleri...........oooviiiiiiiiiii i,

Sisplatin ve sentez bilesiklerinin A549 hiicre hattindaki 24. ve
48. saatlerdeki I1Cso konsantrasyon degerleri.......................

Sentez bilesiklerinin L-929 hiicre hattindaki 24. ve 48.

saatlerdeki ICso konsantrasyon degerleri........................

24. saat ICsp degerlerine gore A549 hiicre hattinin L-929
hiicrelerine gore selektivite indeksi. (Selektivite indeksi (S.I) =

Saglikl1 hiicre ICsg degeri / Kanserli hiicre ICso degeri) ........

A549 hiicre hatlarinin 24. saatteki % canlilik oranlar1 Annexin-

Sisplatinin A549 hiicre hatlarinin tizerindeki 24. saatteki %

canlilik oranlart Annexin-V FITC ... ...,

Sentez bilesiklerin A549 hiicre hatlar1 lizerindeki 24. Saat %

canlilik oranlari, Annexin-V FITC ..........................

A549 hiicre hatlarinin 48. saatteki % canlilik oranlar1 Annexin-

xii

Sayfa
20

21
21
22
22
29

40

42

45

47

52

52

52

56



Tablo 4.8.

Tablo 4.9.

Tablo 4.10.

Tablo 4.11.

Tablo 4.12.

Tablo 4.13.

Tablo 4.14.

Tablo 4.15.

Sisplatinin A549 hiicre hatlarinin tizerindeki 48. saatteki %

canlilik oranlart Annexin-V FITC ...

Sentez bilesiklerin A549 hiicre hatlar1 lizerindeki 48. saat %

canlilik oranlari, Annexin-V FITC.........................o.l

Sisplatin ve sentez bilesiklerin A549 hiicre hatlar1 tizerindeki
24. Saat analizi sonras1 % mitokondriyal membran

POtANSIYCI. ..ottt

Sisplatin ve sentez bilesiklerin A549 hiicre hatlar1 lizerindeki

kaspaz-3 24. saatteki % aktivasyonlart............................

AS549 hiicre hatt1 lizerindeki hiicre dongiisii faz dagilimlarinin

24. saatteki % degerleri...........coooviiiiiiii

Sisplatin ve sentez bilesiklerin A549 hiicre hatlar1 tizerindeki

hiicre dongiisii faz dagilimlarinin 24. saatteki % degerleri.....

Ab549 hiicre hatlarindaki VEGF, Bcl-2, Bax, CYD1 c-MYC,
ERK, pERK ve AKT genlerindeki kat degisimleri.............

AKT reseptoriiniin bilesik 4 ve 5 ile etkilesim bolgeleri........

xiii

Sayfa

56

60

63

69

69

70

72



Sekil 1.1.

Sekil 1.2.

Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

SEKILLER DiZIiNi

1,3Tiyazol HalKast........coouiiniiiiiiiii e
1,3 Tiyazol Biyolojik Profilleri ....................cooiiii i,

2-Hidrazinotiyazol tiirevi bilesiklerin genel sentez yontemi.
Reaksiyon kosullari: a. DMF, K>COs, 300 °C, 3 saat. b.
Tiyosemikarbazit, EtOH, 200 °C, 2 saat. c. a-haloketon tiirevleri,
EtOH, oda sicakligl, S5saat ..........coooiiiiiiiiiiecee e

Sonug bilesiklerinin sentez $EMAaSI.........cccevvvieireeinieineannennn.

A) Bilesik 1 B) Bilesik 2 C) Bilesik 4’iin MTT testi kullanilarak
24 saat ve 48 saat sonra A549 hiicre proliferasyonu tizerindeki
etkileri. Canlilik verileri ortalama +SD’dir (her zaman noktasinda
ve konsantrasyonda n=3). Tek yonli ANOVA ile
P<0.0001. ...

A) Bilesik 1 B) Bilesik 2 C) Bilesik 4’tin MTT testi kullanilarak
24 saat ve 48 saat sonra L929 hiicre proliferasyonu tizerindeki
etkileri. Canlilik verileri ortalama +SD’dir (her zaman noktasinda
ve konsantrasyonda n=3). Tek yonli ANOVA ile
Hiicre popiilasyonu icerisinden secilen ana kapi ve kontrol B)
Bilesik 1’in A549 hiicre hatt1 lizerinde 24. saatteki 1Cso ve ICsop
konsantrasyonlarinin apoptotik etkileri..................c..oooin,
C) Bilesik 2 A549 hiicre hatt1 iizerinde 24. Saatteki, ICso Ve ICsop
konsantrasyonlarinin apoptotik etkileri. D) Bilesik 4 A549 hiicre
hatt1 lizerinde 24. saatteki, 1Cso ve ICso2 konsantrasyonlarinin

apoptotik etkileri...........ooooi

Xiv

24

24

43

46

49

50



Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.
Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

E) Bilesik 5 A549 hiicre hatt1 tizerinde 24. Saatteki, ICso ve ICso2
konsantrasyonlarinin apoptotik etkileri. F) Sisplatinin A549 hiicre
hatt1 tizerinde 24. saatteki, 1Cso ve ICso2 konsantrasyonlarinin
APOPLOLIK etKIleri. ... ...\ vieeeicieciieieeeeeeeeee e
A) Hiicre popiilasyonu igerisinden segilen ana kap1 ve kontrol B)
Bilesik 1’in A549 hiicre hatti iizerinde 48. saatteki, ICsg ve 1Cso2
konsantrasyonlarinin apoptotik etkileri ...................... ...

C) Bilesik 2 A549 hiicre hatt1 lizerinde 48. Saatteki, ICso ve 1Csop
konsantrasyonlarinin apoptotik etkileri. D) Bilesik 4 A549 hiicre
hatt1 tizerinde 48. saatteki, 1Cso ve ICso2 konsantrasyonlarinin
apoptotik etkileri.............ooiieeee

E) Bilesik 5’in A549 hiicre hatt1 lizerinde 48. saatteki, ICso ve
ICs0/2 konsantrasyonlarinin apoptotik etkileri F) Sisplatin’in A549
hiicre hattt  tizerinde 48. saatteki, ICso ve ICsop
konsantrasyonlarinin apoptotik etkileri...........cccooceviiriiiniinnennnn.
Hiicre popiilasyonu igerisinde secilen anakapi ve kontrol .............
A) Bilesik 1’in A549 hiicre hatt1 iizerinde 24. saatteki 1Cso ve
ICs0/2 konsantrasyonlarinin mitokondriyal membran aktiviteleri....
B) Bilesik 2’in A549 hiicre hatti lizerinde 24. saatteki 1Csove ICsor2
konsantrasyonlarinin mitokondriyal membran aktiviteleri............
C) Bilesik 4’tin A549 hiicre hatt1 tizerinde 24. saatteki 1Cso ve
ICs0/2 konsantrasyonlarinin mitokondriyal membran aktiviteleri. ..
Bilesik 5’in A549 hiicre hatti tizerinde 24. saatteki ICso ve 1Csop
konsantrasyonlarinin mitokondriyal membran aktiviteleri ...........
Sisplatinin’in A549 hiicre hatt1 lizerinde 24. saatteki ICso ve ICsor2
konsantrasyonlarinin mitokondriyal membran aktiviteleri...

Hiicre popiilasyonu icerisinde secilen anakap1 ve kontrol............
A) Bilesik 1’in 1Csp ve ICso2 analizleri B) Bilesik 2°nin ICsg
ve ICsop2 analizleri C) Bilesik 4’iin ICsq Ve ICso2 analizleri...........
A) Bilesik 1’in ICso Ve [Cso2 analizleri B) Bilesik 2’nin ICso
ve ICsoz analizleri C) Bilesik 4’tin ICsg ve ICsop

ANAN ZIOT T . .o

XV

Sayfa

o1

53

54

55
57

S7

58

58

59

59
60

61

62



Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

Hiicre  popiilasyonu  igerisinde  segilen  anakapt  ve
KONTIOL. ..o
A) Bilesik 1’in ICso dozunda B) Bilesik 1’in ICs02 dozunda 24.
saatteki hiicre dongiisii faz dagiliminin karakterizasyonu..............
C) Bilesik 2’nin ICso dozunda D) Bilesik 2’nin ICso2 dozunda 24.
saatteki hiicre dongiisii faz dagiliminin karakterizasyonu...............
E) Bilesik 4’iin ICso dozunda F) Bilesik 4’{in 1Cso;2 dozunda 24.
Saatteki hiicre dongiisti faz dagiliminin karakterizasyonu.............
G) Bilesik 5’in ICso dozunda H) Bilesik 5’in ICsor2 dozunda 24.
saatteki hiicre dongiisii faz dagiliminin karakterizasyonu.............
I) Sisplatinin ICsp dozunda 1) Sisplatinin’in 1Cso dozunda 24.
saatteki hiicre dongiisii faz dagiliminin karakterizasyonu............
A) Bilesik 4’ iin AKT reseptdriiniin aktif bolgesindeki iki boyutlu
ve li¢ boyutlu etkilesim modeli. B) Bilesik 5’in AKT reseptdriiniin
aktif bolgesindeki iki bayotulu ve ii¢ boyutlu etkilesim modeli. C)
Bilesik 4 ve 5’in AKT reseptoriiniin aktif bdlgesindeki

etkilesiminin 3 boyutlu gosterimi................ooviiiiiiinieniieniene,

XVi

Sayfa

63

64

71



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

A549 : Insan akciger kanseri hiicre hattt
AdC : Adeno karsinoma

AKT : Serin-treonin protein kinaz
ALK : Anaplastik lenfoma

ANOVA : Varyans analizi

Apo2L/TRAIL  : TNF ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand

ATCC : Amerikan tip kiiltiir koleksiyonu

ATM : Mutant ataksi telajiektazi geni

ATP : Adenozin tirifosfat

APAF-1 : Apoptotik proteaz aktive edici faktor
BAX : Bcl-2 bagl protein

BID : BH3 ile etkilesen 6liim alan1 agonisti
BRAF : Murin sarkom viral onkogen homologu B1
CT : Bilgisayarli tomogrofi taramasi

CTNNB1 : Kaderin ile iligkili protein beta 1

CYD-1 : Siklin D1

DDR2 : Diskoidin alan1 igeren reseptor 2

DMEM : Dubelcco’s modified eagle’s medium
DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

ECM : Hiicre dis1 matrisi

EGFR : Epidermal biiyiime faktorii

EML-4 : Ekinoderm mikrotiibiil ile iliskili protein benzeri-4
ERRB2 : Ostrojenle iliskili reseptdr beta tip 2

ERK : Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinazlar

XVii



FADD
FBS
FGFR-1
FT-NMR
GIS
GSTM1
GSP
GTP
HRAS
HRMS
ICs0
ICs012
ICE
IUPAC
ITK
JAK

JC-1

KRAS

LC-MS-IT-TOF

LDCT
L-929
MAP
MAPK
MMP1
MMOP

MTT

: Oliim alani ile FAS iliskili protein

: Fotal sigir serumu

: Fibroblast biliylime faktorii reseptorii 1

: Dortlii Doniisiimii Niikleer Manyetik Rezonans
: Gasrik inhibitor polipeptit

: Glutatyon S transferaz mul

: Glikozile serum proteini

: Guanozin trifosfat

: Harvey sican sarkom viral onkogen homologu

: Yiiksek ¢oziintirliiklii kiitle spektrometresi

: Maksimum inhibisyonun %50’sini olusturan doz
: Maksimum inhibisyonun %25’ini olusturan doz
: Interlokin-1-beta doniistiiriicii enzim

: Uluslararasi temel ve uygulamali kimya birligi

: Ince tabaka kromatografisi

: Janus kinaz

: 5,5,6,6'-tetrakloro-1,1',3,3'tetraetilbenzimi-dazoilkarbosiyanin

iyodiir

- Kirsten sigan sarkomu viral onkogen homologu

. Yiiksek hizli sivi kromatografi iyon trap / ugus zamanl kiitle

spektrometre

: Diisiik doz bilgisayarli tomografi

: Normal fare fibroblastik hiicre hatt
: Mitojenle aktiflesen kinazlar

: Mitojenle aktiflesen protein kinaz

: Matriks metalloproteinaz 1

: Mitokondriyal dis zar gegirgenligi

: 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromid

XViii



NSCLC : Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri

NTP : Niikleotit trifosfat

oD : Optik dansite

P53 : Protein 53

PBS : Fosfat tuz tampon ¢ozeltisi

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

PDGF : Trombosit kaynakli biiytime faktorii

Pl : Propidyum iyodiir

PISKCA : Fosfotidilinositol-4,5-bifosfat-3-kinaz katalitik alt birim
PS : Fosfotidilserin

RAF-1 : Protoonkogen serin/treonin protein kinaz

RB-1 : Retinoblastoma 1

RET : Transfeksiyon sirasinda yeniden diizenlenen gen
RNA : Riboniikleik asit

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

RTK : Reseptor protein kinaz

SCC : Skuamoz hiicreli karsinom

SCLC : Kiigtik hiicreli akciger kanseri

SD . Standart sapma

S.1. : Selektivite indeksi

STAT : Sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon proteinin aktivatori
TBG : Timor baskilayict gen

TK : Tirozin kinaz

TME : Tiimor mikrogevresi

TNF : Timor nekroz faktorii

TNF-R : Timor nekroz faktorii reseptorii

XiX



TNF-a : Tumor nekroz faktori alfa
uv : Ultraviole
VEGF : Vaskiiler endotelyal faktor

AYM : Mitokondriyal membran potansiyeli

XX



1. GIRIS VE AMAC

Kanserli hiicreler kontrolsiiz olarak biiyiir ve viicuda yayilabilir bu yayilma

(metastaz) kontrol edilmedigi takdirde 6liimle sonuglanabilir (Society, 2020).

Kanser vakalarinin ve 6liimlerinin sayisinin, popiilasyonlar biiyiidiik¢e, yaslveikca
ve kanser riskini artiran yagsam tarzi davraniglarini benimsedikg¢e hizla artmasi bekleniyor

(Torre vd., 2016).

Uluslararast Kanser Kontrolii Birligi’nin agiklamasina gore Avrupa'da her yil
kanser yaklasik 2 milyon insan1 6ldiiriiyor ve 3 milyondan fazla yeni vaka ortaya ¢ikiyor.
Su anda yaklasik 6 milyon insan kanserle yasiyor. Kanser cogunlukla erkeklerde prostat
ve akcigerde, kadinlarda ise memede goriiliir. Dort kiside birden fazla dliimden kanser
sorumludur. Titiin, diyet ve enfeksiyonlar Avrupa'daki kanser 6limlerinin %40'1dan

fazlasina neden oluyor (International Union Against Cancer, 2004).

Kiiresel kanser gozlemevinin istatistiklerine gore, 2018’de her yas ve her iki
cinsiyette teshis edilen vaka sayisi toplamda 18.078.957, en ¢ok goriilen kanser tipleri
olan akciger, meme ve kolorektum kanserlerinde sirasiyla; 2.088.876 (%11,6), 2.088.849
(%11,6), 1.849.186 (%10,2), diger kanserlerde ise 7.753.946 (%42,9) vaka gozlendigi ve
yine 2018'de her yas ve her iki cinsiyetteki 6liim sayisi toplamda 9.555.027, akciger,
meme ve kolorektum kanserlerinde sirasiyla; 1.761.007 (%18,4), 626.679 (%6,6),
880.792 (%09,2) ve diger kanserlerde 3.422.417 (%35,8) oliim gozlendigi bildirilmistir
(The Global Cancer Observatory, 2019).

Kanserin nedenleri tam olarak anlasilmamis olsa da, degistirilebilir olanlarin ¢ogu
(6rnegin, tiitlin kullanim1 ve asir1 viicut agirligi) ve olmayanlar (6rnegin, kalitsal genetik
mutasyonlar) dahil olmak fiizere, hastaligin olusumunu artiran ¢ok sayida faktor
bilinmektedir. Tim bu risk olusturan faktorler kanserin biiylimesini baslatabilir ve / veya
olusumuna katki saglayabilir. 2020°de 1,8 milyondan fazla yeni kanser vakasinin teshisi

beklenmistir (Society, 2020).

Avrupa, diinya niifusunun sadece %9,0'una sahiptir buna ragmen, diinyadaki kanser
vakalarinin %23,4'inii ve kanser 6liimlerinin %20,3'"linii olusturmaktadir. Amerika kitasi
ise diinya niifusunun %13,3"line sahiptir ve diinya ¢apinda %21,0 kanser vakas1 ve %14,4
O0lim oranmi olusturmaktadir. Bu oranlar bize enfeksiyona ve yoksulluga bagh
kanserlerden, gelismis ve sanayilesmesi yiiksek olan iilkere has yasam bigimleriyle

baglantili kanserlere bir ge¢isin s6z konusu oldugunu gostermistir (Cancer, 2018).

1



Timdr Mikrogevresi (TME), tiimdriin insan viicudunda yerlesim gosterdigi
hiicresel ortamdir. TME, tiimérii besleyen kan damarlarini, enflamatuar hiicreleri
bagisikliga katki saglayan hiicreleri, fibroblastlari, sinyallemeyi, lenfositleri ve hiicre dis1
matrisi (ECM) ig¢eren tiimoriin hayatta kalmasini saglayan bir ortamdir (Joyce ve Fearon,
2015), (Spill vd., 2016).

Timor mikro ortami, klinik deney testlerinin, yeni ilaglar gibi bir¢ok tedavi
tiiriinlin, cerrahi veya radyasyon terapisinin kullanildigi tedavi yOntemine yeni
yaklasimlarin veya yeni bir tedavi kombinasyonunun arastirilmasini saglayacaktir.
Timor hiicrelerinin yavas veya hizli biiyiimesi, kan damarlarinin tiimér hiicrelerine
oksijenasyon ve besin saglayamamasiyla sonuglanarak tiimor i¢inde oksijen yetersizligi
veya hipoksik bolgelere yol agar. Giiniimiizde uygulanan geleneksel kanser tedavileri
kanser hiicrelerinin yani sira saglikli doku ve hiicrelere zarar verdigi ic¢in kanser

tedavisinde yeni tedavi yontemleri uygulanmaktadir (J. J. Wang vd., 2018).

Heterosiklik bilesiklerin kimyasal ve biyolojik g¢alismasi, tibbi kimyada uzun
stiredir ilging bir alan olmustur. (Li vd., 2014) Tiyazoller, aromatik bes iiyeli
heterosikllerin en yogun arastirilan siniflarindan biridir. ilk olarak 1887'de Hantzsch ve
Weber tarafindan tanimlanmistir. Sirastyla -1 ve -3 pozisyonlarinda kiikiirt ve nitrojen
heteroatomlar1 i¢eren bu bes liyeli halka sistemi, bircok dogal iiriinde yer almaktadir

(Breslow, 1958).

Sentezdeki ¢ok yonliiliigli ve genis farmakolojik etkileri nedeniyle, bu cekirdek
tibbi kimyada dikkat ¢ekerek bircok dogal ve sentetik bilesikte cok hedefli bir yapi

iskelesi gorevi gormiistiir (de Siqueira vd., 2019).

N
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Sekil 1.2. 1,3 Tiyazol Biyolojik Profilleri

Tiyazol bazli bilesikler; kinaz inhibitori, tibiilin/mikrotiibtil inhibit6rleri, HIF
degredasyonu indiikleyicileri olarak gorev yaparlar (de Siqueira vd., 2019). Kinaz sinyal
yolaklarinin, proliferasyon, hayatta kalma, hareketlilik, metabolizma, anjiyogenez ve
antitiimor immdiin yanitlarindan kaginma dahil olmak {izere timor biyolojisinin ayirt edici
fenotiplerinin gogunu yonlendirdigi gosterilmistir (Gross vd., 2015). a- ve B- tiibiilin veya
mikrotiibiillerin polimerleri, organellerin hareketi, hiicre i¢i tagima, hiicre sekli olusumu

ve bakimi dahil olmak {izere hiicrelerde birgok rolii bulunur (Aylett vd., 2011).

Bu tez ¢alismasinin amaci, kanser tedavisinde, saglikli hiicrelere zarar vermeden
veya en az zararla tedavinin miimkiin olabilmesi i¢in, sentezlenen 2-hidrazinotiyazol
tiirevi bilesenlerin A549 insan akciger adenokarsinomu hiicreleri tizerindeki sitotoksik,
apoptotik ve antikanser etkilerinin ve gen ekspresyonlarinin in vitro olarak arastirilmasi
hedeflendi.



2. KAYNAK BILGIiSi
2.1. Kanser ve Biyolojisi

Degisen metabolizma, kanserin ayirt edici 6zelligidir. Hemen hemen tiim kat1 ve
hematolojik malignitelerde tiimoriin yasamini devam ettirebilmesi i¢in metabolik yollar
tiimdre spesifik bir sekilde degistirilir ve tomiiriin hizla yayillmasina ve biiyiimesine sebep
olur. Bundan dolay1 kansere metabolik bir hastalikta denilebilir (Nagarajan vd., 2016).

Timor, islevsel amaci olmayan ve bitisik hiicrelere veya organlara veya viicudun
diger kistmlarma yayilma potansiyeli olmayan hiicrelerin anormal biiyiimesidir. Iyi huylu
tiimorler metastaz yapmadig icin tiim tiimorler kansere sebep olur denilemez. insanlari
etkileyen bir¢ok kanser tiirii vardir ve kanser hiicreleri, gelisimin erken bir agsamasinda
higbir belirti veya semptom gdstermez (Smith vd., 2007). lyi huylu tiimériin nedenleri
cok net degildir ve genetik bozukluklar, sagliksiz beslenme aliskanliklari, mesleki stres,
radyasyona maruz kalma ve/veya toksin alimi gibi enfeksiyon veya iltihaplanma vb.
nedenlerden kaynaklanabilir. Tiimdriin sistemik semptomlari, dogrudan veya metastatik
yayillma ile ilgisi olmayan etkiler nedeniyle ortaya cikar. Yaygin olarak goriilen
semptomlar aciklanamayan kilo kaybidir; ates, yorgunluk hissi, cilt durumundaki
degisiklikler vb (J. J. Wang vd., 2018).

Kanserin metastaz formu, orijinal biiylime konumundan yakin bdlgelere komsu
hiicrelere veya dokulara bolgesel lenf diiglimlerine lenfatik yayilmayla veya kan yoluyla

viicudun cesitli bolgelerine hematojen yayilma yoluyla yayilir (Wong ve Hynes, 2006) .

