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OZET

Yeni Sentezlenen Melatonin Analoglarinin Aromataz Aktivitesi Uzerine Etkilerinin

Arastirilmasi

Endokrin bozucu (EB) terimi, saglikli organizmada veya gelecek nesillerinde
advers saglik etkilerine, endokrin fonksiyonlarda degisikliklere sebep olan ekzojen
maddeleri tanimlar. EB bir kimyasal madde hormon reseptdrleri ile etkileserek
agonist ya da antagonist etki gosterebilecegi gibi steroid hormonlarin biyosentez ve
metabolizma yolaklarinda yer alan enzimlerle etkileserek fizyolojik hormon
diizeylerini degistirmek yoluyla da etkisini gosterebilmektedir. Diinyada kadinlar
arasinda insidansinin arttigi ve kansere bagli Oliimlerde ilk sirada yer aldig
belirlenen meme kanserinin tedavisinde de bu yaklasimlardan faydalanilmaktadir.
Meme dokusunda yiiksek oranda bulunan aromataz enziminin inhibe edilerek
Ostrojenin ozellikle postmenopozal donemde lokal iiretiminin engellenmesi hormon
bagimli (8strojen reseptdr pozitif; ER+) meme kanserinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan deneysel ¢alismalarda indol yapili bir hormon
olan melatoninin aromataz enzimini inhibe ettigi ve ER (+) meme Kkanseri
hiicrelerinin proliferasyonunu engelledigi saptanmistir. Bu tez kapsaminda yeni
sentezlenen indol tlirevi melatonin analoglarinin aromataz aktivitesi iizerine etkileri
iki farkli yontem ile aragtirilmistir. Bunlardan ilki dogrudan aktivite 6l¢iimii olup
floresans substrat ve rekombinant insan enziminin kullanildigi, enzim aktivitesinin
spektroflorimetrik olarak dlgiilmesine dayanan in vitro bir hizli tarama testidir. Ikinci
yontem ise insan meme kanseri hiicresi olan MCF-7 BUS hiicrelerinin Gstrojensiz
ortamda testosteron varliginda proliferasyonu degerlendirilerek enzim aktivitesinin
dolayli olarak olgiilmesi esasina dayanmaktadir. Oncelikle her iki ydntemin
duyarhiligt ve Olglim Dbasaris1 bilinen aromataz inhibitorleri kullanilarak
degerlendirilmis, yontemlerin laboratuvarimizda kismi validasyonlar1 yapilmistir.
Ardindan yeni sentezlenen melatonin analoglarinin olas1 aromataz inhibitor etkinligi
hizli tarama testi ile arastillmistir. Bulgular in silico yontemi ile enzime
baglanmanin o6zellikleri ortaya konmustur. Hizli tarama testi ile aromataz etkileri
belirlenen maddelerin (hit) olast etkileri hiicre temelli in vitro test ile de
arastirilmistir. Bulgularimiz hiicre igcermeyen ve hiicre temelli her iki yontemin de

aromataz inhibisyonunu degerlendirmede basarili oldugunu ancak aktivitenin dolaylh
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Ol¢iimiinde testi etkileyen birden fazla faktoriin bulundugunu, bunlarin da
degerlendirilmesi ile saglikli yorum yapilabilecegini gostermistir. Tiim bulgular
degerlendirildiginde yeni sentezlenen analoglar arasindan aromataz inhibitorii oldugu
belirlenenler yeni etkin madde olarak Onerilebilecegi igin ilag kesif ¢alismalarinda
erken donem toksisite gostergesi olarak kullanilan sitotoksik etkileri de
aragtirilmistir. Insan meme kanseri hiicreleri (MCF-7 BUS) ve saglikli over
hiicrelerinde (Cin hamster over-CHO-K1) canlilik iizerine etkileri arastirilan tiim
analoglar arasindan 2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (3-klorofenil) hidrazon
(M5) ve 2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (4-klorofenil) hidrazon (M6)’un
saglikli hiicrelerde sitotoksik etki gdstermeksizin aromataz enzim inhibitorii etkileri
oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak bu bilesiklerin, 6zellikle postmenopozal
dénemdeki kadinlarda, ER (+) insan meme kanseri hiicrelerinin gelisim ve

cogalmasini dnlemek suretiyle yeni etkin madde adayi olabilecekleri diigiintilm{istiir.

