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OZET

Yeni Sentezlenmis Sentetik indol Tiireyi Kimyasalin Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger
Kanser (KHDAK) Hiicrelerine Etkisinin In Vitro Arastirilmasi

Akciger kanseri (AK), teshis edilen kanserler arasinda en yiiksek 6liim oraniyla iliskilendirilen
ve hasta sag kalimi diger kanserlere oranla yillar iginde diigiik seyretmeye devam eden kati tiimorlerle
karakterize kanserdir. Bu kanser yillar icerisinde hem birey hem devletlere maddi anlamda yiiksek
maliyetlere sebep olan tani1 ve tedavi siiregleriyle iligkilidir ve hastalarin kolayca ulasip temin
edebilmesi agisindan yerli ilaglarin gelistirilmesi elzemdir. Konvansiyonel tedavi yontemlerinin
yaninda hedefe yonelik tedaviler kiginin saglikli hiicre ve dokularinin korunmasini ve kanserli hiicre
ve dokularin ¢esitli yol ve yolaklarin tetiklenmesiyle dldiiriilmesini amaglanmistir.

Indoller ve tiirevlerinin hem dogal olarak bulunan hem de sentetik olarak elde edilebilen indol
iskeleti igeren maddeler oldugu ve antidiyabetik, antikanser, antimikrobiyal, anti-HIV, antiviral,
antiinflamatuar, antioksidan, antikolinesteraz, antitiiberkiiloz ve antimalaryal agilardan etkili olduklari
bilinmektedir. Kansere karsi indol tiirevlerinin altta yatan antikanser mekanizmalar1 arasinda
apoptozis indiiksiyonu ve mikrotiibiil, protein kinaz, histon deasetilaz ve DNA topoizomerazin
baskilanmas1 yer almaktadir.

Bu tez ¢alismasinda Ankara Universitesi biinyesinde sentezlenmis bir indol tiirevi olan Madde
10°un saglikli akciger hiicre hatt1 BEAS-2B ve kanserli akciger hiicre hatlar1 A549, H1299 {izerindeki
etkilerinin in vitro arastirilmasi yapilmistir. Bu amagla Madde 10°’un AK’ye karsi olan antiproliferatif,
apoptotik, EMT, metastaz ve ayrica kokliiliik iizerine olan etkileri aragtirllmistir. Antiproliferatif etkisi
hiicre canlilig1 testi olan MTT yontemi ve proliferasyon belirteci olan Ki-67 geninin ifadesi ile,
apoptotik acidan etkisi BAX, BCL-2 genlerinin ifade analizleri, EMT baskilayicilig1 iizerine olan
etkisi agidan E-kaderin, N-kaderin genlerinin ifade analizleri, kokliilik kontrolii a¢isindan ise CD44,
CD24, OCT4, SOX2 genlerinin ifade analizleri igin RT-qPCR yontemi kullanilarak bakilmustir.
Apoptoz tayini i¢in Annexin-V (PE)-7AAD ile boyamasinin akim sitometrik tayini, hiicre canliligi
icin MTT deneyi ve anti-metastatik agidan hiicre go¢ii i¢in yara iyilesme testleri kullanilarak
aragtirillmistir. Calisma, daha 6nce AK iizerinde uygulanmamis olan indol tiirevi Madde 10’un AK
izerinde etkinliginin arastirildigr ilk ¢alisma olmasi ve yapilan denemeler sonucunda ilk kez hiicre
canliligint diisiirdiigli, apoptozu indiikledigi, proliferasyon hizimi diisiirdiigii ve hiicre gogiinil
baskiladig: goriilerek literatiire bu agilardan 6nemli katkilar sunulmustur. Ayrica Madde 10’un AK’ye
kars1 yeni bir ilag olma potansiyeli, caligmay1 6nemli kilan bir diger noktadir.

Anahtar kelimeler: Akciger kanseri, antikanser, hiicre 6liimil, indol tiirevi, KHDAK



SUMMARY

In Vitro Investigation of the Effect of New Synthesis Synthetic Indole Derivative
Chemical on Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC) Cells

Lung cancer (LC) is a cancer characterized by solid tumors that is associated with the highest
mortality rate among diagnosed cancers and patient survival continues to be low over the years
compared to other cancers. This cancer is associated with diagnostic and therapeutic processes that
cause high financial costs to both individuals and governments over the years, and it is essential to
develop indigenous medicines that are easily accessible and available to patients. In addition to
conventional treatment methods, targeted therapies aim to protect healthy cells and tissues and Kkill
cancerous cells and tissues by triggering various pathways.

Indoles and their derivatives are known to be both naturally occurring and synthetically
available substances containing indole skeleton and are known to be effective in antidiabetic,
anticancer, antimicrobial, anti-HIV, antiviral, anti-inflammatory, antioxidant, anticholinesterase,
antituberculosis and antimalarial aspects. The underlying anticancer mechanisms of indole derivatives
against cancer include induction of apoptosis and suppression of microtubule, protein kinase, histone
deacetylase and DNA topoisomerase.

In this thesis, the effects of Sunstance 10, an indole derivative synthesized at Ankara
University, on healthy lung cell line BEAS-2B and cancerous lung cell lines A549, H1299 were
investigated in vitro. For this purpose, the antiproliferative, apoptotic, EMT, metastasis and stemness
effects of Substance 10 against LC were investigated. Antiproliferative effect was evaluated by MTT
method which is a cell viability test and expression of Ki-67 gene which is a proliferation marker,
apoptotic effect was evaluated by expression analysis of BAX, BCL-2 genes, expression analysis of
E-cadherin, N-cadherin genes for its effect on EMT suppressor, and expression analysis of CD44,
CD24, OCT4, SOX2 genes for rooting control by RT-qPCR method. Apoptosis was investigated by
flow cytometric determination of staining with Annexin-V (PE)-7AAD for apoptosis determination,
MTT assay for cell viability and wound healing tests for cell migration in terms of anti-metastatic.
The study is the first study to investigate the efficacy of indole derivative Substance 10 on LC, which
has not been applied on LC before, and as a result of the experiments performed, it was observed that
it decreased cell viability, induced apoptosis, decreased proliferation rate and suppressed cell
migration for the first time and made important contributions to the literature in these respects. In
addition, the potential of Substance 10 as a new drug against LC is another important point that makes
this study important.

Keywords: Anticancer, cell death, indole derivative, lung cancer, NSCLC
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1. GIRIS

1.1. Akciger Kanseri

Akciger karsinomu (pulmoner karsinoma) epitelyal hiicrelerden koken alan akciger
dokularmda kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ile karakterize edilen koti huylu bir akciger
timoridir (Kanwal, Ding & Cao, 2017). Teshis edilen kanserler arasinda en yiiksek &liim
orani ve hasta sag kalimi sergileyen kati kitlelerle karakterize kanserdir (Siegel vd., 2023).
Oztiirk (2022)’e gore, Tiirkiye’de erkeklerde en sik goriilen kanser tiirii akciger kanseri (tiim
kanserlerin i¢inde %55) iken kadinlarda akciger kanseri 5. sirada yer almaktadir (tim
kanserlerin i¢inde %10.9). 5 yillik sagkalim oran1 %20 gibi diisiik bir seviyededir (Coleman
vd., 2011). Genellikle 65 yas tistii ve erkeklerde yaygin goériilse de son yillarda kadinlarda da
akciger kanseri goriilme sikliginda artis s6z konusudur ve 45 yas alt1 hasta sayisinda da artig
gerceklesmektedir. Cok merkezli (25 merkezli) bir calismada 703 hastanin (%77,7 erkek)
verileri incelenmis KHDAK tanisinin ortalama yasi 63,3 arti eksi 12,5 yil olarak
bulunmustur (Aksel vd., 2019).

Hastalik teshis edildiginde ileri evrelere gelmis olmaktadir. Tiirkiye'de akciger
kanseri tan1 ve evrelemesi giincel uluslararasi kilavuzlara ve tekniklere uygun olarak
yapilmaktadir. Pulmoner lezyonlarin goriintiilemesi i¢in; kontrastl bilgisayarli tomografi
(BT), manyetik rezonans goriintiileme (MRI) ve florodeoksiglukoz pozitron emisyon
tomografisi-bilgisayarli tomografi (PET-CT) dahil olmak iizere fonksiyonel goriintiileme
calismalan ile degerlendirilir. BT, PET-CT, MRI ve transtorasik veya transbronsiyal doku
biyopsileri dahil olmak {izere gesitli invaziv ve invazif olmayan yontemler kullanilarak
entegre bir yaklasimla yapilir. Siipheli lezyonlarin lokasyonuna bagli olarak bronkoskopi,
endobrongiyal ultrason (EBUS), endoskopik ultrason, ultrason veya BT kilavuzlugunda
biyopsilerle doku elde edilir (Cangir vd., 2022). Biitin bu yontemler yalnizca tani ve

evreleme asamasinda dahi bireye ve devlete ciddi ekonomik kiilfet yaratmaktadir.

Cigin vd. (2018), 2018 yil1 Astrazeneca destekli Akciger Kanserleri Dernegi, Akciger
Saghgt ve Yogun Bakim Dernegi, Saglik Bilimleri Universitesi, Tiirk Tibbi Onkoloji
Dernegi, Tiirkiye Kanser Enstitiisii ve Tiirkiye Solunum Arastirmalari Dernegi ortak
raporuna gore akciger kanserinin yillik toplam maliyeti 8,8 milyar TL’dir. Bu sebeple AK

tan1 ve tedavi gelistirilmesi yliksek onem arz eden hastaliklar arasinda sayilmakta, yillar



icerisinde hem birey hem devletlere maddi yiik yaratan, yiiksek maliyetli tan1 ve tedavi

stirecleriyle iliskilendirilmektedir (Yabroff vd., 2021).

Yerli kaynaklarla tedavi siirecinin yiiriitiilmesi gerek kendi tedavisini iireten toplum ve
devlet ekonomisi agisindan ve gerekse hizmetin hastaya ulasilabilirligi ve hasta refahi
acisindan Onem arz etmektedir. Zira kanser arastirmalari, AR-GE, yerli ilag iretimi
konularinda yeniliklere gitmekte, gelecek hedeflerimize bu gayeleri almaktayiz. Ilaca ulagim,
ilac maaliyeti, tedavi acilarindan diinya pazarinda s6z sahibi olabilecek bir
konumda bulunmamakta ve disa bagimhligi azaltmak i¢in ¢abalamaktayiz
(https://onikinciplan.sbb.gov.tr/). Bu amaglar dogrultusunda bu ¢aligmada; Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali’nda sentezlenen indol

tirevi Madde 10’un AK tedavisi tizerindeki etkisinin in vitro incelenmesi amag¢lanmaktadir.