Kanser hiicresinde genel olarak gozlenen ozellikler; hiicrenin ¢ogalmasi, ilag
direnci olusturup hiicre O6liimiine direnmesi, biiyiime baskilayicilarindan kagmasi,

anjiyogenezi indiiklemesi, metastaz yapmasidir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

Kanser hiicrelerinin bagisiklik sistemini etkisiz hale getiren bir se¢im siirecinden
gectigi giderek daha belirgin hale geldi. Kanser hiicreleri doniistime ugramis hiicrelerdir.
Birgok kanser dokusu ¢ok karmasik dokulardir. Bir kanserin beslenmeyle, sigara
kullaninmiyla ve baska bircok faktorle degistirilebilen fenotipik davranisi, tamamen
genetik profiline degil, konagin genotipine ve giris yoluna gore de degisiklik gosteren
konakg faktorlere de bagli olabilir (Cree, 2011).



2.2. Akciger Kanseri

Kiiresel olarak, akciger kanseri erkeklerde en yaygin kanser ve kansere bagh
Olimlerin 6nde gelen nedenidir ve iiglincli en yaygin kanserdir (meme ve kolorektal
kanserlerden sonra) ve kadinlarda kanser dliimlerinin (meme kanserinden sonra) ikinci
onde gelen nedenidir (Mao vd., 2016).

Akciger kanseri, yilda 1,37 milyon 6liimle sonuc¢lanan kansere bagli en yaygin
oliimdiir (Ferlay vd., 2010). Bunun nedeni biiyiik 6lgiide baslangigta asemptomatik
olmasi ve tipik olarak ileri asamalarda kesfedilmesidir. Diigiik doz bilgisayarli tomografi
(LDCT) ile akciger kanseri taramasinin mortalite agisindan bir faydast oldugu yakin
zamanda gosterilmistir ve bu uygulamanin uygulanmasi giderek artmaktadir.
Stiphelenildiginde, akciger kanseri teshis edilmeli ve asamalandirilmalidir ve bu siirece
yardimci olacak yeni yonergeler vardir (Komagata vd., 2018).

Birincil akciger kanserlerinin birgogu akciger karsinomudur ve kiigiik hiicreli
akciger karsinomu (SCLC) ve kii¢iik hiicreli olmayan akciger karsinomu (NSCLC) olarak
iki gruba ayrilirlar. SCLC, epitel ve noroendokrin hiicrelerden ¢ogalan kiigiik tiimor
hiicrelerinden olusan ve agresif seyreden bir noro-endokrin tiimordiir. Bu tip akciger
kanseri, kotii prognozludur ve sigara tiiketimi ile gii¢lii bir sekilde iligkilidir. Bu
tiimorlerin hizli yayilmasi nedeniyle SCLC'li hastalar nadiren ameliyat edilir (Rekhtman,
2010).

NSCLC, akciger kanseri vakalarinin yaklasik olarak % 80'ini olusturur ve skuaméz
hiicreli karsinom (SCC) , adenokarsinom (AdC) ve biiyiik hiicreli karsinom (LCC) olmak
tizere lig alt tipi vardir (Sun vd., 2007).

Bircok AdC vakasi sigara dumant ile iligkilidir ve totalde tiim akciger kanserlerinin
%20'sini olusturur. Fakat yine de, sigara igmeyenler ve kadinlar arasinda, AdC ¢ogu
durumda goriiliir. SCC ise akciger kanseri vakalarini %30'unu olusturur (Witschi, 2001).

SCC, normalde solunum epitelinde bulunmayan, ancak tiitiin dumaninin bir sonucu
olarak metaplastik degisiklikle glandiiler veya sekretuar hiicrelerden ortaya ¢ikan c¢ok
katmanli skuamoz hiicrelerden kaynaklanir (Belinsky, 2004; Sun vd., 2007).

2.2.1. Erken baslangic gosteren akciger kanseri

Ortalama olarak 60-70 yaslarn akciger kanserinin baslama yaslar1 oldugu tahmin
edilmektedir. Tiim vakalarin %10'undan az1 erken yasta akciger kanseri gelistirir (51

yasin altinda) (Rosenberger vd., 2008). Sigara igmek de bu grup i¢in en dénemli risk
5



faktoriidiir, ancak histolojik tip, cinsiyet dagilimi ve genetik yatkinligin erken baslangich

akciger kanseri hastalarinda farkli oldugu gosterilmistir (Kreuzer vd., 1998).

Risk ¢alismalari, matriks-metaloproteinaz 1 (MMP1), Glutatyon S transferaz mul
(GSTM1) ve Sitokrom P 450 (CYP450) genlerindeki SNP'lerin hastaligin erken
baslangici ile iliskili oldugunu belirlemistir. (M. Timofeeva vd., 2010; M. N. Timofeeva
vd., 2009) Ek olarak, geng¢ akciger kanseri hastalarinda yapilan risk ¢alismalari, birinci
derece akrabalarda kanser varsa, ebeveyn veya bir kardes akciger kanserinden

etkilenmisse daha da yiiksek bir risk gostermistir (Bromen vd., 2000; Kreuzer vd., 1998).

2.2.2. Akciger kanseri risk faktorleri

Eksojen noxae (sagliga zararli herhangi bir sey), akciger kanserinin gelisiminde
belirleyici bir role sahiptir -6zellikle sigara dumani solunmasi. Akciger kanseri
gelistirilmesi %90 oraninda bu sebebe baglanir (AJ vd., 2007). Sigara birakildiktan sonra
akciger kanserine yakalanma riski zamanla azalir. Diger ilgili etiyolojik faktorler ise
cesitli kimyasallara maruz kalinmasidir. Bunlar asbest, kromat, arsenik, polisiklik
hidrokarbonlar (katran ve kurum iginde) ve nikel olabilir. Her iki durumda da akciger
kanseri vakalarinin lokal olarak kiimelenmesine neden olabilir. Akciger kanserlerinin %9
ila %15'inin sigara i¢imi disinda nedenlere sahip oldugu tahmin edilmektedir. Bir akciger
kanserinin karsinogenezinin on yillar 6ncesine dayandigi diisiiniilmektedir. Bu siire
zarfinda, etkilenen hiicreler molekiiler diizeyde ¢ok sayida degisiklige ugrar ve bu da
sonunda istilaci olarak biiyiiyen bir akciger karsinomuna yol agar (Hammerschmidt ve
Wirtz, 2009).

2.2.3. Akciger kanserinde gozlenen klinik bulgular

Akciger kanserine sahip olan hastalarin ¢ogu zaman tanida semptomatik olduklari
goriilmiistiir. Birincil tiimorler bu semptomlara neden olabilir (6rn., Oksiiriik, hemoptizi);
uzak metastazlar (6rnegin, kemik agrisi) toraks i¢i yayilma. Bu semptomlar, timor
kaynakli anormal hormon iiretiminin veya viicudun tiimore tepkisinin bir sonucudur ve
dogrudan tiimor veya metastaza atfedilemez. Akciger kanseri olan hastalarin yaklasik
%10'u bir paraneoplastik sendrom ile bagvurur ve bu oran SCLC'li hastalarda daha
yiiksektir (Latimer ve Mott, 2015).



Parmakta ¢omaklasma ve hemoptizi akciger kanseri olasiligimi ciddi derecede
artiran semptomlardir. Istahsizlik, kilo kayb goriilmesi, gogiis veya kaburga agrisi, nefes
darlig1, yorgunluk ve kalic1 6ksiiriik akciger kanserinde gozlenen diger semptomlardir

(Hamilton vd., 2005).

2.2.4. Akciger kanserinin tanisal olarak degerlendirilmesi

Akciger kanserinin tanisal olarak degerlendirilmesi, taninin histolojik olarak
dogrulanmasini, timoriin evrelemesini ve tedavi secenckleri bakimindan hastanin
fonksiyonel durumunu igeren bir analiz olmalidir. Ozellikle kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanserinde, tedavinin 6nemli yonleri dogru evrelemeye ve hastanin fonksiyonel
durumunun dogru degerlendirilmesine baghidir. Akciger kanserinin evrelenmesi igin

uluslararasi bir evreleme sistemi kullanilmaktadir (Hammerschmidt ve Wirtz, 2009).

Molekiiler testler 6nemli miktarda doku gerektirir. Molekiiler testler, skuamoz
hiicreli tiimorleri olan hi¢ sigara igmeyenlerde de standarttir ve bu tiir hastalarda bol
miktarda doku daha gerekli hale gelir (Rivera vd., 2013). Kiigiik veya periferik yerlesimli
akciger kanserleri i¢in bu zor olabilir (Latimer ve Mott, 2015).

2.2.5. Akciger kanseri tedavi yontemleri

Lokal terapi yontemleri cerrahi ve radyoterapidir. Sistemik terapi yontemi olarak,
geleneksel kemoterapi ve giderek yayginlasan hedefe yonelik tedaviler (molekiiler
diizeyde tiimore spesifik yapilari etkileyen) kullanilmaktadir. Akciger kanseri tedavisinde

radyoterapi ve kemoterapi ayni vea verilebilir (Hammerschmidt ve Wirtz, 2009).

2.3. Genetik ve Kanser

Istisnalar haricinde kanserler tekli somatik hiicrelerden ve onlarin soylarindan
olusur. Olusan hiicrelerde genetik veya epigenetik degisiklikler gozlenir. (Nowell, 1976).
Sonugta normal olan1 gbz ardi edebilecek bir hiicre popiilasyonu gelisir, ¢ogalmay1 ve
bolgeyi kontrol eden kansere doniisiir (Ponder, 2001).

Timor olusumuna neden olan genetik degisikliklerin karmasik hiicresel aglarin
olusumuna nasil yol ag¢tigin1 ve biyolojik siire¢ ¢esitliligini indiikledigini anlamak igin,

kanser genetigine iliskin son aragtirmalar, kanserli ve normal dokular arasindaki
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molekiiler farkliliklarin tanimlanmasina odaklanmastir (Futreal vd., 2004; Hornberg vd.,
2006). Bununla birlikte transkripsiyonel olarak tanimlanan aday kanserlerin ekspresyon
seviyeleri, polimeraz zincir reaksiyon PCR (RT- qPCR) gibi molekiiler yontemler
araciligiyla deneysel dogrulama gerektirir. Bugiine kadar, kanser arastirmacilar1 agirlikl
olarak GAPDH ve p-aktin referans genlerini dahili referans kontrolleri olarak
kullanmiglardir, ¢iinkii mRNA ekspresyon seviyeleri bircok farkli hiicre ve dokuda
yiiksek ve sabit olarak belirlenmistir (Eisenberg ve Levanon, 2013; Zhu vd., 2008).

Tiimor karyotipleri nadiren normaldir ve cogu hem say1 hem de yap1 bakimindan
birden fazla anormallik gosterir. Bu kanser kavrami i¢in ilk dogrudan kanit, kanserde
onkogenlerin ve gen transkripsiyonunun diizenlenmesinin Onemini ortaya c¢ikaran
l6semilerde ve lenfomalarda tiimoére 6zgii translokasyon g¢alismalarindan geldi, kanser
hiicresi kromozomlarinin giderek artan sekilde rafine edilmis analizleri, kronik miyeloid
l6semide 9 ve 22 numarali kromozomlar arasindaki translokasyon gibi spesifik ve
tekrarlayan genomik anormalliklerin belirli kanser tiirleri ile iligkili oldugunu gosterdi.
Genetik yatkinlik bazi kanser gesitleri igin yiiksek risk teskil eder. Yaklasik son on yilda,
bu tiir kalitsal kanserler i¢in 30'dan fazla mutant gen klonlandi. Bu genlerin ¢ogu tiimor
baskilayic1 genler digerleri ise DNA tamir genleri veya onkogenlerdir. Timor
baskilayicilardan bazilar1 transkripsiyonu diizenler bazilari ise sinyal iletim yolaklarinda
aktivite gosterir. Elde edilen bu bilgiler kanserin tedavisinde ve olugmasini dnlemede
alternatif yeni yollar bulunmasina 11k tutuyor (Alfred G. Knudson, 2002; Krontiris ve
Cooper, 1981; Shih vd., 1981).

2.3.1. Akciger kanserinde genetik yatkinhk

Sigara dumanina maruz kalmak akciger kanseri vakalarinda ana sebebi
olusturmaktadir. Bununla birlikte, ¢cok fazla sigara tiiketenlerin %10-15 gibi kiigiik bir
kisminin akciger kanseri gelistirdigi goz Oniline alindiginda, kisiler arasi varyasyonlar,
genetik veya epigenetik gibi ek faktorlerin de bireysel hastaliga yakalanma riskini

etkileyebilecegini diistindiirmiistiir (Hung vd., 2008; Y. Wang vd., 2008).

2.3.2. Kanserde Genler

Kanserde normal hiicrelere kiyasla hizla cogalma, biiyiime gibi 6zellikler tasiyan

genlerin tanimlandigi goriilmistiir. Bu genlerin tanimlanmasi ve karakterizasyonu, timor
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viriisleriyle ilgili calismalardan kaynaklanmustir. Ozellikle, neoplastik transformasyonun
molekiiler yonlerine ve dolayisiyla normal hiicre proliferasyonuna ve farklilasmasina
iliskin essiz bilgiler saglayan onkogenik retroviriislerin ¢alismalar1 olmustur (Torry ve
Cooper, 1991).

2.3.2.1. Proto-onkogenler

Timor hiicresi gen ekspresyon programlari tipik olarak proto-onkogenlerin
kodlama dizisini veya ekspresyonunu degistiren somatik mutasyonlar tarafindan
yonlendirilir ve hasta genomlarinda bu tir mutasyonlar1 tamimlamak, kanser
genomiklerinin ana hedefidir. Proto-onkogenlerin diizensizligi siklikla transkripsiyonel

giiclendiricileri bu genlerin yakinligina getiren mutasyonlari igerir (Hnisz vd., 2016).

Proto-onkogenler, birgok proteini kodlar bunlar; biiyiime faktorleri, tirozin kKinaz
aktivitesine sahip biiytime faktorii reseptorleri, serin\treonin kinazlar, sinyal iletiminde
diizenleyici proteinler, reseptdr olmayan tirozin kinazlar ve transkripsiyon faktorleridir.
Kodlanan bu proteinler apoptozda, hiicrenin biiyiimesi ve farklilasmasinda 6nemli roller
tistlenirler. Viral onkogenler, hiicresel proto-onkogenler ve doniismeyen retroviriislerin
genomu arasindaki rekombinasyonla ortaya ¢ikar. Gen amplifikasyonu, nokta mutasyonu
ve translokasyon gibi yeniden diizenlemelerle proto-onkogenler kansere yol acan

onkogenlere doniistiirtilebilir (Veerson vd., 1992).

2.3.2.2. Onkogenler

Onkogenler, tiimor biiylimesinin temel siirticti giicleridir. Kanseri harekete gegiren
cesitli mekanizmalar tanimlanmis olmasina ragmen, onkojenlerin kanser hiicrelerinde
metabolik kaliplar1 sekillendirmedeki rolii heniiz takdir edilmeye baslanmistir.
Onkogenlerin metabolik sinyal yolaklarini ve metabolik enzimlerini dogrudan

diizenledigi yapilan son ¢alismalarla bildirilmistir (Nagarajan vd., 2016).

Akciger kanserinde onkogenez mekanizmalari, son 20 yilda biiyiik 6l¢iide desifre
edilmistir. KRAS, ALK ve EGFR genlerinin yeniden diizenlenmesi mutasyonlari torasik
(gogis ile ilgili) onkoloji alaninda goriilen temel onkogenik etkenlerdir. Cogunlukla
adenokarsinomlarda bildirilmislerdir. Bununla birlikte, son zamanlarda yeni molekiiler
hedefler vurgulanmistir: BRAF mutasyonlari, HER2 ve PIK3CA ve ROS1 ve RET gibi

yeni translokasyonlar. Terapotik stratejiler, aralarinda monoklonal antikorlar ve tirozin-
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kinaz inhibitorleri bulunan bu sinyal yollarini inhibe etmek igin tasarlanmistir (Calvayrac
vd., 2017).

Onkogenleri (1) biliylime faktorleri, (2) biiyiime faktorii reseptorleri, (3)
transkripsiyon faktorleri, (4) sinyal doniistiiriiciiler ve (5) programlanmis hiicre 6liimii
diizenleyicileri olmak iizere proto-onkogenlerin protein iiriinlerinin 6zellikleri dikkate

alinarak siniflandirmak miimkiindiir (Pierotti vd., 2017).

2.3.3. Tiimor baskilayici genler

1969'da Knudson, sporadik ve kalitsal retinoblastomasinin gelisiminin kinetigine
dayanarak ilk olarak tiimor baskilayict genlerin (TBG'ler) varligini tahmin etti. 1986'da
retinoblastoma 1 (RB1) geninin basarili bir sekilde klonlanmasiyla desteklenen
karsinogenez igin “2 vuruslu” bir model 6nerdi (Knudson, 1971). Klasik olarak, timor
baskilayici genlerin inaktivasyonu, yalnizca genin her iki kopyasi da kayboldugunda bir

fenotipe yol agacaktir (Friend vd., 1986).

Kanserde, bir TBG'in bir kopyasinin inaktivasyonunun ardindan genin kalan
kopyasmin kaybi ve ardindan tiimor fenotipinin ortaya ¢ikmasi gerekir. Kinzler ve
Vogelstein, TBG'lerin 2 kategoriye ayrildigini 6ne siirdiiler: "bekg¢i" genleri ve "bakict"
genleri (Kinzler ve Vogelstein, 1997). Bekg¢i genleri, hiicrelerin biiyiime veya boliinme
dongiileri boyunca nasil ilerleyecegini kontrol ederken, bakici genleri genomun
biitlinliigiinii korur. Bu 2 gen sinifi arasindaki ayrim, terapi yaklagimlar1 gelistirmek i¢in
kritiktir. Su anda, hemen hemen tiim molekiiler hedefli tedaviler, kinazlar gibi
onkogenlerin inhibitérleridir. Kinaz inhibitorleri, bugiine kadar gelistirilen en basarili
kanser ilac1 siniflarindan biri olmustur. Sezgisel olarak, hiperaktive edilmis bir onkogeni
inhibe etmek, inaktive edilmis bir TBG'nin islevini eski haline getirmekten daha basit

goriinmektedir (Morris ve Chan, 2015).

Stiriici genler, mutasyona ugradiklarinda hastalik siirecine katkida bulunduklar
sekilde siniflverrilir. Timor baskilayicilar, mutasyonlar (veya bazi durumlarda epigenetik
susturma) fonksiyon kaybina (LOF) neden oldugunda kanserin gelismesine katkida
bulunur. Bu genlerdeki degisiklikler genellikle molekiiler olarak resesiftir, burada genin

her iki kopyas1 da hastaliga neden olmak igin bir LOF kusuru gerektirir (Islam, 2017).
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TP53, insan kanserlerinin %30 ila %50'sinde mutasyona ugramistir, 6zellikle
yumurtalik, akciger, kolorektal, bas ve boyun, pankreas, rahim, meme ve mesane

kanserinde yiiksek yayginlik (> %50) gosterir (Cerami vd., 2012).

2.3.3.1. p53 fonksiyonu

p53 normalde sitoplazmada bulunur ve hiicresel stres iizerine ¢esitli kinazlarla
dogrudan veya dolayli fosforilasyonun ardindan ¢ekirdege transloke olur. Fosforile
niikleer p53 bir tetramer olusturur ve Fas, Bax, Bim, Noxa ve PUMA gibi hem 6lim
reseptoriine hem de mitokondriyal yollara aracilik eden gesitli pro-apoptotik proteinlerin
ekspresyonunu destekleyen bir transkripsiyon faktorii olarak islev goriir. Ek olarak,
MOMP'yi yoneten Bcl-2 ailesi proteinlerini diizenleyerek sitoplazmik monomerik p53 ile
de modifiye edilebilir. Burada p53, mitokondriye transloke olur. p53 aracili apoptozda
intrinsik (ig¢sel) yol temel rolii oynar, buna karsilik p53 ekstrinsik (digsal) yolu da
diizenleyebilir. Bcl-2 ailesini kontrol etmenin yaninda p53, Apaf-1 ve kaspaz-6

ekspresyonunu da tegvik eder ve bu da apoptozla sonuglanir (Liu vd., 2017).

2.3.4. Genomik ve akciger kanseri

Akciger kanserinde geleneksel tedavi karari, histoloji siniflandirmasina
dayanmaktadir. Onkogenik ozelliklere sahip ve bu nedenle AdC'de tedavi i¢in hedef
olarak uygun olan en yaygin siiriici mutasyonlari, vakalarin %5-15'ini olusturan
Epidermal biiyiime faktorii reseptoriinde (EGFR) ve Kirsten sican sarkomu viral onkojen
homologunda (KRAS) goriiliir. AdC'nin %5'inde goriilen diger iyi tantmlanmis genetik
anormallikler, ekinoderm mikrotiibiil ile iligkili protein benzeri 4 (EMLA4) ve anaplastik
lenfoma kinaz (ALK) flizyon geni, dstrojenle iligkili reseptor beta tip 2 (ERRB2), NRAS,
v-raftir. Murin sarkom viral onkogen homologu Bl (BRAF), fosfatidilinositol-4,5-
bifosfat 3-kinaz, katalitik alt birim alfa (PIK3CA), met proto-onkojen (MET) ve kaderin
ile iliskili protein beta 1 (CTNNB1) mutasyonlar1 (Pao ve Girard, 2011; Seo vd., 2012).

SCC'nin genomik goriiniimiinde oOnemli bir fark oldugu ortaya cikmistir
(Hammerman vd., 2012). Ornegin, KRAS, EGFR mutasyonlar1 ve ALK yeniden
diizenlemeleri, AdC'ye kiyasla nadirdir ve bunun yerine ERBB genleri, Fibroblast
biiyiime faktorii reseptorii 1 (FGFR1), tirozin kinaz DDR2 ve JAK/STAT yolu, SCC'deki
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mutasyonlar veya amplifikasyonlar tarafindan siklikla degistirilir. Bu, alt tipe 0zgii
degisikliklerin akciger kanserinde tedavi kararlarinda 6nemli bir rol oynadigim
gostermektedir. Sigara icenler, igmeyenlere gore 10 kat daha yiiksek mutasyon oranina
sahiptir. BRAF, JAK2, JAK3, TP53 ve uyumsuzluk onarim genlerindeki mutasyonlar
sigara i¢cmeyle giiglii bir sekilde iliskiliyken, EGFR, ROS1 ve ALK yeniden

diizenlemeleri hig sigara igmeyenlerde de goriinmektedir (Govindan vd., 2012).