Anahtar Kelimeler: Endokrin bozucular; Aromataz enzimi; ER (+); Meme kanseri;

Aromataz inhibitorti, Melatonin
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ABSTRACT
Invastigation of The Effects of Newly Synthesized Melatonin Analogues on

Aromatase Activity

Endocrine disruptors (EDs) are exogenous substances or mixtures that alter
function of endocrine system and consequently cause adverse health effects in an
intact organism, or subpopulation. An ED can either interact with receptors and act
as an estrogen receptor agonist/antagonist or modulate enzymes that involve in
biosynthesis and metabolism of steroid hormones and alter physiologic levels of
hormones. These mechanisms of ED actions are also used as therapeutical
approaches in breast cancer which is the leading cancer site in women and is the
leading cause of death among female cancers. Aromatase, a CYP enzyme highly
expressed in the breast tissue and responsible for the local estrogen synthesis
especially in postmenopausal women, can be inhibited as a treatment strategy in
hormone dependent (estrogen receptor positive; ER +) breast cancer therapy. Recent
data show that melatonin, an indolic hormone, inhibits aromatase activity and
decreases ER (+) breast cancer cell proliferation. In the present study aromatase
inhibitory activity of newly synthesized indol derivative melatonin analogues is
investigated with two different assays. The first one is a high throughput screening
assay where a fluorescence substrate and recombinant human enzyme is used and the
enzyme activity is detected directly by spectrophotometer. In the second assay
enzyme activity is indirectly evaluated via proliferation of the MCF-7 BUS cells in
an estrogen-free medium in the presence of testosterone. First of all the sensitivity
and performance of both assays were evaluated by testing known aromatase
inhibitors and partial validation of the methods was performed. Potential aromatase
inhibitory effect of newly synthesized indole derivatives were investigated by high
throughput screening test. The putative ligand-protein binding interactions of the
experimentally confirmed hits were investigated with docking studies. The hits that
are determined by high throughput screening was further analysed in cell-based
indirect measurement assay. Our findings suggest that both assays, cell-free and cell
based are successful in evaluating aromatase inhibitory activity but there are many
factors affecting the indirect measurement assay and a reliable evaluation can be
made after evaluating all these confounding factors. Gathering all data we obtained,

some newly synthesized indole derivatives can be suggested as novel active
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substances and therefore their cytotoxicity potential is also evaluated as an early
stage toxicity indicator. Their cytotoxic potential is investigated both in in human
breast cancer cells (MCF-7 BUS) and healthy over cells (Chinese hamster ovary-
CHO-K1). Among all tested compounds 2-methyl-1-H-indole-3-carboxyaldehyde (3-
chlorophenyl) hydrazone (M5) and 2-methyl-1-H-indole-3- carboxyaldehyde (4-
chlorophenyl) hydrazone (M6) were found to have no cytotoxic effects in healthy
cells but have aromatase inhibitory potential. As a result these two compounds can
be suggested as new therapeutic candidates in preventing development and

progression of ER (+) human breast cancer, especially in postmenopausal women.

Key Words: Endocrin distrupters; Aromatase enzyme; ER (+); Breast cancer;

Aromatase inhibitor, Melatonin
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1.GIRIS

Endokrin sistem ve sinir sistemi viicudun iki ana iletisim sistemidir. Sinir
sisteminde sinir hiicresi boyunca elektriksel iletim s6z konusu iken, endokrin
sistemde hormonlar salgi bezleri tarafindan salgilanirlar ve kimyasal haberciler
olarak tiim viicudu dolagarak uygun reseptore sahip hiicrelere sinyal iletirler. Hipofiz
bezi, tiroid ve adrenal bez ile disilerde overler ve erkeklerde testisler, endokrin
sistemin ana bilesenleridir. Endokrin sistem, ergenlik doneminden ileri yaslara kadar
beyin, sinir sistemi ve iireme sisteminin biliyime ve fonksiyonlarinin gelisimi,
metabolizma ve kan seker seviyesi gibi viicutta gerceklesen tiim biyolojik siirecler
diizenlemektedir. Bu nedenle, endokrin bozukluklar potansiyel olarak viicutta yaygin
etkiler olustururlar.

