
 

i 

 

TÜRKĠYE CUMHURĠYETĠ 

ANKARA ÜNĠVERSĠTESĠ 

SAĞLIK BĠLĠMLERĠ ENSTĠTÜSÜ 

 

 

 

 

 

 

YENĠ SENTEZLENMĠġ SENTETĠK ĠNDOL TÜREVĠ 

KĠMYASALIN KÜÇÜK HÜCRELĠ DIġI AKCĠĞER KANSER 

(KHDAK) HÜCRELERĠNE ETKĠSĠNĠN İN VİTRO 

ARAġTIRILMASI 

      

 

 

Kübra GAYRET 

 

 

TIBBĠ BĠYOLOJĠ ANABĠLĠM DALI 

YÜKSEK LĠSANS TEZĠ  

 

 

 

DANIġMAN 

Prof. Dr. Asuman SUNGUROĞLU 

 

 

 

ANKARA 

2024

 



 

i 

TÜRKĠYE CUMHURĠYETĠ 

ANKARA ÜNĠVERSĠTESĠ 

SAĞLIK BĠLĠMLERĠ ENSTĠTÜSÜ 

 

 

 

 

 

YENĠ SENTEZLENMĠġ SENTETĠK ĠNDOL TÜREVĠ 

KĠMYASALIN KÜÇÜK HÜCRELĠ DIġI AKCĠĞER KANSER 

(KHDAK) HÜCRELERĠNE ETKĠSĠNĠN İN VİTRO 

ARAġTIRILMASI      

      

      

 

Kübra GAYRET 

 

 

TIBBĠ BĠYOLOJĠ ANABĠLĠM DALI  

 

YÜKSEK LĠSANS TEZĠ  

 

 

 

DANIġMAN 

 Prof. Dr. Asuman SUNGUROĞLU 

 

 

ANKARA 

2024

 



ii 

 

ETĠK BEYAN 

Ankara Üniversitesi  

Sağlık Bilimleri Enstitüsü Müdürlüğü‟ne,  

 

 

Yüksek Lisans tezi olarak hazırlayıp sunduğum “Yeni SentezlenmiĢ Sentetik Ġndol Türevi 

Kimyasalın Küçük Hücreli DıĢı Akciğer Kanser (KHDAK) Hücrelerine Etkisinin Ġn Vitro 

AraĢtırılması” baĢlıklı tez; bilimsel ahlak ve değerlere uygun olarak tarafımdan yazılmıĢtır. 

Tezimin fikir/hipotezi tümüyle tez danıĢmanım ve bana aittir. Tezde yer alan deneysel 

çalıĢma/araĢtırma tarafımdan yapılmıĢ olup, tüm cümleler, yorumlar bana aittir.  

Yukarıda belirtilen hususların doğruluğunu beyan ederim. 

 

 

Öğrencinin Adı Soyadı: Kübra GAYRET 

Tarih: 09/07/2024 

Ġmza: 

 

 

 

 

 

 

  



iii 

 

KABUL VE ONAY 

Ankara Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

 Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalında  

Kübra GAYRET tarafından hazırlanan  

“Yeni SentezlenmiĢ Sentetik Ġndol Türevi Kimyasalın Küçük Hücreli DıĢı Akciğer 

Kanser (KHDAK) Hücrelerine Etkisinin Ġn Vitro AraĢtırılması” adlı tez çalıĢması 

aĢağıdaki jüri tarafından YÜKSEK LĠSANS TEZĠ olarak OY BĠRLĠĞĠ ile kabul 

edilmiĢtir. 

 

Tez Savunma Tarihi: 09/07/2024 

 

 

 

Ġmza 

 

Prof. Dr. Hasibe VERDĠ 

BaĢkent Üniversitesi  

Jüri BaĢkanı 
 

 

 

Ġmza 

 

Prof. Dr. Asuman SUNGUROĞLU 

Ankara Üniversitesi 

Raportör 

Ġmza 

 

Doç. Dr. Tülin ÖZKAN 

Ankara Üniversitesi 

Üye 

 

 

Tez hakkında alınan jüri kararı, Ankara Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Yönetim Kurulu tarafından onaylanmıĢtır.  

 

 

                                                                                                       Ġmza  

                                                                                         Prof. Dr. Fügen AKTAN 

                                                                               Sağlık Bilimleri Enstitüsü Müdürü 



iv 

 

ÖZET 

Yeni SentezlenmiĢ Sentetik Ġndol Türevi Kimyasalın Küçük Hücreli DıĢı Akciğer 

Kanser (KHDAK) Hücrelerine Etkisinin Ġn Vitro AraĢtırılması 

Akciğer kanseri (AK), teĢhis edilen kanserler arasında en yüksek ölüm oranıyla iliĢkilendirilen 

ve hasta sağ kalımı diğer kanserlere oranla yıllar içinde düĢük seyretmeye devam eden katı tümörlerle 

karakterize kanserdir. Bu kanser yıllar içerisinde hem birey hem devletlere maddi anlamda yüksek 

maliyetlere sebep olan tanı ve tedavi süreçleriyle iliĢkilidir ve hastaların kolayca ulaĢıp temin 

edebilmesi açısından yerli ilaçların geliĢtirilmesi elzemdir. Konvansiyonel tedavi yöntemlerinin 

yanında hedefe yönelik tedaviler kiĢinin sağlıklı hücre ve dokularının korunmasını ve kanserli hücre 

ve dokuların çeĢitli yol ve yolakların tetiklenmesiyle öldürülmesini amaçlanmıĢtır.  

Ġndoller ve türevlerinin hem doğal olarak bulunan hem de sentetik olarak elde edilebilen indol 

iskeleti içeren maddeler olduğu ve antidiyabetik, antikanser, antimikrobiyal, anti-HIV, antiviral, 

antiinflamatuar, antioksidan, antikolinesteraz, antitüberküloz ve antimalaryal açılardan etkili oldukları 

bilinmektedir. Kansere karĢı indol türevlerinin altta yatan antikanser mekanizmaları arasında 

apoptozis indüksiyonu ve mikrotübül, protein kinaz, histon deasetilaz ve DNA topoizomerazın 

baskılanması yer almaktadır.  

Bu tez çalıĢmasında Ankara Üniversitesi bünyesinde sentezlenmiĢ bir indol türevi olan Madde 

10‟un sağlıklı akciğer hücre hattı BEAS-2B ve kanserli akciğer hücre hatları A549, H1299 üzerindeki 

etkilerinin in vitro araĢtırılması yapılmıĢtır. Bu amaçla Madde 10‟un AK‟ye karĢı olan antiproliferatif, 

apoptotik, EMT, metastaz ve ayrıca köklülük üzerine olan etkileri araĢtırılmıĢtır. Antiproliferatif etkisi 

hücre canlılığı testi olan MTT yöntemi ve proliferasyon belirteci olan Ki-67 geninin ifadesi ile, 

apoptotik açıdan etkisi BAX, BCL-2 genlerinin ifade analizleri, EMT baskılayıcılığı üzerine olan 

etkisi açıdan E-kaderin, N-kaderin genlerinin ifade analizleri, köklülük kontrolü açısından ise CD44, 

CD24, OCT4, SOX2 genlerinin ifade analizleri için RT-qPCR yöntemi kullanılarak bakılmıĢtır. 

Apoptoz tayini için Annexin-V (PE)-7AAD ile boyamasının akım sitometrik tayini, hücre canlılığı 

için MTT deneyi ve anti-metastatik açıdan hücre göçü için yara iyileĢme testleri kullanılarak 

araĢtırılmıĢtır. ÇalıĢma, daha önce AK üzerinde uygulanmamıĢ olan indol türevi Madde 10‟un AK 

üzerinde etkinliğinin araĢtırıldığı ilk çalıĢma olması ve yapılan denemeler sonucunda ilk kez hücre 

canlılığını düĢürdüğü, apoptozu indüklediği, proliferasyon hızını düĢürdüğü ve hücre göçünü 

baskıladığı görülerek literatüre bu açılardan önemli katkılar sunulmuĢtur. Ayrıca Madde 10‟un AK‟ye 

karĢı yeni bir ilaç olma potansiyeli, çalıĢmayı önemli kılan bir diğer noktadır. 

Anahtar kelimeler: Akciğer kanseri, antikanser, hücre ölümü, indol türevi, KHDAK                                 
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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 kill 

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. GĠRĠġ 

1.1. Akciğer Kanseri 

Akciğer karsinomu (pulmoner karsinoma) epitelyal hücrelerden köken alan akciğer 

dokularında kontrolsüz hücre büyümesi ile karakterize edilen kötü huylu bir akciğer 

tümörüdür (Kanwal, Ding & Cao, 2017). TeĢhis edilen kanserler arasında en yüksek ölüm 

oranı ve hasta sağ kalımı sergileyen katı kitlelerle karakterize kanserdir (Siegel vd., 2023). 

Öztürk (2022)‟e göre, Türkiye‟de erkeklerde en sık görülen kanser türü akciğer kanseri (tüm 

kanserlerin içinde %55) iken kadınlarda akciğer kanseri 5. sırada yer almaktadır (tüm 

kanserlerin içinde %10.9). 5 yıllık sağkalım oranı %20 gibi düĢük bir seviyededir (Coleman 

vd., 2011). Genellikle 65 yaĢ üstü ve erkeklerde yaygın görülse de son yıllarda kadınlarda da 

akciğer kanseri görülme sıklığında artıĢ söz konusudur ve 45 yaĢ altı hasta sayısında da artıĢ 

gerçekleĢmektedir. Çok merkezli (25 merkezli) bir çalıĢmada 703 hastanın (%77,7 erkek) 

verileri incelenmiĢ KHDAK tanısının ortalama yaĢı 63,3 artı eksi 12,5 yıl olarak 

bulunmuĢtur (Aksel vd., 2019). 

Hastalık teĢhis edildiğinde ileri evrelere gelmiĢ olmaktadır.  Türkiye'de akciğer 

kanseri tanı ve evrelemesi güncel uluslararası kılavuzlara ve tekniklere uygun olarak 

yapılmaktadır. Pulmoner lezyonların görüntülemesi için; kontrastlı bilgisayarlı tomografi 

(BT), manyetik rezonans görüntüleme (MRI) ve florodeoksiglukoz pozitron emisyon 

tomografisi-bilgisayarlı tomografi (PET-CT) dahil olmak üzere fonksiyonel görüntüleme 

çalıĢmaları ile değerlendirilir. BT, PET-CT, MRI ve transtorasik veya transbronĢiyal doku 

biyopsileri dahil olmak üzere çeĢitli invaziv ve invazif olmayan yöntemler kullanılarak 

entegre bir yaklaĢımla yapılır. ġüpheli lezyonların lokasyonuna bağlı olarak bronkoskopi, 

endobronĢiyal ultrason (EBUS), endoskopik ultrason, ultrason veya BT kılavuzluğunda 

biyopsilerle doku elde edilir (Cangır vd., 2022). Bütün bu yöntemler yalnızca tanı ve 

evreleme aĢamasında dahi bireye ve devlete ciddi ekonomik külfet yaratmaktadır.  