2.3.4.1. Bityiime faktorleri

Biiyime faktorleri, belirli bir biiylime faktoriine yanit vermek igin belirli bir
reseptore sahip hedef hiicrelerin proliferasyonunu uyarmak i¢in hiicre dis1 sinyaller
olarak islev goren ve salgilanan polipeptitlerdir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Simian
sarkom viriisiiniin sis onkogeninin incelenmesi sonucu retroviral onkogenler ve biiylime
faktorleri arasinda baglanti oldugu goriilmiistiir. Ik olarak bir maymun fibro-
sarkomundan retroviriis izolasyonu yapildi ve sekans analizi sis onkogeninin, PDGF'nin
beta zincirini kodladigin1 gosterdi. Bu kesif, uygun olmayan bir sekilde ifade edilen
bliylime faktorlerinin, reseptorlerini yapisal olarak aktive edebilecegi, kendi kendine
devam eden anormal hiicre ¢gogalmasina ve dolayisiyla onkogen olarak islev gormesine

neden olabilecegi ilkesini ortaya koydu (Heldin, 2012).

2.3.4.2. Biiyiime faktorii reseptorleri

Viral onkogenlerden bazilari, intrinsik tirozin kinaz (TK) aktivitesi gosteren normal
bliylime faktorii reseptorlerinin degistirilmis ¢esitleridir. Reseptdr tirozin kinazlar
(RTK'ler), bu biiyiime faktorii reseptorleri topluca bilindigi i¢in, li¢ ana alandan olusan
karakteristik bir protein yapisina sahiptir: (1) hiicre dis1 ligand baglama alani, (2) zar gegis
alan1 ve (3) hiicre i¢i TK katalitik alan.

RTK'lar, sinyal molekiillerinden aldiklart bilgiyi hiicre zarinda bastan sona iletirler.
Bir biiyliime faktoriiniin reseptoriiniin hiicre dis1 ligand baglama alanina baglanmasi,
genellikle dimerizasyondan sonra hiicre i¢i TK katalitik alanimin aktivasyonu ile
sonuglanir ve esas olarak mitojen tarafindan temsil edilen RTK ile fiziksel olarak
etkilesime giren asag1 akis proteinlerinin aktivasyonuna yol acar. Esas olarak mitojenle
aktive olan protein kinazlar (MAPK'lar) yolu, PI3BK-AKT ekseni ve STAT proteinleri ile

temsil edilir. Bu yollar, spesifik RTK'ya bagli olarak farkl sekilde aktive edilir ve genel
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olarak anormal hiicre ¢ogalmasma ve programlanmis hiicre Oliimiinden (apoptoz)
kagmaya neden olur. RTK listesi, genellikle timor tipine baghh olarak farkl
mekanizmalarla onkogenlere doniistiiriilebilen ERB B1, ERB B2, MET, RET, ROS, ALK
ve TRK'y1 igerir (Pierotti vd., 2017).

2.3.4.2.1. Epidermal biiyiime faktorii reseptorii

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR; erbB-1; HER1), ERBB tirozin-kinaz
reseptor ailesine aittir (Hynes ve Lane, 2005). EGFR geni, tirozin kinaz aktivitesine sahip
olan bir transmembran glikoproteini kodlar. Spesifik bir liganda baglandiktan sonra
EGFR, konformasyonel degisiklik ve fosforilasyona ugrar, bu da digerlerinin yan1 sira
PISBK/AKT, RAS/ERK ve JAK/STAT gibi hiicre hayatta kalmasi ve proliferasyonunda
rol oynayan c¢esitli yollarin aktivasyonuna yol acar (Henson ve Gibson, 2006).
1980'lerden itibaren, yapilan klinik ¢alismalar sonucunda akciger kanserinde, 6zellikle
adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinomda artan EGFR

ekspresyon seviyeleri gézlenmistir (Hirsch vd., 2003; Ohsaki vd., 2000).

2.3.4.3. Sinyal doniistiiriiciiler

Mitojenik sinyallerin iletimi, sinyal iletim kaskad: ile hiicre yiizeyindeki reseptor
tirozin kinazlar ile saglanir. Bu bilgi aktarimi, kismen sitozoldeki etkilesen proteinlerin
asamali1 fosforilasyonu ile gergeklestirilir. Sinyal iletimi ayrica guanin niikleotid baglayict
proteinleri ve adenilat siklaz sistemi gibi ikinci habercileri igerir. Bir¢ok proto-onkogen,
sinyal iletim yollarinin iyeleridir ve reseptér olmayan protein kinazlar ve guanozin
trifosfat (GTP) -baglayic1 proteinler olarak iki ana gruptan olusur. Reseptor olmayan
protein kinazlar, TK'lar (6rn., ABL, LCK ve SRC) ve serin/treonin kinazlar (6rn., RAF-
1, MOS ve PIM-1) olarak alt smniflara ayrilir. GTP baglayan proteinler, monomerik ve
heterotrimerik olarak iki ayr1 gruba boliinmiistiir. Monomerik GTP baglayan proteinler,
RAS proto-onkogen ailesinin iiyeleri olan HRAS, KRAS ve NRAS’tir. Proto-onkogen
olan heterotrimerik GTP baglayan proteinler (G proteinleri), GIP ve GSP'yi igerir. Sinyal
doniistiirticiiler genellikle, kontrolsiiz hiicresel proliferasyona ve diizenlenmemis

aktivitelerine yol agan mutasyonlarla onkogenlere doniistiirtiliir (Pierotti vd., 2017).
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2.3.4.4. Transkripsiyon faktorleri

Transkripsiyon faktorleri, hedeflenen genlerin veya gen ailelerinin ekspresyonunu
diizenleyen, hiicre disindaki sinyalleri gen ekspresyonu ile modiile edilmis degisikliklere
doniistiiren siyal iletiminin son baglantisidir. Ornek olarak ERB A, FOS, ETS, MYB,
JUN ve C-MYC verilebilir (Pierotti vd., 2017).

MY C proteinleri (c-MYC, N-MYC ve L-MYC), gen promoterlerinde giiglendirici
kutu (E-box) sekanslarina baglanan transkripsiyon faktorleridir ve transkripsiyonu aktive
edebilir veya baskilayabilir, bdylelikle hiicresel transformasyon ve tiimor bliylimesinin

cesitli yonlerini kontrol eder (Nagarajan vd., 2016).

2.3.4.5. Akciger kanserinde siklin-bagimh kinazlar ve siklinler

Sikline bagimli kinazlar (CDK'ler), hiicre dongiisii devam etmesinin, hem malign
hem de normal hiicrelerde 6nemli diizenleyicileridir. CDK'ya bagli yolaklarin
deregiilasyonu, hem kii¢iik hiicreli olmayan hem de kiigiik hiicreli akciger kanserinde
yaygin olarak bulunur ve bu diizensizlikler, klinik fayda icin yararlanilabilecek
zayifliklar1 gostermektedir. Akciger kanserinde hiicre dongiisli diizensizdir. Akciger
kanserinde ilk tanimlanan tiimor siipresor gen RB genidir ve bu genin inaktive olmasi
akciger karsinogenezi ile sonucglanir. RB fonksiyonu kaybi, SCLC'lerin %90'indan
fazlasinda gozlenir ve vakalarin ¢ogunda, RB'nin inaktivasyonu, bir allel kaybindan ve
kalan allelin inaktivasyonundan kaynaklanir. Aksine, NSCLC'lerin %210-50'sinde
anormal RB1 ekspresyonu ve daha kiigiik bir alt kiimede RB2'de mutasyonlar meydana
gelir. Gl'den S fazina gecis, pl6 ve siklin D1 dahil olmak iizere gesitli yukar1 akis
diizenleyiciler araciligiyla CDK4/6-siklin D kompleksi tarafindan RB'nin fosforilasyonu

ile diizenlenir.

Invazif olmayan bronsiyal epitelyal lezyonlarda yiiksek seviyelerde siklin D1
proteini bulunur, bu da siklin D1 asir1 ekspresyonunun akciger karsinojenezinde erken bir
olay oldugunu disiindiiriir. Yiiksek seviyelerde pl6 ekspresyonu NSCLC'de artmis
hayatta kalma ile iligkilendirilirken, siklin D1'in asir1 ekspresyonu, sonug¢ iizerinde
celigkili etkilerle iliskilendirilmistir. Siklin E akciger tiimorlerinde yiiksek oranda
gozlenir ve overekspresyonun fare modellerinde displaziye ve akciger karsinomuna yol

act1g1 yapilan ¢aligmada bildirilmistir (Qin vd., 2020).
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2.4, Kanserde Hiicre Oliim Yolaklariin incelenmesi

Kanser ve diger hastaliklar icin efektif tedavilerin gelistirilebilmesi i¢in hiicreyi

Olime gotiirebilecek yollarin anlagilabilmesi gerekmektedir.

2.4.1. Otojayji

Otofaji, memeli hiicrelerinde farkl tiirleri olan kendi kendini sindiren bir siiregtir.
Makrootofaji, genellikle otofaji olarak adlandirilan baskin bir formdur. Otofaji, besin
acligi, hiicre i¢i patojenlerin yok edilmesi ve hasarli organellerin bozulmasi gibi gesitli
faaliyetlerde yer alir. Otofaji, biiyiik organelleri ve protein agregalarini pargalamak i¢in
benzersiz bir mekanizmadir. Bu nedenle, otofaji hiicre homeostazini koruyabilir ve stresli
kosullar altinda hiicrenin hayatta kalmasini saglayabilir. Otofajinin ¢ok islevli rolleri, hem
uyarlanabilir hem de zararli sonucglar i¢in potansiyelini kullanir. Otofajinin islev
bozuklugu, mikrobiyal enfeksiyon, ndrodejenerasyon ve kanserojenez gibi insan
hastaliklarinda patojenik bir rol oynar (K. Wang, 2015). NSCLC'de otofaji ve apoptozun
etkilesimi karmagiktir. Aslinda, otofaji, karsinogenezde iki ucu keskin bir kili¢ gorevi
gortir. Bir taraftan otofaji, stresli tiimor hiicrelerinde Bcl-1, PI3K, AKT ve mutant p53
gibi asir1 protein yikimini onleyebilen farkli onko-proteinler tarafindan daima inhibe
edilir. Ote yandan, otofajinin kalic1 aktivasyonu, otofajik programlanmis hiicre dliimiine
veya apoptoza neden olur. Otofaji, genellikle endoplazmik retikulum ve mitokondri
arasindaki temas bolgelerinde bulunan izolasyon membrani olusumuyla baglar. Otofajik
yolun sonraki asamalari, vezikiill uzamasi, otofagozom olgunlagmas: (yiikiin

sekestrasyonu), otofagozom-lizozom fiizyonu ve degradasyonu igerir (Liu vd., 2017).

2.4.2. Nekroz

Apoptozun aksine, nekroz, hiicrenin islevini yerine getiremeyecek kadar siddetli bir
sekilde ani bir sokla (radyasyon, 1s1, kimyasallar, hipoksi vb.) hasar gordiigii, enerjiden
bagimsiz bir hiicre 6liimii bigimidir. Hiicre, ¢cevresi ile homoeostazi siirdiirmede basarisiz
oldugu i¢in genellikle siserek (onkoz olarak bilinen bir siire¢) yanit verir. Apoptoza karsi
bir kars1 nokta olarak nekrozun bu tanimi yararli bir kavramdir, ancak nekroz genellikle
ortamdaki hiicresel fragmanlarin varligi ile hiicre kiiltiiriinde bir son nokta durumu olarak

gozlendiginden, ¢ogu durumda bir hiicre kiiltiirli ortaminda su sekilde aciklanmaktadir:
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Nekroz genellikle apoptotik govdeleri biitlinliigiinii yitirmis ge¢ apoptotik hiicrelerin
kalintilaridir (D’ Arcy, 2019).

2.4.3. Apoptoz
Apoptoz kelimesi ilk olarak 1972 tarihli bir makalede Kerr, Wyllie ve Currie

tarafindan morfolojik olarak farkli bir hiicre 6liimii tiiriinii tanimlamak i¢in kullanilmistir.
Apoptoz, bir hiicrenin biiylimesini ve boliinmesini durdurdugu ve bunun yerine, igerigini
cevreleyen ortama dokiilmeden hiicrenin kontrollii 6liimiiyle sonuglanan bir siirece
girdigi siiregtir ve programlanmus hiicre 6liimii olarakta bilinir. Apoptozun baslamasi igin,
bir dizi sistein-aspartik proteazin yani kaspazlarin aktivasyonu gereklidir. Sonug,
cevreleyen dokulara minimum zarar vererek hiicrelerin viicuttan temizlenmesidir.
Hiicrelerin apoptoza gidememesi ve sonug olarak viicutta hasarli hiicrelerin birikmesi,
cesitli kanser tiirlerine neden olur. Bu nedenle, etkili kemoterapotik ajanlarin
gelistirilmesinde 6liim yollarinin anlasilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Son zamanlarda
apoptozun bir dizi alt tipi oldugu ve apoptoz, nekroz ve otofaji arasinda bir Ortiisme
oldugu netlesmistir (D’Arcy, 2019).

Apoptoz siireci, ¢cok hiicreli organizmalar i¢inde olduk¢a korunur ve genetik olarak
kontrol edilir. Apoptoz, bir dizi hiicre i¢i sensor yoluyla hasar tespit ettiginde intrinsik yol
olarak bilinen bir mekanizma ile hiicrenin kendisi tarafindan baslatilabilir. Apoptozun
iki temel yolu vardir bunlar, ekstrinsik 6liim reseptor yolunu ve intrinsik mitokondri
yolunu igerir. Bu yollar hatali hiicreleri viicuttan uzaklastirmak, saglikli hiicreleri ise

korumak i¢in birbirleriyle sinerjik olarak ¢aligir. (D’ Arcy, 2019).

2.4.3.1. Kaspaz ailesi

Kaspazlar iki gruba ayrilir: bir sinyale yanit olarak ilk etkinlestirilen baslatici
kaspazlar (kaspaz-2, -8, -9 ve -10) ve apoptozun yikim asamasini gerceklestiren
uygulayici kaspazlar (kaspaz-3, -6 ve -7). Birgok geleneksel kanser terapisi, bu kaspazlari
dolayli olarak devreye sokarak kanser hiicresinden kurtulmak i¢in apoptozu indiikler. Gen
terapisi yaklagimlari ve hiicrede halihazirda mevcut olan kaspazlarin dogal inhibitdrlerini
baskilayan kiigiik molekiiller kullanilarak bireysel kaspazlart spesifik olarak aktive
edenler dahil olmak iizere yeni terapotik uygulamalar tasarlanmistir. Bu tiir yaklagimlarin
maksimum klinik etkinlige sahip olmasi i¢in, bu kaspazlarin apoptotik olmayan rollerine

iliskin yeni kavrayislar dikkate alinmalidir. Apoptozdan kagilmasi kaserin ayirt edici
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ozelliklerinden bir tanesidir. Bu sebeple giiniimiizde var olan tedaviler kaspaz yollarini
hedefleyerek bu sorunun ¢oziilmesini amaglamaktadir. Kaspaz islevlerine iligkin ortaya
cikan kavrayislar ve kaspazlar1 dogrudan hedeflemeye dayanan yeni tedavi stratejileri
bazi umutlar vaat etmeye basliyor. Kaspazlar aktive edildikten sonra, hiicreyi iceriden
ayirmak i¢in bir dizi yapisal ve diizenleyici proteini parcalarlar. Bunlarin sonucunda
apoptozun ayirt edici Ozellikleri olan plazma membraninin kabarmasi, DNA
pargalanmasi, niikleer yogunlagsmasi goézlenir. Memeli kaspaz proteaz ailesinin ve
apoptotik hiicre oOliimiindeki rollerinin tanimlanmasi, Caenorhabditis elegans geni
Ced3'iin nematodda apoptoz i¢in gerekli oldugunun kesfedilmesiyle miimkiin olmustur.
Ced3 geninin protein iriinii klonlandiginda ve dizilendiginde, memeli sistein proteaz
kaspaz-1'e homolog oldugu ve daha sonra interlokin-1 donistiiriicii enzim (ICE) olarak
bilindigi belirlendi. Su anda bilinen 14 tane memeli ve 12 tane insan kaspazlar1 vardir.
Apoptoz ile sonuglanan kaspaz aktivasyonunun iki ana yolu, intrinsik yol ve ekstrinsik
yol olarak adlandirilir, ¢iinkii bunlar genellikle sirasiyla hiicrelerin disindan veya hiicre

icinden gelen streslere bagl olurlar (Boice ve Bouchier-Hayes, 2020).

2.3.4.2. Intrinsik (i¢sel) yolak

Metabolik stres, DNA hasari, endoplazmik retikulum stresi gibi hiicresel streslerle
aktive edilen intrinsik yolak, kanser tedavisinde kemoterapétik ajanlar kullanilarak
devereye sokulur. Bu uyarilar mitokondri tizerinde birleserek mitokondriyal dis zar
gegcirgenligine (MOMP) ve mitokondriyal zarlar arasi bosluktan sitokrom c¢'nin sitozole
salinmasina yol agar. Sitozole girdikten sonra, sitokrom ¢, APAF1'e baglanarak molekiilii
acan konformasyonel bir degisiklige neden olur. dATP veya ATP varliginda, APAF1
daha sonra APAFI1 apoptozomunu olusturmak i¢in oligomerlesir. Buna karsilik,
apoptozomlar, uygulayic1 kaspazlar -3 ve -7'yi ayirarak kaspaz kaskadini siirdiiren
kaspaz-9'u aktive eder. Kaspaz-3'i pargalayabilmek i¢in kaspaz-9'un apoptozoma bagh
kalmas1 gerekir ve kaspaz-9'un p35 / pl17 alt birimlerine boliinmesi apoptozomdan

ayrismayi indiikler (Boice ve Bouchier-Hayes, 2020).

Mitokondriden salinan faktorlere bagl olan bu apoptoz gesiti pozitif veya negatif
bir yoldan baglatilabilir. Eger hiicrenin yakin ¢evresinde hormonlar, sitokinler ve biiylime
faktorleri yoksa negatif sinyallerle baslatilir. Puma, Noxa ve Bax gibi hiicre i¢indeki pro-

apoptotik molekiiller bu sinyaller olmadan normalde inhibe halde bulunur ve bu sinyaller
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ile aktif hale gelir ve apoptozu baslatir. Toksinler, hipoksi, radyasyon, viriisler reaktif
oksijen tiirleri ve ¢esitli toksik ajanlara maruz kalmak pozitif sinyalleri icerir, ancak
hipoksi bazi hiicrelerde (noétrofiller gibi), hiicrenin hayatta kalmasini saglayabilir
(D’Arcy, 2019).

I¢sel apoptotik yol pro-apoptotik iiyelerden (Bax, Bak, Bad, BCL-Xs, BID, Bik,
Bim, HRK, Noxa ve PUMA gibi) olusan Bcl-2 ailesi proteinleri ve anti apoptotik iiyeler
(BCL-2, BCL-X., BCL-W, Bfl-1 ve MCL-1 gibi) tarafindan sik1 bir sekilde diizenlenir
(Liu vd., 2017) .

2.3.4.2.1. BCL-2 ailesi

BCI-2 ailesi, apoptozdaki rolii nedeniyle uzun siiredir tanimlanmistir. 1980'lerde B
hiicreli lenfoma baglaminda BCL-2'nin ilk kesfinin ardindan, o zamandan beri bir dizi
homolog protein tanimlanmistir. Bu hastalikta 14 ve 18. kromozom arasindaki bir
kromozomal translokasyon, t (14:18), BCL-2 transkripsiyonunun artmasina neden olur
ve bu da kanserli hiicrelere bir hayatta kalma avantaji saglar. BCL-2 homoloji (BH)
alanlari, aile iiyelerinin birbirleriyle etkilesimlerini kolaylastirir ve pro- veya anti-
apoptotik islevi gosterebilir, aile iiyelerinin etkilesimini kolaylastirdiklar icin alt aile
kategorilerinin merkezi olarak kabul edilir. Bu proteinler; anti-apoptotik, yalnizca BH3
(pro-apoptotik) ve "uygulayic1" (pro-apoptotik) proteinler olarak 3 alt aileye
smiflandirilir. BH3, apoptotik aktivitesinin yani sira anti-apoptotik BCL-XL ve BAK'in
etkilesimi i¢in hayati oldugu gosterildiginden 6nemli bir alan olarak vurgulanmistir. BH3
alani, BCL-2 iiyelerinin etkilesime girebilecegi hidrofobik bir cebin dogru katlanmasi i¢in
hayati Oneme sahiptir. Sonug¢ olarak, BH3 alaninin nokta mutasyonlar1 veya
delesyonlarinin, bir dizi sadece BH3 (only BH3) proteininin pro-apoptotik aktivitesini

onemli dl¢iide azalttigi gosterilmistir (Warren vd., n.d.).

BCL-2 protein ailesinin islevsel oneminin bir 6zelligi de, biitiinleyici zar proteinleri

olma yetenekleridir ve bir diger 6nemli o6zelligi de iyon kanallari olusturmalaridir
(Siddiqui vd., 2015).

2.3.4.3. Ekstrinsik yolak (Dissal yolak)

Apoptozun Oliim reseptdrii yolu olarak da bilinen digsal yol, dogal 6ldiiriicii

hiicreler veya makrofajlar tarafindan 6liim ligandlari iirettiklerinde baslatilir; bu 6lim
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ligandlarinin hedef hiicre zarindaki 6liim reseptorleriyle baglanmasi tizerine, prokaspaz
8'in kaspaz 8'e aktivasyonu yoluyla dissal yolu indiikler. Oliim reseptérleri, tiimor nekroz
faktorii (TNF) siiper ailesinin tiyeleridir ve her 6liim reseptoriiniin ona karsilik gelen bir
6liim ligandina sahip oldugu birkag tiye icerir (D’ Arcy, 2019).

Dissal yol olarak adlandirilan ikinci bir yaygin apoptoz yolu, oliim reseptorleri
olarak bilinen hiicre zar1 proteinleri tarafindan baslatilir. Fas (fizyolojik ligandi FasL'dir),
timor nekroz faktorii (TNF) reseptorleri TNFR1 ve TNFR2 ve TNF-iliskili apoptoz
indiikleyici ligand (TRAIL) reseptorleri DR4 (6lim reseptorii-4) ve DR5 (6lim
reseptorii-5) pro-apoptotik 6liim reseptorleri arasinda bulunur.