Endokrin bozucu (EB) terimi, saglikli organizmada veya gelecek nesillerinde
advers saglik etkilerine, endokrin fonksiyonlarda degisikliklere sebep olan ekzojen
maddeleri tanimlar. Her ne kadar endokrin sistem bilesenlerinden herhangi birinde
degisiklige neden olan kimyasal madde EB olarak tanimlansa da bugiin bu kavram
en ¢ok Ostrojenik/antidstrojenik ya da androjenik/antiandrojenik etkileri ifade etmek
icin kullanilmaktadir.

Poliklorlubifeniller (PCBler), polibromlubifeniller (PBBler), dioksin, alkilfenol
gibi g¢esitli endistriyel kimyasallar, pestisitler, farmasotikler (dietilstilbestrol,
tamoksifen vb.), fitoOstrojenler, besin antioksidanlari (biitillenmis hidroksianisol)
gibi sentetik ve dogal bircok bilesik EB olarak bilinmektedir. Bu bilesikler etkilerini
gerek oOstrojen reseptorii (ER) ile etkileserek, gerekse ER’den bagimsiz
mekanizmalar ile meydana getirebilmektedirler.

EB bir kimyasal madde farkli dokularda reseptorler ile etkileserek Ostrojen
reseptdr agonisti ya da antagonisti (Selektif Ostrojen Reseptdr Modiilatorii -SERM)
etki gosterebilecegi gibi steroid hormonlarin biyosentez ve metabolizma yolaklarinda
yer alan enzimlerle etkileserek (Selektif Ostrojen Enzim Modiilatorii -SEEM)
fizyolojik hormon diizeylerini azaltmak ya da arttirmak seklinde de etkisini
gosterebilmektedir. Bu mekanizmalar bazi kimyasallarin istenmeyen etkilerine
aracilik ettigi gibi bazi hormon iliskili hastaliklarin tedavisi i¢in farmasotiklerin
gelistirilmesinde de hedef olarak kullanilabilmektedir. Diinyada kadinlar arasinda
insidansinin arttig1 ve kansere bagli 6liimlerde ilk sirada yer aldig1 belirlenen meme
kanserinin tedavisinde bu yaklasimlardan faydalanilmaktadir. SEEM yaklagimi

kapsaminda, meme dokusunda yiiksek oranda bulunan ve lokal Gstrojen sentezinden



sorumlu aromataz enziminin inhibe edilmesi hormon bagimli (ER pozitif) meme
kanserinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan deneysel
calismalarda melatonin hormonunun aromataz enzimini inhibe ettigi ve ER pozitif
(ER +) meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu engelledigi saptanmustir.
Melatoninin viicutta sinirli miktarda tretildigi ve viicutta yarilanma Omriiniin ¢ok
kisa oldugu goz oniine alindiginda daha uzun 6miirlii melatonin analoglarinin ER (+)
meme kanserinde tedavi edici etkilerinin arastirilmasi dnem kazanmaktadir.