Çiçin vd. (2018), 2018 yılı Astrazeneca destekli Akciğer Kanserleri Derneği, Akciğer 

Sağlığı ve Yoğun Bakım Derneği, Sağlık Bilimleri Üniversitesi, Türk Tıbbi Onkoloji 

Derneği, Türkiye Kanser Enstitüsü ve Türkiye Solunum AraĢtırmaları Derneği ortak 

raporuna göre akciğer kanserinin yıllık toplam maliyeti 8,8 milyar TL‟dir. Bu sebeple AK 

tanı ve tedavi geliĢtirilmesi yüksek önem arz eden hastalıklar arasında sayılmakta, yıllar 
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içerisinde hem birey hem devletlere maddi yük yaratan, yüksek maliyetli tanı ve tedavi 

süreçleriyle iliĢkilendirilmektedir (Yabroff vd., 2021).   

Yerli kaynaklarla tedavi sürecinin yürütülmesi gerek kendi tedavisini üreten toplum ve 

devlet ekonomisi açısından ve gerekse hizmetin hastaya ulaĢılabilirliği ve hasta refahı 

açısından önem arz etmektedir. Zira kanser araĢtırmaları, AR-GE, yerli ilaç üretimi 

konularında yeniliklere gitmekte, gelecek hedeflerimize bu gayeleri almaktayız. Ġlaca ulaĢım, 

ilaç maaliyeti, tedavi açılarından dünya pazarında söz sahibi olabilecek bir                

konumda bulunmamakta ve dıĢa bağımlılığı azaltmak için çabalamaktayız 

(https://onikinciplan.sbb.gov.tr/). Bu amaçlar doğrultusunda bu çalıĢmada; Ankara 

Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Farmasötik Kimya Anabilim Dalı‟nda sentezlenen indol 

türevi Madde 10‟un AK tedavisi üzerindeki etkisinin in vitro incelenmesi amaçlanmaktadır.  

AK çeĢitli sinyal yolaklarının dahil olduğu normal hücre fonsksiyonlarının 

bozulmasıyla iliĢkilidir. Bu prosurvival onkogenlerin aktivasyonlarını, proapoptotik genlerin 

inaktivasyonu gibi süreçler içermektedir (Abolfathi vd., 2023; Alam vd., 2023).  

AK‟de hücre çoğalması, apoptoz ve yaĢlanmada önemli rol alan 

RAS/RAF/MEK/ERK sinyal yolağı (Ritt vd., 2016); kanserin geliĢimi ve agresifliğiyle 

iliĢkilendirilen PI3K/Akt/mTOR sinyal yolağı (Iksen vd., 2021); hücre çoğalması, 

farklılaĢma, inflamasyon ve apoptozla iliĢkili genlerin düzenlenebildiği JAK-STAT sinyal 

yolağı (Hu vd., 2021); hücrelerin ROS ve elektrofilik stresten korunmasını sağlayan NRF2-

KEAP1-ARE sinyal yolağı (Camiña vd., 2022); kanser hücrelerine karĢı immün cevabın 

baskılanmasında T hücre aktivasyonunun engellemesiyle iliĢkili olan PD-1/PD-L1 sinyal 

yolağı (Ghosh vd., 2021) dikkat çeken yolaklar arasındadır. 
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ġekil 1.1. KHDAK'de hedefe yönelik tedavi direnci. Yukarıdaki sekiz hedef, gen mutasyonu (mut), 

aktivasyon (akt), amplifikasyon (amp) veya füzyon (füz) yoluyla ilaç direnci oluĢturur. Mutasyona 

uğramıĢ hedefler siyah renkle iĢaretlenmiĢtir. (Xiang vd., 2024‟ten modifiye edilmiĢtir.) 

Yolaklarda kanserin lehine ilerlemeler ilaç direnci, kanserin agresifleĢmesi ve 

yayılması konusunda destek sağlar (ġekil 1.1). Bir PI3K inhibitörü olan PTEN'deki 

mutasyonlar da tümör ilerlemesine yol açmaktadır. 
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ġekil 1.2. Kanserde invazyon yolları (Yang vd., 2019‟dan modifiye edilmiĢtir.)  

Yang vd. (2019) belirttiği Ģekliyle kanserde hücre invazyonu metastaz veya 

mikrometastazla sonuçlanan iki yoldan ilerleyebilmektedir (ġekil 1.2.). Kanser hücreleri 

bulundukları alandan tek hücre migrasyonu yoluyla önce EMT yönünde aktifleĢip 

mezenkimal karakter kazanarak göç yapar ve yerleĢeceği dokuda EMT‟nin tersine 

mezenkimal epitelyal geçiĢ (MET) yönünde aktivasyonla tekrar epitelyal karakter kazanarak 

göçü tamamlar ve metastaz yaptığı dokuya yerleĢirek burada çoğalmaya baĢlar. Tek hücre 

migrasyonu dıĢında çoklu hücre göçüyle iliĢkili olan kolektif hücre migrasyonunda çoklu 

hücre grubu tümörden ayrılarak dolaĢıma katılarak göçe baĢlar. Bu göçe lider bir hücrenin 

öncülük ettiği belirtilmektedir. Kolektif hücre grubu mikrometastaz ile ulaĢtığı dokuya 

yerleĢerek göçünü tamamlar ve ilgili dokuda çoğalmaya baĢlar. Akciğer kanseri de 

metastatik indeksi yüksek olan ve özellikle %15 oranında beyine metastaz yapabilen bir 

kanser olması sebebiyle EMT ve MET değerlendirilmesi için iliĢkili genler olan E-kaderin, 

N-kaderin gen ifadeleri ile hücre göçü için yara iyileĢme testinin tezin kapsamında 

incelenmesi uygun görülmüĢtür. EMT-MET ve kaderinler arası iliĢki ġekil 1.3‟te 

görülebilmektedir.  
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ġekil 1.3. EMT ve MET geçiĢleri (Dongre & Weinberg, 2019‟dan modifiye edilmiĢtir.)  

Loh vd. (2019) derlediği üzere, kanser hücrelerinde E-Kaderin azalması EMT iliĢkili 

genlerin aktivasyonu ve metastatik yayılımla iliĢkilendirilebilmektedir. E-Kaderin, KHDAK 

hastalarında EMT ve tümör invazyonu belirteçlerinden biri olarak kullanılmıĢtır ve epitelyal 

karakterin korunmasında görev alır. N-Kaderin ise E-Kaderin‟in aksine mezenkimal 

karakterin yüksekliğiyle ve kanser hücreleri için metastaz ve invazyon potansiyelinin 

artmasıyla iliĢkilendirilmiĢtir. 

Kanser kök hücresi (CSC) teorisi, tümörün baĢlamasından ve sürdürülmesinden 

sorumlu olan farklılaĢmamıĢ hücrelerin belirli bir popülasyonunun varlığını varsayar. 

CSC‟ler düĢük proliferasyon hızı, rejenerasyon, yavaĢ hücre döngüsü, antiapoptotik genlerin 

yüksek ifadesi, DNA onarımı, yüksek farklılaĢma ve sınırsız çoğalma kapasitesi gibi 

karakterisitk özelliklere sahiptir ve bu özellikler itibariyle embriyonik kök hücrelerle 

benzeĢmektedirler (Sterlacci vd., 2014).  Akciğer kanserinde köklülük belirteci olan CD24, 

CD44, SOX2, OCT4, CD133, ABCG5, EPCAM gibi genlerinin ifade edildiği bilinmektedir 

ve kanserde köklülük metastaz, tedaviye direnç, immün baskılama, rekürrens için önemli 

kriterler olan proliferasyon ve rejenerasyon gibi önemli durumlarla iliĢkilidir (Ahmad ve 

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



6 

 

Yukarıda bahsedilen akciğer kanserinde köklülükle iliĢkilendirilen belirteçlerden 

kısaca bahsedecek olursak (Sterlacci vd., 2014): 

 BeĢ transmembranlı bir glikoprotein olan CD133 (prominin-1), baĢlangıçta insan 

kök hücreleri ve tümöral karĢılıkları için spesifik bir belirteç olarak tanımlanmıĢtır. 

 Oktamer bağlayıcı transkripsiyon faktörü 4 (OCT4), hipofize özgü pozitif 

transkripsiyon faktörü 1, Oktamer transkripsiyon faktörü proteinleri 1 ve 2, 

Caenorhabditis elegans'tan nöral Unc (koordine edilmemiĢ protein)-86 

transkripsiyon faktörü (POU) ailesine aittir. Ġfadesi normalde geliĢmekte olan 

embriyonun pluripotent hücreleriyle sınırlıdır, ancak OCT4 aynı zamanda CSC 

özelliklerinin ve direnç özelliklerinin korunmasında da önemli bir rol oynar. 

 Bir diğer transkripsiyonel faktör olan cinsiyet belirleyici bölge Y-box 2 (SOX2) de 

kök hücrelerin karakteristik özelliklerine ulaĢmak için önemli sinyaller sağlar. 

 Hücre yüzeyi ekstraselüler matris reseptörü olan CD44, yaygın olarak bir CSC 

belirteci olarak da kullanılır. CD44, ifade edildiği hücre tipine (embriyonik, 

progenitör, kanser) bağlı olarak birden fazla sinyalleme iĢlevine (çoğalma, apoptoz, 

sağkalım, göç, farklılaĢma) sahip olabilir. 

 CD24, hücre-hücre ve hücre-matriks etkileĢimlerinde görev alan bir hücre yüzey 

protein molekülüdür ve bu sayede hücre adezyonu ve metastazında rol oynar. 

 Epitel hücre adezyon molekülü (EpCAM) aynı zamanda çok sayıda katı tümörde 

kanseri ilerleten hücrelerin ve normal progenitör ve kök hücrelerin imzasının bir 

parçası olarak bildirilmiĢtir. 

 ABCG5 proteini, sterollerin dıĢarı atılmasında rol oynayan ve dolayısıyla kanser 

hücrelerinde antikanser ajanların azalması nedeniyle direnç geliĢiminde rol 

oynayan ATP bağlayıcı kaset (ABC) alt ailesinin bir üyesidir. 

EMT ve CSC birçok yönden benzerlik göstermektedir (Çizelge 1.1). EMT ve 

CSC'lerin kanser biyolojisinde birleĢtiğini görülmektedir (Liu vd., 2015; Sterlacci vd., 2014). 