Proapoptotik 6liim reseptorlerinin hiicre i¢i alanlari, 6liim alani olarak adlandirilan,
korunmus bir protein-protein etkilesim alanim igerir. Ligva baglanmasi iizerine, 6lim
reseptorleri hiicre zar1 ig¢inde trimerize olur ve kiimelenir (kapama olarak bilinen bir
fenomen). Bu iglemi, FADD gibi adaptor proteinlerinin ve kaspaz 8 ve kaspaz 10 gibi
baslatic1 kaspazlarin toplanmast izler.

Digsal yolda, baslatict kaspazlarin aktivasyonu, CASP8 ve FADD benzeri apoptoz
diizenleyici (genellikle FLIP olarak adlandirilir) tarafindan negatif olarak diizenlenir.
Baglatic1 kaspaz 8 ve 10'un aktivasyonu, efektor kaspazlarinin aktivasyonuna ve daha
sonra miristoillenen ve mitokondriye yer degistiren BID'nin bdliinmesine yol agar,

boylece sitokrom c'nin salinmasina katkida bulunur (Carneiro ve El-Deiry).

2.3.4.3.1. TNF (tiimor nekroz faktorii) ailesi

Timor nekroz faktorii (TNF), patolojik ve fizyolojik siireclere katki saglayan
onemli bir sitokindir. Immiin bozukluklarinda ve timér gelismesinde dnemli bir roller
tistlenir. TNF, tiimor hiicresinin nekrozuna (hiicrenin sigsmesi, organel yikimi ve son
olarak hiicre lizisini i¢eren bir siire¢) ve apoptoza (hiicre kiiciilmesini, yogunlagmis
cisimlerin olusumunu ve DNA parcalanmasini igeren bir siire¢) yol acar. Tiimor nekroz
faktorii (TNF) ailesi, TNF alfa (TNFa), TNF beta (TNFB), CD40 ligand (CD40L), Fas
ligve (FasL), TNF-iliskili apoptoz indiikleyen ligand (TRAIL) dahil en o6nemli
sitokinlerden bazilarini i¢erir. TNFa esas olarak makrofajlar tarafindan tiretilirken, TNF
esas olarak T lenfositleri tarafindan tiretilir (Chu, 2013).

Saflagtirllmis TNF veya TNF ifade eden hiicre hatlarinin kullanildigi deneyler,

yerlesik tiimor modellerinde TNF'nin tiimoér nekrozunu indiikleyebilecegini gosterir.
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Genel olarak, mevcut deneysel veriler, TNF'nin koti huylu hiicrelere kars1 en zayif
sitotoksik veya sitostatik oldugunu ve TNF ile indiiklenen apoptozun ilerlemesi igin agagi
akis TNF sinyal faktorlerini baskilayan metabolik inhibitorlerin varligmin gerekli
oldugunu gostermektedir. TNFR1 ve TNFR2, ¢ok sayida hiicre i¢i sinyal yoluna baglanir.
Dengeli olarak, TNF, NF-kB, RNA sentezi veya protein sentezinin inhibisyonu eslik
etmedigi siirece zayif bir apoptoz indiikleyicisidir. Daha sinirli bir hiicre alt kiimesinde
ifade edilen TNFR2, hiicre hayatta kalma, cogalmasi ve gogiinde yer alan yollar1 aktive
eder ve diizenleyici T hiicre fonksiyonunu modiile eder. Transmembran TNF'nin
multimerizasyonu (ylizeyde eksprese edilen reseptorlerin birlesmesinden veya iki
degerlikli antikorlara baglanmanin neden oldugu) ayrica TNF eksprese eden hiicrelerin
hiicre i¢i sinyallemesini (yani ters sinyalleme) indiikleyerek apoptoza, hiicre

aktivasyonuna veya sitokin baskilanmasina yol agabilir (Lebrec vd., 2015).

Tablo 2.1. Insan 6liim reseptorleri ve bunlara karsilik gelen ligandlar:

Oliim reseptorleri Oliim ligandlar1

TNF reseptor 1 (TNFR1) TNF

CD95 (ayrica Fas ve APO-1 olarak bilinir) CD95-ligand (CD95-L, ayrica Fas-L olarak
bilinir)

Oliim reseptorii 3 (DR3) TLIA

TNF-bagimli apoptoz indiikleyici ligve reseptor 1 ~ TRAIL (ayrica Apo2-L olarak bilinir)
(TRAIL-R1, ayrica DR4 olarak bilinir)

TNF-bagimli apoptoz indiikleyici ligve reseptor I  TRAIL (ayrica Apo2-L olarak bilinir)
(TRAIL-R2, ayrica DR4 olarak bilinir)
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.2. Kullanilan Bilgisayar Programlar:

Tablo 3.1. Kullanilan bilgisayar programlar

Isim Sirket
Chemdraw Ultra 12.0 PerkinElmer, Amerika Birlesik Devletleri
Mendeley Desktop Elsevier, Hollanda

Graphpad Prism 7

Amerika Birlesik Devletleri

3.1.3. Ekipmanlar

Tablo 3.2. Kullanilan ekipmanlar

isim

Sirket

Sogutmali santrifiij

Cok modlu mikroplaka okuyucu HTX Synergy
AFL

Telstar Bio Il Adevance Laminar Kabin
Etiiv

Otoklav

Dogrusal calkalayici

Otomatik mikropipetler

Pipetor

Vorteks

Steril CO; inkiibatorii

Ters mikroskop

Mr. Frosty

-80 dondurucu

Akis sitometri cihazi

Distile su cihazi

Erime Derecesi Cihazi: MP90 digital melting
point apparatus

1H-NMR: Bruker 300 MHz FT-NMR
Spektrometre

13C-NMR: Bruker 75 MHz FT-NMR
Spektrometre

Kiitle Spektrometresi (MS): Shimadzu LCMS-IT-

TOF system
Elemental analiz Leco 932 CHNS cihazi
7500 Real Time PCR System

Hettich Lab Teknoloji, Almanya
BioTek, Amerika Birlesik Devletleri

Thermo, Kanada

Heraeus, Almanya

Eryigit A.S., Tirkiye

Heidolph, Almanya

Thermo, FinnPet, Kanada

Starlab, Almanya

Heidolph, Almanya

Panasonic, Japonya

Leica, Almanya

Nalgene, Amerika Birlesik Devletleri
Nuaire, Amerika Birlesik Devletleri
Beckman Coulter CytoFLEX, Amerika Birlesik
Devletleri

Sartorius Stedim, Almanya

Mettler Toledo, Amerika Birlesik Devletleri

Bruker Bioscience, Amerika Birlesik Devletleri
Bruker Bioscience, Amerika Birlesik Devletleri
Shimadzu, Japonya

Leco, Amerika Birlesik Devletleri
Applied Biyosystem, Amerika Birlesik Devletleri
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3.1.4. Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeleri

Tablo 3.3. Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeleri

Isim

Sirket

10, 200, 1000 pl’lik mikropipet uglari
25 ve 75 cm?’ lik hiicre kiiltiir flasklart
12 kuyucuklu 5 mP’lik rezervuarlar

15 ve 50 ml’lik falkon tiipleri

10 mP’lik steril enjektor

6 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalar1
Flow tiipleri

25 u fitreler

1,5 ml’lik ependorf tiipler

Thoma lam1

A549 hiicre hatt1

L-929 hiicre hatt1

CCD-19 lu hiicre hatt1

MTT boyast (Thiazolyl Blue Tetrazolium
Bromide %98)

Fosfat tamponlu salin (PBS)
Fetal sigir serumu (FBS)
Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Penisilin-streptomisin ¢ozeltisi

Cis-Diamindikloroplatinum(Il)

Dulbecco's modified eagle medium (DMEM)

Tripsin-EDTA ¢ozeltisi
RPMI 1640 medium
Etil alkol

Lamel

Axygen, Birlesik Krallik

Greiner bio-one, Amerika Birlesik Devletleri
Isolab, Almanya

Isolab, Almanya

Hayat, Tiirkiye

TPP, Isvigre

Isolab, Almanya

Isolab, Almanya

Isolab, Almanya

Isolab, Almanya

ATCC, Amerika Birlesik Devletleri
ATCC, Amerika Birlesik Devletleri
ATCC, Amerika Birlesik Devletleri
Alfa Aesar, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya
PAN, Almanya
Sigma—Aldrich, Almanya

10.000 U/mL Penisilin / 10 mg/ml Streptomisin,
PAN, Almanya

Sigma Aldrich, Amerika
Sigma-Aldrich, Almanya
PAN, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Merck, Almanya

Isolab, Almanya

3.1.5. Kullanilan ticari kitler

Tablo 3.4. Kullanilan ticari kitler

Ismi

Sirket

Annexin V-FITC/PI apoptoz tayin kiti 1
PE aktif kaspaz-3 tayin kiti

Mitoscreen (JC-1) mitokondriyal membran
potansiyeli tayin kiti
Cell Cycle Dna igerigi kiti

BD Biosciences, Amerika Birlesik Devletleri
BD Biosciences, Amerika Birlesik Devletleri

BD Biosciences, Amerika Birlesik Devletleri

BD Biosciences, Amerika Birlesik Devletleri
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3.2. Metodlar
3.2.1. 2-Hidrazinotiyazol tiirevlerinin genel sentez yontemi
A-(Benziloksi)benzaldehitin genel sentez yontemi (1)

4-Hidroksibenzaldehit (0,04 mol, 5,0 g) ve benzil bromiir (0,049 mol, 5,9 mL), 250
mL dimetilformamit icerisinde potasyum karbonat (0,04 mol, 5,66 g) katalizorligiinde 3
saat kaynatildi. Reaksiyonun tamamlanmasi ince tabaka kromatografisi (ITK) ile kontrol
edildi. Reaksiyon tamamlanmis ise reaksiyon karigimi buzlu suya dokiilerek hedeflenen
maddenin ¢okmesi saglandi. Coken madde siiziiliip suyla yikandi. Kurutulduktan sonra

etanolden kristallendirildi.

2-(4-(Benziloksi)benziliden)hidrazinkarbotiyoamit genel sentez yontemi (2)
4-(Benziloksi)benzaldehit (0,03 mol, 6,36 g) ve tiyosemikarbazit (0,03 mol, 2,73 g)

etanol icerisinde 2 saat kaynatildi. Reaksiyonun kontrolii ITK ile yapildi. Céken kisim

stiziilerek alind1 ve alkolle yikandi.

2-(2-(4-(Benziloksi)benziliden) hidrazinil)tiyazol tiirevlerinin sentezi (3a-3j)
2-(4-(Benziloksi)benziliden)hidrazinkarbotiyoamit (0,001 mol, 0,3g) ve esdeger

orvea a-haloketon tiirevleri (0,001 mol) 5 saat boyunca oda sicakliginda karistirildi.

Reaksiyonun kontrolii ITK ile yapildi. Céken kisim siiziilerek alindi. Sonug iiriinler

alkolden kristalize edildi.
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Sekil 3.1. 2-Hidrazinotiyazol tiirevi bilesiklerin genel sentez yontemi. Reaksiyon kosullari: a. DMF,
K2COs, 300 °C, 3 saat. b. Tiyosemikarbazit, EtOH, 200 °C, 2 saat. c. a-haloketon tiirevieri,
EtOH, oda sicaklig, 5 saat.

Sekil 3.2. Sonug bilesiklerinin sentez semasi

3.2.1.1. 2-Hidrazinotiyazol bilesiklerine ait spektroskopik verilerin degerlendirilmesi
2-(2-(4-(Benziloksi)benziliden)hidrazinil)-4-(4-nitrofenil)tiyazol (3a)

E.n. 227-228°C, *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 5,15 (s, 2H, CHy), 7,06-
7,10 (m, 2H, Ar-H), 7,34-7,48 (m, 5H, Ar-H), 761 (dd, J1=2,77 Hz, J,=8,85 Hz, 2H, Ar-
H), 7,70 (s, H, Ar-H), 8.01 (s, H, N=CH), 8,08-8,12 (m, 2H, Ar-H), 8,25-8,29 (m, 2H,
Ar-H), 12,16 (brs, H, NH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) & 69,78 (CH,), 108,78, 115,66, 124,59,
123,77, 127,52, 128.26, 128,36, 128,93, 137,23, 141,17, 142,22, 146,62, 148,97, 159,88,
169,20.
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% Elementel analiz  : C23H18N4OsS igin
Hesaplanan :C,64,17; H, 4,21; N, 13,01,
Bulunan : C, 64,20; H, 4,23; N, 12,99.

HRMS (m/z): [M+1]*
Hesaplanan :431,1172
Bulunan :431,1183

2-(2-(4-(Benziloksi)benziliden)hidrazinil)-4-(4-florofenil)tiyazol (3b)

E. n. 206-207°C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 5,14 (s, 2H, CHy), 7,06-
7,09 (m, 2H, Ar-H), 7,23-7,28 (m, 3H, Ar-H), 7,34-7,47 (m, 5H, Ar-H), 7,60 (dd, J1=2,69
Hz, J,=8,84 Hz, 2H, Ar-H), 7,86-7,91 (m, 2H, Ar-H), 7,99 (s, H, N=CH), 12,05 (brs, H,
NH).

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) & 69,77 (CHz), 103.59, 115,76, 116,05,
127,65, 127,88 ve 127,99, 128,26, 128,3, 131,81, 137,24, 414,75, 149,89, 159,78, 160,42,
163,65, 168,89.

% Elemental Analiz : C23H1sFN3OS i¢in

Hesaplanan : C, 68,47; H, 4,50; N, 10,41;
Bulunan : C,68,44; H, 4,52; N, 10,42.
HRMS (m/z): [M+1]"

Hesaplanan : 404,1227

Bulunan : 404,1238

2-(2-(4-(Benziloksi)benziliden)hidrazinil)-4-(4-klorofenil)tiyazol (3c)

E. n. 213-214°C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 5,14 (s, 2H, CH_), 7,07
(d, J=8,51 Hz, 2H, Ar-H), 7,36-7,46 (m, 8H, Ar-H), 7,59 (d, 2H, Ar-H), 7,86 (d, J=8,43
Hz, 2H, Ar-H), 7,97 (s, H, N=CH).

B3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) & 74,52 (CH), 109,42, 120,40, 132,41,
133,02, 133,68, 133,84, 137,08, 138,78, 141,98, 146,56, 164,55, 173,67.
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% Elemental Analiz : C23H1gCIN3OS igin
Hesaplanan : C, 65,78; H, 4,32; N, 10,01,
Bulunan : C, 65,82; H, 4,31; N, 10,03.

HRMS (m/z) : [M+1]*
Hesaplanan : 420,0932;
Bulunan : 420,0932.

2-(2-(4-(Benziloksi)benziliden)hidrazinil)-4-(4-siyanofenil)tiyazol (3d)
E. n. 208-210°C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 5,13 (s, 2H, CHy), 7,04-
7,08 (m, 2H, Ar-H), 7,34-7,44 (m, 5H, Ar-H), 7,56-7,61 (m, 3H, Ar-H), 7,82-7,87 (m,
2H, Ar-H), 7,97-8,03 (m, 3H, Ar-H ve N=CH).
BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) & 74,52 (CH2), 112,54, 114,77, 120,38,
124,23, 131,33, 133,00, 133,67, 137,89, 141,95, 143,82, 147,06, 153,70, 164,62, 173,84.
% Elemental Analiz : C24H1gN4OS igin
Hesaplanan : C,70,22; H, 4,42; N, 13,65
Bulunan : C,70,20; H, 4,43; N, 13,67

HRMS (m/z) :[M+1]*
Hesaplanan :411,1274
Bulunan 1 411,1287

2-(2-(4-(Benziloksi)benziliden)hidrazinil)-4-feniltiyazol (3e)

E. n. 203-204°C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 5,15 (s, 2H, CHy), 7,05-
7,11 (m, 2H, Ar-H), 7,24 (d, J=7.06 Hz, H, Ar-H), 7,29-7,38 (m, 4H, Ar-H), 7,41-7,48
(m, 4H, Ar-H), 7.60-7.64 (m, 2H, Ar-H), 7,84-7,87 (m, 2H, Ar-H), 8,03 (s, H, N=CH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) & 69,76 (CH), 103,69, 115,66, 126,04,
127,53, 128,26, 128,40, 128,94, 129,11, 134,68, 137,22, 142,32, 159,87, 168,80.

% Elemental Analiz : C23H19N3OS igin

Hesaplanan : C,71,66; H, 4,97; N, 10,90;

Bulunan :C, 71,63; H, 4,95: N, 10,89.
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HRMS (m/z) :[M+1]*
Hesaplanan : 386,1322;
Bulunan : 386,1331.

2-(2-(4-(Benziloksi)benziliden)hidrazinil)-4-(4-metilfenil)tiyazol (3f)
E. n. 191-192°C, *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 2,33 (s, 3H, CH3), 5,15
(s, 2H, CHy), 7,05-7,11 (m, 3H, Ar-H), 7,23 (d, J=7.73 Hz, 2H, Ar-H), 7,34-7,49 (m, 6H,
Ar-H), 7,59-64 (m, 2H, Ar-H), 7,74 (d, J=8,08 Hz, H, Ar-H), 8,04 (s, H, N=CH).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) & 21,31 (CHs), 69,77 (CH.), 103,14, 115,65,
126,03, 127,47, 128,26, 128,41, 128,93, 129,37, 129,68, 131,76, 137,20, 137,56, 142,61,
159,91, 168,74.
% Elemental Analiz : C24H21N30S igin
Hesaplanan : C, 72,15; H, 5,30; N, 10,52
Bulunan :C,72,19; H, 5,29; N, 10,52

HRMS (m/z) : [M+1]*
Hesaplanan :400,1478
Bulunan : 400,1479

2-(2-(4-(Benziloksi)benziliden)hidrazinil)-4-(4-metoksifenil)tiyazol (3g)
E. n. 154-155°C, H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 3,79 (s, 3H, OCHs), 5,15
(s, 2H, CHy), 6.97 (d, J=8.87 Hz, H, Ar-H), 7,04-7,10 (m, 2H, Ar-H), 7,13 (s, H, Ar-H),
7,20-7,25 (m, H, Ar-H), 7,34-7,48 (m, 6H, Ar-H), 7.56-7.62 (m, 2H, Ar-H), 7,78 (d,
J=8,79 Hz, H, Ar-H), 8,00 (s, H, N=CH), 12,12 (brs, H, Ar-H).
B3C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) & 55,59 (OCHs), 69,76 (CH,), 101,74, 114,41,
115,64, 127,33, 128,27, 128,40, 128,93, 137,23, 141,83, 159,25, 159,78, 168,68.
% Elemental Analiz : C24H21N30:S igin
Hesaplanan : C,69.37; H, 5.09; N, 10.11
Bulunan : C,69.35; H, 5.12; N, 10.10.
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HRMS (m/z) : [M+1]*
Hesaplanan : 416.1427
Bulunan  :416.1430

2-(2-(4-(Benziloksi)benziliden)hidrazinil)-4-(2-naftil)tiyazol (3h)

E. n. 176-177°C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 5,16 (s, 2H, CH>), 7,10
(d, J=8.81 Hz, H, Ar-H), 7,35-7,44 (m, 3H, Ar-H), 7,48-7,54 (m, 5H, Ar-H), 7,63 (d,
J=8,78 Hz, 2H, Ar-H), 7,90-7,96 (m, 3H, Ar-H), 8,00-8,03 (m, 3H, Ar-H), 8,39 (s, H,
N=CH), 12,12 (brs, H, Ar-H).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) & 69,78 (CH,), 104.69, 104.74, 115.66,
124.40, 126.48, 126.92, 127.64, 128.27, 128.40, 128.57, 128.94, 132.52, 132.88, 133.61,
137.24, 141.86, 150.71, 159.81, 168.87.

% Elemental Analiz : C27H21N30S i¢in
Hesaplanan : C, 74,46; H, 4,86; N, 9,65;
Bulunan :C,74,42; H, 4,83; N, 9,67

HRMS (m/z) : [M+1]*
Hesaplanan :436,1478
Bulunan : 436,1480

Etil 2-(2-(2-(4-(benziloksi)benziliden)hidrazinil)tiyazol-4-il)asetat (3i)

E. n. 168-169°C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 1,22 (t, J=7,11 Hz, 3H,
OCH2CHs3), 3,78 (s, 2H, CH>), 4,12 (q, J1=7,11 Hz, J>=14,16 Hz, 2H, OCH2CHa), 5,17
(s, 2H, CH2), 6,87 (s, H, Ar-H), 7,12 (d, J=8,73 Hz, 2H, Ar-H), 7,35-7,49 (m, 5H, Ar-H),
7,72 (d, J=8.35 Hz, 2H, Ar-H), 8,29 (s, H, N=CH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-dg, ppm) & 14,53 (CH2CHa), 63,48 (CH2CHz), 69,84
(CH2), 72.99 (O=C-CHy-tiyazol), 107,18, 115,69, 126,59, 128,44, 128,94, 129,31,
137,08, 160,65, 169,61.

% Elemental Analiz : C2:H21N3OsS igin

Hesaplanan . C, 63,78; H, 5,35; N, 10,63
Bulunan : C, 63,81; H, 5,33; N, 10,64
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HRMS (m/z) : [M+1]"
Hesaplanan : 396,1376
Bulunan : 396,1382

Etil 2-(2-(4-(benziloksi)benziliden)hidrazinil)-4-metiltiyazol-5-karbosilat (3])

E. n. 174-175°C, *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 1,27 (t, J=7,7. Hz, 3H,
OCH,CHs3), 2,48 (s, 3H, CHs3), 4,20 (q, J1=7,08 Hz, J,=14,16 Hz, 2H, OCH,CHs), 5,16
(s, 2H, CHy), 7,09 (d, J=8,85 Hz, 2H, Ar-H), 7,35-7,49 (m, 5H, Ar-H), 7,64 (d, J=8,84
Hz, 2H, Ar-H), 8,08 (s, H, N=CH).

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-ds, ppm) & 14,77 (CH.CH3), 17,41 (CHs), 60,61
(CH2CHzs), 69,78 (CH>), 109,10, 115,66, 127,13, 128,27, 128,42, 128,82, 128,94, 137,17,
145,15, 160,26, 162.33, 169,42.