Bu tez kapsaminda yeni sentezlenen melatonin analoglarinin aromataz
aktivitesi tlizerine etkileri arastirilmistir. Aromataz aktivitesi iizerine etkilerin
belirlenmesi amaciyla laboratuarimizda iki farkli yontem kullanilmistir. Bunlardan
ilki floresans substrat ve rekombinant insan enziminin kullanildig: spektroflorimetrik
olarak dogrudan enzim aktivitesinin dlgiilmesine dayanan bir ydntemdir. Ikinci
yontem ise ER (+) insan meme kanseri hiicresi olan MCF-7 BUS hiicrelerinin
Ostrojensiz ortamda testosteron varliginda proliferasyonu degerlendirilerek enzim
aktivitesinin dolayli olarak 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Yontemlerin her ikisi
de in vitro test olup hizli ve kolay uygulanabilir olmalari nedeniyle orta hizh
taramaya da uygundur. Oncelikle her iki yontemin duyarlilign ve olgiim basarisi
bilinen aromataz inhibitorleri (Al) kullanilarak degerlendirilmis, yontemlerin
laboratuvarimizda kismi validasyonlar1 yapilmistir. Takiben yeni sentezlenen
melatonin analogu indol tiirevi bilesiklerin aromataz enzimi iizerine etkileri
arastirtlmistir. Bu agsamada molekiiler (in silico) modelleme yontemi ile molekiillerin
aromataz enzimine baglanma ve olasi inhbitor etkinlikleri arastirilmis ve dogrudan
aktivite Ol¢iim yontemi bulgular ile karsilastirilarak molekiiler modellemenin
ongoriisel toksikolojide yeri ve giicii belirlenmeye calisilmistir. Aromataz inhibitor
etkinlik zaman zaman istenmeyen, endokrin bozucu bir etki olarak karsimiza ¢iksa
da meme kanseri tedavisinde terapdtik amacla bu etkiye sahip bilesikler
kullanilmaktadir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda aromataz inhibitér potansiyeline
sahip oldugu goriilen olas1 ilag adayr melatonin anologlarnin sitotoksik etkileri de
aragtirtlmistir. Sitotoksik etki hem insan meme kanseri hiicreleri (MCF-7 BUS) hem
de saglikli ¢in hamsteri over hiicreleri (CHO-K1) {izerinde denenerek kanser
hiicreleri tizerinde olas1 sitotoksik etkinligi ve varsa bu etkinin aromataz inhibisyonu
ile iligkili mi yoksa farkli mekanizmalarla m1 oldugu yoniinde mekanizma

aydinlatmaya doniik ¢aligmalar yapilmstir.



1.1. GENEL BiLGILER
1.1.1. ENDOKRIN SiSTEM

Endokrin sistem doéllenmeden itibaren yasliliga kadar beyin ve sinir sisteminin
gelisimi, lireme sisteminin farklilagmasi, gelisimi ve fonksiyonlar1 ile metabolizma
gibi viicuttaki tiim biyolojik siiregleri diizenlemektedir (1). Hormon adi verilen
kimyasal maddeleri sentezleyen ve salgilayan endokrin sistem, viicudun farkli
yerlerinde bulunan endokrin bezlerden olusmaktadir (1-3). Endokrin bezler,
genellikle kendilerinden uzaktaki belirli hiicrelerin ¢alismasini diizenleyen yapilardir
(3). Disilerde ovaryumlar, erkeklerde testisler, epifiz bezi (pineal gland), tiroid bezi
ve adrenal bezler endokrin sistemin temel bilesenleridir. Hormonlar organizmadaki
bezler tarafindan salinmakta, viicudu dolagmakta ve kimyasal mesajcilar olarak etki
etmektedirler (1). Sinir sistemi de norohormonlar olarak adlandirilan kimyasal
diizenleyicileri dolasima salmaktadir. Ayrica, endokrin olarak siniflandirilmayan
yag dokusu, kalp, karaciger ve bobrek gibi pekcok organ da c¢esitli kimyasal
diizenleyicileri tiretip kana salabilmektedir (Tablo 1.1) (4).

Tablo 1.1. Omurgalilarda kimyasal diizenleyiciler, kaynaklari, hedefleri ve etkileri

(4).

Kaynak ve Isim Hedefleri Etkileri

Hipotalamus

Gonadotropin saliverici

hormon (GnRH) Gonadotrop hipofizde | FSH ve LH salmimi

Galanin Gonadotrop hipofizde | LH salinimi
Tirotropin saliverici hormon

(TRH) Tirotrop hipofizde TSH salinimi
Kortikotropin saliverici

hormon (CRH) Kortikotrop hipofizde | ACTH salinim

Somatostatin (SS = GH-RIH) | Somatotrop hipofizde | GH saliniminin inhibe edilmesi

Somatokrinin (GH-RH) Somatotrop hipofizde | SS yoklugunda GH salinimi
Prolaktin saliverici -inhibe . . PRL saliniminin inhibe
edici hormon (PRIH = Laktotrop hipofizde edilmesi

Vasoiktif intestinal peptit Laktotrop hipofizde
(VIP; PRH) DA yoklugunda PRL salinimi




Hipotalamik peptit olmayanlar

Avrjinin vazopresin (AVP)