AK cesitli sinyal yolaklarinin dahil oldugu normal hiicre fonsksiyonlarinin
bozulmasiyla iliskilidir. Bu prosurvival onkogenlerin aktivasyonlarini, proapoptotik genlerin

inaktivasyonu gibi siirecler icermektedir (Abolfathi vd., 2023; Alam vd., 2023).

AK’de hiicre ¢ogalmasi, apoptoz ve yaslanmada Onemli rol alan
RAS/RAF/MEK/ERK sinyal yolagi (Ritt vd., 2016); kanserin gelisimi ve agresifligiyle
iligkilendirilen PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi (Iksen wvd., 2021); hiicre ¢ogalmasi,
farklilagsma, inflamasyon ve apoptozla iliskili genlerin diizenlenebildigi JAK-STAT sinyal
yolagi (Hu vd., 2021); hiicrelerin ROS ve elektrofilik stresten korunmasini saglayan NRF2-
KEAP1-ARE sinyal yolagi (Camifia vd., 2022); kanser hiicrelerine karsi immiin cevabin
baskilanmasinda T hiicre aktivasyonunun engellemesiyle iliskili olan PD-1/PD-L1 sinyal
yolagi (Ghosh vd., 2021) dikkat ¢ceken yolaklar arasindadir.
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Sekil 1.1. KHDAK'de hedefe yonelik tedavi direnci. Yukaridaki sekiz hedef, gen mutasyonu (mut),
aktivasyon (akt), amplifikasyon (amp) veya fiizyon (fiiz) yoluyla ila¢ direnci olusturur. Mutasyona
ugramig hedefler siyah renkle isaretlenmistir. (Xiang vd., 2024’ten modifiye edilmistir.)

Yolaklarda kanserin lehine ilerlemeler ilag direnci, kanserin agresiflesmesi ve

yayilmast konusunda destek saglar (Sekil 1.1). Bir PI3K inhibitérii olan PTEN'deki

mutasyonlar da tiimér ilerlemesine yol agmaktadir.
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Sekil 1.2. Kanserde invazyon yollar1 (Yang vd., 2019’dan modifiye edilmistir.)

Yang vd. (2019) belirttigi sekliyle kanserde hiicre invazyonu metastaz veya
mikrometastazla sonuglanan iki yoldan ilerleyebilmektedir (Sekil 1.2.). Kanser hiicreleri
bulunduklar1 alandan tek hiicre migrasyonu yoluyla once EMT yoniinde aktiflesip
mezenkimal karakter kazanarak gd¢ yapar ve yerlesecegi dokuda EMT’nin tersine
mezenkimal epitelyal gecis (MET) yoniinde aktivasyonla tekrar epitelyal karakter kazanarak
gocii tamamlar ve metastaz yaptig1 dokuya yerlesirek burada ¢ogalmaya baslar. Tek hiicre
migrasyonu disinda ¢oklu hiicre gociiyle iliskili olan kolektif hiicre migrasyonunda ¢oklu
hiicre grubu tiimorden ayrilarak dolasima katilarak goge baslar. Bu goce lider bir hiicrenin
onciiliik ettigi belirtilmektedir. Kolektif hiicre grubu mikrometastaz ile ulastigi dokuya
yerleserek go¢ilinii tamamlar ve ilgili dokuda ¢ogalmaya baglar. Akciger kanseri de
metastatik indeksi yiiksek olan ve ozellikle %15 oraninda beyine metastaz yapabilen bir
kanser olmasi sebebiyle EMT ve MET degerlendirilmesi igin iliskili genler olan E-kaderin,
N-kaderin gen ifadeleri ile hiicre gogii i¢in yara iyilesme testinin tezin kapsaminda
incelenmesi uygun gorilmistir. EMT-MET ve kaderinler aras1 iligki Sekil 1.3’te

goriilebilmektedir.
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Sekil 1.3. EMT ve MET gegisleri (Dongre & Weinberg, 2019’dan modifiye edilmistir.)

Loh vd. (2019) derledigi iizere, kanser hiicrelerinde E-Kaderin azalmas1 EMT iliskili
genlerin aktivasyonu ve metastatik yayilimla iligkilendirilebilmektedir. E-Kaderin, KHDAK
hastalarinda EMT ve tiimor invazyonu belirteglerinden biri olarak kullanilmistir ve epitelyal
karakterin korunmasinda gorev alir. N-Kaderin ise E-Kaderin’in aksine mezenkimal
karakterin yiiksekligiyle ve kanser hiicreleri igin metastaz ve invazyon potansiyelinin

artmasiyla iligkilendirilmistir.

Kanser kok hiicresi (CSC) teorisi, tiimdriin baglamasindan ve siirdiiriilmesinden
sorumlu olan farklilagmamis hiicrelerin belirli bir popiilasyonunun varligini varsayar.
CSC’ler diisiik proliferasyon hizi, rejenerasyon, yavas hiicre dongiisii, antiapoptotik genlerin
yiiksek ifadesi, DNA onarimi, yiiksek farklilasma ve sinirsiz ¢ogalma kapasitesi gibi
karakterisitk ozelliklere sahiptir ve bu Ozellikler itibariyle embriyonik kok hiicrelerle
benzesmektedirler (Sterlacci vd., 2014). Akciger kanserinde kokliiliik belirteci olan CD24,
CD44, SOX2, OCT4, CD133, ABCG5, EPCAM gibi genlerinin ifade edildigi bilinmektedir
ve kanserde kokliililk metastaz, tedaviye direng, immiin baskilama, rekiirrens i¢in nemli
kriterler olan proliferasyon ve rejenerasyon gibi 6nemli durumlarla iligkilidir (Ahmad ve

Amiji, 2017; Eun vd., 2017; Loh vd., 2019; Mudra vd., 2021; Shen vd., 2016).



Yukarida bahsedilen akciger kanserinde kokliiliikle iligkilendirilen belirte¢lerden
kisaca bahsedecek olursak (Sterlacci vd., 2014):

e Bes transmembranl bir glikoprotein olan CD133 (prominin-1), baslangicta insan
kok hiicreleri ve timoral karsiliklari i¢in spesifik bir belirte¢ olarak tanimlanmustir.

e Oktamer baglayict transkripsiyon faktori 4 (OCT4), hipofize 06zgli pozitif
transkripsiyon faktorii 1, Oktamer transkripsiyon faktorii proteinleri 1 ve 2,
Caenorhabditis elegans'tan noral Unc (koordine edilmemis protein)-86
transkripsiyon faktorii (POU) ailesine aittir. Ifadesi normalde gelismekte olan
embriyonun pluripotent hiicreleriyle sinmirlidir, ancak OCT4 ayni1 zamanda CSC
ozelliklerinin ve direng 6zelliklerinin korunmasinda da énemli bir rol oynar.

e Bir diger transkripsiyonel faktor olan cinsiyet belirleyici bolge Y-box 2 (SOX2) de
kok hiicrelerin karakteristik 6zelliklerine ulagmak i¢in 6nemli sinyaller saglar.

e Hiicre yiizeyi ekstraseliiler matris reseptorii olan CD44, yaygin olarak bir CSC
belirteci olarak da kullanilir. CD44, ifade edildigi hiicre tipine (embriyonik,
progenitor, kanser) bagli olarak birden fazla sinyalleme islevine (¢ogalma, apoptoz,
sagkalim, gdc¢, farklilagma) sahip olabilir.

e (D24, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerinde gérev alan bir hiicre yiizey
protein molekiiliidiir ve bu sayede hiicre adezyonu ve metastazinda rol oynar.

e Epitel hiicre adezyon molekiilii (EpCAM) ayn1 zamanda ¢ok sayida kati tlimorde
kanseri ilerleten hiicrelerin ve normal progenitor ve kok hiicrelerin imzasinin bir
parcasi olarak bildirilmistir.

e ABCGS5 proteini, sterollerin digar1 atilmasinda rol oynayan ve dolayisiyla kanser
hiicrelerinde antikanser ajanlarin azalmasi nedeniyle direng gelisiminde rol

oynayan ATP baglayici kaset (ABC) alt ailesinin bir iiyesidir.

EMT ve CSC birgok yonden benzerlik gostermektedir (Cizelge 1.1). EMT ve
CSCl'lerin kanser biyolojisinde birlestigini goriilmektedir (Liu vd., 2015; Sterlacci vd., 2014).
Caligmalar, EMT hiicrelerinin (6rnegin, E-kadherin ekspresyonunu kaybeden epitel
hiicreleri) kok hiicre 6zelliklerini kazandigini, kok hiicre durumunun korunmasinin stirekli
EMT indiikleyici sinyallere bagli oldugunu ve kok hiicre olma durumunda rol oynayan
sinyal yollarinin da giliglii EMT indiikleyicileri olarak hareket ettigini gostermektedir. Bu
sebeple ifadesi incelenecek olan genlerin analizleriyle kanser hiicrelerinin kokliiliigi ve gog

potansiyeliyle ilgili giiglii iligski oldugu diisiiniilmistiir.



Cizelge 1.1. EMT hiicreleri ve CSC’lerin ortak &zellikleri (Liu vd., 2015)
EMT CSC’ler
Hiicreleri
Tiimorlerdeki fonksiyonlar
Metastaz + +
Kemorezistans + +
Radyodireng + +
Hedefe yonelik tedavi direnci + +
Yayilma - - veya +
Tlgili Diizenleme Mekanizmalari
TGF-B yolagi + +
Notch sinyali + +
Whnt/B-katenin yolagi + +
Hedgehog (Hh) sinyali + +
MikroRNA’lar + +
Tiimor Mikrocevresinin Etkileri
Hipoksi + +
Enflamasyon + +
CTC’lerdeki Belirtecler ve Ozellikler + +
Bagisikhiktan Kaginma + +

Kisaltmalar: CSC, kanser kok hiicresi; EMT, epitelyal-mezenkimal gegis; TGF-p, doniistiiriicii biiyiime faktorii f3;

CTC’ler, dolasan tiimér hiicreleri

1.2. Akciger Kanseri Siiflandirilmasi

Duma vd. (2019) bahsettigi sekilde AK vakalarinin yaklasik olarak %85°i kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) kalan kismi da kiigiik hiicreli akciger kanseriyle
(KHAK) iliskilendirilmistir. KHDAK, 3 ana alt tipe ayrilmaktadir; adenokarsinom, skuamoéz
hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom. Adenokarsinom KHDAK’1n en yaygin alt tipi
olarak tiim akciger kanserlerinin yaklagik yarisindan sorumludur. Skuaméz hiicreli karsinom

tiim akciger kanserlerinin yaklasik %25-30’una denk gelirken biiytik hiicreli karsinom %5-

10 civarindan sorumludur. 2015 Diinya Saghk Orgiiti (WHO) verilerine gore detayl

Sekil 1.4’de gosterilmistir (Saman vd., 2022).




Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK), tiim akciger kanserlerinin %15’ini olusturan
agresif bir kanserdir ve hizli metastaz, yliksek proliferasyon kapasitesi gosterir. Yaygin
olarak beyin, lenf nodlari, karaciger, adrenal bezler, kemikler ve akcigerin baska bolgelerine
metastaz yapar. Kromozomal yeniden diizenlenmeler ve fonksiyon kaybina neden olan
mutasyonlar yaygindir. TP53 ve RB1'in fonksiyonel inaktivasyonu neredeyse tiim vakalarda
goriiliir. MYC ailesi genlerinin (MYC, MYCL ve MYCN) amplifikasyonu, RB ailesi tiyeleri
p107 ve p130 (sirastyla RBL1 ve RBL2 tarafindan kodlanan) tiimor baskilayict PTEN ve
NOTCH reseptorleri ve kromatin diizenleyici CREBBP‘te meydana gelen fonksiyon kaybi
mutasyonlariyla heterotipik mutasyonlar iceren alt kiimeler halinde bulunur (Rudin vd.,

2021).

KHAK’in immiin fenotipinde, diger akciger kanseri tiirleriyle karsilastirildiginda
belirgin bir immiinsiipresyon, CD45 + T hiicreleri, regiilator T hiicreleri (Treg), Sitotoksik T
lenfositleri (CTL'ler) ve TIL'ler gibi ¢oklu bagisiklik hiicreleri bulunur (Li ve ark, 2023).
Birinci basamak terapide PD-1/PD-L1 inhibitorlerinin eklenmesi %10’luk bir ortalama
sagkalim basaris1 gostermistir (Fachinetti, Maio & Tiseo., 2020). Kesin ve belirgin bir basar1
gostermemekle birlikte CTLA-4 ve PD-1 inhibitorleri bazli terapiler (ICI: Immune
checkpoint Inhibitors, immiin kontrol noktasi inhibitorleri) kemoterapiyle kombine halde
genel sagkalimi arttirabilir, genel durumu iyilestirebilir ancak daha biiyilik gruplarda test

edilmeden yan etkilerin giivenle goz ardi1 edilemeyeceginden bahsedilebilir (Li vd., 2023).
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Sekil 1.4. Akciger kanseri siniflandirilmasi (Saman vd. 2020’den modifiye edilmistir.)



Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (Kiigiik Hiicreli Olmayan AK), tim akciger
kanserlerinin %85’inden sorumludur (Chen vd., 2022). KRAS, epidermal biiyiime faktori
(EGFR), anaplastik lenfoma kinaz (ALK) mutasyonlar1 yaygin olarak goriilenler arasindadir
(Zappa vd., 2016). EGFR mutasyonlar1 kontrolsiiz hiicre béliinmeleriyle iliskilendirilmistir
ve sigara igmeyen kadinlarin yaklasik %12’sinde tespit edilmistir (Pao vd., 2004). KRAS
KHDAK’ta mutasyonlariyla yaygin olarak karsilagilan bir onkogendir. KRAS mutasyonlar1
genellikle EGFR ile ALK genlerinin yabanil tip oldugu sekillerde goriilmektedir (Zappa vd.,
2016). Inamura vd. (2009) belirttigine gére ALK mutasyonlari hi¢ sigara i¢meyenler
arasinda ve adenokarsinom hastalarinda daha sik goriilmiistiir. Bu ¢alismada kullanilan
kanserli hiicre hatlarinda KRAS agisindan mutanttirlar (Mao vd., 2022). Onkogenik KRAS
mutasyonlarmin %g80'inden fazlasi, glisin kalintistnin farkli amino asitlerle ikame edildigi
kodon 12'de meydana gelir ve bu da KRAS mutant tiimorlerinin genomik heterojenligine yol
acar. KRAS glisin-sistein mutasyonu (G12C), kiigiik hiicreli dig1 akciger kanserindeki KRAS
mutasyonlarinin yaklasik %44'inii olusturur; mutant KRAS G12C, akciger adenokarsinomu

olan tiim hastalarin yaklasik %13'inde mevcuttur (Veluswamy vd., 2021).

1.3. Akciger Kanseri Risk Faktorleri

Titin  kullanimi  ve/veya maruziyeti, KOAH, amfizem gibi akciger ile iligkili
hastaliklar, onkoviriisler, asbest, radyasyon, radon, hava kirliligi maruziyeti, yerli biyokiitle
yakitlarmin kullanimi sonucu agiga cikan kirleticiler, diyetle alinan besinlerin sagliksiz
beslenmeyle iliskili olmasi ve genetik olarak kansere yatkinlik AK igin risk faktorleri olarak
siralanabilmektedir (Barta vd., 2019; Schabath vd., 2019). Risk faktorleri arasinda AK’yle en
yiiksek iligki titiin kullanimiyla kurulmustur. Kadinlar igin akciger kanseri kaynakli
olumlerin %55'i, erkekler i¢in ise akciger kanserinden olimlerin %70'inden fazlasi sigara
kullanimina atfedilmektedir (O'Keeffe vd., 2018). Biiyik yiizdeyle titiin {rinleri
kullanimina ve pasif igicilige bagl gelisen akciger kanseri i¢in uygun zemin iilkemizde
mevcuttur. 13-19 yas arasi nargile kullaniminin yaklasik %27, 15 yasin {izerinde bireylerin
1/3’{iniin ise sigara bagimlisi oldugu iilkemizde akciger kanserine bagli 6lim orani tiim

kanserlere bagli 6liim oraninin ¢eyregini olusturmaktadir (Cangir vd., 2022).

Aile Oykiisii de akciger kanseri i¢in 6nemlidir ve hi¢ sigara kullanmayan hastanin
akciger kanseri tanist almasi fenomenini agiklamaya katkida bulunabilir. Ancak mevcut
veriler, 0zellikle ikizler lizerinde yapilan genetik arastirmalar, genetik faktorlerin ve ¢evresel

etmenlerin ortaklasa kanser gelisimi ve ilerlemesinde etkili oldugunu gostermektedir
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(Kanwal, Ding & Cao., 2017). Ayrica X 1sinlari, gama 1sinlari, alfa pargaciklari, beta
parcaciklar1 ve ndtronlar gibi yiliksek enerjili radyasyon DNA'ya zarar verebilir ve kansere
neden olabilir. Bu radyasyon tiirleri, niikleer santrallerdeki kazalarda ve atom silahlarinin
yapilmasi, test edilmesi veya kullanilmasi sirasinda agiga ¢ikabilir (Russ vd., 2022). WHO
tarafindan tanimlanan 19 ¢evresel karsinojenden biri olan ve Uranyum-238’in radyoaktif
bozunmasi sonucunda olugan Radon (Rn) (Li vd., 2020; Zablotska vd., 2022), X 1sinlari,
gama 1sinlar1 ve beta pargaciklari (Russ vd., 2022) radyasyon kaynakli akciger kanserine
neden olabilir. Hava kirliligi (Berg vd., 2023), 33 skuamdéz hiicreli karsinom, 17
adenokarsinom, lepidik yayilimli 10 adenokarsinom, 10 oligometastaz ve 10 neoplastik
olmayan akciger o6rneklerinin dahil edildigi referans ¢alismada gosterildigi tizere HPV virtisii
gibi onko viriisler (Robinson vd., 2016), KOAH (Durham vd., 2015), beslenme (Schabath
vd., 2019), agir metal maruziyeti (Lee vd., 2022), cinsiyet ve yas faktorleri akciger kanseri

i¢in risk faktorlerini tanimlamaktadir.

1.4. Akciger Kanseri Tedavisi

Akciger kanserinin tedavisinde cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, hedefe yonelik
tedaviler ve immiinoterapi hastanin durumuna gore planlanarak tercih edilmektedir (Alduais
vd., 2023). Cerrahi operasyon planlanan hastalarda kanser evrelemesi Il ve ilerisi ise
kemoterapiyle birlikte tedavi Onerisi yapilmaktadir. Kemoterapi, kanser hiicrelerinin
bliyiiyiip boliinmesini engelleyerek kanser hastalarinin ortalama sagkalimlarinin artmasina
yardimer olan tedavi yontemidir. Radyoterapi hastanin sahip oldugu kosullar ve kanser
evresi goz Oniline alinarak hasta sagkalimi ve hayat kalitesi agisindan avantaj saglayacak
veya direkt olarak tedavi olmasina aracilik edebilecek bir yontemdir (Alduais vd., 2023;
Vinod & Hau, 2020). Hedefe yonelik tedaviler saglikli doku ve hiicreler zarar gérmeden
kanserli hiicre ve dokulari onlara 6zgii belirtecleri hedefleyerek tedavi etmeyi amacglar.
Hedefe yonelik tedavide epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) mutasyonlariyla
karakterize olmasi sebebiyle EGFR inhibitorleri olan Afatinib (GILOTRIF), entrectinib
(ROZLYTREK) gibi ilaglar, KHDAK hastalarinda yaygin olarak gorilen KRAS G12C
mutasyonunu hedefleyen Sotorasib (LUMAKRAS) 6rnek olarak verilebilir (Alduais vd.,
2023; Hardardottir vd., 2022). Immiinoterapi kisinin sahip oldugu immiin sistemin kansere
karst aktif olarak savagmasim saglamak amaciyla tercih edilmektedir. Ornegin
programlanmis hiicre Slimii proteini 1 (PD1) ve ligand1 (PD-L1) yolunu inhibe ederek
antitimor bagisikligi destekleyen Atezolizumab (TECENTRIQ), nivolumab (OPDIVO) ve
pembrolizumab (KEYTRUDA) gibi Amerika FDA (Food and Drug Administration) onayl
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KHDAK icin kullanilabilen ilaglar mevcuttur (Alduais vd., 2023; Li vd., 2023). Ilag

onaylarmin siireci Sekil 1.5°de gosterilmistir.
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Sekil 1.5. FDA tarafindan KHDAK ’a kars1 ilag onay1 alan molekiiller (Friedlaender vd., 2024’ ten alinmustir.)