% Elemental Analiz : C21H21N30sS igin

Hesaplanan : C, 63,78; H, 5,35; N, 10,63
Bulunan : C,63,77; H, 5,36; N, 10,64.
HRMS (m/z) : [M+1]*

Hesaplanan : 396,137

Bulunan : 396,1371.

Tablo 3.5. Kullanilan bilesiklerin kodu

Lab Tezde/Makalede R R
kodu Kodu

GBSO-1 3a. 4-Nitrofenil H
GBSO-2 3b. 4-Florofenil H
GBSO-3  3c. 4-Klorofenil H
GBSO-4  3d. 4-Siyanofenil H
GBSO-5  3e. Fenil H
GBSO-6  3f. 4-Metilfenil H
GBSO-7  3g. 4-Metoksifenil H
GBSO-8  3h. 2-Naftil H
GBSO-9 3i. -CH,COOEt H
GBSO-10 3;j. -CHs -COOEt
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3.3. Kullanilan Maddelerin Hazirlanmasi
3.3.1. Sentez bilesiklerinin hazirlanmasi

Bilesiklerin tartimi, stok ¢dzeltinin konsantrasyonu 40 mg/ml olacak sekilde hassas
terazide de yapildi ve 500 ul DMSO (dimetilsiilfoksit) i¢cinde ¢ozdiiriildii. Bu stoklardan
sitotoksisite testinde kullanilmak tzere 250, 125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,8125, 3,9062,
1,9535, 0,9765 ve 0,4882 pg\ml konsantrasyonlari seyreltme diliisyonu yapilarak
hazirlver. Konsantrasyonlardaki en yiiksek DMSO oran1 %0,1 olarak kullanildi.

3.3.2. Sisplatin Hazirlanmasi

Bilinen bir kemoterapi ilact olan sisplatin deneylerde pozitif kontrol olarak
kullanildi. Deneyler i¢in 20 mg tartilarak hazirlandi ve 500 ul DMSO i¢inde ¢ozdiiriilerek
ana stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stoklardan sito-toksisite testinde kullanilmak tizere 250,
125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,8125, 3,9062, 1,9535, 0,9765 ve 0,4882 pg\ml
konsantrasyonlar1 seyreltme diliisyonu yapilarak hazirlandi. Konsantrasyonlardaki en
yiiksek DMSO oran1 %0,1 olarak kullanildi.

3.3.3. Calismalarda kullanilan hiicreler

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hatti (A549-ATCC® CCL-185™),
Normal fare fibroblast hiicre hatt1 (L-929 ATCC® CCL-1™) kullanildi. %10 fetal sigir
serumu, %1 penisillin/streptomisin, %1 L-glutamin ve %1 amfoterisin-B igeren RPMI-
1640 besiyerinde, %5 CO> inkiibatérde, %95 bagil nem’ de 37°C’ de kiiltiir ortaminda
cogaltildi. Kiiltlir kabt %70 oraninda hiicre yogunluguna ulastiginda ( ~ 2-3 giin) alt

kiiltiirlere ayrilarak biiylimesi saglandi.

3.4. Hiicrelerin Kiiltiir Ortaminda Cogaltilmasi ve Deneylere Hazirhk
3.4.1. Kullanilan materyallerin sterilizasyonu

Deneyler steril ve tek kullanimlik malzemeler ile yapildi. Cam ve metal olan
malzemelerin sterilizasyonu kapak kisimlar1 tamamen alimiinyum folyo ile kaplanacak

sekilde kuru hava sterilizatoriinde 200 °C de 2 saat bekletilerek, sivi olanlar ise 121 °C
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1,5 atm basing altinda 20 dakika boyunca otoklavda sterile edildi. Otoklavlanamayan
stvilar igin ise 0,25 w’luk filtreler kullanildi.

3.4.2. Hiicrelerin stoklanmasi ve pasajlanmasi

Hiicreler (A549, 1L929 ) gerektiginde kullanilmak iizere metabolik aktivitelerinin en
aza indigi -196 °C de stoklandi. Ilk olarak kullanilan media ortami uzaklastirild,
sonrasinda PBS ile yikandi ve tripsin ile hiicreler yiizeyden kaldirildi ve santrifiij edildi.
2 mI’lik viallere hiicre yogunlugu 1x10° hiicre\ml olacak sekilde aktarildi. Hiicreler hizla
donmaya bagladiginda artan ani ozmotik basingtan hiicreleri korumak i¢in kriyoprotektif
ajan olan DMSO 100 ul olarak viallere eklendi. Bir gece Mr.Frosty igerisinde -86 °C de
bekletildi ve ertesi giin s1vi azot tankina (-196 °C) alind.

Hiicreler gerekli olduklarinda sivi azot tankindan ¢ikarilarak hizlica ¢ézdiiriiliip
1200 rpm de 4 dakika santrifiij edilerek DMSO dan arindildi. Sonrasinda flasklara alinip
inkiibatore koyuldu 2-3 giine besi yeri ortami yenilendi. Flasktaki hiicre yogunlugu %70’e

gelince alt kiiltlirlere ayrildi.

3.4.3. Hiicre Sayimi

Deneylerden dnce hiicreler thoma laminda sayilarak kullanildi. Oncelikle hiicreleri
kiiltiire ettigimiz flask 1x PBS ile yikandi. Kiiltlir ortamina, hiicrelerin birbirleriyle ve
flaskin ylizeyiyle olan baglantilarin1 koparmak i¢in 1000 pl tripsin eklendi ve inkiibatorde
3-4 dakika beklendi. Sonrasinda tripsini inhibe etmek icin ekledigimiz tripsin miktarinin
4,5 kat1 kadar media eklenip santrifiij tlipline alind1 1200 rpm de 4 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda siipernatant dokiildii ve kalan pellete 1 ml media eklenip pipetaj
yapilarak hiicrelerin esit sekilde karigsmasi saglandi. Thoma lamimna 10 pl alinarak
belirlenen alandaki karelere ne kadar hiicre diistiigii mikroskopta tespit edildi ve asagidaki

formiile (3.1) gore hesaplama yapildi.
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Karelerde bulunan ortalama hiicre miktari x Belirtilen alanin hacmi x Toplam kare miktari

1 ml de istenen hiicre miktari (3 1)

3.5. Sitotoksisite Belirleme Testi
3.5.1. Mtt metodu ile hiicrelerin sitotoksisitelerinin analizin yapilmasi

Hiicre kiiltiiriindeki hiicreler igin proliferasyon ve canlilik deneyleri, biiyiik oranda
renksiz tetrazolyum tuzlarinin renkli formazanlara indirgenmesine dayanir. MTT, in vitro
hiicre canliligini, sitotoksisitesini ve proliferasyonu belirlemek amaciyla ¢alismalari igin
oldukga yaygin olarak kullanilan yontemlerden birisidir. MTT analizi, plakadaki kuyucuk
basina canli hiicre sayisi ile hiicre i¢i dehidrojenaz enzimleri tarafindan iiretilen formazan
miktar1 arasinda dogrusal bir iliski oldugu ger¢egine dayanmaktadir. MTT (3-4,5-
dimethylthiaol-2)-2,-5diphenyltetrazolium bromide) boyasinda bulunan tetrazolyum
halkasi, metabolik olarak aktif hiicrelerden gelen dehidrojenazlar tarafindan canli
hiicrelerin mitokondrilerinde formazan kristallerine indirgenir ve mor renkli bir renk
degisimi meydana gelir. Bu formazon kristalleri uygun bir ¢oziicli de ¢6ziiniir (Stockert
vd., 2018). Spektrofotometrik plaka okuyucuda okunur. Absorbans degerlerine gore
canlilik hakkinda yorum yapilabilir.

3.5.1.1. Yontemin uygulanmasti

Hiicreler 96°Iik plakalara her kuyucukta 1x10° kadar hiicre olacak sekilde ekim
yapildi. 24 saat inkiibasyona birakildi. Ertesi giin besi yeri degistirilerek kullanacagimiz
sentez maddelerin konsantrasyonlar: ile hiicreler muamele edildi. 24 ve 48 saat olacak
sekilde inkiibasyona birakildi. Belirtilen siirelerin sonunda plakadaki hacmin %10°u
kadar MTT boyasi eklendi. 2-4 saat arasinda inkiibasyona birakildi. Sonrasinda besi yeri
uzaklastirildi ve olusan formazan kristallerini ¢dozmek i¢in 100 ul DMSO eklendi.
Plakalar yaklasik 15 dk karanlik bir ortam olusturularak lineer ¢alkalayic1 kullanilarak
stispanse edildi. Sonrasinda 540 nm dalga boyunda, spektrofotometrik mikroplaka
okuyucu da okumast yapildu.
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Okunan absorbans degerleri canlilik degerleri olarak kabul edildi. Hiicrelerin %50 sinin
inhibisyonunu saglayan konsantrasyon degeri olan ICso Graphpad Prism 7 yazilimi

kullanilarak hesaplandi.

3.6. Akis Sitometri Cihazi ile Yapilan Deneyler

Calisma prensibi yiizeyde bulunan hiicre dis1 molekiilleri veya hiicre i¢indeki hiicre
ici molekiilleri hedefleyen boyalardan veya monoklonal antikorlardan tiiretilebilen,
arastirilan hiicrelerin 151k sagma 6zelliklerine baghidir. Bu yaklasim, akis sitometrisini

kisa siirede karmasik popiilasyonlarin ayrintili analizi i¢in giliglii bir ara¢ haline getirir

(Adan vd., 2017).

3.6.1. JC-1 boyama ile hiicrelerin mitokondriyal membran aktivitesinin belirlenmesi

Apoptoz, bir hiicrenin Sliimiine neden olan genetik olaylar igeren hiicresel bir
stirectir. Mitokondride birka¢ onemli olay meydana gelir ve bunlardan en Onemlisi
mitokondriyal transmembran potansiyelinin (A¥YM) kaybidir. Mitokondriyal membran
potansiyelinin yonii (organelin i¢ kismi elektronegatif olmak iizere), katyonlarin ice
dogru tasinmasini ve anyonlarin disa taginmasini saglayacak, boylece mitokondride
katyon birikimini tesvik edecek sekildedir. Bu elektrokimyasal gradyan, ATP'nin
sentezini yonlendirir. Bununla birlikte, apoptoz sirasinda, mitokondriyal gecirgenlik
gozeneklerinin agilmasi ve elektrokimyasal gradyan kaybi iliskili oldugundan AYM
azalir. Bu nedenle AYM, mitokondri hiicrelerinin apoptotik siirecine dogal olarak dahil
oldugundan hiicre sagligmin bir gostergesi olarak kullanilabilen mitokondriyal
fonksiyonun temel bir parametresidir. 5,5,6,6'-tetrakloro-1,1',3,3'tetraetilbenzimi-
dazoilkarbosiyanin iyodiir (JC-1) boyasinin kullanildig1 teknik, birden ¢ok hiicre tipinde
saglikli ve apoptotik hiicrelerde AYM'yi tespit etmek i¢in gelistirilmistir (Sivvezade vd.,
2019).

3.6.1.1. Yontemin uygulanmasi

Kit protokoliine gére adimlar uygulandi. Hiicre sayis1 1x10°® olacak sekilde 6’1
plakalara ekim yapildi ve 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Hiicreler hesaplanan ICso
dozlar1 ile 24 ve 48 saat muamele edildi. Bu siirenin sonunda plakadaki hiicreler
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kaldirilarak flow tiiplerine koyuldu 1200 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden
sonra siipernatant dikkatlice atild1 ve 1 ml soguk 1x PBS ile yikand tekrar santrifiijlendi
bu islem iki kere yapildi. Santrifiijden sonra slipernatant atildi1 pellete 1x assay buffer ve
JC-1 stok soliisyonu ile hazirlanan ¢alisma soliisyonundan 0,5 ml eklendi, yavasca pipetaj
uyguland: ve 15 dk inkiibatorde bekletildi. Bu siire sonunda 6nce 2 ml sonra 1 ml assay
buffer ile santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. En son 0,5 ml assay buffer eklendi

ve akim sitometrisinde analizi gerceklestirildi.

3.6.2. Annexin V-FITC/PI yontemi ile apoptotik etkilerin belirlenmesi

Saglikli hiicrelerin yiizeyi, plazma zarinin i¢ ve dis yaprakgiklarina asimetrik olarak
dagilmis lipidlerden olusur. Bu lipidlerden biri olan fosfatidilserin (PS) normal olarak
plazma zarinin i¢ yaprak¢igr ile sinirhidir ve bu nedenle sadece hiicre sitoplazmasina
maruz kalir. Bununla birlikte, apoptoz sirasinda lipid asimetrisi kaybolur ve PS, plazma
membraninin dis yaprak¢iginda agiga ¢ikar. 36 kDa'lik bir kalsiyum baglayici protein
olan Annexin V, PS'ye baglanir; bu nedenle, floresan etiketli Annexin V, apoptotik
hiicrelerin disinda maruz kalan PS'yi saptamak i¢in kullanilabilir. Annexin V ayrica
nekrotik hiicreleri de boyayabilir ¢iinkii bu hiicreler Annexin V'in tiim plazma
membranina erigmesine izin veren par¢alanmis membranlara sahiptir (Crowley vd.,
2016). Propidyum iyodiir (PI), 6li hiicreler tarafindan hapsedilen spesifik olmayan bir
DNA ara katmani maddesidir. PI boyamanin, apoptotik hiicreleri nekrotik ve canl
hiicrelerden, DNA fragmantasyonundan bagimsiz bir sekilde ayirt edebildigi de
gosterilmistir (Eray vd., 2001).

3.6.2.1. Yontemin uygulanmasi

Kit protokoliine gore adimlar uygulandi. Hiicre sayis1 1x10° olacak sekilde 6’1
plakalara ekim yapild1 ve 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Hiicreler hesaplanan ICso
dozlart ile 24 ve 48 saat muamele edildi. Bu silirenin sonunda plakadaki hiicreler
kaldirilarak flow tiiplerine koyuldu 1200 rpm de 4 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden
sonra siipernatant dikkatlice atild1 ve 1 ml soguk 1x PBS ile yikand tekrar santrifiijlendi
bu islem iki kere yapildi. Santrifiijden sonra silipernatant atilarak her flow tiipline 1x

olarak hazirlanan assay bufferdan 100 pl koyuldu ve yavasca pipetlendi. Sonra 5 pl
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Annexin-V ve 5 ul PI boyalari eklendi ve karanlikta 15 dk bekletildi. Bu siirenin sonunda
400 pl assay buffer eklenip analiz edildi.

3.6.3. Kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptotik etkilerin belirlenmesi

Kaspaz-3 efektor kaspazlardandir. Sitokrom c sitoplazmaya salininca apoptozomu
olusturan ve kaspaz-9'u aktive eden Apaf-1'e baglanabilir. Kaspaz-9 aktif olduktan sonra
kaspaz-3 ve kaspaz-7'yi dogrudan parcalayabilir ve aktive edebilir. Kaspaz-3'in
aktivasyonu, plazma membraninda kabarciklanma, kromatin yogunlagmasi, DNA
boliinmesi ve plazma membraninin hiicre dis1 tarafinda fosfatidilserin agiga ¢ikmasina

neden olur (Jiang vd., 2020).

3.6.3.1. Yontemin uygulanmasi

Kit protokoliine gore adimlar uygulandi. Hiicre sayis1 1x10° olacak sekilde 6’l1
plakalara ekim yapildi ve 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Hiicreler hesaplanan ICso
dozlar ile 24 saat muamele edildi. Bu siirenin sonunda plakadaki hiicreler kaldirilarak
flow tiiplerine koyuldu 1200 rpm’de 4 dakika santriflij edildi. Santrifiijden sonra
stipernatant dikkatlice atildi ve 1 ml soguk 1x PBS ile yikand: tekrar santrifiijlendi bu
islem iki kere yapildi. Santrifiijden sonra siipernatant atildi ve her tibe 500 pl
Cytofix/Cytoperm soliisyonundan eklendi ve 20 dk boyunca tiipler buzda bekletildi. Bu
slirenin sonunda tekrar santrifiij edildi. Siipernatant atilip her tiipe 500 pl Permwash
soliisyonu eklendi ve tekrar santrifiij edildi bu islem iki kere tekrarlandi. 100 pl 1x
Perm/Wash soliisyonu igerisine 20 ul antikor eklenerek hazirlanan ¢ozelti tiiplere eklendi
ve hiicreler 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda
santrifilij edildi stipernatant atildi ve 1 ml Permwash ¢6zeltisinden eklenip tekrar santriifiij

edildi. En son 0,5 ml Permwash eklendi ve analiz edildi.

3.6.4. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicre dongiisii dagilimini ve hiicre ¢ogalmasini degerlendirmek, hiicre biliylimesi

farklilasmasi, yaslanma ve apoptozu incelemek i¢in 6nemlidir. Bu, anti-kanser ilaglarinin
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terapotik etkinliklerinin degerlendirilmesinin yani sira, altta yatan temel mekanizmalari
arastirmay1 da miimkiin kilar. Hiicre dongiisii ilerlemesi sirasinda, ¢ogalan hiicreler, DNA
sentezi, hiicre boliinmesinin hazirlanmasi ve miiteakip mitoz siire¢leri i¢in sirayla G1 —
S — G2 — M fazlarmin bir gegisine maruz kalir. Belirli kosullarda hiicreler dinlenme
fazi denilen hiicrenin béliinmedigi GO fazina da girebilir. Bu faza giren hiicreler,
minimum diizeyde hiicre dongilisic mekanizmasina sahip olurlar ve hiicre
proliferasyonuna devam etmezler bunun yerine 6zel hiicresel islevleri siirdiirler. Hiicre
dongiisiinli analiz etmek i¢in en basit ve en eski yontem, hiicresel DNA igerigini tek bir
zaman noktasinda 6l¢gmektir. Bu, ti¢ farkli grup (yani, GO/G1, S ve G2/M fazi) arasindaki
hiicre dongiisii durumunun anlik goériintiisiinii gosterir. Fakat bu yontem ayrintili hiicre
dongiisii durumunu anlamak icin yeterli degildir ¢iinkii DNA igerigi tek basina GO
fazindaki dinlenme durumunda olan hiicreler ile G1 fazindaki hiicreleri birbirinden ayirt

edemez. Bunun i¢in ¢esitli boyalara ihtiyag vardir (Kim ve Sederstrom, 2015).

3.6.4.1. Yontemin uygulanmasti

Kit protokoliine gore adimlar uygulandi. Hiicre sayis1 1x10° olacak sekilde 6’ln
plakalara ekim yapildi ve 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Hiicreler hesaplanan ICso
dozlar ile 24 saat muamele edildi. Bu siirenin sonunda plakadaki hiicreler kaldirilarak
flow tiiplerine koyuldu 1200 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra
stipernatant dikkatlice atild1 ve 1 ml soguk 1x PBS ile yikandi tekrar santrifiijlendi bu
islem iki kere yapildi. Santrifiijden sonra siipernatant atildi ve 250 pl soliisyon A (tripsin
buffer) eklendi, tiip yavasca el ile sallandi ve 10 dk oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Bu siirenin sonunda tiipe 200 pl soliisyon B (tripsin inhibitdrii, RNaz buffer )
eklendi yavasca el ile sallandi ve oda sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakildi.
Sonrasinda 200 pl soguk, soliisyon C ( PI boya soliisyonu) eklendi. 10 dk karanlikta ve
buz iizerinde inkiibasyona birakildi, bu siirenin sonunda akis sitometri cihazinda analizi

gergeklestirildi.
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3.7. RT- PCR (Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Yontemi ile VEGF, AKT,
Bcl-2, Bax, CYD1, cMYC, ERK, pERK ve Housekeeping gen ifadelerinin
(ekspresyon) belirlenmesi

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), PCR reaksiyonunun her
dongiisii sirasinda amplifikasyon iiriinlerinin iiretimini izlemek i¢in floresan raportor
molekiilleri kullanir. DNA da bulunan ve dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin bir
bolgeyi enzimatik olarak ¢ogaltma prensibine dayanir. Basitligi, 6zgiilligii ve hassasiyeti,
yiikksek verim potansiyeli ve devam eden yeni kimyasallarin tanitimi, daha gilivenilir
enstriimantasyon ve gelistirilmis protokoller ile birlikte, RNA seviyelerinin saptanmasi
velveya karsilagtirilmasi i¢in gercek zamanli RT-PCR'yi kiyaslama teknolojisi haline

getirmigtir (Bustin vd., 2005).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), molekiiler patolojideki en 6nemli tekniklerden

biridir. PCR yardimu ile tekli veya hedef DNA pargalari bir¢ok kat biiyiitiilebilir
PCR'nin temel ilkeleri:
* Cift sarmal hedef DNA’ya, 1s1 uygulayarak tek sarmalli DNA'ya doniistiiriiliir.

« Iki oligoniikleotid ipligi veya primeri eklenir. Oligoniikleotid ipligi, tamamlayici

DNA ipligi ile 3' u¢larina baglanur.

* DNA zinciri DNA polimeraz (Taq polimeraz) yardimiyla genisletilir. Bu
polimeraz enzimi, DNA zincirinin uzamasini saglamak i¢in DNA'daki niikleotidleri

birlestirir.
* Dongti tekrarlanir.

Spesifik gen, 1s1ya dayanikli olan DNA polimeraz enzimi, bir ¢ift DNA primeri, ve

niikleotidler kullanilarak amplifiye edilir.
Adimlar:
* Denatiirasyon: Is1, ¢ift sarmalli DNA'y1 tek sarmalli DNA'ya boéler.

* Hibridizasyon: Ileri ve ters DNA primeri, her ayrilmis DNA zincirinin 3’

bolgesinde tamamlayict DNA zinciri ile baglanr.

37



* Uzatma: Isiya dayanikli DNA polimeraz (Taq polimeraz) enzimi niikleotitleri alir

ve DNA zincirini 3" ucundan 5’ yoniine uzatir.
Bu termal dongiiniin 25 kez tekrarlanmasi DNA iirtiniinii artirir.

Denatiirasyon, 94 °C: DNA’y1, tek iplikli hale getirmek i¢in 94 °C'ye 1sitilir. Bu

1sitma islemine her dongiide sadece 1-2 dakika verilir.

* Hibridizasyon, 54 °C: Sicaklik hizla sogutulur. Bu diisiiriilmiis sicaklikta, primer,
ilgili DNA bolgesi ile hizli bir sekilde hibride edilir. Taq polimeraz ile reaksiyon, primer
DNA sablon bolgesinde baslar.