Bobrek tiibilleri

Su reabsorbsiyonunun artisi

Oksitosin (OXY)

Yumurta
kanali/uterus/vas
deferens

Gamet transportu

Avrjinine vazotosin (AVT)

Bobrek/iireme kanali

Su dengesi/gamet transportu

Epifiz

Melatonin

Hipotalamus/renk
hiicreleri

Inhibitor etkiler

Hipofiz (adenohipofiz)

Folikil sitiimiile edici hormon

(FSH) Gonad Gamet formasyonu, E2 sentezi
Gamet salinimi, androjen

Luteinize edici hormon (LH) Gonad sentezi

Tirotropin (TSH) Tiroid Tiroid hormon sentezi

IGF’lerin ve proteinlerin

Biiyiime hormonu (GH) Karaciger, kas, kemik | sentezi
Meme bezleri, Protein sekresyonunun
Prolaktin (PRL) epididimis uyarilmasi
Adrenokortikal
Kortikotropin (ACTH) hiicreler Kortikosteroidlerin sentezi

Melanotropin (MSH)

Melanin tireten
hiicreler

Melanin
sentezi/translokasyonu

Ovaryum

Ostrojenler (dstradiol vb)

Uterus, meme bezi

Proliferasyon

Progesteron Uterus Protein sekresyonu

FSH’1 inhibe ederek GnRH’1
Inhibin Gonadotrop hipofizde | salmak
Testis

Testosteron, dihidrotestosteron

Yardimci cinsiyet

(DHT) organ/yapilar Gelisimin uyarilmasi

FSH’1 inhibe ederek
Inhibin Gonadotrop hipofizde | GnRH’salmak
Tiroid bezi

Tetraiodotironin (T4 =
tiroksin) ve Triiodotironin
(T3)

Viicuttaki ¢ogu doku

Gelisime, metabolizmaya etki
etmek

Adrenal bez: Adrenokortikal doku (korteks)

Kortizol (F) ve/veya
kortikosteron (B)

Karaciger/kas

Glukoneojenez/protein
hidrolizi

Aldosteron

Bobrek

Sodyum reabsorpsiyonu




Adrenal bez: Kromafin doku (medulla)

Epinefrin (E) ve norepinefrin

Kan sekerini ylikseltmek/

(NE) Karaciger/kas/kalp kontraksiyonu arttirmak
Karaciger

Insiilin benzeri biiyiime

faktorii (1GFs) Kikirdak Matriks sentezinin uyarilmasi
Bobrek

Hipoksiye yanit olarak Kirmizi kan hiicreleri
eritropoietin Kemik iligi iiretiminin artig

1,25-dihidroksikolekalsiferol
(DHC)

Ince barsak

Kalsiyum icin tastyict
proteinlerin iiretiminin artisi

Renin

Kanda Renin substrati

Peptid ve anjiotensin 1’in
salinimi

Pankreas (adaciklar)

Kan glukozunun ve yag
Insiilin Karaciger/adipoz doku | asitlerinin azaltilmasi
Glukagon Karaciger Kan sekerini yiikseltmek
Adaciklardaki diger

Somatostatin

hiicre tipleri

Sekresyonun inhibisyonu

Paratiroid bezleri

Kemik rezorpsiyonu/kalsiyum

Paratiroid hormonu (PTH) Kemik/bobrek reabsorbsiyonu
Ultimobrankiyal yapilar
Kalsitonin Kemik PTH etkisinin bloke edilmesi

Gastrointestinal kanal

Gastrin (mide)

Mide paryetal
hiicreleri

Mide liimeninde HCI salinimi

Sekretin (ince barsak)

Pankreas

Temel sularin salinim

Kolesitokinin (ince barsak)

Pankreas/safra kesesi

Enzimlerin salinmasi/
kontraksiyon

Glukoz bagimli insiilinotropik Insiilin ~ salimminin ~ stimiile
peptit (GIP) (ince barsak) Pankreas edilmesi
Vazoaktif barsak peptidi (VIP) Genisleyen kilcal kan Barsaga kan akiginin artmasi
damarlart
Kalp
Aldosteron etkisinin inhibe
Atrlal natrluretlk peptlt (ANP) Bobrek/beyln ed]lmes]/AVP saliniminin

korunmasi

Timus

Timosinler

Dalak, lenf nodiilleri

Lenfosit tiretiminin artigi




Immun sistem makrofajlari
Interldkin 1 Yardimci T-hiicreleri | Aktivasyon
Interldkin 2 Sitotoksik T-hiicreleri | Aktivasyon