1.5. Hiicre Hatlar:

BEAS-2B saglikli bronsiyal epitelyal hiicrelerin hiicre serisi halidir ve bu tez igin
saglikli kontrol olarak kullanilmas1 amaglanmaktadir. Epitelyal benzeri morfolojiye sahiptir

ve yapisan hiicrelerdir.

A549 ve HI1299 KHDAK hiicre serileridir. Yapisan hiicrelerdir ve epitelyal
morfolojiye sahiplerdir. A549 daha c¢ok epitelyal karaktere sahipken H1299 daha ¢ok
mezenkimal karaktere sahiptir (Huang vd., 2021). Ab49 adenokarsinom olarak
subtiplenirken H1299 biiyiik hiicreli karsinom olarak yer almaktadir (Foster vd.,1998; Mao
vd., 2022). NCI-H1299 (ATCCno.CRL-5803), p53 delesyonu, EGFR yabanil tip, KRAS
mutant iken A549 (ATCC CCL-185), p53 yabanil tip, EGFR yabanil tip, KRAS mutant
olarak tammlanmaktadirlar (Mao vd., 2022).

1.6. indoller ve Tiirevleri

Indol tiirevleri, indol halkas: iceren; dogal ve sentetik olarak elde edilebilen
heterosiklik molekiillerdir. Ornegin triptofan aminoasidi bir indoldiir. Indol tiirevleri ise ayn1
indoller gibi hem dogal hem sentetik olarak elde edilebilmektedirler ve indol iskeletine
sahiptirler. Dogal bir indol tiirevi olan serotonin 6rnek olarak verilebilir (Colella vd., 2020).
Dogada bir¢ok bilesigin yapisinda ve bol miktarda bulunduklari i¢in iyi arastirilan ve
tanimlanan indoller ve tiirevleri sentetik olarak taklit edilerek biyolojik olaylarin istenildigi
sekilde yonlendirilmesi saglanabilmektedir (Kaushik vd., 2013). Indol tiirevleri,
antidiyabetik, antikanser, antimikrobiyal, anti-HIV, antiviral, antiinflamatuar, antioksidan,
antikolinesteraz, antitiiberkiiloz ve antimalaryal etkiler de dahil olmak iizere ¢ok sayida
faydali biyolojik 6zellik gosterir ve bu 6zellikler, indol iceren tiirevleri, yeni tedavi edici
ajanlarin gelistirilmesinde 6nemli bilesikler haline getirir (Kumar & Ritika, 2020; Sachdeva
vd., 2020). Ayrica Benzen halkasina benzer sekilde, n-elektronlarinin asir1 delokalizasyonu
nedeniyle indol tizerinde elektrofilik yer degistirme kolaylikla meydana gelir (Lakhdar vd.,
2006). Bu sayede indol bilesikleri rahatlikla tiirevlenebilir (Sekil 1.6). Indol iskelet;
antimikrobiyal, antikanser ajanlar, antihipertansifler, anti-proliferatif ajanlar ve
antiinflamatuar ajanlar gibi tibbi ilaglarin gelistirilmesinde miikemmel bir iskele olarak,
tirevlendirilebilir bir esneklige sahiptir ve kimyasal yapisi sayesinde ilag gelistirmede ideal

bir ajandir (Dorababu., 2020).
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Sekil 1.6. Azot atomu iizerindeki serbest elektron sayesinde niikleofilik yer degistirme kolaylikla
meydana gelir.

Indol bilesikleri:

e Basit indol bilesikleri

e  Karbolin bilesikleri

e  Semiterpenoid indol bilesikleri

e Bisindol bilesikleri

e  Karbazol bilesikleri gibi farkli bagliklarda incelenebilir (Zhu vd., 2021).

Asagidaki bagliklarda detaylandirilacak olan etkilerinin haricinde indol tiirevleri gesitli
mekanizmalar yoluyla diyabetik hastaliklar i¢in bir umut kaynagi ve giincel bir arastirma
konusudur. Ozellikle diyabet hastali1 icin cogunlukla tercih edilen indol icerikli bitki
ekstraktlarinin kullanimi indol tiirevlerini iyi bir diyabet ilact aday1 yapmaktadir (Hu vd.,
2022).

Indol tiirevlerinin antiviral etkinligi Hepatit C viriisii (HCV) iizerinde oldukca diisiik

sitotoksisiteye ve yiiksek basariya sahip bir ajan olarak gosterilmistir (Andreev vd., 2015).
1.7. indol Tiirevleri ve Antikanser Etkileri

Bazi sentetik indol tiirevleri topoizomeraz inhibitorii gérevi yaparak siiper sarmal hale
gelen DNA’nin gevsemesine/¢oziilmesine engel olmasiyla antikanser etki gostermesinin yani
sira hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu indiikleyebilir, mitokondriyal

membran potansiyelini azaltabilir ve hiicrelerin apoptozuna yol agabilir (Li vd., 2020).
Ayrica ¢esitli  kinaz inhibitorleri, aromataz inhibitorleri, tiibiilin polimeraz

inhibitorleri, g¢esitli bliylime reseptorlerinin inhibitorleri gibi hiicre biliylime, gelisme ve

proliferasyonunu destekleyen yol ve yolaklarin baskilanmasi ve hiicreyi apoptoza, hiicre
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Olimiine gonderecek olan kaspaz aktivasyonu ve antiapoptotik genlerin inhibisyonu gibi yol
ve yolaklarda aktivasyon gosteren indol ve tiirevlerinin her gecen gilin ilag olma
potansiyellerini destekleyen ¢alismalarin artigi ve akabinde ilag onaylarinin verilmesi indol

ve indol tiirevlerinin antikanser etkinliklerini kanitlamaktadir (Dhiman vd., 2022).

Indol alkaloidleri, PI3K/Akt/mTOR, MAPK, Beclin-1 ve ROS dahil olmak iizere
cesitli sinyal yollarmin aktivitesini modiile ederek otofajiyi diizenler. Evodiamine,
fascaplysin, harmol gibi 6rnekler otofajiyle iliskili yolaklarin diizenlenmesinde gdrev yapan
bazi indol alkaloidleri olarak belirtilebilir (Luo vd., 2022). Kansere karsi indol tiirevlerinin
altta yatan antikanser mekanizmalar1 arasinda apoptoz indiiksiyonu ve mikrotiibiil, protein

kinaz, histon deasetilaz ve DNA topoizomerazin baskilanmasi yer alir (Dhuguru & Skouta,
2020).

Indol tiirevleri kanser hiicrelerini ¢ok ¢esitli &liim yolaklarina indiikleyebilirler

(Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Indol tiirevlerinin kanser hiicresini indiikledigi 6liim yolaklar1 (Zigova vd., 2024’ten
modifiye edilmistir.)

Zigova vd. (2024) belirttigi iizere dogal indol tiirevlerinden Brassinin ve Camalexin’in
yani sira sentetik indol tiirevlerinin de dogal tiirevlerine benzer yol ve yolaklardan antikanser

etkisi bulunmaktadir (Sekil 1.8).
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Sekilden incelenebilecegi iizere Ozellikle kimyasal yap1 bakimindan Madde 10 ile
benzer olan Brassinin ve gesitli sentetik indol tiirevleri, BAX ifadesinin arttirilmasi, BCL-2
ifadesinin azaltilmasi, kazpazlarin aktive edilmesi, apoptozom kompleksinin kurulmasinin
indiiklenmesi, fosfotidilserin eksternalizasyonu gibi hiicreyi 6liime gotiirecek yolaklarda ve
p53 aracili ve hiicre dongiisii kontrol noktalar1 aracili hiicre dongiistiniin durdurulmas1 gibi

antiproliferatif etkileri bulunmaktadir.

Pro-apoptotik bir belirte¢ olan BAX ve anti-apoptotik bir belirteg olan BCL-2 indol
tirevi Madde 10’un hiicreleri apoptoza gotiirme potansiyelini arastirmak amaciyla

secilmistir.

Tez calismasinda Dogang vd. (2024) nin sentezleyerek yayinladig indol tiirevlerinden
Madde 10’un AK’de antiproliferatif, apoptotik, hiicre go¢ potansiyeli ve kanser kok hiicre
karakteri lizerindeki olas1 etkilerini gorebilmek amaciyla epitelyal-mezenkimal gecis (EMT)
icin E-Kaderin, N-Kaderin gen ifade diizeyleri ve hiicre gogii i¢in yara iyilesme testi;
apoptoz i¢in BAX, BCL-2 ve akim sitometride Annexin V (PE)-7AAD boyamasi; kokliiliik
icin OCT4, SOX2, CD44 ve CD24 gen ifade diizeyleri; antiproliferatif etki i¢in Ki-67 gen

ifadeleri diizeyleri ve MTT deneyi ile hiicre canlilig diizeyi arastirilmustir.

1.8. indol Tiirevi Madde 10
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Sekil 1.9. Dogang vd. (2024)’nin sentezlemis oldugu indol tiirevi Madde 10’un kimyasal yapisi
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Tezimizde Dogang vd. (2024)’nin sentezlemis oldugu indol tiirevi Madde 10 (Sekil
1.9) BEAS-2B, A549 ve HI1299 hiicre hatlari {izerinde kullanilmistir. Madde 10, indol

halkasina ilaven flor (F), pentil, metil gibi gruplari igeren indol tiirevi bir kimyasaldir.

1.9. Tezin Amaci

Bu c¢alismada Madde 10°un AK iizerine etkilerinin in vitro arastirilmasi
amagclanmistir. Yeni sentezlenmis olan indol tiirevi Madde 10°’un AK iizerinde ilk kez
antiproliferatif, apoptotik, anti-metastatik, EMT baskilayic1 ve kokliiliikk tizerindeki etkileri

belirlenmistir.