» Uzatma, 72 °C.

* Tamamlayici niikleotidler, DNA'nin 3' - 5' ucundan eklenir. Her dongiide gen
sayisinda tstel bir artis olur. Her PCR'de en az 30 dongii denatiirasyon-hibridizasyon-

uzatma yapilir.

3.7.1. PCR'nin temel bilesenleri

Primerler: Primerler, aslinda hedef DNA'min her bir zincirinin 3' ucunun

tamamlayici iplikleri olan yapay olarak yapilmis DNA zincirlerinin kii¢iik pargalaridir.

DNA polimeraz (Taq polimeraz): Taq polimeraz, yeni olusan DNA zincirinin
uzamasini saglayan DNA polimeraz enzimidir. Hedef DNA'ya tamamlayici olan 3’
ucundaki DNA zincirine sirasiyla yeni niikleotidler ekler. DNA’y1 denatiire etmek i¢in
yiiksek sicaklik gereklidir ve normal DNA polimeraz bu sicakliga dayanamaz ve bozulur

bu yiizden yiiksek sikcaklikta ¢alisabilme 6zelligine sahip olan Taq polimeraz kullanilir.

Deoksintikleotid trifosfatlar (ANTP'ler): dATP, dCTP, dGTP ve dTTP'dir. Bunlar,
yeni olusan DNA zincirlerinin temel elemanlaridir. Tagq polimeraz, bu dNTP'leri

yakalayarak primerlerin terminal kismina baglar ve DNA zincirini uzatir.
Hedef DNA numuneden ekstrakte edilir.
» Tampon ¢ozelti: Reaksiyonun olusabilmesi i¢in optimum kimyasal ortami saglar.

* Magnezyum kloriir (MgClz): Taq polimerazin bir kofaktorii olarak aktivite gosterir.
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3.7.2. RNA izolasyonu

PCR analizine gegmeden once ilk basta RNA izolasyonu yapilmalidir. Bu
asamalarda A549 hiicre hatt1 kullanildz.

Kontrol grubu olarak sentez bilesiklerle muamele edilmeyen A549 hiicre hatlarinin
flasklar1 secildi. Deney grubu olarak ise A549 hiicre hatlarina MTT analizi sonuglarina
gore hesaplanan ICso dozlar1 verildi ve 24 saatlik inkiibasyona birakildi. RNA izolasyonu

kit protokoliine gore uygulandi.

Hiicreleri flask yilizeyinden kaldirmak i¢in Tripsin ile muamele edildi. Tripsini
inhibe etmek icin ise taze besiyeri kullanildi ve 15 ml’lik tiiplere konuldu ve santrifiij

edildi. Sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve PBS ile yikandi.

Hiicreler mikrosantrifiij tiiplerine sayilar1 1x10° olacak sekilde béliindii. 4 °C’de
2000 rpm’de santrifiij edildi siipernatant uzaklastirildi ve 100 ul Script RT-PCR numune
hazirlama reaktifi (sitoplazmik RNA'nin izolasyonu ve stabilizasyonu i¢in liziz tamponu)
eklendi. 30 saniye vortekslendi ve 15.000 rpm'de 2 dakika santrifiijlendi sonrasinda

stipernatant dikkatlice toplandi.

PCR analizi Bio-Rad’in IQ™ SYBR® Green Supremix veya IQ ™ siipermix’inde
verilen talimatlarina gore uygulandi. Islemler icin deney olarak kullandigimiz hiicre
hatlarimiza uygun Housekeeping gen olan Beta-Aktin geni secildi ve buna uygun

primerler kullanildi.

Kendi hiicre hatlarimizin analiz sonucunda etkin RNA miktarmi gérmek i¢in
sonuglar degerlendirilmis ve IScript RT-qPCR numune hazirlama reaktifi tarafindan
islenebilecek maksimum hiicre konsantrasyonunu belirlemek i¢in hiicre konsantrasyonun

loguna kars1 Plot Ct degerleri olarak ¢izilmistir.

3.7.3. Komplementer DNA (c-DNA) sentezi

RT-PCR analizi i¢in hem kontrol grubu hem de deney gruplarinin analizinde
kullanilmak tizere, A549 hiicrelerinden izole edilen RNA’lar kullanilarak komplementer

DNA (c-DNA) sentez edilmistir. c-DNA sentezi kit protokoliine uygun olarak yapildi.
2 ul’lik niikleaz igermeyen (DNA/RNA igermeyen) tiipler kullanild:.
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Deney grubu olarak ayrilan tiiplere 4 pl, 5x 1Script reaksiyon karigimi, 1 pl 1Script
revers transkriptaz, 7,5 ul RNA sablonu (1 pg RNA) ve 7,5 ul niikkleaz igermeyen su
(DNA-RNA Free water) eklendi. Toplam hacim 20 pl’ye tamamlandi.

Sonrasinda 6rnekler PCR cihazina yerlestirildi ve 25 °C’de 5 dakika, 42 °C’de 30
dakika, 85 °C’de 5 dakika ve 4 °C’de sonsuz olarak termal profil olusturuldu ve PCR
baslatildi.

Analiz sonunda ise tiipler real time kantitatif PCR’da kullanilmak igin 20 °C’de

muhafaza edildi.

3.7.4. Supermix, Tagman prob ve primerlerin hazirlanmasi

Hazirlama ve seyreltme islemleri, stipermix, Tagman problar1 ve primerlerinin
protokollerine gore gergeklestirildi. Supermix hazirlanirken liyofilize pelet seklindeki
tiipe 1 ml seyreltme ¢ozeltisi eklendi ve vortekslenerek 2x siipermix ¢ozeltisi hazirlandi.
Kullanilincaya kadar -20 °C'de saklandi. RT-PCR sirasinda, ekte bulunan primerler son

konsantrasyonlarin 0,5 uM (pmol / ul) olacak sekilde ayarlanarak ¢alisma tamamlandi.

3.7.5. Real-time kantitatif PCR analizi
RT-PCR analizi Bio-RAD SsoAdvancedTM Universal SYBR® Green Supemix kit

kontroliine gore gergeklestirildi. Antikor aracili sicak baslangi¢c Sso7d fiizyon polimeraz,
dNTP’ler MgClz, SYBR® Green I boya arttiricilar, stabilizatorler ve pasif referans

boyalariin bir karigimini igerir.

Tablo 3.6. RT-PCR bilesenleri

Bilesenler 20 pl reaksiyon bagina hacim  Final konsantrasyonu

SsoAdvancedTM Universal 10 pl 1x
SYBR® Green Supemix (2x)

Forward ve Reverse 1l 0,5 uM (pmol/ul)
Primerler

DNA template 7,5 ul 100 ng-100 fg
Nikleaz-Free H,O 1,5l

Total reaksiyon hacmi 20 pl
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SsoAdvancedTM Universal SYBR® Green Supermix ve diger dondurulmus
reaksiyon bilesenlerini oda sicaklifina getirildi ve giizelce karigtirildi, tiipiin dibinde
kalan ¢ozeltileri toplamak igin az bir siire santrifiijlendi, 1siktan korunarak muhafaza

edildi ve buz lizerinde saklandi.

DNA sablonu harig tiim gerekli bilesenleri eklendi, tiim qPCR reaksiyonlari i¢in

(buz lizerinde) yeterli reaksiyon karigimi hazirlandi.

Homojenligi saglamak ve her bir qPCR tiipline veya bir qPCR plakasinin
kuyucuklarma esit kisimlar dagitmak i¢in reaksiyon karisimi iyi bir sekilde karistirildu.

Biitiin bu islemler sirasinda pipetleme dikkatli ve iyi bir sekilde yapilmalidir.
Tiiplere veya kuyucuklara DNA numuneleri ve DNA-Free H>O eklendi.

Kuyucuklarin oldugu plaka veya tiipler optik olarak gegirgen bir filmle kapatildi
ve reaksiyon bilesimlerinin karigmasini saglamak icin 30 saniye vortekslendi. Hava
kabarcig1 kalmamasi ve reaksiyon karisimini kap altindan toplamak igin tiipler ve plaka

dondiirtildi.

qPCR tiiplerini veya plakasini RT-PCR’a yiikledikten sonra cihazin PCR

protokolii baslatildi veri analizi yapildi.
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4. SONUCLAR VE BULGULAR
4.1. MTT Analizi Sonuclari

4.1.1. Sisplatin ve sentezlenmis 2-hidrazinotiyazol tiirevli bilesiklerin A549 akciger

kanseri hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkileri

A549 hiicre hattina, sisplatin ve sentezlenen bilesikler 250, 125, 62,5, 31,25,
15,625, 7,8125, 3,90625, 1,953125, 0,97656 ve 0,48828 pg/ml konsantrasyonlar: ile
muamele edildikten sonra 24 ve 48 saatlik inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda
hiicreler MTT boyasi ile boyand: ve 3 saatlik inkiibasyona birakildi bu siirenin sonunda
ELISA Reader cihazinda 540 nm dalga boyunda okumasi yapildi. Hesaplamalar kontrol
canliligini %100 kabul ederek ve her kuyucuk igin ayr1 ayr1 yapildi. Sisplatin ve sentez
bilesiklerin 24 ve 48 saatlik etkilerinin ICso ve ICso2 degerleri Graphpad Prism 7 programi
kullanilarak hesaplandi. Deneyler 3’er kuyucuklu ve tekrarli olarak yapildi, pozitif

kontrol olarak sisplatin kullanildi. Tablo 4.1.’de MTT analiz sonuglar1 gosterilmistir.

Tablo 4.1. Sisplatin ve sentez bilesiklerinin A549 hiicre hattindaki 24. Ve 48. saatlerdeki 1Cso

konsantrasyon degerleri.

Uygulanan bilesik ve pozitif A549 hiicre hatt1 24. saat ICso ~ A549 hiicre hatt1 48. saat ICso

kontrol degerleri degerleri
Sisplatin 11,56+0,38 ug/mi 7,03+0,41 ug/mi
Bilesik-1 11,64+0,30 pg/ml 9,87+0,24 ug/ml
Bilesik-2 0,66+0,33 pug/ml 1,71+0,41 pg/ml
Bilesik-3 8,99+0,31 ug/ml 1,34+0,33 pg/ml
Bilesik-4 15+0,52 pg/ml 10,2+0,43 pg/ml
Bilesik-5 6,2+0,46 pug/ml 8,66+0,3 ug/ml
Bilesik-6 >250 pg/ml >250 pg/ml
Bilesik-7 1,62+0,37 pug/ml 1,48+0,34 ug/ml
Bilesik-8 1,32+0,42 pg/ml 0,87+0,39 pg/ml
Bilesik-9 2,85+0,41 pg/ml 1,14+0,37 pg/ml

Bilesik-10

>250 pg/ml

>250 pg/ml
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Sekil 4.1. A) Bilesik 1, B) Bilesik 2, C) Bilesik 4 tin MTT testi kullanilarak 24 saat ve 48 saat sonra

A549 hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri. Canlilik verileri ortalama + SD'dir (her

zaman noktasinda ve konsantrasyonda n

3). Bilesik 1, 2 ve 4 tarafindan A549

hiicrelerinde hiicre proliferasyonu inhibisyonu gézlendi. Tek yonlii Anova ile P <0.0001.
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[Sekil 4.1. (Devam) D) Bilesik 5’in MTT testi kullanilarak 24 saat ve 48 saat sonra A549 hiicre
proliferasyonu iizerindeki etkileri.] Canlilik verileri ortalama £+ SD'dir (her
zaman noktasinda ve konsantrasyonda n = 3). Bilesik 5 tarafindan A549

hiicrelerinde hiicre proliferasyonu inhibisyonu gézlendi. Tek yonlii ANOVA
ile P <0.0001.
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4.1.2. Sentezlenmis 2-hidrazinotiyazol tiirevli bilesiklerin L.-929 saghikl hiicre hatti

uizerindeki sitotoksik etkileri

L-929 hiicre hatlarina sentezlenen bilesikler 250, 125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,8125,
3,90625, 1,953125, 0,97656 ve 0,48828 ng/ml konsantrasyonlari ile muamele edildikten
sonra 24 ve 48 saatlik inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda hiicreler MTT boyas1
ile boyand: ve 3 saatlik inkiibasyona birakildi bu siirenin sonunda ELISA Reader
cihazinda 540 nm dalga boyunda okumasi yapildi. Hesaplamalar kontrol canliligini %100
kabul ederek ve her kuyucuk igin ayr1 ayri yapildi. Sisplatin ve sentez bilesiklerin 24 ve
48 saatlik etkilerinin 1Cso ve 1Cso2 degerleri Graphpad Prism 7 programi kullanilarak
hesaplandi. Deneyler 3’er kuyucuklu ve tekrarli olarak yapildi, pozitif kontrol olarak

sisplatin kullanildz.

Tablo 4.2. Sentez bilesiklerinin L-929 hiicre hattindaki 24. Ve 48. Saatlerdeki 1Csy konsantrasyon

degerleri.

Uygulanan bilesikler L-929 hiicre hatti 24. saat L-929 hiicre hatt1 48. saat
ICso degerleri 1Cso degerleri

Bilesik-1 >250 pg/ml 62,75+0,43 pg/ml
Bilesik-2 >250 pg/ml 31,77+0,28 pg/ml
Bilesik-3 6,1+0,39 pg/ml 14,04+0,3 pg/ml
Bilesik-4 >250 pg/ml 125+0,58 pg/ml
Bilesik-5 >250 pg/ml >250 pg/ml
Bilesik-6 24,85+0,53 pg/ml 12,16+0,44 png/ml
Bilesik-7 11,45+0,5 pg/ml 9,78+0,35 ug/ml
Bilesik-8 7,96+0,36 ug/mi 6,17+0,26 png/ml
Bilesik-9 6,76+0,44 ug/mil 17,63+0,43 pg/ml
Bilesik-10 3,24+0,42 pg/ml 8,35+0,52 pg/ml
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Sekil 4.2. A) Bilesik 1, B) Bilesik 2, C) Bilesik 4 ’iin MTT testi kullanilarak 24 saat ve 48 saat sonra

L929 hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri. Canlilik verileri ortalama + SD'dir (her

zaman noktasinda ve konsantrasyonda n = 3). Tek yonlii Anova ile P <0.0001.
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[Sekil 4.2. (Devam) D) Bilesik 5’in MTT testi kullanilarak 24 saat ve 48 saat sonra 1929 hiicre
proliferasyonu iizerindeki etkileri] Canlilik verileri ortalama + SD'dir (her

zaman noktasinda ve konsantrasyonda n = 3). Tek yonlii Anova ile P <0.0001.

4.1.3. A549 hiicre hattinin 1.929 hiicre hattina gore selektivite indeksi

Bilesiklerin MTT analiz sonuglarina gore selektivite indeksi belirlenmektedir.
Bunu belirlemek i¢in saglikli hiicre ile yapilan deneyin ICso degeri, kanserli hiicrenin ICsg

degerine boliiniir. Selektivite indeksi igin 24. saat 1Cso degerleri alinmigtir.

Tablo 4.3. 24. Saat ICso degerlerine gore A549 hiicre hattinin L-929 hiicrelerine gore selektivite
indeksi. (Selektivite indeksi (S.1) =Saglikli hiicre ICso degeri / Kanserli hiicre ICsq degeri)

Hiicreler Bilesik Bilesik  Bilesik  Bilesik  Bilesik  Bilesik  Bilesik  Bilesik
11Cso 2 1Cxo 3 1Cs0 4 1Cso 5 1Cso 6 1Cs0 7 1Cs0 8 ICso
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

L-929 >250 >250 6,1 >250 >250 24,85 11,45 7,96
A-549 11,64 0,66 8,99 15 6,2 >250 1,62 1,32
S.I. >250 >250 0,6 >250 >250 0 7,06 6,03
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[Tablo 4.3. (Devam) 24. Saat |Cso degerlerine gore A549 hiicre hattimin L-929 hiicrelerine gore selektivite
indeksi] (Selektivite indeksi (S.1) =Saglikli hiicre ICso degeri / Kanserli hiicre ICsg

degeri)

Hiicreler Bilesik 9 Bilesik 10
1Cs0 pg/ml 1Cs0 pg/ml

L-929 6,76 3,2

A-549 2,85 >250

S.I. 2,37 0,01
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4.2. Sisplatin ve Sentez Bilesiklerin, Akim Sitometrisi Yontemleri ile A549 Hiicre
Hatt1 Uzerindeki Apoptotik Etkilerin Belirlenmesi

42.1. Akim sitometrisinde Annexin-V FITC-PI analizi ile apoptotik etkilerin

belirlenmesi

4.2.1.1. A549 hiicre hatti iizerinde sisplatin ve sentez maddelerin uygulanmasi sonrast

24. saatte olusan apoptotik etkilerin belirlenmesi

A549 Control : All Events

B4 A549 Control : P1
52
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1Q1-LL(85.59 %)~ - . Q1-LR(10.32 %) Ja1-Liy _ Q1-LR(7.85 %)
B T T H =TT T TS T T T T T
103 104 10% 108 10° 104 10° 108
FITC-A FITC-A

Sekil 4.3. 4) Hiicre popiilasyonu icerisinden segilen ana kapt ve kontrol B) Bilesik 1’in A549 hiicre hatti

tizerinde 24. Saatteki, ICso Ve 1Cso2 konsantrasyonlarinin apoptotik etkileri.

(LL = Canhlilik, UL= Nekroz, UR=Ge¢ apoptoz, LR=Erken apoptoz)
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Sekil 4.4. C) Bilesik 2 A549 hiicre hatti iizerinde 24. Saatteki, ICso ve |Csoi2 kKonsantrasyonlarinin apoptotik
etkileri. D) Bilegik 4 A549 hiicre hatti iizerinde 24. Saatteki, ICso Ve 1Cso2 konsantrasyonlarinin
apoptotik etkileri.

(LL = Canlilik, UL= Nekroz, UR=Geg¢ apoptoz, LR=Erken apoptoz)
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AS549 G5 50 24h : P1 A549 G5 50.2 24h : P1
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Sekil 4.5. E) Bilesik 5 A549 hiicre hatti iizerinde 24. Saatteki, ICso ve 1Cso2 KOnsantrasyonlarinin apoptotik
etkileri. F) Sisplatinin A549 hiicre hatti iizerinde 24. Saatteki, ICso ve |Cso2 konsantrasyonlarinin

apoptotik etkileri.
(LL = Canlilik, UL= Nekroz, UR=Ge¢ apoptoz, LR=Erken apoptoz)
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Tablo 4.4. A549 hiicre hatlarinin 24. saatteki % canlilik oranlart Annexin-V FITC
(LL = Canlilik, UL= Nekroz, UR=Geg¢ apoptoz, LR=Erken apoptoz)

24. Saat LL UL UR LR

K 96,44 0,07 1,38 2,11

Tablo 4.5. Sisplatinin A549 hiicre hatlarimn iizerindeki 24. saatteki % canlilik oranlart Annexin-V FITC

(LL = Canhlilik, UL= Nekroz, UR=Ge¢ apoptoz, LR=Erken apoptoz)

24. Saat LL UL UR LR
Sisplatin 1Cso 32,88 1,45 15,44 50,23
Sispaltin 1Cso2 45,64 0,38 8,25 45,73

Tablo 4.6. Sentez bilesiklerin A549 hiicre hatlari iizerindeki 24. Saat % canlilik oranlari, Annexin-V FITC

(LL = Canlilik, UL= Nekroz, UR=Ge¢ apoptoz, LR=Erken apoptoz)

24. Saat LL(%) UL (%) UR(%0) LR(%)
Bilesik 1 1Cso 85,59 0,45 3,64 10,32
Bilesik 1 1Csor2 89,95 0,31 1,89 7,85
Bilesik 2 1Cso 91,25 0,15 1,87 6,73
Bilesik 2 1Cso2 87,65 0,43 2,83 9,10
Bilesik 4 1Cso 81,07 0,55 2,88 15,50
Bilesik 4 1Csor2 85,60 0,43 3,18 10,79
Bilesik 5 I1Cso 89,30 0,07 2,36 8,28
Bilesik 5 1Cso2 85,96 0,46 2,69 10,90
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4.2.1.2. A549 hiicre hatti iizerinde sisplatin ve sentez maddelerin uygulanmasi sonrast

48. saatte olusan apoptotik etkilerin belirlenmesi

o A549 48h. control : All Events AS549 48h. control : P1
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Sekil 4.6. 4) Hiicre popiilasyonu icerisinden segilen ana kapt ve kontrol B) Bilesik 1’in A549 hiicre hatti

tizerinde 48. saatteki, 1Cso ve |Cso2 konsantrasyonlarimin apoptotik etkileri.

(LL = Canhlilik, UL= Nekroz, UR=Ge¢ apoptoz, LR=Erken apoptoz)
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Sekil 4.7. C) Bilesik 2 A549 hiicre hatti iizerinde 48. Saatteki, 1Csq ve 1Cso2 konsantrasyonlarinin apoptotik
etkileri. D) Bilesik 4 A549 hiicre hatti tizerinde 48. Saatteki, ICso ve 1Cso2 konsantrasyonlarinin
apoptotik etkileri.