Hormonlarin fizyolojik fonksiyonlar1 genelde dort olaymn diizenlenmesine
yoneliktir: 1) i¢ ortamin degisen dis kosullara uygun sekilde optimal diizeyde
stirdiiriilmesi (su ve elektrolit dengesi, asit-baz dengesi, kan basinci, viicut sicakligi,
kas, yag dokusu ve kemik kitlesi gibi) 2) enerji tiretimi, kullanim1 ve depolanmasi 3)
tireme 4) biiytime ve gelisme (2, 3, 5).

Hormonlar, etkilerini gosterebilmeleri igin anahtar-kilit modeli seklinde ifade
edilen tam olarak uyum saglayabildikleri reseptorlere baglanmaktadirlar. Tim
viicuda yayilabilmelerine ragmen ancak uygun reseptorlerin bulundugu hedef
hiicreler hormonlara yanit verebilmektedir. Hormonun reseptdre baglanmasini
takiben hormonun mesaji dogrultusunda reseptdr, baglanilan hiicrenin proteinlerini
degistirmekte veya protein iireten genleri uyararak yeni proteinler iiretilmesini
saglamaktadir (1). Giiniimiizde insanlarda ve diger omurgalilarda bilinen yaklagik 50
adet hormon bulunmaktadir (1, 2). Bu hormonlarin insanlarda salgilandigi endokrin

bezler Sekil 1.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 1.1. Insan viicudunda bulunan endokrin bezler (2).




1.1.1.1. Endokrin Bozucular Nelerdir?

Endokrin sistem fonksiyonlarmi degistirerek organizma ve/veya gelecek
nesiller tizerinde olumsuz saglik etkilerine neden olan eksojen madde ya da
karisimlar genel olarak EB’lar olarak adlandirilmaktadir (6). Diger bir ifade ile
endokrin bozucu kimyasallar; dogal hormonlar taklit eden, onlarin reseptorlerine
baglanabilen, bu reseptdrlerin fonksiyonlarini aktive ya da inhibe eden sentetik ya da
dogal kimyasallar olarak tanimlanmaktadir (2, 4, 7). Bu kimyasallar endojen veya
eksojen olabilmektedir (4). Kadmiyum (Cd) ve civa (Hg) gibi metaller, yanma
tiriinleri  (poliniikleer aromatik hidrokarbonlarin (PAH), poliklorlu dibenzo-p-
dioksinler (PCDDler), dikloro difenil trikloroetan (DDT) ve klordan gibi pestisitler,
bitkisel bazi bilesikler ile mantar bilesikleri bilinen endokrin bozucu kimyasallardan
bazilaridir (4).

Ostrojeni taklit ederek etki eden hormon benzeri viicuda yabanci tiim kimyasal
maddeler ksenoostrojen olarak  adlandirilmaktadir.  Poliklorlu  bifenillerin
(PCB), bisphenol A (BPA)’nin ve fitalatlarin endiistride yaygin olarak kullanilan
sentetik ksenodstrojenler oldugu bilinmektedir (8).

In vivo ve in vitro zayif dstrojenik ve/veya anti strojenik etkiler gosteren
bitkisel kaynakli Ostrojenler ise fitodstrojenler olarak bilinmektedir. Fitodstrojenler
piring, cavdar, kepek, nar, elma, bugday, sarimsak, yulaf ezmesi, kahve, rezene-
dereotu, meyan kokii, arpa, maydanoz, kiraz, maya, patates, soya fasulyesi ve soya
temelli Griinler gibi bitkisel kokenli pek ¢ok besinde dogal olarak bulunmaktadir (9).