ÇalıĢmalar, EMT hücrelerinin (örneğin, E-kadherin ekspresyonunu kaybeden epitel 

hücreleri) kök hücre özelliklerini kazandığını, kök hücre durumunun korunmasının sürekli 

EMT indükleyici sinyallere bağlı olduğunu ve kök hücre olma durumunda rol oynayan 

sinyal yollarının da güçlü EMT indükleyicileri olarak hareket ettiğini göstermektedir. Bu 

sebeple ifadesi incelenecek olan genlerin analizleriyle kanser hücrelerinin köklülüğü ve göç 

potansiyeliyle ilgili güçlü iliĢki olduğu düĢünülmüĢtür. 
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Çizelge 1.1. EMT hücreleri ve CSC‟lerin ortak özellikleri (Liu vd., 2015) 

 EMT 

Hücreleri 

CSC’ler 

Tümörlerdeki fonksiyonlar   

Metastaz + + 

Kemorezistans + + 

Radyodirenç + + 

Hedefe yönelik tedavi direnci + + 

Yayılma - - veya + 

Ġlgili Düzenleme Mekanizmaları   

TGF-β yolağı + + 

Notch sinyali + + 

Wnt/β-katenin yolağı + + 

Hedgehog (Hh) sinyali + + 

MikroRNA‟lar + + 

Tümör Mikroçevresinin Etkileri   

Hipoksi  + + 

Enflamasyon + + 

CTC’lerdeki Belirteçler ve Özellikler + + 

BağıĢıklıktan Kaçınma + + 

Kısaltmalar: CSC, kanser kök hücresi; EMT, epitelyal-mezenkimal geçiĢ; TGF-β, dönüĢtürücü büyüme faktörü β; 

CTC‟ler, dolaĢan tümör hücreleri 

1.2. Akciğer Kanseri Sınıflandırılması 

Duma vd. (2019) bahsettiği Ģekilde AK vakalarının yaklaĢık olarak %85‟i küçük 

hücreli dıĢı akciğer kanseri (KHDAK) kalan kısmı da küçük hücreli akciğer kanseriyle 

(KHAK) iliĢkilendirilmiĢtir. KHDAK, 3 ana alt tipe ayrılmaktadır; adenokarsinom, skuamöz 

hücreli karsinom ve büyük hücreli karsinom. Adenokarsinom KHDAK‟ın en yaygın alt tipi 

olarak tüm akciğer kanserlerinin yaklaĢık yarısından sorumludur. Skuamöz hücreli karsinom 

tüm akciğer kanserlerinin yaklaĢık %25-30‟una denk gelirken büyük hücreli karsinom %5-

10 civarından sorumludur. 2015 Dünya Sağlık Örgütü (WHO) verilerine göre detaylı 

ġekil 1.4‟de gösterilmiĢtir (Saman vd., 2022). 
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Küçük Hücreli Akciğer Kanseri (KHAK), tüm akciğer kanserlerinin %15‟ini oluĢturan 

agresif bir kanserdir ve hızlı metastaz, yüksek proliferasyon kapasitesi gösterir. Yaygın 

olarak beyin, lenf nodları, karaciğer, adrenal bezler, kemikler ve akciğerin baĢka bölgelerine 

metastaz yapar. Kromozomal yeniden düzenlenmeler ve fonksiyon kaybına neden olan 

mutasyonlar yaygındır. TP53 ve RB1'in fonksiyonel inaktivasyonu neredeyse tüm vakalarda 

görülür. MYC ailesi genlerinin (MYC, MYCL ve MYCN) amplifikasyonu, RB ailesi üyeleri 

p107 ve p130 (sırasıyla RBL1 ve RBL2 tarafından kodlanan) tümör baskılayıcı PTEN ve 

NOTCH reseptörleri ve kromatin düzenleyici CREBBP„te meydana gelen fonksiyon kaybı 

mutasyonlarıyla heterotipik mutasyonlar içeren alt kümeler halinde bulunur (Rudin vd., 

2021).  

KHAK‟in immün fenotipinde, diğer akciğer kanseri türleriyle karĢılaĢtırıldığında 

belirgin bir immünsüpresyon, CD45 + T hücreleri, regülatör T hücreleri (Treg), Sitotoksik T 

lenfositleri (CTL'ler) ve TIL'ler gibi çoklu bağıĢıklık hücreleri bulunur (Li ve ark, 2023). 

Birinci basamak terapide PD-1/PD-L1 inhibitörlerinin eklenmesi %10‟luk bir ortalama 

sağkalım baĢarısı göstermiĢtir (Fachinetti, Maio & Tiseo., 2020). Kesin ve belirgin bir baĢarı 

göstermemekle birlikte CTLA-4 ve PD-1 inhibitörleri bazlı terapiler (ICI: Immune 

checkpoint Inhibitors, immün kontrol noktası inhibitörleri) kemoterapiyle kombine halde 

genel sağkalımı arttırabilir, genel durumu iyileĢtirebilir ancak daha büyük gruplarda test 

edilmeden yan etkilerin güvenle göz ardı edilemeyeceğinden bahsedilebilir (Li vd., 2023). 
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ġekil 1.4. Akciğer kanseri sınıflandırılması (Saman vd. 2020‟den modifiye edilmiĢtir.) 
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Küçük Hücreli DıĢı Akciğer Kanseri (Küçük Hücreli Olmayan AK), tüm akciğer 

kanserlerinin %85‟inden sorumludur (Chen vd., 2022). KRAS, epidermal büyüme faktörü 

(EGFR), anaplastik lenfoma kinaz (ALK) mutasyonları yaygın olarak görülenler arasındadır 

(Zappa vd., 2016). EGFR mutasyonları kontrolsüz hücre bölünmeleriyle iliĢkilendirilmiĢtir 

ve sigara içmeyen kadınların yaklaĢık %12‟sinde tespit edilmiĢtir (Pao vd., 2004). KRAS 

KHDAK‟ta mutasyonlarıyla yaygın olarak karĢılaĢılan bir onkogendir. KRAS mutasyonları 

genellikle EGFR ile ALK genlerinin yabanıl tip olduğu Ģekillerde görülmektedir (Zappa vd., 

2016). Inamura vd. (2009) belirttiğine göre ALK mutasyonları hiç sigara içmeyenler 

arasında ve adenokarsinom hastalarında daha sık görülmüĢtür. Bu çalıĢmada kullanılan 

kanserli hücre hatlarında KRAS açısından mutanttırlar (Mao vd., 2022). Onkogenik KRAS 

mutasyonlarının %80'inden fazlası, glisin kalıntısının farklı amino asitlerle ikame edildiği 

kodon 12'de meydana gelir ve bu da KRAS mutant tümörlerinin genomik heterojenliğine yol 

açar. KRAS glisin-sistein mutasyonu (G12C), küçük hücreli dıĢı akciğer kanserindeki KRAS 

mutasyonlarının yaklaĢık %44'ünü oluĢturur; mutant KRAS G12C, akciğer adenokarsinomu 

olan tüm hastaların yaklaĢık %13'ünde mevcuttur (Veluswamy vd., 2021). 

1.3. Akciğer Kanseri Risk Faktörleri 

Tütün kullanımı ve/veya maruziyeti, KOAH, amfizem gibi akciğer ile iliĢkili 

hastalıklar, onkovirüsler, asbest, radyasyon, radon, hava kirliliği maruziyeti, yerli biyokütle 

yakıtlarının kullanımı sonucu açığa çıkan kirleticiler, diyetle alınan besinlerin sağlıksız 

beslenmeyle iliĢkili olması ve genetik olarak kansere yatkınlık AK için risk faktörleri olarak 

sıralanabilmektedir (Barta vd., 2019; Schabath vd., 2019). Risk faktörleri arasında AK‟yle en 

yüksek iliĢki tütün kullanımıyla kurulmuĢtur. Kadınlar için akciğer kanseri kaynaklı 

ölümlerin %55'i, erkekler için ise akciğer kanserinden ölümlerin %70'inden fazlası sigara 

kullanımına atfedilmektedir (O'Keeffe vd., 2018). Büyük yüzdeyle tütün ürünleri 

kullanımına ve pasif içiciliğe bağlı geliĢen akciğer kanseri için uygun zemin ülkemizde 

mevcuttur. 13-19 yaĢ arası nargile kullanımının yaklaĢık %27, 15 yaĢın üzerinde bireylerin 

1/3‟ünün ise sigara bağımlısı olduğu ülkemizde akciğer kanserine bağlı ölüm oranı tüm 

kanserlere bağlı ölüm oranının çeyreğini oluĢturmaktadır (Cangır vd., 2022). 

Aile öyküsü de akciğer kanseri için önemlidir ve hiç sigara kullanmayan hastanın 

akciğer kanseri tanısı alması fenomenini açıklamaya katkıda bulunabilir. Ancak mevcut 

veriler, özellikle ikizler üzerinde yapılan genetik araĢtırmalar, genetik faktörlerin ve çevresel 

etmenlerin ortaklaĢa kanser geliĢimi ve ilerlemesinde etkili olduğunu göstermektedir 
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(Kanwal, Ding & Cao., 2017). Ayrıca X ıĢınları, gama ıĢınları, alfa parçacıkları, beta 

parçacıkları ve nötronlar gibi yüksek enerjili radyasyon DNA'ya zarar verebilir ve kansere 

neden olabilir. Bu radyasyon türleri, nükleer santrallerdeki kazalarda ve atom silahlarının 

yapılması, test edilmesi veya kullanılması sırasında açığa çıkabilir (Russ vd., 2022). WHO 

tarafından tanımlanan 19 çevresel karsinojenden biri olan ve Uranyum-238‟in radyoaktif 

bozunması sonucunda oluĢan Radon (Rn) (Li vd., 2020; Zablotska vd., 2022), X ıĢınları, 

gama ıĢınları ve beta parçacıkları (Russ vd., 2022) radyasyon kaynaklı akciğer kanserine 

neden olabilir. Hava kirliliği (Berg vd., 2023), 33 skuamöz hücreli karsinom, 17 

adenokarsinom, lepidik yayılımlı 10 adenokarsinom, 10 oligometastaz ve 10 neoplastik 

olmayan akciğer örneklerinin dahil edildiği referans çalıĢmada gösterildiği üzere HPV virüsü 

gibi onko virüsler (Robinson vd., 2016), KOAH (Durham vd., 2015), beslenme (Schabath 

vd., 2019), ağır metal maruziyeti (Lee vd., 2022), cinsiyet ve yaĢ faktörleri akciğer kanseri 

için risk faktörlerini tanımlamaktadır. 

1.4. Akciğer Kanseri Tedavisi 

Akciğer kanserinin tedavisinde cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, hedefe yönelik 

tedaviler ve immünoterapi hastanın durumuna göre planlanarak tercih edilmektedir (Alduais 

vd., 2023). Cerrahi operasyon planlanan hastalarda kanser evrelemesi II ve ilerisi ise 

kemoterapiyle birlikte tedavi önerisi yapılmaktadır. Kemoterapi, kanser hücrelerinin 

büyüyüp bölünmesini engelleyerek kanser hastalarının ortalama sağkalımlarının artmasına 

yardımcı olan tedavi yöntemidir. Radyoterapi hastanın sahip olduğu koĢullar ve kanser 

evresi göz önüne alınarak hasta sağkalımı ve hayat kalitesi açısından avantaj sağlayacak 

veya direkt olarak tedavi olmasına aracılık edebilecek bir yöntemdir (Alduais vd., 2023; 

Vinod & Hau, 2020). Hedefe yönelik tedaviler sağlıklı doku ve hücreler zarar görmeden 

kanserli hücre ve dokuları onlara özgü belirteçleri hedefleyerek tedavi etmeyi amaçlar. 