(LL = Canhilik, UL= Nekroz, UR=Ge¢ apoptoz, LR=Erken apoptoz)
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Sekil 4.8. E) Bilesik 5’in A549 hiicre hatti iizerinde 48. saatteki, 1Cso ve 1Cso2 konsantrasyonlarinin

10°
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108

10°
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Q1-UL(0.28 %)

Q1-UR(1.09 %)

104 10° 108

FITC-A

10°

apoptotik etkileri F) Sisplatin’in A549 hiicre hatti iizerinde 48. saatteki, 1Cso ve I1Csop

konsantrasyonlarinmin apoptotik etkileri.
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(LL = Canlilik, UL= Nekroz, UR=Geg¢ apoptoz, LR=Erken apoptoz)
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Tablo 4.7. A549 hiicre hatlarinin 48. saatteki % canlilik oranlart Annexin-V FITC

(LL = Canlilik, UL= Nekroz, UR=Geg¢ apoptoz, LR=Erken apoptoz)

24. Saat LL(%) UL(%) UR(%) LR(%)
Kontrol 97,15 0,25 1,12 1,46

Tablo 4.8. Sisplatinin 4549 hiicre hatlarimin iizerindeki 48. saatteki % canliltk oranlar: Annexin-V FITC

(LL = Canlilik, UL= Nekroz, UR=Ge¢ apoptoz, LR=Erken apoptoz)

24. Saat LL(%) UL (%) UR(%) LR(%)
Sisplatin 1Cso 26,41 1,21 5,45 66,92
Sisplatin ICso. 76,90 0,50 5,30 17,30

Tablo 4.9. Sentez bilesiklerin A549 hiicre hatlary iizerindeki 48. saat % canlilik oranlari, Annexin-V FITC

(LL = Canhilik, UL= Nekroz, UR=Ge¢ apoptoz, LR=Erken apoptoz)

48. Saat LL(%) UL (%) UR(%0) LR(%)
Bilesik 1 ICso 97,01 0,29 0,72 1,99
Bilesik 1 ICsor2 96,84 0,44 0,98 1,73
Bilesik 2 ICso 96,47 0,25 1,23 2,06
Bilesik 2 ICsor2 96.95 0.24 1.12 1.69
Bilesik 4 1Cso 96,07 0,36 1,04 2,52
Bilesik 4 I1Csor2 95,77 0,37 1,03 2,82
Bilesik 5 1Cso 97,21 0,61 0,51 1,66
Bilesik 5 1Csor2 96,16 0,28 1,09 2,44
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4.2.2. Akim sitometrisinde JC-1 analizi ile mitokondriyal membran potansiyelinin

belirlenmesi

4.2.2.1. A549 hiicre hatti iizerinde sisplatin ve sentez maddelerin uygulanmasi sonrast

(x10°)

SSC-A

150

100

24. saatte olugan mitokondriyal aktivitelerinin belirlenmesi

A549 Kontrol gbso : All Events

A549 Kontral gbso : P1

P1(93.35 %)

I
50 100
FSC-A (x 10%)

(x10%)

FSC-A

P3(87.65%)

+ P4(11.68 %)

50

Sekil 4.9. Hiicre popiilasyonu igerisinde seg¢ilen anakapi ve kontrol.

(x10%)

FSC-A

A

(P3= Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P4= Mitokondriyal aktivite gosteren canlilik)
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Sekil 4.10. A) Bilesik 1’in A549 hiicre hatti iizerinde 24. Saatteki 1Cso ve 1Csop konsantrasyonlarinin

mitokondriyal membran aktiviteleri.

(P3= Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P4= Mitokondriyal aktivite gdosteren canlilik)
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Sekil 4.11. B) Bilesik 2’in A549 hiicre hatti iizerinde 24. Saatteki 1Cso Ve |1Cso konsantrasyonlarmin

mitokondriyal membran aktiviteleri

(P3= Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P4= Mitokondriyal aktivite gésteren canlilik)
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Sekil 4.12. C) Bilesik 4iin A549 hiicre hatti iizerinde 24. Saatteki 1Cso Ve 1Cso konsantrasyonlarimin
mitokondriyal membran aktiviteleri

(P3= Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P4= Mitokondriyal aktivite gésteren canlilik)
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A549 g5 1G50: P1

AS49 g5 1C50.2: P1
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Sekil 4.13. D) Bilesik 5°iin A549 hiicre hatt iizerinde 24. saatteki 1Cso ve 1Csop konsantrasyonlarinin

mitokondriyal membran aktiviteleri

(P3= Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, P4= Mitokondriyal aktivite gésteren

canlilik)
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Sekil 4.14. E) Sisplatinin’in A549 hiicre hatti iizerinde 24. saatteki 1Csove |Csop konsantrasyonlarinin

mitokondriyal membran aktiviteleri

(P3= Mitokondriyal aktivite gistermeyen canlilik, P4= Mitokondriyal aktivite gosteren

canlilik)
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Tablo 4.10. Sisplatin ve sentez bilesiklerin A549 hiicre hatlart iizerindeki 24. Saat analizi sonrast %

mitokondriyal aktivite degerleri

(P3= Mitokondriyal aktivite gostermeyen canlilik, PA= Mitokondriyal aktivite gisteren

canlilik)
24. Saat P3(%0) P4(%)
Kontrol 87,65 11,48
Sisplatin 1Cso 55,22 33,57
Sisplatin 1Csor2 44,62 54,01
Bilesik 1 I1Cso 86,74 11,66
Bilesik 1 1Csor2 87,47 11,15
Bilesik 2 1Cso 88,00 11,34
Bilesik 2 1Csor2 86,99 12,34
Bilesik 4 1Cso 34,31 63,31
Bilesik 4 1Csop2 81,62 16,93
Bilesik 5 1Cso 72,81 25,46
Bilesik 5 1Csor2 85,60 13,54

4.2.3. Akim sitometrisinde kaspaz-3 analizi ile kaspaz aktivitesinin belirlenmesi

4.2.3.1. A549 hiicre hatlar iizerinde 24. saatte kaspaz-3 aktivitesinin belirlenmesi
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Sekil 4.15. Hiicre popiilasyonu icerisinde segilen anakapi ve kontrol

(P5= Negatif kaspaz-3 yiizdesi, P6= Pozitif kaspaz-3 yiizdesi)
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Sekil 4.16. A) Bilesik 1’in 1Cso ve 1Cso2 analizleri B) Bilesik 2'nin ICso ve 1Cso2 analizleri C) Bilesik

4iin 1Csp ve 1Cso2 analizleri

(P5= Negatif kaspaz-3 yiizdesi, P6= Pozitif kaspaz-3 yiizdesi)
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Sekil 4.17. D) Bilesik 5°in 1Csq ve 1Cso analizleri E) Sisplatin 'nin 1Cso ve 1Csoz analizleri

(P5= Negatif kaspaz-3 yiizdesi, P6= Pozitif kaspaz-3 yiizdesi)
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Tablo 4.11. Sisplatin ve sentez bilesiklerin A549 hiicre hatlari iizerindeki kaspaz-3 24. Saatteki %

aktivasyonlar

(P5= Negatif kaspaz-3 yiizdesi, P6= Pozitif kaspaz-3 yiizdesi)

24. Saat P5(%) P6(%0)
Kontrol 88,63 10,36
Sisplatin I1Cso 61,49 36,03
Sisplatin 1Cso2 37,53 60,23
Bilesik 1 1Cso 82,80 14,20
Bilesik 1 1Csor2 49,41 45,30
Bilesik 2 I1Cso 30,92 64,54
Bilesik 2 1Csor2 12,93 84,67
Bilesik 4 1Cso 6,25 91,77
Bilesik 4 1Csor2 3,55 83,89
Bilesik 5 I1Cso 4,45 89,12
Bilesik 5 1Csor2 1,29 96,92

4.2.4. Akim sitometrisinde Cycle test Plus DNA analizi ile hiicre dongiisii faz

dagilminin karakterizasyonu analizi

4.2.2.1. A549 hiicre hatti iizerinde sisplatin ve sentez maddelerin uygulanmasi sonrast

24. saatteki hiicre dongiisii faz dagiliminin karakterizasyonun belirlenmesi
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Sekil 4.18. Kontrol

(P3= Go/Gy, P4= S (sentez), P5= G,/M)
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Sekil 4.19. A) Bilesik 1’in 1Cso dozunda B) Bilesik 1’in ICsop dozunda 24. saatteki hiicre dongiisii faz

dagilimnin karakterizasyonun

(P3= Go/Gy, P4= S (sentez), P5= Go/M )
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Sekil 4.20. C) Bilesik 2 'nin ICsy dozunda D) Bilesik 2°nin 1Csop2 dozunda 24. saatteki hiicre dongiisii faz

dagiliminin karakterizasyonun

(P3= Go/G1, P4=S (sentez), P5= G2/M )
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Sekil 4.21. E) Bilesik 4’iin ICso dozunda F) Bilesik 4’in ICsop, dozunda 24. saatteki hiicre dongiisii faz

dagiliminin karakterizasyonun

(P3= Go/G1, P4=S (sentez), P5= G2/M)
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Sekil 4.22. G) Bilesik 5’in 1Cso dozunda H) Bilesik 5’in ICsop2 dozunda 24. saatteki hiicre dongiisii faz

dagilimumin karakterizasyonun

(P3= Go/G1, P4=S (sentez), P5= G,/M)
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Sekil 4.23. 1) Sisplatinin 1Cso dozunda /) Sisplatinin’in ICso, dozunda 24. saatteki hiicre déngiisii faz

dagiliminin karakterizasyonun

(P3= Go/G1, P4=S (sentez), P5= G,/M)
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Tablo 4.12. 4549 hiicre hatti iizerindeki hiicre dongiisii faz dagilimlarinin 24. saatteki % degerleri
(P3= Gyl Gy, P4=S (sentez), P5= Gy/M)

24. Saat P3 (%) P4 (%) P5 (%)
Kontrol 54,93 21,04 19,69

Tablo 4.13. Sisplatin ve sentez bilesiklerin A549 hiicre hatlart iizerindeki hiicre dongiisii faz dagilimlarinin
24. saatteki % degerleri

(P3= Gy/ Gy, P4= S (sentez), P5= G,/M)

24. Saat P3 (%) P4 (%) P5 (%)
Sisplatin 1Cso 51,01 22,14 10,48
Sisplatin 1Csor2 49,88 28,35 12,05
Bilesik 1 I1Cso 60,50 13,27 14,43
Bilesik 1 1Cso2 60,74 15,88 14,81
Bilesik 2 1Cso 61,97 17,44 16,32
Bilesik 2 1Cso2 59,68 19,28 16,56
Bilesik 4 1Cso 53,40 8,78 11,27
Bilesik 4 1Cso2 56,19 11,78 12,21
Bilesik 5 I1Cso 60,18 18,22 16,77
Bilesik 5 1Csor2 61,36 17,78 16,85

4.3. RT-PCR (Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Analizi Sonuglari

A549 hiicrelerinde eksprese oldugu bilinen VEGF, Bcl-2, Bax, CYD1 ¢c-MYC,
ERK, pERK ve AKT genlerinin ve Beta Aktin housekeeping genini, pozitif kontrol olarak
ise sisplatin kullanilarak A549 hiicreleri bilesik 4 ve 5’in MTT analizi sonucu hesaplanan
ICso/2 Ve I1Cso dozlart ile 24 saat muamele edildikten sonra RT-PCR analizi yapildi. Analiz
sonucunda kontrol degerleri 1 kabul edildi. Buna gore sisplatin ve bilesiklerin Bcl-2, Bax,
CYD1 c-MYC, ERK, pERK ve AKT genlerinin ifade diizeyleri 1’in iizerinden kat
degisimine gore hesaplandi. 1°’den biiyiik olan overeksprese, 1’den kii¢iik olanlar ise

down eksprese olarak belirlendi. Kontrole gore olan kat degisimleri Tablo 4.14. de verildi.
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Tablo 4.14. A549 hiicre hatlarindaki VEGF, Bcl-2, Bax, CYD1 c-MYC, ERK, pERK ve AKT genlerindeki

kat degisimleri

Bilesikler VEGF CYD1 ERK c-MYC BCL-2 BAX AKT PERK
Kontrol 1 1 1 1 1 1 1 1
Sisplatin 0,392292 0,366021 0,203063 2,394957 0,392292 0,29937 0,628507 4,40762
ICso

Sisplatin 0,68302 0,752623 0,142595 2,158456 1,526259 1,239708 0,812252 0,476319
1Csor2

Bilesik 4 0,806642 0,547147 0,135842 2,250117 0,426317 0,309927 0,336808 0,586417
ICso

Bilesik 4 2 1,189207 0,358489 6,19026 1,79005 1,239708 0,742262 1,172835
1Csor2

Bilesik 5 0,80107 0,543367 0,174343 6,062866 1,681793 0,444421 0,482968 0,590496
ICso

Bilesik 5 5,464161 3,5801 0,594604 5,502167 2,281527 4,198867 5,35171 4,40762
1Csor2
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4.4. Bilesik 4 ve 5’in AKT Geni Uzerindeki Molekiiler Doking Pozisyonlari

Sekil 4.24. A) Bilesik 4’iin AKT reseptoriiniin aktif bolgesindeki iki boyutlu ve ii¢ boyutlu etkilesim
modeli. B) Bilesik 5’in AKT reseptoriiniin aktif bolgesindeki iki boyutlu ve ii¢ boyutlu
etkilesim modeli. C) Bilesik 4 ve 5’in AKT reseptoriiniin aktif bolgesindeki etkilesiminin 3

boyutlu gosterimi.
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Tablo 4.15. AKT reseptoriiniin bilesik 4 ve 5 ile etkilesim bolgeleri

Bilesikler Reseptor Aromatik H T—T Tuz Kopriisii
Bag1 Etkilesimi

Van Der Walls
Baglar

Bilesik 4 AKT Glu 191 Phe 442 Arg 4
Glu 198 Glu 234

Bilesik 5 AKT Glu 191 Phe 161
Glu 198
Glu 228

Phe 161
Val 164
Lys 179
Leu 181
HIP 194
Asp 292
Phe 438

Leu 156
Phe 161
Val 164
Ala 177
Lys 179
Leu 181
Glu 191
HIP 194
Thr 211
Met 227
Met 281
Thr 291
Phe 438
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5. TARTISMA

Kiiresel olarak, akciger kanseri erkeklerde en yaygin kanser ve kansere bagh
Oliimlerin 6nde gelen nedenidir ve {igiincli en yaygin kanserdir (meme ve kolorektal
kanserlerden sonra) ve kadinlarda kanser 6liimlerinin (meme kanserinden sonra) ikinci
onde gelen nedenidir. (Mao vd., 2016) Sisplatin iyi bilinen bir kemoterapotik ilagtir.
Karsinomlar, germ hiicreli tiimoérler, lenfomalar ve sarkomlar dahil olmak iizere gesitli
kanser tiirlerine kars1 etkilidir. Ancak ilag direnci ve siddetli bobrek sorunlari, alerjik
reaksiyonlar, enfeksiyonlara karsi bagisikligin azalmasi, gastrointestinal bozukluklar,
kanama ve 6zellikle geng hastalarda isitme kayb1 gibi ¢cok sayida istenmeyen yan etkileri
nedeniyle baska ilaglarla kombinasyon halinde kullanilmaktadir (Ghosh, 2019). Bu
istenmeyen etkilerinden dolay1 daha spesifik ve saglikli hiicreler iizerinde toksik etkiye
sahip olmayan yeni ila¢ adaylar1 arastirilmaktadir.

Leite ve digerlerinin 2016’da yaptig1 bir ¢alisma 1,3-tiyazol tiirevi bilesiklerin
sadece kanser hiicrelerinde sitotoksisite sergilemekle kalmayip, ayn1 zamvea nekroz ve
apoptozu indiikleyerek geri doniisii olmayan kanser hiicresi hasarin1 destekleyebildigini
gosterdi. Dahasi, bu bilesikler, bagisiklik sistemini kanser hiicresi ¢ogalmasini modiile
etme lehine yonlendirerek miimkiin olan interlokin 10 ve tiimor nekroz faktorii gibi
bagisiklik faktorlerini diizenledi. Bu nedenle, yeni giiclii ve secici antikanser bilesikleri

tanimlayabildiler (dos Santos vd., 2016).

Bu tez ¢alismasinda A549 insan akciger karsinoma epitel hiicre hatti lizerinde
pozitif kontrol olarak sisplatin kullanilarak, yeni sentezlenen 2-Hidrazinotiyazol tiirevli
bilesiklerin sitotoksik, apoptotik ve gen ekspresyon diizeylerindeki etkilerinin in vitro

analizler kullanilarak degerlendirilmesi amaclandi.

Calismamizda Oncelikli olarak sisplatinin ve bilesiklerimizin, A549 (akciger
karsinoma epiteli) ve 1.929 (normal fare fibroblast) hiicre hatlar1 kullanilarak sitotoksik
etkileri ve 1Cso degerleri MTT deneyi ile belirlendi. Bu degerlere gore kanserli hiicre
hattina kars1 toksik olan ancak saglikli hiicre hattina karsi toksik olmayan bilesikler
belirlendi ve akim sitometri cihazinda Annexin-V FITC, JC-1, Kaspaz-3 Aktivasyon
kitleri kullanilarak bilesiklerin A549 hiicre hatt1 izerindeki apoptotik etkileri, Cycle test
Plus DNA kiti kullanilarak ise hiicre dongiisii faz dagiliminin karakterizasyonu analiz
edildi.
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Yiiksek apoptotik etkiye sahip olan bilesiklerin ise, apoptotik ve hiicre
proliferasyonunda rol oynayan genler lizerindeki ekspresyon seviyeleri RT-PCR ile

saptandi.

A549 ve L9209 hiicreleri lizerinde, MTT yontemi ile Sisplatinin ve 10 yeni sentez
2-Hidrazinotiyazol tiirevi bilesiklerimizin zaman ve konsantrasyona bagli olarak
sitotoksisite degerleri belirlendi. Konsantrasyon aralig1 olarak 250, 125, 62,5, 31,25,
15,625, 7,8125, 3,90625, 1,953125, 0,97656 ve 0,48828 pg/ml belirlendi. Belirlenen bu
konsantrasyonlar 96’lik plakalara uygulandiktan sonra 24 ve 48 saatlik etkileri gozlendi.
Her bilesigin kontrol gruplarina gore % canlilik oranlari tespit edildi. L929 normal
fibroblast hiicre hatti, bilesiklerin saglikli hiicreler {izerindeki sitotoksik etkilerinin

belirlenmesi amaci ile kullanildi. Deneyler n=3 tekrarli olmak iizere yapildi.

2017 yilmda Y.H.E. Mohammed ve digerleri tarafindan 4-Fenil-2-
Fenoksiasetamid tiyazol analoglari ile MCF-7, A549, EAC ve DLA hiicreleri gibi farkl
kokenli ¢ok sayida kanser hiicresine karsi yapilan in vitro bir ¢alismada, floro ve metil
ikameli bilesik 8f'min ortalama IC50 degeri~13 uM bulunmus (Hussein vd., 2017).

2019 yilinda Piechowska ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada ¢esitli
kanser hiicre dizilerine karsi1 yiiksek antiproliferatif aktivite gdsteren yeni tropinon-
tiyazol tiirevleri tasarlanmis. Tiirevler arasinda 3b-3h’ nin A549 hiicre hattina kars1 5,43-

11,06 uM ICso degeri ile yliksek aktivite gosterdigi bulunmus. (Piechowska vd., 2019)
2015 yilinda Wenbo Zhou ve digerleri tarafindan aril-tiyazoller ile MCF-7

Ostrojen reseptorii pozitif hiicre hatti ve MDA-MB-231 dstrojen reseptorii negatif hiicre
hatt1 iizerinde yapilan bir calismada bilesik 9i'nin hem meme kanseri hiicrelerinin
bliylimesini hem de in vitro gocii inhibe etmek ic¢in giiglii aktivitelere sahip oldugunu
gosterdi. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 {izerindeki ICso degerleri sirasiyla
3,18+0,70 uM ve 2,004+0,02 uM olarak bulunmus (Zhou vd., 2015).

Bizim calisgmamizda A549 hiicreleri iizerinde yapilan MTT analiz sonuglarina
gore Sisplatinin ICso degeri 24. saatte 11,56+0,38 ug/ml, 48. saatte ise 7,03+0,41 ug/ml
olarak hesaplandi.

Bilesiklerimizden 6 ve 10’nun ICsp degerlerinin belirledigimiz en yliksek
konsantrasyon olan 250 pg/ml den fazla oldugu goriildi. Bilesik 2’nin 24. saatteki
0,66+0,33 ug/ml ICsg degeriile en aktif bilesik oldugu gozlendi. Fakat 48. saatte kiigiikte

olsa ICso degerinde bir artis goriildii. Sisplatin, bilesik 1, 3 ve 4 hem konsantrasyon hem
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de zaman artisina bagli olarak hiicre proliferasyonunu azalttig1 goriildi. Bilesik 7, 8 ve 9
konsantrasyon artisina bagli olarak proliferasyonu azaltti fakat 48. saatteki ICso
degerlerinde 24. saatle kiyaslandiginda belirgin bir fark olmadigi goriildii. Bilesik 2 ve 5
ise konsantrasyon artisina bagli olarak hiicre proliferasyonunu azalttigi fakat zaman
artisina bagli olarak proliferasyonu arttirdig1 yani zamana bagimli olmadig1 gézlendi. 24.
saatte bilesik 1, 2, 3,5, 7, 8 ve 9’un ICsp degerlerinin Sisplatinden diisiik oldugu, 48. saatte
ise bilesik 2, 3, 7, 8 ve 9’un ICsg degerlerinin Sisplatinden diisiik oldugu goriildii.

Sagliklt hiicreler lizerindeki sitotoksik etkiyi belirlemek i¢in L1929 hiicre hatti
kullanildi ve MTT analizi yapildi. Bu analizin 24. saatinin sonunda bilesik 1, 2,4 ve 5 ‘in
ICs0 degerinin belirledigimiz en yiiksek konsantrasyon olan 250 pg/ml’den biiyiik oldugu
gozlendi. Ayrica bilesik 5’in 48. saatteki ICso degeri de 250 pg/ml’den biiyiiktii. Bilesik
1,2 ve 4’ iin 48. saatteki ICso degerleri 24. saatteki ICso degerlerine gore sirasiyla 3, 9, 7,
8 ve 2 kat azaldi. Bilesik 6, 7 ve 8 zamana ve doza bagimli olarak diisiik
konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterdi. Bilesik 3, 9 ve 10 ise doza bagl fakat zamana

bagimli olmadan diisiik konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterdi.

Tiim MTT analiz sonuglarin1 degerlendirdigimizde sentez bilesiklerinin saglikli
hiicre hatti iizerine olan sitotoksisiteleri géz Oniine alindiginda selektiviteleri en yiiksek

olan bilesik 1, 2, 4 ve 5 akim sitometrisinde yapilacak analizler i¢in se¢ildi.

Aktif olarak segilen bilesiklerin ve Sisplatinin ICsp Ve ICsp2 konsantrasyonlari
MTT analizi ile hesaplandi ve bu konsantrasyonlarin 24 ve 48 saatlik apoptotik etkileri

akim sitometri cihaz1 kullanilarak Annexin-V FITC deneyi ile belirlendi.

A549 hiicre hatlar1 lizerinde yapilan ICsg Ve 1Csp/2 konsantrasyonlarinin erken ve
ge¢ apoptoz belirleme analizlerinde sisplatin 24 ve 48. saatlerde zamana ve doza bagl

olarak yiizdelerinin arttig1 gézlendi.