Son yillarda endokrin sistemi etkileyebilecek kimyasallara maruz kalma ile
insanlarda ve yaban hayatinda olusabilecek muhtemel advers etkiler konusunda
farkindalik gittikce artmaktadir. Bu etkiler gelisimsel malformasyonlar, iiremenin
engellenmesi, kanser riskinde artiy, immun ve sinir sistemi fonksiyonlarinda
bozukluklar olabilmektedir (10). Bununla birlikte endokrin bozucu kimyasallarin
insanlar, hayvanlar ve ¢evre lizerindeki risklerinin tamami bilinmemekte ve halen
arastirtlmaktadir (2).

Neonatal donemde, potent sentetik Ostrojen olan dietilstilbestrole (DES)
maruziyet sonucunda yetiskinlik doneminde obezite ve insiilin direnci meydana
gelmektedir. Bu bulgu BPA’nin da aralarinda bulundugu endokrin bozucu
kimyasallarin obezite ve Tip-2 diyabetin goriilme sikligindaki artista rolii

olabilecegine kanit olarak gosterilmektedir (11).



Ostrojenlerin ve oral kontraseptiflerin kullaniminin kanser gelisimindeki olast
en biiyiik etken oldugu belirtilmektedir. Cesitli hayvanlarda yapilan calismalar
Ostrojenlerin meme, uterus, testis, kemik, bobrek ve diger dokulardaki timor
olusumunu indiikledigini gostermektedir (12).

Vahsi hayvan populasyonlarinda, hiicrelerde ve hayvanlarda yapilan
calismalarda DDT, DES, PCB gibi kimyasallara ve belirli plastik {iriinlere maruz
kalmanin ciddi saglik problemlerine neden oldugu gozlenmistir. Bu cevresel
Ostrojenler kadinlarda meme ve tiireme yolu kanseri ile endometriozis riskini
arttirmaktadir, erkeklerde ise sperm miktarinda azalmaya, anormal sperm miktarinda
artmaya ve erkek iireme sistemi organlarinin yetersiz gelisimine neden oldugu

belirtilmistir (2).

1.1.1.2. Endokrin bozucularin etki mekanizmalar: nelerdir?

Son yirmi yildir endojen hormonlarin biyolojik aktivitesini engelleme ve taklit
etme yetenegine sahip dogal ve sentetik bilesiklerin insanlardaki ve vahsi
hayvanlardaki potansiyel advers etkilerine 6nemli 6lglide dikkat ¢ekilmektedir. Bu
dogal ve sentetik bilesikler farkli endokrin hedeflerin gelisimini ve/veya
fonksiyonunu bozarak etki gostermektedir (13). Literatiirde biiylime doneminde
diisiik dozda maruz kalman gelisimsel endokrin bozucularin yetiskinlik doneminde
endokrin sistemi ve tireme bozukluklarini “yeniden programladigi” belirtilmektedir
(14-16). Yeniden programlama; ileriki yasamda belirli herhangi bir ¢evresel
kimyasala maruz kalinmasa bile yasamin erken donemindeki maruziyetlerin neden
oldugu etkilerin ileride sentezlenecek gen veya proteinlerin kapasitesinde
degisikliklere yol acabilecegini ifade etmektedir (11).

Endokrin bozucular; reseptorlere baglandiklarinda endojen ligandlarin
hareketine benzer sekilde reseptor agonisti olarak hareket edebilmekte, reseptorde
degisiklikler olusturabilmekte ve hiicresel cevaba neden olabilmektedirler. Tersi
olarak, endokrin bozucular reseptore baglandiklarinda reseptor antagonisti olarak da
etki edebilmekte; bu durumda hiicresel cevabin olusumuna neden olan reseptordeki
degisikliklerin olusturulmasinda basarisiz olmaktadirlar. Bu nedenle reseptor
antagonistlerinin hiicresel etkileri, endojen hormonlarin reseptér baglanma alanina

girisini engelleyerek dolayli olarak gerceklesmektedir (4).