Hedefe yönelik tedavide epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) mutasyonlarıyla 

karakterize olması sebebiyle EGFR inhibitörleri olan Afatinib (GILOTRIF), entrectinib 

(ROZLYTREK) gibi ilaçlar, KHDAK hastalarında yaygın olarak görülen KRAS G12C 

mutasyonunu hedefleyen Sotorasib (LUMAKRAS) örnek olarak verilebilir (Alduais vd., 

2023; Harðardottir vd., 2022). Ġmmünoterapi kiĢinin sahip olduğu immün sistemin kansere 

karĢı aktif olarak savaĢmasını sağlamak amacıyla tercih edilmektedir. Örneğin 

programlanmıĢ hücre ölümü proteini 1 (PD1) ve ligandı (PD-L1) yolunu inhibe ederek 

antitümör bağıĢıklığı destekleyen Atezolizumab (TECENTRIQ), nivolumab (OPDIVO) ve 

pembrolizumab (KEYTRUDA) gibi Amerika FDA (Food and Drug Administration) onaylı 
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KHDAK için kullanılabilen ilaçlar mevcuttur (Alduais vd., 2023; Li vd., 2023). Ġlaç 

onaylarının süreci ġekil 1.5‟de gösterilmiĢtir. 



 

1
3

 

 

ġekil 1.5. FDA tarafından KHDAK‟a karĢı ilaç onayı alan moleküller (Friedlaender vd., 2024‟ten alınmıĢtır.)  
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1.5. Hücre Hatları 

BEAS-2B sağlıklı bronĢiyal epitelyal hücrelerin hücre serisi halidir ve bu tez için 

sağlıklı kontrol olarak kullanılması amaçlanmaktadır. Epitelyal benzeri morfolojiye sahiptir 

ve yapıĢan hücrelerdir.  

A549 ve H1299 KHDAK hücre serileridir. YapıĢan hücrelerdir ve epitelyal 

morfolojiye sahiplerdir. A549 daha çok epitelyal karaktere sahipken H1299 daha çok 

mezenkimal karaktere sahiptir (Huang vd., 2021). A549 adenokarsinom olarak 

subtiplenirken H1299 büyük hücreli karsinom olarak yer almaktadır (Foster vd.,1998; Mao 

vd., 2022). NCI-H1299 (ATCCno.CRL-5803), p53 delesyonu, EGFR yabanıl tip, KRAS 

mutant iken A549 (ATCC CCL-185), p53 yabanıl tip, EGFR yabanıl tip, KRAS mutant 

olarak tanımlanmaktadırlar (Mao vd., 2022). 

1.6. Ġndoller ve Türevleri 

Ġndol türevleri, indol halkası içeren; doğal ve sentetik olarak elde edilebilen 

heterosiklik moleküllerdir. Örneğin triptofan aminoasidi bir indoldür. Ġndol türevleri ise aynı 

indoller gibi hem doğal hem sentetik olarak elde edilebilmektedirler ve indol iskeletine 

sahiptirler. Doğal bir indol türevi olan serotonin örnek olarak verilebilir (Colella vd., 2020). 

Doğada birçok bileĢiğin yapısında ve bol miktarda bulundukları için iyi araĢtırılan ve 

tanımlanan indoller ve türevleri sentetik olarak taklit edilerek biyolojik olayların istenildiği 

Ģekilde yönlendirilmesi sağlanabilmektedir (Kaushik vd., 2013). Ġndol türevleri, 

antidiyabetik, antikanser, antimikrobiyal, anti-HIV, antiviral, antiinflamatuar, antioksidan, 

antikolinesteraz, antitüberküloz ve antimalaryal etkiler de dahil olmak üzere çok sayıda 

faydalı biyolojik özellik gösterir ve bu özellikler, indol içeren türevleri, yeni tedavi edici 

ajanların geliĢtirilmesinde önemli bileĢikler haline getirir (Kumar & Ritika, 2020; Sachdeva 

vd., 2020). Ayrıca Benzen halkasına benzer Ģekilde, π-elektronlarının aĢırı delokalizasyonu 

nedeniyle indol üzerinde elektrofilik yer değiĢtirme kolaylıkla meydana gelir (Lakhdar vd., 

2006). Bu sayede indol bileĢikleri rahatlıkla türevlenebilir (ġekil 1.6). Ġndol iskelet; 

antimikrobiyal, antikanser ajanlar, antihipertansifler, anti-proliferatif ajanlar ve 

antiinflamatuar ajanlar gibi tıbbi ilaçların geliĢtirilmesinde mükemmel bir iskele olarak, 

türevlendirilebilir bir esnekliğe sahiptir ve kimyasal yapısı sayesinde ilaç geliĢtirmede ideal 

bir ajandır (Dorababu., 2020). 
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ġekil 1.6. Azot atomu üzerindeki serbest elektron sayesinde nükleofilik yer değiĢtirme kolaylıkla 

meydana gelir. 

Ġndol bileĢikleri: 

 Basit indol bileĢikleri  

 Karbolin bileĢikleri 

 Semiterpenoid indol bileĢikleri 

 Bisindol bileĢikleri 

 Karbazol bileĢikleri gibi farklı baĢlıklarda incelenebilir (Zhu vd., 2021). 

AĢağıdaki baĢlıklarda detaylandırılacak olan etkilerinin haricinde indol türevleri çeĢitli 

mekanizmalar yoluyla diyabetik hastalıklar için bir umut kaynağı ve güncel bir araĢtırma 

konusudur. Özellikle diyabet hastalığı için çoğunlukla tercih edilen indol içerikli bitki 

ekstraktlarının kullanımı indol türevlerini iyi bir diyabet ilacı adayı yapmaktadır (Hu vd., 

2022). 

Ġndol türevlerinin antiviral etkinliği Hepatit C virüsü (HCV) üzerinde oldukça düĢük 

sitotoksisiteye ve yüksek baĢarıya sahip bir ajan olarak gösterilmiĢtir (Andreev vd., 2015).  

1.7. Ġndol Türevleri ve Antikanser Etkileri 

Bazı sentetik indol türevleri topoizomeraz inhibitörü görevi yaparak süper sarmal hale 

gelen DNA‟nın gevĢemesine/çözülmesine engel olmasıyla antikanser etki göstermesinin yanı 

sıra hücre içi reaktif oksijen türlerinin (ROS) oluĢumunu indükleyebilir, mitokondriyal 

membran potansiyelini azaltabilir ve hücrelerin apoptozuna yol açabilir (Li vd., 2020). 

Ayrıca çeĢitli kinaz inhibitörleri, aromataz inhibitörleri, tübülin polimeraz 

inhibitörleri, çeĢitli büyüme reseptörlerinin inhibitörleri gibi hücre büyüme, geliĢme ve 

proliferasyonunu destekleyen yol ve yolakların baskılanması ve hücreyi apoptoza, hücre 
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ölümüne gönderecek olan kaspaz aktivasyonu ve antiapoptotik genlerin inhibisyonu gibi yol 

ve yolaklarda aktivasyon gösteren indol ve türevlerinin her geçen gün ilaç olma 

potansiyellerini destekleyen çalıĢmaların artıĢı ve akabinde ilaç onaylarının verilmesi indol 

ve indol türevlerinin antikanser etkinliklerini kanıtlamaktadır (Dhiman vd., 2022). 

Ġndol alkaloidleri, PI3K/Akt/mTOR, MAPK, Beclin-1 ve ROS dahil olmak üzere 

çeĢitli sinyal yollarının aktivitesini modüle ederek otofajiyi düzenler. Evodiamine, 

fascaplysin, harmol gibi örnekler otofajiyle iliĢkili yolakların düzenlenmesinde görev yapan 

bazı indol alkaloidleri olarak belirtilebilir (Luo vd., 2022). Kansere karĢı indol türevlerinin 

altta yatan antikanser mekanizmaları arasında apoptoz indüksiyonu ve mikrotübül, protein 

kinaz, histon deasetilaz ve DNA topoizomerazın baskılanması yer alır (Dhuguru & Skouta, 

2020). 

Ġndol türevleri kanser hücrelerini çok çeĢitli ölüm yolaklarına indükleyebilirler 

(ġekil 1.7). 

 

ġekil 1.7. Ġndol türevlerinin kanser hücresini indüklediği ölüm yolakları (Zigová vd., 2024‟ten 

modifiye edilmiĢtir.)  

Zigová vd. (2024) belirttiği üzere doğal indol türevlerinden Brassinin ve Camalexin‟in 

yanı sıra sentetik indol türevlerinin de doğal türevlerine benzer yol ve yolaklardan antikanser 

etkisi bulunmaktadır (ġekil 1.8). 

 



 

1
7

 

 

ġekil 1.8. Ġndol türevlerinin apoptozis ve hücre döngüsü blokajını indüklemesi (Zigová vd., 2024‟ten modifiye edilmiĢtir.) (Br, Brassinin; Ca, Camalexin, Der, Ġndol 

Türevleri (Derivatives)) 
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ġekilden incelenebileceği üzere özellikle kimyasal yapı bakımından Madde 10 ile 

benzer olan Brassinin ve çeĢitli sentetik indol türevleri, BAX ifadesinin arttırılması, BCL-2 

ifadesinin azaltılması, kazpazların aktive edilmesi, apoptozom kompleksinin kurulmasının 

indüklenmesi, fosfotidilserin eksternalizasyonu gibi hücreyi ölüme götürecek yolaklarda ve 

p53 aracılı ve hücre döngüsü kontrol noktaları aracılı hücre döngüsünün durdurulması gibi 

antiproliferatif etkileri bulunmaktadır. 

Pro-apoptotik bir belirteç olan BAX ve anti-apoptotik bir belirteç olan BCL-2 indol 

türevi Madde 10‟un hücreleri apoptoza götürme potansiyelini araĢtırmak amacıyla 

seçilmiĢtir. 

Tez çalıĢmasında Doğanç vd. (2024)‟nın sentezleyerek yayınladığı indol türevlerinden 

Madde 10‟un AK‟de antiproliferatif, apoptotik, hücre göç potansiyeli ve kanser kök hücre 

karakteri üzerindeki olası etkilerini görebilmek amacıyla epitelyal-mezenkimal geçiĢ (EMT) 

için E-Kaderin, N-Kaderin gen ifade düzeyleri ve hücre göçü için yara iyileĢme testi; 

apoptoz için BAX, BCL-2 ve akım sitometride Annexin V (PE)-7AAD boyaması; köklülük 

için OCT4, SOX2, CD44 ve CD24 gen ifade düzeyleri; antiproliferatif etki için Ki-67 gen 

ifadeleri düzeyleri ve MTT deneyi ile hücre canlılığı düzeyi araĢtırılmıĢtır. 