Calisma daha 6nce AK {izerinde uygulanmamis olan indol tiirevi Madde 10’un BEAS-
2B saglikli akciger, A549 ve H1299 kanserli akciger hiicre hatlar1 {izerinde etkinliginin
arastirilacagl ilk calisma olma niteligi tasimaktadir. Yeni sentezlenmis bir ilag adayi
molekiiliin ilk kez AK hiicreleri tizerindeki antiproliferatif, apoptotik, anti-metastatik, EMT
baskilayict1 ve kokliilik iizerindeki etkilerinin arastirilacak olmasi1  6zgiinliigiinii
olusturmaktadir. Projenin sonuglar1 agresif bir kanser tiirline karsi ilag gelistirilmesi

konusunda literatiire katki sunmasi ve bir ila¢ aday1 6nermesi agisindan degerlidir.

Madde 10 Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim
Dali’ndan Prof. Dr. Hakan GOKER ve ekibi tarafindan sentezlenmis olup 12. Kalkinma
Plani’nin flag ve Tibbi Cihaz bashig: altinda amag, politika ve tedbirler kisminda yer alan
ilgili maddeler kapsaminda ilag olma potansiyelinin degerlendirilmesi agisindan 6nemli

katkilar sagladigi disiiniilmektedir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Calismada Kullanilan Yontemler

Bu tez calismasinda hiicre kiiltiirdi, hiicre canlilig: testi olan MTT deneyi, gen ifadesi
icin RT-qPCR yontemi, apoptoz tayini i¢in akim sitometrik tayin ve hiicre gogii i¢in yara

iyilesme testleri kullanilmigtir.
2.1.1. Hiicre Hatlarimin Temini
Hiicre hatlar Dr. Siireyya BOZKURT tarafindan laboratuvarimiza hibe edilmistir.

2.1.2. Akciger Hiicre Hatlan Kiiltiirii, Dondurulmasi, Co6ziilmesi ve

Pasajlanmasi

Her hiicre kendi ihtiyacina uygun besiyerinde kiiltiirlenir. Besiyerleri hiicrenin
ihtiyacina gore vitamin, mineral, serum vb. igerecek sekilde bazal besiyerine eklemeler
yapilarak hazirlanir. Bu tezde kullanilan BEAS-2B saglikli akciger, A549 ve H1299 kanserli
akciger hiicre hatlarinin kiilttirti 37 °C’de, %5 CO, igeren inkiibatdrde, %10 Fetal Sigir
Serumu (FBS), %1 L-glutamin ile %1 Streptomisin-Penisilin igeren RPMI 1640 (Roswell
Park Memorial Institute 1640) icerisinde kiiltiirleri yapilmistir. Hiicreler diizenli olarak
mikroskop altinda incelenir. Deneylerden Onceki gilinlerde veya pasajlanma yogunluguna
gelene kadar 2-3 giin araliklarla beslenmeleri tercih edilir. Hiicreleri beslemek i¢in laminar
flow kabin igerisinde var olan besiyerine ekleme yapilabilir veya yapisan hiicrelerde
uygulanabilecegi sekliyle lizerinden eski besiyerinin tamami veya bir kismu ¢ekilerek yeni

besiyeri koyulabilir.

Hiicreler uzun siireli saklanabilmesi amaciyla uygun dondurma soliisyonu
(laboratuvarimizda %90 besiyeri %10 DMSO (dimetil siilfoksit) ile hazirlanir) igerisinde
dondurularak saklanirlar. Hiicre Kkiiltiiriinii baslatmak i¢in dondurulmus olan hiicre
stoklarindan alinarak hizli bir sekilde ¢oziilmesi saglanmalidir. Su banyosu, elde 1sitma gibi
seceneklerden uygun olani tercih edilebilmektedir. Hiicre stogu disartya alinmadan 6nce hizh
hareket etmek ve hiicrelerin DMSO igceren dondurma soliisyonuna ¢ozildiikten sonraki

maruz kalma siiresini azaltmak amaciyla laminar akis kabin icerisinde gerekli hazirliklarin
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tamamlanmasi uygundur. Besiyeri, hiicre kiiltiirline uygun flask, ¢ozdiirme sonrasi santrifiij

icin kullanilacak falkon tiip ve gerekli diger tiriinler olan pastor pipet, mikropipet, pipet ucu,

atik kab1 gibi malzemeler kabin icerisine almir. Flask, falkon hiicreye gore etiketlenir.

Santrifiij falkona uygun olacak sekilde ayarlanir.

Hazirliklar tamamlanir.

Dondurma tiiplindeki hiicre disar1 alinarak buzu c¢oziinene kadar hizla i1sinmasi

saglanir.

Falkon tiip igerisine yaklasik 3ml kadar besiyeri alinir.

Coziinen hiicre bekletilmeden dikkatle pipetle c¢ekilerek yavagga falkon tiip

icerisindeki besiyerine alinir.

Falkon tiipiin kapagi kapatilarak santrifiije alinir. 1500rpm’de 3dk santriftijlenir.

Bu sirada hiicre kiiltiir flaski igerisine (T25 flask i¢in 6ml, T75 flask igin 15ml civari

tercih edilebilir) besiyeri alinir.

Santrifiiji biten hiicre laminar akis kabini igerisine alinir ve pellete dikkat edilerek

stipernatant1 uzaklastirilir.

Pellet dikkatli bir sekilde yaklasik 1 ml besiyerinde nazikge pipetlenerek ¢oziiliir ve

hiicre kiltir flaskina alinir.

Ters mikroskopta yogunluklar1 ve morfolojileri kontrol edilir.

Flask CO, inkiibatore kaldirilir. 37°C’de %5 CO, diizeyinde nemli bir ortamda

inkiibe edilir.

Laminar akis kabini igerisindeki malzemeler temizlenir ve atiklar dikkatle

uzaklastirilir.
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Hiicrelerin flaskta %70-80 konfluent durumuna goére 3-5 giinde bir pasajlar
gerceklestirilmistir. Hiicrelerin overpopiile olmamasna dikkat edilerek pasajlama yapilir.
Overpoplile olan hiicreler yeterli alan ve besin bulamayarak fizyolojik degisikliklere
gidebilirler. Kiiltiiriin saglikla devamliligi ve deneylerin tekrarlanabilirligi acisindan
overpopiilasyondan kacgimilir. Yapisan hiicrelerin pasajlanmasi igin flasktan ve birbirlerinden
ayrilmasini saglayacak Tripsin-EDTA gibi bir madde kullanilir. Tripsin-EDTA besiyeri
icerisindeki serum sayesinde inhibe edilebilen bir proteazdir. Yapisan hiicrelerde tiim
besiyeri g¢ekilerek atilir ve flask boyutuna uygun miktarda tabanin tamamini kaplayacak
kadar (0,5-1,5 ml civari, ihtiyaca ve Tripsin-EDTA’nin konsantrasyonuna bagli olarak)
eklenerek kabin tabanina tiim hiicrelere temas edecek sekilde yayilmasi saglanir. Hiicre
kiiltiir flaski inkiibatore kaldirilir, 3-5 dk hiicreler yiizmeye baslayana kadar kontrollii bir
sekilde bekletilir. Bu asama gozle de goriilebilir. Mikroskop altinda kontrol edilip hiicrelerin
ylizdiigii goriildiigii noktada daha fazla bekletilmeden laminar akis kabini igerisine alinir ve
flask igerisine en az Tripsin-EDTA miktarinca besiyeri alinarak dikkatle pipetlenerek
toplanip falkon tiip icerisine alinarak kapag: dikkatle kapatildiktan sonra kabinden ¢ikarilip
santrifiije alir. 1500 rpm’de 3dk santrifiijlenir. Santrifiij sonrasi kabin igerisinde pellete
dikkat edilerek siipernatant uzaklastir. Pellet biiyilikliigiine uygun olacak miktarda
besiyerinde ¢oziiliir. 1-3 ml gibi miktarlar tercih edilebilir. Hiicre denemesi i¢in veya kiiltiir
devamlilig i¢in bu adimda sayim yapilabilir. Yeni bir hiicre kiiltiir flaski hiicreye uygun
olacak sekilde etiketlenerck igerisine hiicre ¢dzme kisminda belirtilen miktarlar kadar
besiyeri alinir. Istenilen sayida/miktarda hiicre hiicre kiiltiir flaski igerisine alinarak kapagi
kapatilir ve hiicrelerin besiyerinde dagilmasi saglanir. Flask ters mikroskop altinda incelenip

inkubatore kaldirilir.

Hiicre sayimi, hiicrelerin stoklanmasi, deneylerin planlanmasi gibi agamalarda énem
arz etmektedir. Hiicreler kiiltiir flasklarindan uygun sekilde toplanip santrifiijlendikten sonra
stipernatantlar1 uzaklastirilir ve pelletleri ihtiyaca gore 1-3 ml besiyerinde pipetlenerek
¢oziiliir. Bu asamada sayim icin 6zel olarak kullanilan otomatik cihazlar veya manuel sayim
icin tasarlanmig lamlar kullanilabilir. Manuel sayim i¢in 6zel olarak tasarlanmis olan
lamlarin kendi hacimsel alanlarma uygun olarak belirlenen katsayilar1 (sayim sonucu x
diliisyon faktdrii x lam katsayisi) seklinde sayim hesaplamasi igerisinde kullanilir. Ornegin
Neubauer, Improved Neubauer, Biirker, Thoma gibi ¢esitli mantiklara dayanarak hiicre
sayimi i¢in Ozellestirilmis lam ¢esitleri bulunmaktadir. Bunlarin en yayginlarindan biri
Thoma lamidir. Thoma laminda sayim i¢in aym anda kullanilabilecek 2 odacik

bulunmaktadir. Lamin tizeri bu odaciklar kapsayacak sekilde lamel ile kapatildiginda lam ve
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lamel arasi odacigin derinligi 0,1mm olur. Bu alana diliie edilmis hiicre 6rneginden 10ul
almir. Sayim alami bir kenart 0,05mm olan 25 adet kareyi iceren 16 biiyiik kareden
olugsmaktadir. Bu mantiga dayanarak yapilan hesaplamalarda lamin katsayis1 10000 olarak
kullanilir. Tiim alanda sayilan hiicre miktar1 x diliisyon katsayisi x lam katsayis1 lizerinden
elimizdeki ¢oziilmiis pelletin igerdigi hiicre sayisina ulagilir. Manuel bir sayim ydntemi
olmasi sebebiyle lam alanina diisecek hiicre sayisinin ¢ok fazla veya ¢ok az olmamasina
dikkat edecek sekilde pellet biiylikliigline uygun olarak diliisyon saglanir ki sayim sonucu
olabildigince gergege yakin olsun. Ornegin santrifiij sonrasi siipernatant1 atilan pellet 3ml
besiyerinde ¢oziiliirse dillisyon katsayis1 3 olacaktir. Bu prensiplere dikkat edilerek sayilan

hiicreler ihtiyag kadari kolayca hesaplanabilmektedir.