Bilesik 1 i¢in; zamana bagh olarak erken apoptoz yiizdesinin 24. saatte yilizde
10,32°den 48. saatte ylizde 1,99’a 6nemli dlcilide azaldig1, ge¢ apoptoz yiizdesinin ise 24.
saatte 3,64’ten 48. saatte 0,72’ye 6nemli dl¢iide olmasada azaldig1 gozlendi. Doz olarak
ise 24. saatte hem ge¢ hem de erken apoptozda doz artisina bagimli bir artig gézlendi. 48.

saatte ise hem ge¢ hem de erken apoptoz doza bagimli degildi.

Bilesik 2 icin; MTT analiz sonuglarina gore en aktif bilesik olmasina ragmen
erken ve ge¢ apoptozda neredeyse kontrole yakin yiizdelerde sonug verdigi gozlendi. (24.

saatte kontrol i¢in, erken ve ge¢ apoptoz yiizdeleri sirasiyla 2,11 ve 1,38 idi. Bilesik 2 i¢in
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sirasiyla 6,3 ve 1,87 idi. 48. saatte bilesik 2 igin sirasiyla 2,06 ve 1,23 idi. ) Etkileri doza

ve zamana bagimli degildi.

Bilesik 4 i¢in; zamana bagli olarak erken apoptoz ylizdesinin 24. saatte yiizde
15,50°den 48. saatte 2,52’ye 6nemli Ol¢iide azaldig1, ge¢ apoptoz yiizdesinin de 24. saatte
2,88’den 48. saatte 1,04’e diistiigli gozlendi. Doz olarak ise 24. saatte erken apoptozun
doz artisina bagh olarak arttig1 ge¢ apoptozun ise doz artisina bagh olarak azaldigi

gozlendi.

Bilesik 5 i¢in; 24. saatte apoptoz yiizdelerinde doz artisina bagl bir azalma
gozlendi. Erken apoptoz yiizdesi ICsp Ve 1Cso2 igin sirastyla yiizde 8,28’den 10,90’a geg
apoptoz ylizdeleri ise sirastyla 2,36’dan 2,69’a diistiigii gozlendi. 48. saatte apoptotik

olarak dnemli etkileri yoktu.

ICs0 dozlarinda erken apoptozda en aktif madde bilesik 4’tiir (%15,50) fakat hi¢bir

bilesik ICso ve ICso/2 dozlarinda sisplatinin yiizdesini gegmedigi gozlendi.

Se¢mis oldugumuz sentez bilesiklerinin erken ve gec apoptotik etkilerinde
zamana gore 6nemli Olgiide diisiis gozlendi. Bilesiklerin apoptotik yiizdeleri kontrol
grubunun yiizdelerine ¢ok yakindi ve ayn1 zamanda 48. saatteki etkileri doza da bagimli

degildi. Bu sebeple ileri akim sitometri deneylerinde sadece 24 saat i¢in analizler yapildi.

Daha sonra mitokondriyal membran potansiyelini belirlemek igin akim
sitometrisinde, sisplatin ve aktif olarak belirledigimiz bilesiklerin, MTT analizi ile
hesapladigimiz ICso ve 1Csp2 dozlarinda 24. saat sonunda A549 hiicre hatti izerinde JC-1

boyama yontemi ile analiz edildi.

AS549 hiicre hatt1 izerinde yaptigimiz analizde sisplatin, bilesik 4 ve 5 kontrolle

karsilastirildiginda mitokondriyal membran potansiyelinde artis gézlendi.

Bilesik 4 ve 5’te ICso dozlarindaki mitokondriyal aktivite gosteren canlilik
oraninin ICspz dozlarina gore daha yiiksek oldugu gozlendi bu da bu bilesiklerin doz
artigina dogrusal bir sekilde bagimli oldugunu gosterdi. Sisplatinde ICso2 (%54,01)
dozunda mitokondriyal aktivite gosteren canlilik orani, 1Cso (%33,57) dozuna gore daha
yiiksek oldugu yani doza bagimli olmadigi gézlendi. 1Cso dozunda en aktif Bilesik 4
(%63,31) sisplatine gore 1,8 kat daha yiiksek mitokondriyal membran aktivitesi gosterdi.

Bilesik 1 ve 2 de ise hem ICso hem de 1Cso/2 dozlarinda 6nemli bir mitokondriyal

membran aktivitesi gozlenmedi. Yiizdeler kontrol grubu yiizdelerine yakindi.
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Calismamizdaki bir sonraki asama ise sentez bilesiklerimizin 24. saat sonunda
A549 hiicre hatt1 lizerinde kaspaz-3 aktivasyonunu akim sitometri cihazi ile analiz

edilmesidir. Kaspaz-3 apoptozun yikim asamasini gergeklestiren uygulayici kaspazdir.

Son zamanlarda, Lamie ve digerleri bir tiyazol serisini test etti ve 1C50 = 0.027
mM degerleri ile insan hepatik adenokarsinomunu (HepG2) hiicre hatt1 tizerinde bilesik
30'un kaspaz-3 ve kaspaz-9'un aktivasyonu nedeniyle apoptozu destekledigini gosterdi
(Labib vd., 2018).

2019 yilinda Piechowska ve digerleri tarafindan yeni tropinon-tiyazol tiirevleri ile
yapilan bir caligmada oncii bilesik 3g’nin A549 hiicrelerinde kaspaz 3/7 aktivitesini
kontrolden 25 kat ve referans ilag Kamptotesin’den 2 kat daha fazla arttirdig1 gézlenmis
(Piechowska vd., 2019).

Bizim c¢alismamizda A549 hiicre hatti {izerinden yapilan analiz sonuglarimiza
gore sisplatin ve bilesik 1, 2, 4 ve 5 hem ICso hem de ICso2 dozlarinda pozitif kaspaz-3
aktivitesi gosterdi. Bilesik 4 hari¢ tiim bilesikler ve sisplatin, ICso dozlarinda daha
yiiksek pozitif kaspaz-3 aktivitesi gosterdi. En aktif olan bilesik 4’iin ICso dozundaki
pozitif kaspaz-3 aktivitesinin (%91,77) kontrolden yaklasik olarak 8,8 kat, sisplatinden
ise yaklasik 2,5 kat daha fazla oldugu gozlendi.

Bilesikler, hiicre dongiisii durdurmalar1 yoniinden analiz edildi. 2019 yilinda G.
Akalin Ciftci ve digerleri tarafindan yapilan bir calismada tiyadiazol tiirevli bilesiklerin
hiicre dongiisii durdurmast sonuglart A549 hiicrelerinde incelenmis ve G2/M fazini
durdurduklar: bildirilmistir (Akalin Cift¢i vd., 2019). Bizim ¢alismamizda ise bilesik 1, 2
ve 5 G1 fazinda dongiiyli durdurmustur. Bilesik 4’iin ise dongii durdurmaya bir etkisinin
olmadig1 gozlenmistir. Bilesiklerde ICso ve 1Cso2 dozlart arasinda anlamli bir fark
gozlenmedi. Tiim bilesikler sisplatine gore daha fazla G1 fazinda dongii durdurmasina

sebep olmustur.

Yeni sentezlenen 2-Hidrazinotiyazol tiirevi bilesiklerimizin A549 ve 1.929 hiicre
hatt1 lizerindeki sitotoksisitesi MTT analizi ile belirlendi. Aktif olarak sectigimiz
bilesikleri, hesapladigimiz ICso ve ICsor2 dozlari ile muamele edildi ve akim sitometri
cithazi kullanilarak apoptotik etkileri analiz edildi. Bu analiz sonuglarina gore Bilesik 4
ve 5’in diger bilesiklere gore daha fazla apoptozu tetikledigi sonucuna varildi ve
belirledigimiz genler (VEGF, Bcl-2, Bax, CYD1 ¢c-MYC, ERK, pERK ve AKT)

77



tizerindeki, apoptotik ve hiicre proliferasyonu molekiiler diizeyde etkisini incelemek

tizere RT-PCR analizi yapildi.

AKT'nin agir1 aktivasyonu, insan malignitelerinin ortak bir molekiiler 6zelligidir.
AKTT1 geni, onkojenler olarak bilinen bir gen sinifina aittir. Mutasyona ugradiklarinda,
onkojenler normal hiicrelerin kanserli hale gelmesine neden olma potansiyeline sahiptir.
AKT1 (v-akt murin timoma viral onkogen homolog 1), RAC-alfa serin / treonin-protein
kinaz proteinini kodlayan bir gendir. AKT proteini, fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) ile
fosforile edilir (S.M. vd., 2017).

2005 yilinda Nature’da yayimlanan Gordon B. Mills ve digerleri tarafindan
yapilan bir ¢alismada, fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)/AKT yolaginin ¢esitli
bilesenlerinin, kanser hastalarinda diger yolaklardan daha sik amplifikasyon, mutasyon
ve translokasyon tarafindan hedeflendigini ve sonugta yolun aktivasyonu ile

sonuglandigini belirtmislerdir.

VEGF, kanserin biiyiimesine ve dogrudan timor hiicrelerini hedef alan metastaza
katkida bulunur. Akciger kanserinde asir1 VEGF ekspresyonu ve yiikksek VEGF serum
seviyeleri bildirilmistir (Frezzetti vd., 2017).

Prashanth ve digerleri tarafindan sentezlenen 2- (4-benzoil-fenoksi) eN- (4-fenil-
tiyazol-2-il) asetamid dizisinde, bilesik 48'in gii¢lii tim&r inhibisyonunun, VEGF-A'y1
(Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii A) inhibe etme kapasitesi ile iliskili oldugunu
ortaya ¢ikarmis. Yazarlar, bilesik 48'in etkisinin sirasiyla fenoksi, benzoil ve tiyazoliin
fenil halkasina baglanan metil, floro ve metoksi gruplarindan kaynaklanabilecegini 6ne

stiriiyorlar (de Siqueira vd., 2019).

C-myc, hiicre dongiistinii harekete gegiren proteinlerin aktivasyonu yoluyla
bliylime, direng, 6liim ve yayilma, anti-apoptotik proteinlerin hiicresel seviyelerinde artig
ve metabolizmanin modiilasyonu dahil olmak tizere akciger kanseri hiicre davraniglarinin

diizenlenmesinde rol oynar (Chanvorachote, Sriratanasak, ve Nonpanya, 2020).

Siklin D1 (CYD-1), hiicre dongiisii ilerlemesinin 6nemli bir diizenleyicisidir ve
bir transkripsiyon ortak diizenleyicisi olarak islev gorebilir. Siklin D1 proto-onkogeni,
bir¢ok farkli hiicre tipinde G1'den S fazina ilerlemenin 6nemli bir diizenleyicisidir. Siklin
D1'in asir1 ekspresyonu, kanserin gelisimi ve ilerlemesi ile iliskilendirilmistir. Diizensiz
siklin D1 degradasyonu, cesitli kanserlerde artan siklin D1 seviyelerinden sorumlu gibi

goriinmektedir (Alao, 2007).
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Anti-apoptotik proteinlerin temsilcisi olan Bcl-2 ve yaygin olarak bir pro-
apoptotik faktor olarak tanimlanan Bax, karsit islevler sunan programlanmis hiicre
Olimiiniin ge¢ sinyallesme fazinda yer alir. Yiksek diizeyde Bcl-2 ekspresyonu,
hiicrelerin sitotoksik faktorlerin veya hiicresel stresin neden oldugu apoptozu onler. Bu
fenomen, normal kosullar altinda ortadan kaldirilmasi gereken DNA hasar1 olan
hiicrelerin birikimine katkida bulunan Bcl-2'nin onkojenik potansiyelini agiklamaktadir.
Bax ile iligkili proteinler, Bcl-2 etkisinin baskin inhibitorleri gibi goriinmektedirler, diger
apoptotik  mediyatorlerin, Ozellikle sitokrom c¢'nin  salinmasin1  kolaylastiran
mitokondriyal membran hasari ile apoptozu tesvik ederler, kaspaz kaskad aktivasyonuna

ve ardindan hiicre 6liimiine neden olurlar (Irena, vd.,).

Hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz 1/2 (ERK), sinyal kaskadlarinda rol oynayan
ve hiicre dis1 sinyalleri hiicre i¢i hedeflere ileten mitojenle aktive edilmis protein kinaz
(MAPK) ailesine aittir. Bu nedenle, MAPK kademeleri, hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi
ve stres tepkileri dahil olmak {izere temel siiregleri diizenleyen merkezi sinyallesme
elemanlaridir. ERK yolagindaki down-stream (yukari akig) proteinlerinin ve kinazlarinin
asirt aktivasyonunun, kanser, dahil olmak iizere cesitli hastaliklar1 indiikledigi

gosterilmistir (Guo vd., 2020).

Insan tiimor hiicre dizilerinde PERK kinaz aktivitesinin bozulmasi, in vitro
hipoksi altinda apoptozu arttirdig1 ve in vivo timor biiyiimesini bozdugu gosterilmistir.
Tiimdr hiicreleri, yetersiz kan temini ve anormal kan damari islevi nedeniyle biiylimeleri

sirasinda hipoksi ve besin yoksunlugu donemleri yasarlar (Atkins vd., 2013).

A549 hiicrelerinde eksprese oldugu bilinen VEGF, Bcl-2, Bax, CYD1 c-MYC,
ERK, pERK ve AKT genlerinin ve Beta Aktin housekeeping genini, pozitif kontrol olarak
ise sisplatin kullanilarak A549 hiicreleri bilesik 4 ve 5’in MTT analizi sonucu hesaplanan
ICso/2 Ve I1Cso dozlart ile 24 saat muamele edildikten sonra RT-PCR analizi yapildi. Analiz
sonucunda kontrol degerleri 1 olarak kabul edildi ve sonuglar kontrole gore kat degisimi
olarak ifade edildi.

Analiz sonuglarimiza gore A549 hiicre hatt1 tizerinde 1Cso dozunda Sisplatinin;
pro-apoptotik Bax genini up-regiile etmesi beklenirken 3,3 kat down-regiile ettigi, ICso.2
dozunda ise 1,2 kat up-regiile ettigi ve doza bagiml etki gostermedigi gozlendi. ICso
dozunda anti-apoptotik Bcl-2 genini 2,5 kat down regiile ettigi, ICso2 dozunda ise 0,6 kat

up-regiile ederek doza bagimli bir etki gozlendi.
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Bircok kanser tiiriinde ekprese edilen AKT geninin sisplatin ICso dozunda yaklasik
1,6 kat down regiile edildigi, ICso2 dozunda ise 1,2 kat down regiile ettigi gozlendi. Yani

sisplatinin AKT geni iizerinde doza bagimli etkisi oldugunu soyleyebiliriz.

Akciger kanserinde overeksprese edilen CYD-1 geninin sisplatin 1ICsodozunda 2,5
kat down regiile edildigi, ICso/2 dozunda ise 1,4 kat down regiile edildigi ve doza bagimhi
etki gosterdigi gdzlendi.

Akciger kanserinde overeksprese edilen VEGF'nin sisplatin 1Cso dozunda 2,5 kat

down regiile edilidigi ICso2 dozunda ise 1,4 down regiile edildigi gozlendi.

Yine akciger kanserinde overekprese edilen c-MYC geninin down regiile olmasi
beklenirken sisplatin ICso dozunda 2,39 kat up- regiile, 1Cso2 dozunda ise 2,15 kat up
regiile edildigi gozlendi.

ERK geninin sisplatin I1Cso dozunda 4,9 kat down regiile edildigi, ICso, dozunda
ise 1,4 kat down- regiile edildigi ve doza bagimli etki gosterdigi gozlendi.

Timor metastazinda rol oynadigi bilinen pERK geninin sisplatin ICso dozunda
down regiile edilmesi beklenirken 4,4 kat up-regiile, ICsor2 dozunda ise 2,09 kat down
regiile edildi. Bu durumda doza bagh etki gézlenmedigini sdyleyebiliriz

Bilesik 4 icin; pro-apoptotik Bax genini ICsp dozunda up regiile edilmesi
beklenirken 3,2 kat down regiile edildi ICso2 dozunda ise 1,2 kat up regiile edildigi ve
doza bagimli etki gostermedigi gézlendi. Anti-apoptotik BCL-2 geninin 1Cso dozunda 2,3
kat down regiile edildigi ICso2 dozunda 1,7 kat up-regiile edildigi gozlendi. ICso dozunda
AKT geninin 2,9 kat, ICso/2 dozunda ise 1,3 kat down regiile edildigi goriildii.

Akciger kanserinde overeksprese edilen VEGF geninin ICso dozunda 1,2 kat
down-regiile edildigi ICso2 dozunda ise 2 kat up regiile edildigi gozlendi. CYD-1 geninin
ICs0 dozunda 1,8 kat down regiile edildigi, ICso;2 dozunda ise 1,1 kat up regiile edildigi
gozlendi. ERK geninin ise ICso dozunda 7,3 kat down regiile edildigi, ICso/2 dozunda ise
yaklasik 2,8 kat down regiile edildigi gozlendi. Yine akciger kanserinde overekprese
edilen c-MYC geninin down regiile olmas1 beklenirken 1Cso dozunda 2,2 kat, 1Cso/2 6,1
kat up regiile edildigi gozlendi. Tiimor metastazinda rol oynadigi bilinen pERK geninin
ICso dozunda 1,7 kat down regiile edildigi, ICso2 dozunda ise 1,1 kat up regiile edildigi

gozlendi.

80



Bilesik 5 icin; pro-apoptotik Bax genini ICsp dozunda up regiile edilmesi
beklenirken 2,2 kat down regiile edildi ICso;2 dozunda ise yaklasik 4,2 kat up regiile
edildigi ve doza bagimli etki géstermedigi gozlendi. Anti-apoptotik BCL-2 geninin down
regiile edilmesi beklenirken ICso dozunda 1,6 kat up regiile edildigi ICso dozunda 2,2 kat
up-regiile edildigi gozlendi. AKT geninin ICsp dozunda 2 kat down-regiile edildigi, ICsos
dozunda ise 5,3 kat up-regiile edildigi goriildii. Akciger kanserinde overeksprese edilen
VEGF geninin ICsp dozunda 1,2 kat down-regiile edildigi ICso» dozunda ise 5,4 kat up
regiile edildigi gozlendi. CYD-1 geninin ICso dozunda 1,8 kat down regiile edildigi, ICso/2
dozunda ise 3,5 kat up regiile edildigi gézlendi. ERK geninin ise ICsp dozunda 5,7 kat
down regiile edildigi, ICso2 dozunda ise 1,6 kat down-regiile edildigi gozlendi. Yine
akciger kanserinde overekprese edilen c-MYC geninin down regiile olmas1 beklenirken
ICso dozunda 6 kat, 1Cs02 5,5 kat up regiile edildigi gozlendi. Timoér metastazinda rol
oynadigi bilinen pERK geninin ICso dozunda yaklasik 1,7 kat down regiile edildigi, ICsoz
dozunda ise 4,4 kat up regiile edildigi gozlendi.

Bilesik 4 ve 5 igin AKT geni tizerinde molekiiler doking ¢alismasi yapildi ve
bilesiklerin AKT’nin aktif bolgesine yerlestigi {i¢ boyutlu olarak gosterilmistir.
Bilesiklerin yerlesecekleri aktif cepte aminoasitlerle yaptiklar1 baglar tablo 4.15.’te

gosterilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Tez ¢alismamizda kullandigimiz 2-Hidrazinotiyazol tiirevi bilesiklerimizin hepsi
ilk defa sentezlendi. Pozitif kontrol olarak ise kemoterapide yaygin olarak kullanilan
sisplatin kullanildi. A549 hiicrelerinde sitotoksik etkisi yiiksek olan sectigimiz bilesikler
ile akim sitometrisi cihazi kullanilarak apoptotik etki analizleri yapildi. %15,50 yiizdesi
ile en yiiksek erken apoptoz orani gosteren bilesik 4, %63,31 ylizdesi ile en yiiksek
mitokondriyal aktivite gosteren canlilik oran1 ve %91,77 ile en yiiksek pozitif kaspaz-3
aktivitesi gosteren en aktif bilesik olarak secildi. Iknici en aktif bilesigimiz ise bilesik 5
idi. 3d kodlu 4-siyanofenil substitiienti igeren  bilesik 4  (2-(2-(4-
(Benziloksi)benziliden)hidrazinil)-4-(4-siyanofenil)tiyazol) ve 3e kodlu fenil
substitiienti iceren bilesik 5 (2-(2-(4-(Benziloksi)benziliden)hidrazinil)-4-feniltiyazol)
ile RT-PCR analizi yapildi.

Analiz sonuglarina gore bilesik 4’tin pro-apoptotoik Bax genini ICso2 dozunda up-
regiile ederek, BCL-2 anti-apoptotik genini ise 1Cso dozunda down-regiile ederek ve
akciger kanserinde overeksprese oldugu bilinen VEGF, CYD-1, AKT, ERK ve pERK

genlerini down regiile ederek apoptozu tetikledigini diisiinmekteyiz.

Bilesik 5 ise Bax genini down regiile regiile ederken BCL-2 genini up regiile ettigi
fakat diger akciger kanserinde over eksprese oldugu bilinen genleri ICsp dozunda down-
regiile ettigi gozlendi.

Aktif olarak segtigimiz bilesiklerin 1929 saglikli hiicre hattina karsi sitotoksisitelerinin
onemli 6l¢iide diisiik oldugu ve selektivite indekslerinin de yiiksek oldugu goriildii. Akim
sitometri deneylerinde apoptotik yolaklar1 indiikledigi ve RT-PCR sonuglarimiza gére
akciger kanserinde overeksprese olan genleri down regiile etmesi sebebiyle bu
bilesiklerin tedavi siirecine yardime1 olabilecek ilag adaylar1 oldugunu diisiinmekteyiz.
Literatlir ayrica tiyazollerin sentezinin nispeten basit oldugunu ve tatmin edici verimlere
izin verdigini bildirmektedir. Tiyazol gibi birden fazla hedefi olan ilaglar, birlikte etki
gosteren sinerjik etkileri sebebiyle tek hedefli ilaglara gore terapdtik olarak avantaj saglar
ve bu da daha basitlestirilmis bir terapdtik tedaviyi miimkiin kilar. Bizim bilesiklerimizde
en aktif sonuclar veren bilesik 4’iin gelecekte biyokimyasal ve molekiiler etki
mekanizmalarinin in vivo ve in situ yontemleriyle aydinlatilmasiyla, bilesigin bir tedavi

ajan1 olarak gelistirilebilecegini diisiinmekteyiz.
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