1.8. Ġndol Türevi Madde 10 

 

ġekil 1.9. Doğanç vd. (2024)‟nın sentezlemiĢ olduğu indol türevi Madde 10‟un kimyasal yapısı 
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Tezimizde Doğanç vd. (2024)‟nın sentezlemiĢ olduğu indol türevi Madde 10 (ġekil 

1.9) BEAS-2B, A549 ve H1299 hücre hatları üzerinde kullanılmıĢtır. Madde 10, indol 

halkasına ilaven flor (F), pentil, metil gibi grupları içeren indol türevi bir kimyasaldır. 

1.9. Tezin Amacı 

Bu çalıĢmada Madde 10‟un AK üzerine etkilerinin in vitro araĢtırılması 

amaçlanmıĢtır. Yeni sentezlenmiĢ olan indol türevi Madde 10’un AK üzerinde ilk kez 

antiproliferatif, apoptotik, anti-metastatik, EMT baskılayıcı ve köklülük üzerindeki etkileri 

belirlenmiĢtir. 

ÇalıĢma daha önce AK üzerinde uygulanmamıĢ olan indol türevi Madde 10‟un BEAS-

2B sağlıklı akciğer, A549 ve H1299 kanserli akciğer hücre hatları üzerinde etkinliğinin 

araĢtırılacağı ilk çalıĢma olma niteliği taĢımaktadır. Yeni sentezlenmiĢ bir ilaç adayı 

molekülün ilk kez AK hücreleri üzerindeki antiproliferatif, apoptotik, anti-metastatik, EMT 

baskılayıcı ve köklülük üzerindeki etkilerinin araĢtırılacak olması özgünlüğünü 

oluĢturmaktadır. Projenin sonuçları agresif bir kanser türüne karĢı ilaç geliĢtirilmesi 

konusunda literatüre katkı sunması ve bir ilaç adayı önermesi açısından değerlidir. 

Madde 10 Ankara Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Farmasötik Kimya Anabilim 

Dalı‟ndan Prof. Dr. Hakan GÖKER ve ekibi tarafından sentezlenmiĢ olup 12. Kalkınma 

Planı‟nın Ġlaç ve Tıbbi Cihaz baĢlığı altında amaç, politika ve tedbirler kısmında yer alan 

ilgili maddeler kapsamında ilaç olma potansiyelinin değerlendirilmesi açısından önemli 

katkılar sağladığı düĢünülmektedir. 
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2. GEREÇ ve YÖNTEM 

2.1. ÇalıĢmada Kullanılan Yöntemler 

Bu tez çalıĢmasında hücre kültürü, hücre canlılığı testi olan MTT deneyi, gen ifadesi 

için RT-qPCR yöntemi, apoptoz tayini için akım sitometrik tayin ve hücre göçü için yara 

iyileĢme testleri kullanılmıĢtır. 

2.1.1. Hücre Hatlarının Temini 

Hücre hatları Dr. Süreyya BOZKURT tarafından laboratuvarımıza hibe edilmiĢtir.  

2.1.2. Akciğer Hücre Hatları Kültürü, Dondurulması, Çözülmesi ve 

Pasajlanması 

Her hücre kendi ihtiyacına uygun besiyerinde kültürlenir. Besiyerleri hücrenin 

ihtiyacına göre vitamin, mineral, serum vb. içerecek Ģekilde bazal besiyerine eklemeler 

yapılarak hazırlanır. Bu tezde kullanılan BEAS-2B sağlıklı akciğer, A549 ve H1299 kanserli 

akciğer hücre hatlarının kültürü 37 ºC‟de, %5 CO2 içeren inkübatörde, %10 Fetal Sığır 

Serumu (FBS), %1 L-glutamin ile %1 Streptomisin-Penisilin içeren RPMI 1640 (Roswell 

Park Memorial Institute 1640) içerisinde kültürleri yapılmıĢtır. Hücreler düzenli olarak 

mikroskop altında incelenir. Deneylerden önceki günlerde veya pasajlanma yoğunluğuna 

gelene kadar 2-3 gün aralıklarla beslenmeleri tercih edilir. Hücreleri beslemek için laminar 

flow kabin içerisinde var olan besiyerine ekleme yapılabilir veya yapıĢan hücrelerde 

uygulanabileceği Ģekliyle üzerinden eski besiyerinin tamamı veya bir kısmı çekilerek yeni 

besiyeri koyulabilir. 

Hücreler uzun süreli saklanabilmesi amacıyla uygun dondurma solüsyonu 

(laboratuvarımızda %90 besiyeri %10 DMSO (dimetil sülfoksit) ile hazırlanır) içerisinde 

dondurularak saklanırlar. Hücre kültürünü baĢlatmak için dondurulmuĢ olan hücre 

stoklarından alınarak hızlı bir Ģekilde çözülmesi sağlanmalıdır. Su banyosu, elde ısıtma gibi 

seçeneklerden uygun olanı tercih edilebilmektedir. Hücre stoğu dıĢarıya alınmadan önce hızlı 

hareket etmek ve hücrelerin DMSO içeren dondurma solüsyonuna çözüldükten sonraki 

maruz kalma süresini azaltmak amacıyla laminar akıĢ kabin içerisinde gerekli hazırlıkların 
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tamamlanması uygundur. Besiyeri, hücre kültürüne uygun flask, çözdürme sonrası santrifüj 

için kullanılacak falkon tüp ve gerekli diğer ürünler olan pastör pipet, mikropipet, pipet ucu, 

atık kabı gibi malzemeler kabin içerisine alınır. Flask, falkon hücreye göre etiketlenir. 

Santrifüj falkona uygun olacak Ģekilde ayarlanır. 

 Hazırlıklar tamamlanır. 

 Dondurma tüpündeki hücre dıĢarı alınarak buzu çözünene kadar hızla ısınması 

sağlanır. 

 Falkon tüp içerisine yaklaĢık 3ml kadar besiyeri alınır. 

 Çözünen hücre bekletilmeden dikkatle pipetle çekilerek yavaĢça falkon tüp 

içerisindeki besiyerine alınır. 

 Falkon tüpün kapağı kapatılarak santrifüje alınır. 1500rpm‟de 3dk santrifüjlenir. 

 Bu sırada hücre kültür flaskı içerisine (T25 flask için 6ml, T75 flask için 15ml civarı 

tercih edilebilir) besiyeri alınır. 

 Santrifüjü biten hücre laminar akıĢ kabini içerisine alınır ve pellete dikkat edilerek 

süpernatantı uzaklaĢtırılır. 

 Pellet dikkatli bir Ģekilde yaklaĢık 1 ml besiyerinde nazikçe pipetlenerek çözülür ve 

hücre kültür flaskına alınır. 

 Ters mikroskopta yoğunlukları ve morfolojileri kontrol edilir. 

 Flask CO2 inkübatöre kaldırılır. 37°C‟de %5 CO2 düzeyinde nemli bir ortamda 

inkübe edilir. 

 Laminar akıĢ kabini içerisindeki malzemeler temizlenir ve atıklar dikkatle 

uzaklaĢtırılır. 
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Hücrelerin flaskta %70-80 konfluent durumuna göre 3-5 günde bir pasajları 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Hücrelerin overpopüle olmamasna dikkat edilerek pasajlama yapılır. 

Overpopüle olan hücreler yeterli alan ve besin bulamayarak fizyolojik değiĢikliklere 

gidebilirler. Kültürün sağlıkla devamlılığı ve deneylerin tekrarlanabilirliği açısından 

overpopülasyondan kaçınılır. YapıĢan hücrelerin pasajlanması için flasktan ve birbirlerinden 

ayrılmasını sağlayacak Tripsin-EDTA gibi bir madde kullanılır. Tripsin-EDTA besiyeri 

içerisindeki serum sayesinde inhibe edilebilen bir proteazdır. YapıĢan hücrelerde tüm 

besiyeri çekilerek atılır ve flask boyutuna uygun miktarda tabanın tamamını kaplayacak 

kadar (0,5-1,5 ml civarı, ihtiyaca ve Tripsin-EDTA‟nın konsantrasyonuna bağlı olarak) 

eklenerek kabın tabanına tüm hücrelere temas edecek Ģekilde yayılması sağlanır. Hücre 

kültür flaskı inkübatöre kaldırılır, 3-5 dk hücreler yüzmeye baĢlayana kadar kontrollü bir 

Ģekilde bekletilir. Bu aĢama gözle de görülebilir. Mikroskop altında kontrol edilip hücrelerin 

yüzdüğü görüldüğü noktada daha fazla bekletilmeden laminar akıĢ kabini içerisine alınır ve 

flask içerisine en az Tripsin-EDTA miktarınca besiyeri alınarak dikkatle pipetlenerek 

toplanıp falkon tüp içerisine alınarak kapağı dikkatle kapatıldıktan sonra kabinden çıkarılıp 

santrifüje alınır. 1500 rpm‟de 3dk santrifüjlenir. Santrifüj sonrası kabin içerisinde pellete 

dikkat edilerek süpernatant uzaklaĢtır. Pellet büyüklüğüne uygun olacak miktarda 

besiyerinde çözülür. 1-3 ml gibi miktarlar tercih edilebilir. Hücre denemesi için veya kültür 

devamlılığı için bu adımda sayım yapılabilir. Yeni bir hücre kültür flaskı hücreye uygun 

olacak Ģekilde etiketlenerek içerisine hücre çözme kısmında belirtilen miktarlar kadar 

besiyeri alınır. Ġstenilen sayıda/miktarda hücre hücre kültür flaskı içerisine alınarak kapağı 

kapatılır ve hücrelerin besiyerinde dağılması sağlanır. Flask ters mikroskop altında incelenip 

inkübatöre kaldırılır. 