Hiicreler kiiltiirlerinin istenilen zamanlarda devam ettirilebilmesi, olas1 kontaminasyon
durumunda kiiltir disginda temiz stoklarin olmas1 gibi sebeplerle dondurularak
stoklanmaktadirlar. Ornegin pasaj sayisi takip edilen hiicreler erken pasajlarda stoklanarak
kiiltiirde hiicre pasaji ilerlerken stokta istenildigi noktada alinip daha erken pasajlardan
kiiltiirlenebilir. Hiicrelerin ¢oziimiinde hizla ¢oziilmesi gerektiginden bahsetmisken burada
tam tersi yavag bir siiregten bahsetmekteyiz. Hiicreler uygun dondurma soliisyonu olmadan
ve hizla dondurulurlarsa iglerindeki su hizla kristallenerek hacmen genisler ve hiicrelerimizi
patlatir. Bu durumdan ka¢inmak igin dondurma soliisyonu igerisinde dakikada 1°C

sogutularak dondurulur.

Kiiltiirdeki hiicre laminar akis kabin igerisine alinir ve pasajlamada pellet lizerinden

siipernatantin uzaklastirilmasina kadar ayni sekilde uygulamalar yapilir.

e Hiicreler sayilir ve her bir dondurma tiipii (cryo vial) igerisinde 1 ml dondurma
soliisyonu igerisinde 2-4 milyon hiicre olacak sekilde pellet dikkatle ¢oziiliir ve fazla
pipetlemekten kacinilir. Dondurma soliisyonu kristallenmeyi Onleyici gliserol,
DMSO gibi maddelerden %10 icerecek sekilde kalani inative serum veya hiicreye

uygun tam besiyeri ile tamamlanarak hazirlanir.

e Her bir dondurma tiipiinde 1 ml hiicreli dondurma soliisyonu olacak sekilde

paylastirilir.

e Buzigeren izolasyon saglayan bir kutuya alinarak dakikada 1°C donmasi saglanacak

sekilde 5 dk +4°C’de, 20dk -20°C’de, gece boyu -80°C’de tutularak(dondurma
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protokolii dakikada 1°C sogumay1 saglayacak sekilde laboratuvar imkanlarinin el
verdigi haliyle modifiye edilebilir) sonrasinda uzun siireli saklama igin sivi azot

tankina alinir.
2.1.3. Hiicre Canliliginin MTT Deneyi ile Belirlenmesi

Madde 10’un hiicre hatlar1 tizerinde antiproliferatif etkinliginin belirlenmesi amaciyla

asagidaki asagidaki protokol izlenmistir.

Madde 10’un akciger hiicre hatlar1 {izerindeki canliliga olan etkisine karsilik gelen
IC50 dozunu belirlemek amaciyla metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) deneyi secilmistir.
MTT deneyinde, saglikli akciger hiicre hattit BEAS-2B ve kanseri akciger hiicre hatlar1 A549
ile H1299 6x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara 100 pl hiicreli besiyeri

karisimu igerisinde ekilmistir.

Hiicrelerin yapismasi igin bir gece beklenmistir. Ertesi giin artan dozlarda (literatiirde
belirtilen degerler baz alinarak) indol tiirevi Madde 10 48 saat siireyle uygulanmustir. Siire
sonunda kuyu basi 10 ul MTT ajam (MTT ajam1 PBS’de 5 mg/ml olacak sekilde
hazirlanmistir) eklenip 2 saat 37°C’de, %5 CO,’li etiivde inkiibe edilmistir. 2 saatin sonunda
kuyu bagt 100 pul MTT ajani igin ¢oziicli soliisyonu eklenmis ve bir gece 37°C’de, %5 CO;’li
etlivde gece boyu inkiibe edilip ertesi sabah spektrofotometre cihazinda 550 ve 690 nm dalga

boylarinda okumasi yapilmstir.
2.1.4. Hiicre Gogii Degerlendirmesi icin Yara Tyilesme Testi

Kanser hiicre hatlariin go¢ yeteneklerinin uygulanacak olan kimyasaldan etkilenme
durumunu karsilagtirmak amaciyla MTT deneyi sonucu belirlenen konsantrasyonlarda
uygulama yapilarak kanser hiicre hatlarinin ayni1 konsantrasyonlardaki Madde 10’a verdikleri
tepki yara iyilesmesi agisindan 0, 24 ve 48. saatlerde alinan fotograflardan hiicrelerin go¢

ettikleri alanin tayini yapilarak karsilagtirma saglanmstir.

Kanser hiicre hatlar1 12 kuyucuklu plaka iizerinde 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde
Iml hiicreli besiyeri karisimi olacak igerisinde ekilmistir. Bir gece hiicrelerin yapismasi igin
beklendikten sonra kuyularin orta hatlarindan 1000ul hacimli mikropipet ucuyla ¢izilmistir.

Islem sonras1 tiim besiyeri almarak 900 ul taze besiyeri eklenmistir. Madde 10’un 100 pl
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olacak sekilde secilen 50uM ve maksimum doz olan 100uM Ve en yiiksek dozdaki ¢oziicii
miktarina denk gelen ¢oziiciiyli igeren kontrol besiyeri ile uygulama yapilmis ve 48 saat
37°C’de, %5 COy’li etiivde inkiibasyona alinmistir. 0, 24 ve 48. saatlerde kuyularin tam
ortasindan gorseller almmis ve hiicresiz alan tayini Image J programi kullanilarak

yapilmustir.

2.1.5. Ger¢ek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR)

Kanserli hiicre hatlar1 Madde 10 ile muamele edildikten sonra daha Once belirtilen
genlerin ifadelerini gergek zamanli kantitatif PCR (g-PCR) ile saptamak amaciyla 6rnekler

toplanarak RNA izolasyonu yapilmustir.

RNA izolasyonu amaciyla yapilan deneyde 12 kuyucuklu plakalara 5x10* hiicre/kuyu
iizerinden kontrol ve 50uM Madde 10 uygulama kuyulari1 24 ve 48 saatlerde muamele siiresi
olacak sekilde ekim ve madde uygulamasi yapilmistir. RNA izolasyonu sirasinda kiiltiir
ortamindaki hiicreler 300 x g’de 5 dk santrifiij edilmis ve siipernatant kisim atilmistir. Pellet
tizerine Trizol eklenip homojenize edilerek hiicreler oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir.
Her tiipe 300 ul kloroform eklenmistir. Tiipler elle 15 sn. boyunca calkalandiktan sonra oda
sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir.

12,000g.’de 4°C, 15 dk santrifiij edilip santrifiij sonrasi alttaki faz kirmizi fenol-
kloroform fazi, ara faz ve renksiz-akici iist faz olmak iizere 3 faz olusmustur. Ust fazda yer
alan RNA, RNaz icermeyen Onceden etiketlenen yeni bir eppendorf tiipiine aktarilmustir.
Uzerine 0.5 ml izopropil alkol eklenip oda sicakliginda 10dk inkiibe edilip tiipler 12,000 x
g’de 10 dk 4°C’de santrifiij edilmistir. Stipernatant dikkatlice atilip, 1 ml %75’lik etanol
eklenerek ornekler karigtirilmis ve 7,500 x g.de 5 dk 4°C’de santrifiijlenmistir. Santrifiij

sonrast siipernatant dikkatlice uzaklastirilmistir.

RNA pelleti oda sicakliginda bekletilerek havayla kurutulmus, sonrasinda RNA, pellet
biiyiikliigline uygun olacak miktarda RNaz icermeyen 40-100pl DEPC’li su iginde
¢oziilmistiir. Elde edilen RNA’larin konsantrasyonu ve safligi spektrofotomede 260/280

nm’de belirlenmistir.

[k olarak hiicrelerden izole edilen RNA &rneklerinden 1000 ng kullanilarak ¢cDNA
sentezlenmistir. Bu yontemde CDNA sentez Kkiti (Biorad iScript cDNA Sentez Kiti
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#1708890) ile sentezi saglanmustir. RT-qPCR igin primerler, su, syber green (Biorad iTaq
Universal SYBR Green Supermix #1725120) ve sentezlenen cDNA’lar kullanilmugtir.

2.1.6. Akim Sitometri ile Hiicre Apoptoz Tayini

Akciger hiicre hatlar1 (5x10* hiicre/kuyu) 12 kuyulu plakalarda kiiltiirlenmistir. Bir
gecelik inkiibasyondan sonra besiyeri degistirilip, hiicreler 48 saat boyunca Madde 10’a
maruz birakilmistir. Onceden yaymlanmis prosediire uygun olarak Annexin-V-7AAD
boyamas: yapilmistir (Duggan, 2021). Ozetle, 48 saat sonra, toplanacak hiicreler PBS ile
yikanir ve ireticinin talimatlarina gore Annexin-V (PE) ile boyanir. 100 pL hiicre
stispansiyonuna 1X baglayici tampon (binding buffer-BB) i¢inde 5 puL Annexin-V (PE)
eklenir ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilip ayn1 miktarda 7AAD eklenip yine oda
sicakliginda 5dk beklenir. Ardindan, hiicrelere 400 uL 1X BB eklenir ve Accuri C6 Akim
sitometrisi kullanilarak analiz edilir (Kog vd., 2018).
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3. BULGULAR

3.1. MTT Deneyi Bulgulari

MADDE 10-48 Saat

150 *Hkx *kkk Fkkk
‘ Hkkk ‘ *hkk ‘ *kkk BN BEAS-2B
B3 A549
* e * = H1299

(.

50

% Canlilik

LI
Co S SSS e
X XXX QN X XXX QN
Had PSS FHad PSS
DOZLAR

Sekil 3.1. Akciger hiicrelerinde farkli dozlarda Madde 10 ile 48 saat boyunca muamelenin MTT
sonuglari

Istatistiksel analizi Independent Samples Kruskal Wallis Test ile SPSS paket programi iizerinden

yapilmustir. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001

Yukaridaki sekilde saglikli ve kanserli akciger hiicrelerinde MTT denemesi yapilarak
hiicrelere 48 saat boyunca 6,25-100 uM doz araliginda Madde 10 uygulanip canlilik
tizerindeki etkisi arastirilmustir (Sekil 3.1).