Hücre sayımı, hücrelerin stoklanması, deneylerin planlanması gibi aĢamalarda önem 

arz etmektedir. Hücreler kültür flasklarından uygun Ģekilde toplanıp santrifüjlendikten sonra 

süpernatantları uzaklaĢtırılır ve pelletleri ihtiyaca göre 1-3 ml besiyerinde pipetlenerek 

çözülür. Bu aĢamada sayım için özel olarak kullanılan otomatik cihazlar veya manuel sayım 

için tasarlanmıĢ lamlar kullanılabilir. Manuel sayım için özel olarak tasarlanmıĢ olan 

lamların kendi hacimsel alanlarına uygun olarak belirlenen katsayıları (sayım sonucu x 

dilüsyon faktörü x lam katsayısı) Ģeklinde sayım hesaplaması içerisinde kullanılır. Örneğin 

Neubauer, Improved Neubauer, Bürker, Thoma gibi çeĢitli mantıklara dayanarak hücre 

sayımı için özelleĢtirilmiĢ lam çeĢitleri bulunmaktadır. Bunların en yaygınlarından biri 

Thoma lamıdır. Thoma lamında sayım için aynı anda kullanılabilecek 2 odacık 

bulunmaktadır. Lamın üzeri bu odacıkları kapsayacak Ģekilde lamel ile kapatıldığında lam ve 
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lamel arası odacığın derinliği 0,1mm olur. Bu alana dilüe edilmiĢ hücre örneğinden 10µl 

alınır. Sayım alanı bir kenarı 0,05mm olan 25 adet kareyi içeren 16 büyük kareden 

oluĢmaktadır. Bu mantığa dayanarak yapılan hesaplamalarda lamın katsayısı 10000 olarak 

kullanılır. Tüm alanda sayılan hücre miktarı x dilüsyon katsayısı x lam katsayısı üzerinden 

elimizdeki çözülmüĢ pelletin içerdiği hücre sayısına ulaĢılır. Manuel bir sayım yöntemi 

olması sebebiyle lam alanına düĢecek hücre sayısının çok fazla veya çok az olmamasına 

dikkat edecek Ģekilde pellet büyüklüğüne uygun olarak dilüsyon sağlanır ki sayım sonucu 

olabildiğince gerçeğe yakın olsun. Örneğin santrifüj sonrası süpernatantı atılan pellet 3ml 

besiyerinde çözülürse dilüsyon katsayısı 3 olacaktır. Bu prensiplere dikkat edilerek sayılan 

hücreler ihtiyaç kadarı kolayca hesaplanabilmektedir. 

Hücreler kültürlerinin istenilen zamanlarda devam ettirilebilmesi, olası kontaminasyon 

durumunda kültür dıĢında temiz stokların olması gibi sebeplerle dondurularak 

stoklanmaktadırlar. Örneğin pasaj sayısı takip edilen hücreler erken pasajlarda stoklanarak 

kültürde hücre pasajı ilerlerken stokta istenildiği noktada alınıp daha erken pasajlardan 

kültürlenebilir. Hücrelerin çözümünde hızla çözülmesi gerektiğinden bahsetmiĢken burada 

tam tersi yavaĢ bir süreçten bahsetmekteyiz. Hücreler uygun dondurma solüsyonu olmadan 

ve hızla dondurulurlarsa içlerindeki su hızla kristallenerek hacmen geniĢler ve hücrelerimizi 

patlatır. Bu durumdan kaçınmak için dondurma solüsyonu içerisinde dakikada 1°C 

soğutularak dondurulur. 

 Kültürdeki hücre laminar akıĢ kabin içerisine alınır ve pasajlamada pellet üzerinden 

süpernatantın uzaklaĢtırılmasına kadar aynı Ģekilde uygulamalar yapılır. 

 Hücreler sayılır ve her bir dondurma tüpü (cryo vial) içerisinde 1 ml dondurma 

solüsyonu içerisinde 2-4 milyon hücre olacak Ģekilde pellet dikkatle çözülür ve fazla 

pipetlemekten kaçınılır. Dondurma solüsyonu kristallenmeyi önleyici gliserol, 

DMSO gibi maddelerden %10 içerecek Ģekilde kalanı inative serum veya hücreye 

uygun tam besiyeri ile tamamlanarak hazırlanır. 

 Her bir dondurma tüpünde 1 ml hücreli dondurma solüsyonu olacak Ģekilde 

paylaĢtırılır. 

 Buz içeren izolasyon sağlayan bir kutuya alınarak dakikada 1°C donması sağlanacak 

Ģekilde 5 dk +4°C‟de, 20dk -20°C‟de, gece boyu -80°C‟de tutularak(dondurma 
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protokolü dakikada 1°C soğumayı sağlayacak Ģekilde laboratuvar imkanlarının el 

verdiği haliyle modifiye edilebilir) sonrasında uzun süreli saklama için sıvı azot 

tankına alınır. 

2.1.3. Hücre Canlılığının MTT Deneyi ile Belirlenmesi 

Madde 10‟un hücre hatları üzerinde antiproliferatif etkinliğinin belirlenmesi amacıyla 

aĢağıdaki aĢağıdaki protokol izlenmiĢtir.  

Madde 10‟un akciğer hücre hatları üzerindeki canlılığa olan etkisine karĢılık gelen  

IC50 dozunu belirlemek amacıyla metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) deneyi seçilmiĢtir. 

MTT deneyinde, sağlıklı akciğer hücre hattı BEAS-2B ve kanseri akciğer hücre hatları A549 

ile H1299 6x10
3
 hücre/kuyu olacak Ģekilde 96 kuyucuklu plakalara 100 µl hücreli besiyeri 

karıĢımı içerisinde ekilmiĢtir. 

Hücrelerin yapıĢması için bir gece beklenmiĢtir. Ertesi gün artan dozlarda (literatürde 

belirtilen değerler baz alınarak) indol türevi Madde 10 48 saat süreyle uygulanmıĢtır. Süre 

sonunda kuyu baĢı 10 µl MTT ajanı (MTT ajanı PBS‟de 5 mg/ml olacak Ģekilde 

hazırlanmıĢtır) eklenip 2 saat 37°C‟de, %5 CO2‟li etüvde inkübe edilmiĢtir. 2 saatin sonunda 

kuyu baĢı 100 µl MTT ajanı için çözücü solüsyonu eklenmiĢ ve bir gece 37°C‟de, %5 CO2‟li 

etüvde gece boyu inkübe edilip ertesi sabah spektrofotometre cihazında 550 ve 690 nm dalga 

boylarında okuması yapılmıĢtır. 

2.1.4. Hücre Göçü Değerlendirmesi için Yara ĠyileĢme Testi 

Kanser hücre hatlarının göç yeteneklerinin uygulanacak olan kimyasaldan etkilenme 

durumunu karĢılaĢtırmak amacıyla MTT deneyi sonucu belirlenen konsantrasyonlarda 

uygulama yapılarak kanser hücre hatlarının aynı konsantrasyonlardaki Madde 10‟a verdikleri 

tepki yara iyileĢmesi açısından 0, 24 ve 48. saatlerde alınan fotoğraflardan hücrelerin göç 

ettikleri alanın tayini yapılarak karĢılaĢtırma sağlanmıĢtır. 

Kanser hücre hatları 12 kuyucuklu plaka üzerinde 5x10
5 

hücre/kuyu olacak Ģekilde 

1ml hücreli besiyeri karıĢımı olacak içerisinde ekilmiĢtir. Bir gece hücrelerin yapıĢması için 

beklendikten sonra kuyuların orta hatlarından 1000µl hacimli mikropipet ucuyla çizilmiĢtir. 

ĠĢlem sonrası tüm besiyeri alınarak 900 µl taze besiyeri eklenmiĢtir. Madde 10‟un 100 µl 
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olacak Ģekilde seçilen 50µM ve maksimum doz olan 100µM ve en yüksek dozdaki çözücü 

miktarına denk gelen çözücüyü içeren kontrol besiyeri ile uygulama yapılmıĢ ve 48 saat 

37°C‟de, %5 CO2‟li etüvde inkübasyona alınmıĢtır. 0, 24 ve 48. saatlerde kuyuların tam 

ortasından görseller alınmıĢ ve hücresiz alan tayini Image J programı kullanılarak 

yapılmıĢtır. 

2.1.5. Gerçek Zamanlı Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR) 

Kanserli hücre hatları Madde 10 ile muamele edildikten sonra daha önce belirtilen 

genlerin ifadelerini gerçek zamanlı kantitatif PCR (q-PCR) ile saptamak amacıyla örnekler 

toplanarak RNA izolasyonu yapılmıĢtır.  

RNA izolasyonu amacıyla yapılan deneyde 12 kuyucuklu plakalara 5x10
4
 hücre/kuyu 

üzerinden kontrol ve 50µM Madde 10 uygulama kuyuları 24 ve 48 saatlerde muamele süresi 

olacak Ģekilde ekim ve madde uygulaması yapılmıĢtır. RNA izolasyonu sırasında kültür 

ortamındaki hücreler 300 x g‟de 5 dk santrifüj edilmiĢ ve süpernatant kısım atılmıĢtır. Pellet 

üzerine Trizol eklenip homojenize edilerek hücreler oda sıcaklığında 5 dk inkübe edilmiĢtir. 

Her tüpe 300 µl kloroform eklenmiĢtir. Tüpler elle 15 sn. boyunca çalkalandıktan sonra oda 

sıcaklığında 10 dk inkübe edilmiĢtir.  

12,000g.‟de 4°C, 15 dk santrifüj edilip santrifüj sonrası alttaki faz kırmızı fenol-

kloroform fazı, ara faz ve renksiz-akıcı üst faz olmak üzere 3 faz oluĢmuĢtur. Üst fazda yer 

alan RNA, RNaz içermeyen önceden etiketlenen yeni bir eppendorf tüpüne aktarılmıĢtır. 

Üzerine 0.5 ml izopropil alkol eklenip oda sıcaklığında 10dk inkübe edilip tüpler 12,000 x 

g‟de 10 dk 4°C‟de santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant dikkatlice atılıp, 1 ml %75‟lik etanol 

eklenerek örnekler karıĢtırılmıĢ ve 7,500 x g.de 5 dk 4°C‟de santrifüjlenmiĢtir. Santrifüj 

sonrası süpernatant dikkatlice uzaklaĢtırılmıĢtır. 

RNA pelleti oda sıcaklığında bekletilerek havayla kurutulmuĢ, sonrasında RNA, pellet 

büyüklüğüne uygun olacak miktarda RNaz içermeyen 40-100µl DEPC‟li su içinde 

çözülmüĢtür. Elde edilen RNA‟ların konsantrasyonu ve saflığı spektrofotomede 260/280 

nm‟de belirlenmiĢtir.  

Ġlk olarak hücrelerden izole edilen RNA örneklerinden 1000 ng kullanılarak cDNA 

sentezlenmiĢtir. Bu yöntemde cDNA sentez kiti (Biorad iScript cDNA Sentez Kiti 
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#1708890) ile sentezi sağlanmıĢtır. RT-qPCR için primerler, su, syber green (Biorad iTaq 

Universal SYBR Green Supermix #1725120) ve sentezlenen cDNA‟lar kullanılmıĢtır.  

2.1.6. Akım Sitometri ile Hücre Apoptoz Tayini 

Akciğer hücre hatları (5×10
4 

hücre/kuyu) 12 kuyulu plakalarda kültürlenmiĢtir. Bir 

gecelik inkübasyondan sonra besiyeri değiĢtirilip, hücreler 48 saat boyunca Madde 10‟a 

maruz bırakılmıĢtır. Önceden yayınlanmıĢ prosedüre uygun olarak Annexin-V-7AAD 

boyaması yapılmıĢtır (Duggan, 2021). Özetle, 48 saat sonra, toplanacak hücreler PBS ile 

yıkanır ve üreticinin talimatlarına göre Annexin-V (PE) ile boyanır. 100 μL hücre 

süspansiyonuna 1X bağlayıcı tampon (binding buffer-BB) içinde 5 μL Annexin-V (PE) 

eklenir ve oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edilip aynı miktarda 7AAD eklenip yine oda 

sıcaklığında 5dk beklenir. Ardından, hücrelere 400 μL 1X BB eklenir ve Accuri C6 Akım 

sitometrisi kullanılarak analiz edilir (Koç vd., 2018). 
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3. BULGULAR 

3.1. MTT Deneyi Bulguları 

 

ġekil 3.1. Akciğer hücrelerinde farklı dozlarda Madde 10 ile 48 saat boyunca muamelenin MTT 

sonuçları 

Ġstatistiksel analizi Independent Samples Kruskal Wallis Test ile SPSS paket programı üzerinden 

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

Yukarıdaki Ģekilde sağlıklı ve kanserli akciğer hücrelerinde MTT denemesi yapılarak 

hücrelere 48 saat boyunca 6,25-100 µM doz aralığında Madde 10 uygulanıp canlılık 

üzerindeki etkisi araĢtırılmıĢtır (ġekil 3.1). 

IC50 değerleri BEAS-2B, A549 ve H1299 hücre hatlarında sırasıyla 47,25 µM, 33,72 

µM, 26,52 µM bulunmuĢ ve ileri uygulamalar için 50 µM dozu uygulama için seçilmiĢtir. 

Kanserli hücre hatları için IC50 değerlerine en yakın bir üst doz olan 50 µM ile daha büyük 

kuyularda daha çok hücre ekilerek planlanan diğer araĢtırma yöntemleri uygulanmıĢtır. 

3.2. Hücre Göçü Değerlendirmesi için Yara ĠyileĢme Testi Bulguları 

Kontrol ve deney grubu (50 µM Madde 10) 0, 24 ve 48. saatlerde fotoğraflanmıĢtır. 

Hücre göçünden geriye kalan hücresiz alan Image J analiz programında tayin edilmiĢtir. 
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Ġstatiksel analiz ise bu verilere göre yapılmıĢ ve bar grafikleri hazırlanmıĢtır (ġekil 3.6., ġekil 

3.7.). Hücre göçü değerlendirilmesi için alınan görseller ġekil 3.2, ġekil 3.3, ġekil 3.4, ġekil 

3.5‟te verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 3.2. Sırasıyla 0-24-48 saat kontrol grubu A549 hücre hattının yara iyileĢmesi testi görselleri 



29 

 

 

 

ġekil 3.3. Sırasıyla 0-24-48 saat 50 µM Madde 10 uygulama grubu A549 hücre hattının yara 

iyileĢmesi testi görselleri 
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ġekil 3.4. Sırasıyla 0-24-48 saat kontrol grubu H1299 hücre hattının yara iyileĢmesi testi görselleri 
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ġekil 3.5. Sırasıyla 0-24-48 saat 50 µM Madde 10 uygulama grubu H1299 hücre hattının yara 

iyileĢmesi testi görselleri 



32 

 

 

ġekil 3.6. A549 hücre hattının yara iyileĢmesi testi hücresiz alan-doz grafiği 

Ġstatistiksel analizi Related Samples Friedman‟s Two-Way Analysis of Variance by Ranks yöntemiyle 

ile SPSS paket programı üzerinden yapılmıĢtır. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001 

 

 

ġekil 3.7. H1299 hücre hattının yara iyileĢmesi testi hücresiz alan-doz grafiği 

Ġstatistiksel analizi Related Samples Friedman‟s Two-Way Analysis of Variance by Ranks yöntemiyle 

ile SPSS paket programı üzerinden yapılmıĢtır. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001 
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3.3. Gerçek Zamanlı Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR) 

Bulguları 

Bu çalıĢmada RT-qPCR yöntemi kullanılarak genlerin ifadesi kantitatif olarak analiz 

edilmiĢtir. 

RT-qPCR çalıĢmamızda Ki-67, BAX, BCL-2, CD24, CD44, OCT4, SOX2, N-kaderin 

genleri ve referans gen GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) ekspesyon 

tayinleri yapılıp referans gene göre relatif gen ekspresyon düzeyleri cinsinden analiz 

yapılmıĢtır. E-kaderin primeri optimize edilemediği için gen ifadesine bakılamamıĢtır. 

A549 ve H1299 hücre hatları için Ki-67 geni ifadesi (ġekil 3.8), BAX geni ifadesi 

(ġekil 3.9), BCL2 geni ifadesi (ġekil 3.10), CD24 geni ifadesi (ġekil 3.11), CD44 geni 

ifadesi (ġekil 3.12), OCT-4 geni ifadesi (ġekil 3.13), SOX2 geni ifadesi (ġekil 3.14), N-

kaderin geni ifadesi (ġekil 3.15) relatif gen ekspresyonu/zaman Ģeklinde aĢağıda Ģekillerle 

belirtilmiĢtir. 
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ġekil 3.8. Ki-67 geni relatif ekspresyon/zaman grafiği 

Ġstatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket programı üzerinden yapılmıĢtır. *p<0,05 

**p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001 
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ġekil 3.9. BAX geni relatif ekspresyon/zaman grafiği 

Ġstatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket programı üzerinden yapılmıĢtır. *p<0,05 

**p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001 



36 

 

 

 

ġekil 3.10. BCL2 geni relatif ekspresyon/zaman grafiği 

Ġstatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket programı üzerinden yapılmıĢtır. *p<0,05 

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

Ġstatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket programı üzerinden yapılmıĢtır. *p<0,05 

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

Ġstatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket programı üzerinden yapılmıĢtır. *p<0,05 

**p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001 
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ġekil 3.13. OCT4 geni relatif ekspresyon/zaman grafiği 

Ġstatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket programı üzerinden yapılmıĢtır. *p<0,05 

**p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001 
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ġekil 3.14. SOX2 geni relatif ekspresyon/zaman grafiği 

Ġstatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket programı üzerinden yapılmıĢtır. *p<0,05 

**p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001 
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ġekil 3.15. N-kaderin geni relatif ekspresyon/zaman grafiği 

Ġstatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket programı üzerinden yapılmıĢtır. *p<0,05 

**p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001 
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3.4. Akım Sitometri ile Hücre Apoptoz Tayini Bulguları 

Literatüre dayanılarak yapılan Annexin-V (PE konjuge)-7AAD boyaması ile akım 

sitometri ile apoptotik hücre tayini bulguları ġekil 3.16., ġekil 3.17. ve ġekil 3.18.‟tedir. 

 

ġekil 3.16. 48 saat Madde 10 uygulanan A549 ve H1299 hücre hatlarında apoptoz tayini için 

Annexin-V (PE konjuge)-7AAD grafiği 
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ġekil 3.17. A549 hücre hattında apoptoz tayini için Annexin-V (PE konjuge)-7AAD boyaması sonucu 

Ġstatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket programı üzerinden yapılmıĢtır. *p<0,05 

**p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001 

 

ġekil 3.18. H1299 hücre hattında apoptoz tayini için Annexin-V (PE konjuge)-7AAD boyaması 

sonucu 

Ġstatistiksel analizi Mann Whitney U Testi ile SPSS paket programı üzerinden yapılmıĢtır. *p<0,05 

**p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001  
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4. TARTIġMA 

AK, insanların sosyal hayatın içinde aktif bulunması sebebiyle maruz kalınan risk 

faktörlerinin çeĢitlenmesi ve çoğalması da göz önünde bulundurularak teĢhisi sonrası en 

yüksek ölüm oranıyla iliĢkilendirilen ve sağ kalımı diğer kanserlere oranla daha az olan katı 

tümörlerle karakterize bir kanserdir. 

AK tedavisi, konvansiyonel yöntemlere eĢlik eden ve son yıllarda Amerika FDA 

onaylı çeĢitli ilaçların da bulunduğu hedefe yönelik tedavilerin kullanıldığı hem devletlere 

hem de bireylere yüksek maliyetlere sebep olan yöntemleri içerir (Alduais vd., 2023; Doğanç 

vd., 2024; Harðardottir vd., 2022; Li vd., 2020; Li vd., 2023). Tedavide yerli ve kolay 

ulaĢılabilir ilaçların topluma kavuĢturulması ve buna yönelik yapılan çalıĢmalar dıĢa 

bağımlılığın azaltılması konusunda da önemli adımlardandır. Bu tez çalıĢması kapsamında 

literatürce antikanser etkileri bilinen (Kumar & Ritika, 2020; Sachdeva vd., 2020) indol 

türevi kimyasallardan üniversitemiz bünyesinde sentezlenmiĢ (Doğanç vd., 2024) olan 

Madde 10‟un AK üzerinde etkilerinin ilk kez araĢtırılması literatüre katkı 

sağlamaktadır. 

Literatürle benzer Ģekilde antikanser etkilere ulaĢılmıĢtır (Dhiman vd., 2022; 

Dorababu., 2020). Mevcut çalıĢma Madde 10‟un AK üzerinde antikanser etkileri arasında; 

 Apoptoz indükleyiciliği 

 Hücre göçü baskılama yeteneği 

 Kanser hücrelerine sağlıklı olanlara oranla daha çok sitotoksik etki gösterme 

 Antiproliferatif etkileri araĢtırılmıĢtır. 

MTT deneyinde BEAS-2B, A549 ve H1299 hücre hatlarında kontrol grubuna göre 

25µM dozda istatistiksel olarak anlamlı farklılık (p<0,05) vardır. Bu konsantrasyonda en 

yüksek anlamlılık derecesi A549 hücre hattına aittir. Fakat IC50 değerleri karĢılaĢtırıldığında 

literatürle uyumlu olarak (Tokala vd., 2020) indol türevlerinin sitotoksik etkisi kanserli hücre 

hatlarında sağlıklı hücre hattına oranla yüksektir. 

Hücre göçü için yara iyileĢme testinde A549 hücre hattı kontrol grubunda 0. saat ile 

48. saat arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık (p<0,05) bulunmuĢtur fakat 0-24 ve 24-
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48 saatlerindeki farklılık olsa da veri kümesi geniĢletildiği dahilde istatistiksel olarak 

anlamlılığın görülebileceği yönünde yorumlama yapılabilir. 50µM ve 100 µM Madde 10 

uygulanan gruplarda 0-24 ve 0-48 saatlerinde hücresiz alan büyüklükleri arası fark 

istatistiksel olarak anlamlı farklılık (p<0,05) göstermektedir. Buradan yola çıkarak ilacın 

literatürle uyumlu olarak (Zhang vd., 2023) hücrelerin göçünü baskıladığı yorumu 

yapılabilmektedir.  