IC50 degerleri BEAS-2B, A549 ve H1299 hiicre hatlarinda sirasiyla 47,25 uM, 33,72
uM, 26,52 uM bulunmus ve ileri uygulamalar i¢in 50 uM dozu uygulama igin segilmistir.
Kanserli hiicre hatlar1 i¢in IC50 degerlerine en yakin bir {ist doz olan 50 uM ile daha biiyiik
kuyularda daha ¢ok hiicre ekilerek planlanan diger arastirma yontemleri uygulanmustir.

3.2. Hiicre Gocii Degerlendirmesi i¢cin Yara Iyilesme Testi Bulgular

Kontrol ve deney grubu (50 uM Madde 10) 0, 24 ve 48. saatlerde fotograflanmustir.

Hiicre gogiinden geriye kalan hiicresiz alan Image J analiz programinda tayin edilmistir.
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Istatiksel analiz ise bu verilere gore yapilmus ve bar grafikleri hazirlanmustir (Sekil 3.6., Sekil
3.7.). Hiicre gb¢ii degerlendirilmesi i¢in alinan gorseller Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil

3.5’te verilmistir.

Sekil 3.2. Sirastyla 0-24-48 saat kontrol grubu A549 hiicre hattinin yara iyilesmesi testi gorselleri
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Sekil 3.3. Sirasiyla 0-24-48 saat 50 uM Madde 10 uygulama grubu A549 hiicre hattinin yara
iyilesmesi testi gorselleri
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Sekil 3.4. Sirastyla 0-24-48 saat kontrol grubu H1299 hiicre hattinin yara iyilesmesi testi gorselleri

30



Sekil 3.5. Sirasiyla 0-24-48 saat 50 uM Madde 10 uygulama grubu H1299 hiicre hattinin yara
iyilesmesi testi gorselleri
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Sekil 3.6. A549 hiicre hattinin yara iyilesmesi testi hiicresiz alan-doz grafigi

Istatistiksel analizi Related Samples Friedman’s Two-Way Analysis of Variance by Ranks ydntemiyle

ile SPSS paket programu iizerinden yapilmistir. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001
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Sekil 3.7. H1299 hiicre hattinin yara iyilesmesi testi hiicresiz alan-doz grafigi

Istatistiksel analizi Related Samples Friedman’s Two-Way Analysis of Variance by Ranks yéntemiyle

ile SPSS paket programu lizerinden yapilmustir. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001
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3.3. Ger¢ek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-gPCR)
Bulgular:

Bu caligmada RT-qPCR yontemi kullanilarak genlerin ifadesi kantitatif olarak analiz

edilmistir.

RT-gPCR c¢alismamizda Ki-67, BAX, BCL-2, CD24, CD44, OCT4, SOX2, N-kaderin
genleri ve referans gen GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) ekspesyon
tayinleri yapilip referans gene gore relatif gen ekspresyon diizeyleri cinsinden analiz

yapilmistir. E-kaderin primeri optimize edilemedigi i¢in gen ifadesine bakilamamustir.

A549 ve H1299 hiicre hatlan i¢in Ki-67 geni ifadesi (Sekil 3.8), BAX geni ifadesi
(Sekil 3.9), BCL2 geni ifadesi (Sekil 3.10), CD24 geni ifadesi (Sekil 3.11), CD44 geni
ifadesi (Sekil 3.12), OCT-4 geni ifadesi (Sekil 3.13), SOX2 geni ifadesi (Sekil 3.14), N-
kaderin geni ifadesi (Sekil 3.15) relatif gen ekspresyonu/zaman seklinde asagida sekillerle
belirtilmistir.
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Sekil 3.8. Ki-67 geni

relatif ekspresyon/zaman grafigi

Istatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket programu iizerinden yapilmustir. *p<0,05
**p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001
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Sekil 3.9. BAX geni relatif ekspresyon/zaman grafigi

Istatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket programi iizerinden yapilmistir. *p<0,05

**p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001
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Sekil 3.10. BCL2 geni relatif e

Istatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket programu iizerinden yapilmistir. *p<0,05

kspresyon/zaman grafigi

**p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001
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Sekil 3.11. CD24 geni relatif ekspresyon/zaman grafigi

Istatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket programu iizerinden yapilmistir. *p<0,05

**p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001
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Sekil 3.12. CD44 geni relatif ekspresyon/zaman grafigi

[statistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket progranu iizerinden yapilmistir. *p<0,05
**p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001
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Sekil 3.13. OCT4 geni relatif ekspresyon/zaman grafigi

Istatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket programu iizerinden yapilmistir. *p<0,05
**p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001
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Sekil 3.14. SOX2 geni relatif ekspresyon/zaman grafigi

Istatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket programu {izerinden yapilmistir. *p<0,05
**p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001

40



N-kaderin A549

2500-
2000 EE A549 CONTROL

500 = A549 50uM

000+ Ill

500+
150 -

— —

100-

Relatif Gen Ekspresyonu
(&)
o
]

o
|

| 1
24h 48h
Zaman

N-kaderin H1299

150
Hl H1299 CONTROL

= H1299 50uM

a1
o
|

Relatif Gen Ekspresyonu
|_\
o
(@)
1
—

o
|

24h 48h
Zaman

Sekil 3.15. N-kaderin geni relatif ekspresyon/zaman grafigi

Istatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket programu {izerinden yapilmistir. *p<0,05
**p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001
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3.4. Akim Sitometri ile Hiicre Apoptoz Tayini Bulgular

Literatiire dayanilarak yapilan Annexin-V (PE konjuge)-7AAD boyamasi ile akim

sitometri ile apoptotik hiicre tayini bulgular Sekil 3.16., Sekil 3.17. ve Sekil 3.18.’tedir.
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Sekil 3.16. 48 saat Madde 10 uygulanan A549 ve H1299 hiicre hatlarinda apoptoz tayini i¢in
Annexin-V (PE konjuge)-7AAD grafigi
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Sekil 3.17. A549 hiicre hattinda apoptoz tayini i¢in Annexin-V (PE konjuge)-7AAD boyamasi sonucu

Istatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket program iizerinden yapilmistir. *p<0,05
**p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001
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Sekil 3.18. H1299 hiicre hattinda apoptoz tayini i¢in Annexin-V (PE konjuge)-7AAD boyamasi
sonucu

Istatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket programi iizerinden yapilmistir. *p<0,05
**p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001
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4. TARTISMA

AK, insanlarin sosyal hayatin i¢cinde aktif bulunmasi sebebiyle maruz kalinan risk
faktorlerinin gesitlenmesi ve ¢ogalmasi da goz oniinde bulundurularak teshisi sonrasi en
yiiksek 6liim oraniyla iligkilendirilen ve sag kalim1 diger kanserlere oranla daha az olan kat1

timorlerle karakterize bir kanserdir.

AK tedavisi, konvansiyonel yontemlere eslik eden ve son yillarda Amerika FDA
onayli c¢esitli ilaglarin da bulundugu hedefe yonelik tedavilerin kullanildigi hem devletlere
hem de bireylere yiiksek maliyetlere sebep olan yontemleri igerir (Alduais vd., 2023; Dogang
vd., 2024; Hardardottir vd., 2022; Li vd., 2020; Li vd., 2023). Tedavide yerli ve kolay
ulagilabilir ilaglarin topluma kavusturulmast ve buna yonelik yapilan caligmalar disa
bagimliligin azaltilmasi konusunda da énemli adimlardandir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda
literatiirce antikanser etkileri bilinen (Kumar & Ritika, 2020; Sachdeva vd., 2020) indol
tirevi kimyasallardan tniversitemiz biinyesinde sentezlenmis (Dogang vd., 2024) olan
Madde 10’un AK iizerinde etkilerinin ilk kez arastirllmasi literatiire Kkatki

saglamaktadir.

Literatiirle benzer sekilde antikanser etkilere ulasilmistir (Dhiman vd., 2022;

Dorababu., 2020). Mevcut ¢calisma Madde 10’un AK 1lizerinde antikanser etkileri arasinda;

e  Apoptoz indiikleyiciligi
e  Hiicre gocii baskilama yetenegi
e  Kanser hiicrelerine saglikli olanlara oranla daha ¢ok sitotoksik etki gosterme

e Antiproliferatif etkileri arastirilmistir.

MTT deneyinde BEAS-2B, A549 ve H1299 hiicre hatlarinda kontrol grubuna gore
25uM dozda istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0,05) vardir. Bu konsantrasyonda en
yiiksek anlamlilik derecesi A549 hiicre hattina aittir. Fakat IC50 degerleri karsilastirildiginda
literatiirle uyumlu olarak (Tokala vd., 2020) indol tiirevlerinin sitotoksik etkisi kanserli hiicre

hatlarinda saglikli hiicre hattina oranla yiiksektir.

Hiicre gogli igin yara iyilesme testinde A549 hiicre hatt1 kontrol grubunda 0. saat ile
48. saat arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik (p<0,05) bulunmustur fakat 0-24 ve 24-
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48 saatlerindeki farklilik olsa da veri kiimesi genisletildigi dahilde istatistiksel olarak
anlamhligin goriilebilecegi yoniinde yorumlama yapilabilir. 50uM ve 100 uM Madde 10
uygulanan gruplarda 0-24 ve 0-48 saatlerinde hiicresiz alan biyiikliikleri arasi1 fark
istatistiksel olarak anlaml: farklilik (p<0,05) gostermektedir. Buradan yola ¢ikarak ilacin
literatirle uyumlu olarak (Zhang vd., 2023) hiicrelerin gégiinii baskiladigi yorumu

yapilabilmektedir.