Hücre göçü için yara iyileĢme testinde H1299 hücre hattı kontrol grubunda 0. saat ile 

48. saat arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık (p<0,05) bulunmuĢtur. Fakat 0-24 ve 

24-48 saatlerindeki hücresiz alan büyüklükleri arası farklılık olsa da veri kümesi 

geniĢletildiği dahilde istatistiksel olarak anlamlılığın görülebileceği yönünde yorumlama 

yapılabilir. 50µM Madde 10 uygulanan grupta 0-48, 100 µM Madde 10 uygulanan grupta 0-

24 ve 0-48 saatlerinde hücresiz alan büyüklükleri arası fark istatistiksel olarak anlamlılık 

(p<0,05) göstermektedir. Uygulama yapılan grupların yapılmayan kontrol grubuna göre 

hücresiz alanları 24 ve 48 saatlerinde daha geniĢtir. Çünkü uygulama gruplarında hücresiz 

alan değerleri ölçülebilirken kontrol grubunun birçok tekrarında hücresiz alan 0 olarak 

ölçülmüĢtür. H1299‟un A549‟a göre daha hızlı bir Ģekilde kuyu tabanında konfluent olması 

literatürle de uyumluluk göstermektedir (Irshad vd., 2024; Mao vd., 2022). p53 delesyonu 

olan H1299‟un migrasyonu p53 yabanıl tip olan A549‟daki kadar yüksek anlamlılıkta 

baskılanamamıĢtır. Buradan yola çıkarak Madde 10‟un literatürle uyumlu olarak (Zhang vd., 

2022) hücrelerin göçünü baskıladığı yorumu yapılabilmektedir. 

A549 hücre hattında apoptoz tayini için yapılan akım sitometri yönteminde kontrol ve 

50µM Madde 10 uygulanan grup arasında hücre canlılığı istatistiksel olarak anlamlı (p<0,05) 

bir Ģekilde düĢerken geç apoptoz grubu istatistiksel olarak anlamlı (p<0,05) bir Ģekilde 

artmıĢtır. Ayrıca erken apoptoz ve nekroz gruplarında istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

görülememiĢtir (p>0,05). Buradan Madde 10‟un 48 saat boyunca hücrelere uygulanmasının 

hücre canlılığını düĢürürken hücreleri apoptoz yönüne indüklediği Ģeklinde çıkarım 

yapılabilmektedir. H1299 hücre hattında apoptoz tayini için yapılan akım sitometri 

yönteminde kontrol ve 50µM Madde 10 uygulanan grup arasında hücre canlılığı arasında 

istatistiksel olarak anlamlı farklılık görülememiĢtir (p>0,05). Fakat parametrik olmayan 

ortalama, medyan değerleri gruplar arasında karĢılaĢtırıldığında farklılık olduğu yorumu 

yapılabilmektedir. Kontrol grubuna göre uygulama grubunda ortalama hücre canlılığı %14,6 

azalırken erken ve geç apoptoz toplam %14,6 kadar artmıĢtır. Buradan Madde 10‟un 48 saat 

boyunca hücrelere uygulanmasının hücre canlılığını düĢürürken hücreleri apoptoz yönüne 
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indüklediği Ģeklinde yorum yapılabilse de tekrar sayıları artırılarak istatistiksel olarak 

anlamlı sonuçlar elde edilebileceği düĢünülmektedir. Madde 10‟un literatürdeki benzerleri 

ile korele olarak (Dhuguru & Skouta, 2020; Doğanç vd., 2024; Zhang vd., 2023) apoptoz 

indükleyiciliği etkisinden bahsetmek mümkündür.  

RT-qPCR sonuçlarında; 

 Ki-67 gen ifadesi H1299 24 saatte ve A549 24 ve 48 saatlerde istatistiksel 

olarak anlamlı (p<0,05) olacak Ģekilde düĢüĢ göstermiĢtir. H1299 48 saat 

sonucunda istatistiksel olarak bir anlamlılık bulunamamıĢtır (p>0,05). 

 Yalnızca H1299 48 saat sonucunda BAX geni ifadesi istatistiksel olarak anlamlı 

(p<0,05) Ģekilde artmıĢtır. 

 Yalnızca A549 24 saat sonucunda BCL-2 gen ifadesi istatistiksel olarak anlamlı 

(p<0,0,5) olacak Ģekilde düĢmüĢtür. 

 24 saatte A549 ve H1299 hücre hatlarında CD24 gen ifadesi istatistiksel olarak 

anlamlı (p<0,05) bir Ģekilde azalırken 48 saat H1299‟da istatistiksel olarak 

anlamlı fark (p<0,05) oluĢturacak Ģekilde artmıĢtır. 

 CD44 gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunamamıĢtır. 

Veri seti geniĢletildiği takdirde istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

bulunabileceği düĢünülmektedir. 

 OCT4 gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunamamıĢtır. 

Veri seti geniĢletildiği takdirde istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

bulunabileceği düĢünülmektedir. 

 SOX2 gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunamamıĢtır. 

Veri seti geniĢletildiği takdirde istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

bulunabileceği düĢünülmektedir. 

 N-kaderin gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık 

bulunamamıĢtır. Veri seti geniĢletildiği takdirde istatistiksel olarak anlamlı 

farklılık bulunabilir. 

Bu sonuçlar üzerinden literatürle ve mevcut tezde yapılan diğer çalıĢmalarla korele 

olacak Ģekilde istatistiksel olarak anlamlı (p<0,05) sonuçlara ulaĢılmıĢ olsa anlamlılık 

bulunmayan gen ifadelerinde tekrar sayıları arttırılarak literatürle uyumlu sonuçlar 

yakalanabileceği düĢünülmektedir. Hali hazırda elimizdeki diğer deney sonuçlarının 

literatürle paralelliği göz önünde bulundurulduğunda (Dhiman vd., 2022; Dhuguru & Skouta, 
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2020; Doğanç vd., 2024; Dorababu, 2020; Tokala vd., 2020; Zhang vd., 2023) RT-qPCR ile 

bakılan ilgili gen ifadelerinin de bu paralelliği yakalayacağı yorumlanabilmektedir. 

p53 delesyonu bulunan H1299‟un 24 saatte CD24 oranı istatistiksel olarak anlamlı bir 

Ģekilde düĢerken 48 saatte aynı Ģekilde yükselmesinin diğer köklülük belirteçleri olan CD44, 

OCT4 ve SOX2‟den bağımsız olarak akciğer kanserinde ilaç direnci, immün baskılama, 

yüksek migrasyon kapasitesi gibi yollarla tedaviden kaçarak agresif bir seyir izlemesinin 

CD24 ifadesi ile sıkı bağlantılı olabileceği düĢünülmüĢtür. 

Ġndol türevi kimyasalların ilaç potansiyel etkileri arasında birçok baĢka yol ve yolak 

bulunmaktadır. Bütçe kısıtlılığı sebebiyle eğilemediğimiz antikanser etki alanları üzerine 

yeni araĢtırmaların planlanması ilaç potansiyelinin ortaya çıkarılması açısından önemlidir.  
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5. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

Ġndol türevi bir kimyasal olan ve ilaç potansiyeli taĢıyan Madde 10‟un AK kanseri 

üzerindeki etkinliği ilk kez araĢtırılmıĢtır. 

Bu tez çalıĢmasında, indol türevi kimyasallardan olan Madde 10‟un AK üzerindeki 

EMT baskılayıcı, apoptoz indükleyici, kanser köklülüğü, proliferasyon baskılayıcı özellikleri 

üzerinde çalıĢmalar yapılmıĢtır. 

 Sağlıklı ve kanserli akciğer hücre hatları üzerinde Madde 10‟un antiproliferatif etki 

gösterdiği uygun konsantrasyonlar belirlenmiĢtir. Canlılık ve IC50 değerlerini 

saptamak amacıyla MTT analizi, proliferasyon hızı için Ki-67 gen ifadesi analizi 

yapılmıĢtır.  

 Madde 10‟un AK hücreleri üzerine sağlıklı akciğer hücrelerinden daha yüksek 

etkinlikte hücre canlılığını düĢürdüğü MTT deneyleri sonucunda görülmüĢtür. 

 Ġleriki denemeler için MTT deneyi sonucunda kanserli hücrelerin IC50 değerlerine 

yakın bir üst doz olan 50µM seçilmiĢ ve diğer deneyler için kurulan denemeler 

kontrol grubu ve 50µM Madde 10 uygulanmıĢ deney grubu olarak devam edilmiĢtir. 

 Yeni sentezlenmiĢ sentetik indol türevi Madde 10‟un AK hücre hatlarında 

invazyon/metastazı baskılaması hedeflenmiĢtir ve hücre göçü için yara iyileĢme 

testinde AK için hücre göçünü baskıladığı görülmüĢtür. Bu etki A549 hücre hattında 

H1299 hücre hattına oranla daha nettir. 

 p53 delesyonu olan H1299‟un migrasyonu p53 yabanıl tip olan A549‟daki kadar 

yüksek anlamlılıkta baskılanamamıĢtır. Buradan yola çıkarak Madde 10‟un literatürle 

uyumlu olarak A549 hücrelerinde hücrelerin göçünü baskıladığı yorumu 

yapılabilmektedir. 

 Madde 10‟un kanserli akciğer hücreleri üzerindeki antiproliferatif etkisi Ki-67 gen 

ekspresyon analizi yapılmıĢtır. Analiz sonucunda A549 hücre hattında ciddi farkla 
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proliferasyonun azaldığı görülmüĢtür. AK hücrelerinde ilk kez özellikle 48 saat 

sonuçlarında antiproliferatif etki net bir Ģekilde görülebilmektedir. 

 Madde 10‟un AK hücre hatları üzerindeki apoptoz indükleyici etkisi akım sitometri 

ile Annexin-V (PE)-7AAD boyamaları sonucunda kontrol grubuna oranla canlılığın 

düĢtüğü ve apoptotik hücrelerin sayısının arttığı görülmüĢtür ve Madde 10‟un 

apoptozis yolu ile AK hücrelerini ölüme götürdüğü belirlenmiĢtir. 

 CD24 gen ekspresyon analizi sonucunda deney grubunda kontrol grubuna oranla 

A549 hücre hattında 24. ve 48. saatte CD24 gen ekspresyonunun azaldığı 

görülmektedir. H1299‟da CD24 gen ekspresyonunda 24. saatte anlamlı azalma 

olmasına rağmen, agresif olan bu hücre serisinde 48. saatte CD24 gen ekspresyonun 

artıĢı kök hücre karakterindeki hücre popülasyonunun arttığı ve Madde 10 uygulanan 

bu hücrelerde direnç geliĢimi olabileceği Ģeklinde yorumlanmıĢtır. 

 Öncelikle, Cisplatin gibi konvansiyonel ilaç ile kombine uygulamalar 

planlanmaktadır. 

 EMT için E-kaderin, TWIST, SNAIL gibi genlerin gen ekspresyon analizleri 

eklenecektir. 

 Ġstatistiksel olarak anlamlı değiĢim beklenen grupların analizlerinin tekrarları 

yapılacaktır. 

 Literatürde belirtilen ve bizim de bahsetmiĢ olduğumuz mevcut tezde bütçe kısıtlılığı 

sebebiyle çalıĢma imkanı bulunulamayan indol türevlerinin diğer antikanser etkileri 

üzerinde yeni araĢtırmalar yapılması önerilmektedir. 
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