Hiicre gb¢ii igin yara iyilesme testinde H1299 hiicre hatt1 kontrol grubunda 0. saat ile
48. saat arasinda istatistiksel olarak anlaml: farklilik (p<0,05) bulunmustur. Fakat 0-24 ve
24-48 saatlerindeki hiicresiz alan biyiikliikleri arasi farklillk olsa da veri kiimesi
genisletildigi dahilde istatistiksel olarak anlamliligin goriilebilecegi yoniinde yorumlama
yapilabilir. 50uM Madde 10 uygulanan grupta 0-48, 100 uM Madde 10 uygulanan grupta 0-
24 ve 0-48 saatlerinde hiicresiz alan biiyiikliikleri arasi fark istatistiksel olarak anlamlilik
(p<0,05) gostermektedir. Uygulama yapilan gruplarin yapilmayan kontrol grubuna gore
hiicresiz alanlar1 24 ve 48 saatlerinde daha genistir. Ciinkii uygulama gruplarinda hiicresiz
alan degerleri Olciilebilirken kontrol grubunun bir¢ok tekrarinda hiicresiz alan 0 olarak
Olciilmiistiir. H1299’un A549’a gore daha hizli bir sekilde kuyu tabaninda konfluent olmasi
literatiirle de uyumluluk géstermektedir (Irshad vd., 2024; Mao vd., 2022). p53 delesyonu
olan H1299’un migrasyonu p53 yabanil tip olan A549°daki kadar yiiksek anlamlilikta
baskilanamamustir. Buradan yola ¢ikarak Madde 10’un literatiirle uyumlu olarak (Zhang vd.,

2022) hiicrelerin go¢tinii baskiladigi yorumu yapilabilmektedir.

A549 hiicre hattinda apoptoz tayini i¢in yapilan akim sitometri yonteminde kontrol ve
50uM Madde 10 uygulanan grup arasinda hiicre canlilig1 istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)
bir sekilde diiserken ge¢ apoptoz grubu istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir sekilde
artmigtir. Ayrica erken apoptoz ve nekroz gruplarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
goriilememistir (p>0,05). Buradan Madde 10’un 48 saat boyunca hiicrelere uygulanmasinin
hiicre canliligimmi diisiiriirken hiicreleri apoptoz yoniine indiikledigi seklinde c¢ikarim
yapilabilmektedir. H1299 hiicre hattinda apoptoz tayini icin yapilan akim sitometri
yonteminde kontrol ve 50uM Madde 10 uygulanan grup arasinda hiicre canlilig1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilememistir (p>0,05). Fakat parametrik olmayan
ortalama, medyan degerleri gruplar arasinda karsilastirildiginda farklilik oldugu yorumu
yapilabilmektedir. Kontrol grubuna gdre uygulama grubunda ortalama hiicre canlilig1 %14,6
azalirken erken ve gec apoptoz toplam %14,6 kadar artmistir. Buradan Madde 10’un 48 saat

boyunca hiicrelere uygulanmasinin hiicre canliligini diisiiriirken hiicreleri apoptoz yoniine
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indiikledigi seklinde yorum yapilabilse de tekrar sayilari artirilarak istatistiksel olarak
anlamli sonuglar elde edilebilecegi diigiiniilmektedir. Madde 10’un literatiirdeki benzerleri
ile korele olarak (Dhuguru & Skouta, 2020; Dogang vd., 2024; Zhang vd., 2023) apoptoz

indiikleyiciligi etkisinden bahsetmek miimkiindiir.

RT-qPCR sonuglarinda;

e Ki-67 gen ifadesi H1299 24 saatte ve A549 24 ve 48 saatlerde istatistiksel
olarak anlamli (p<0,05) olacak sekilde diislis gostermistir. H1299 48 saat
sonucunda istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunamamustir (p>0,05).

e  Yalnizca H1299 48 saat sonucunda BAX geni ifadesi istatistiksel olarak anlamli
(p<0,05) sekilde artmustir.

e  Yalnizca A549 24 saat sonucunda BCL-2 gen ifadesi istatistiksel olarak anlaml:
(p<0,0,5) olacak sekilde diigmiistiir.

e 24 saatte A549 ve H1299 hiicre hatlarinda CD24 gen ifadesi istatistiksel olarak
anlamli (p<0,05) bir sekilde azalirken 48 saat H1299’da istatistiksel olarak
anlaml fark (p<0,05) olusturacak sekilde artmustir.

e (CDA44 gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamigtir.
Veri seti genisletildigi takdirde istatistiksel olarak anlamh farklilik
bulunabilecegi disiiniilmektedir.

e OCT4 gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamustir.
Veri seti genigletildigi takdirde istatistiksel olarak anlamh farklilik
bulunabilecegi diistiniilmektedir.

e  SOX2 gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir.
Veri seti genisletildigi takdirde istatistiksel olarak anlamh farklilik
bulunabilecegi diistiniilmektedir.

e N-kaderin gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunamamustir. Veri seti genisletildigi takdirde istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunabilir.

Bu sonuglar iizerinden literatiirle ve mevcut tezde yapilan diger ¢aligmalarla korele
olacak sekilde istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) sonuglara ulasilmis olsa anlamlilik
bulunmayan gen ifadelerinde tekrar sayilari arttirilarak literatiirle uyumlu sonuglar
yakalanabilecegi diistiniilmektedir. Hali hazirda elimizdeki diger deney sonuglarinin

literatiirle paralelligi géz 6niinde bulunduruldugunda (Dhiman vd., 2022; Dhuguru & Skouta,
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2020; Dogang vd., 2024; Dorababu, 2020; Tokala vd., 2020; Zhang vd., 2023) RT-gPCR ile
bakilan ilgili gen ifadelerinin de bu paralelligi yakalayacagi yorumlanabilmektedir.

p53 delesyonu bulunan H1299’un 24 saatte CD24 orani istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde diiserken 48 saatte ayni sekilde yiikselmesinin diger kokliiliik belirtegleri olan CD44,
OCT4 ve SOX2’den bagimsiz olarak akciger kanserinde ilag direnci, immiin baskilama,
yiiksek migrasyon kapasitesi gibi yollarla tedaviden kacarak agresif bir seyir izlemesinin

CD24 ifadesi ile sik1 baglantili olabilecegi diistinilmiistiir.
Indol tiirevi kimyasallarin ila¢ potansiyel etkileri arasinda bircok baska yol ve yolak

bulunmaktadir. Biitge kisitlilig1 sebebiyle egilemedigimiz antikanser etki alanlari1 {izerine

yeni arastirmalarin planlanmasi ilag potansiyelinin ortaya ¢ikarilmasi agisindan 6nemlidir.
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5. SONUC ve ONERILER

Indol tiirevi bir kimyasal olan ve ilag potansiyeli tastyan Madde 10’un AK kanseri

iizerindeki etkinligi ilk kez arastirilmustir.

Bu tez calismasinda, indol tiirevi kimyasallardan olan Madde 10’un AK iizerindeki

EMT baskilayici, apoptoz indiikleyici, kanser kokliiliigii, proliferasyon baskilayici 6zellikleri

iizerinde calismalar yapilmstir.

v

Saglikli ve kanserli akciger hiicre hatlar1 iizerinde Madde 10’un antiproliferatif etki
gosterdigi uygun konsantrasyonlar belirlenmistir. Canlilik ve IC50 degerlerini
saptamak amaciyla MTT analizi, proliferasyon hiz1 i¢in Ki-67 gen ifadesi analizi

yapilmustir.

Madde 10’un AK hiicreleri iizerine saglikli akciger hiicrelerinden daha yiiksek
etkinlikte hiicre canliligim diigiirdiigii MTT deneyleri sonucunda goriilmiistiir.

Ileriki denemeler icin MTT deneyi sonucunda kanserli hiicrelerin IC50 degerlerine
yakin bir {ist doz olan 50uM segilmis ve diger deneyler i¢in kurulan denemeler

kontrol grubu ve 50uM Madde 10 uygulanmig deney grubu olarak devam edilmistir.

Yeni sentezlenmis sentetik indol tiirevi Madde 10’un AK hiicre hatlarinda
invazyon/metastazi baskilamasi hedeflenmistir ve hiicre gocili icin yara iyilesme
testinde AK i¢in hiicre gogiinii baskiladigi goriilmistiir. Bu etki A549 hiicre hattinda
H1299 hiicre hattina oranla daha nettir.

p53 delesyonu olan H1299’un migrasyonu p53 yabanil tip olan A549°daki kadar
yiiksek anlamlilikta baskilanamamistir. Buradan yola ¢ikarak Madde 10’un literatiirle
uyumlu olarak A549 hiicrelerinde hiicrelerin go¢iinii  baskiladigi  yorumu

yapilabilmektedir.

Madde 10’un kanserli akciger hiicreleri lizerindeki antiproliferatif etkisi Ki-67 gen

ekspresyon analizi yapilmistir. Analiz sonucunda A549 hiicre hattinda ciddi farkla

48



proliferasyonun azaldigi gortlmiistiirt. AK hiicrelerinde ilk kez o6zellikle 48 saat

sonuclarinda antiproliferatif etki net bir sekilde goriilebilmektedir.

Madde 10°un AK hiicre hatlar iizerindeki apoptoz indiikleyici etkisi akim sitometri
ile Annexin-V (PE)-7AAD boyamalar1 sonucunda kontrol grubuna oranla canliligin
distiigii ve apoptotik hiicrelerin sayisinin arttigt goriilmiistiir ve Madde 10’un

apoptozis yolu ile AK hiicrelerini 6lime gotiirdiigli belirlenmistir.

CD24 gen ekspresyon analizi sonucunda deney grubunda kontrol grubuna oranla
A549 hiicre hattinda 24. ve 48. saatte CD24 gen ekspresyonunun azaldigi
goriilmektedir. H1299°da CD24 gen ekspresyonunda 24. saatte anlamli azalma
olmasina ragmen, agresif olan bu hiicre serisinde 48. saatte CD24 gen ekspresyonun
artis1 kok hiicre karakterindeki hiicre popiilasyonunun arttig1 ve Madde 10 uygulanan

bu hiicrelerde direng gelisimi olabilecegi seklinde yorumlanmastir.

Oncelikle, Cisplatin gibi konvansiyonel ila¢ ile kombine uygulamalar

planlanmaktadir.

EMT i¢in E-kaderin, TWIST, SNAIL gibi genlerin gen ekspresyon analizleri
eklenecektir.

Istatistiksel olarak anlamli degisim beklenen gruplarin analizlerinin tekrarlari

yapilacaktir.
Literatiirde belirtilen ve bizim de bahsetmis oldugumuz mevcut tezde biitce kisitlilig

sebebiyle calisma imkani1 bulunulamayan indol tiirevlerinin diger antikanser etkileri

iizerinde yeni aragtirmalar yapilmasi dnerilmektedir.
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