Cevresel Ostrojenler; kopyalama faktorleri olan ve ligand tarafindan aktive edilen,
hiicre membran yilizeyinde bulunan ERa veya ERP olarak adlandirilan 2 niikleer
reseptorden birine baglanmaktadir (4, 12, 17, 18). Ratlarda ERa ve ERB’nin C-
terminal ligand baglanma bolgesinde ve N-terminal transaktivasyon bolgesinde
farkliliga sahip olduklari belirtilmektedir (19). ER o ve ER [ farkli genlerin
ekspresyonunu diizenlemekte ve farkli dagilim gostermektedirler (4, 12). Ratlarda
uterus, testis, hipofiz, ovaryum, bdbrek, epididimis ve adrenal bezlerde ERa’nin,
prostat, ovaryum, akciger, mesane, beyin, uterus ve testislerde ER ’nin orta-ytiksek
diizeylerde eksprese edildigi saptanmistir. Ligandlarin ERa ve ERP’ya baglanma
afinitelerindeki farkliliklar ile reseptorlerin doku dagilimlarindaki farkliliklar, ER
agonist ve antagonistlerinin farkli dokulardaki selektif etkisine neden olmaktadir
(SERM) (19).

Niikleer reseptorlere baglanan endokrin bozucularin iyi bilinen 6rnekleri
aromatik hidrokarbon reseptoriine (AhR) baglanarak etki gosteren dioksinler ve bazi
PCB’lerdir. Steroid hormon reseptdrlerine benzer olarak aktive edilen niikleer AhR,
bir dizi genin promotor bolgesine baglanmaktadir. Bu hedef genler, dogrudan
endokrin fonksiyonlar1 degistirebilmekte veya fenolik bilesikleri metabolize eden
enzimlerin ekspresyonunu indiiklemektedirler. Endokrin bozucular diger bazi
reseptor tiplerine baglanarak da endokrin bozucu etkiye neden olabilirler (4).
Ornegin, bazi1 endokrin bozucular plazma membraninda bulunan y adrenerjik
reseptOr olarak adlandirilan steroid reseptorlere baglanabilmekte veya bu reseptorler
izerinden etkilerini gosterebilmektedirler (18). Steroid reseptorler endokrin
bozuculara kars1 6zel olarak savunmasiz gibi goziikmektedirler (4).

Ksenoostrojenler basta hiicre membranindaki kalsiyum (Ca*?)/voltaja hassas
potasyum (K*) kanallar1 olmak iizere iyon kanallarina da baglanabilmektedir (20).
Ayrica ksenoOstrojenler plazmada bulunan ve cinsiyet hormonlarini baglayan
proteinlere de baglanabilmekte, bu yolla da dolasimdaki Ostrojenlerin aktivitesini
degistirebilmektedirler (21, 22).

Endokrin bozucularin; enzimler, tagiyict molekiiller veya Deoksiribo niikleik
asit (DNA) gibi diger tip fizyolojik dneme sahip molekiillere baglanarak hiicresel
etkilere neden olabilecekleri de diger bir olasilik olarak diisiiniilmektedir (4). Yakin
bir zamanda ndroendokrin bozukluklar dikkate alinarak endokrin bozucu
kimyasallarin olasi hedeflerinin hipotalamus ve beyin olabilecegi belirtilmistir (11).

Bagka bir ifadeyle, bir endokrin bozucunun ER’ne baglanmadan hipotalamus, hipofiz
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veya periferal hedeflerdeki diger sinyal sistemlerine etki ederek normal endokrin
fonksiyonu bozabildigi bildirilmektedir (4). Hipotalamusta bulunan gonadotropin
saliverici hormon (GnRH) néronlarinin ve afferent norono-glial sistemin seksiiel
farklilasma ve olgunlasmanin bozulmasina sebep olmalar1 nedeniyle endokrin

bozucu kimyasallara kars1 hassas oldugu bildirilmistir (11).
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Sekil 1.2. Insan meme dokusunda dstrojenlerin biyosentezindeki steroidojenik yolak

©)

Bazi maddeler hormon sentezini etkileyerek (artirarak ya da azaltarak) de
endokrin bozucu etki gosterebilirler. Bir steroid olan ve endokrin dokularda
depolanan kolesterol, gonadotropik hormonun dokulari stimiile etmesiyle bir dizi
enzimatik reaksiyon sonrasinda androjenler, dstrojen ve progesterona doniismektedir
(Sekil 1.2) (9, 23). Steroid yapili cinsiyet hormonlarinin kolesterolden sentezi igin
mitokondri ve diiz endoplazmik retikulum arasinda iletisim gereklidir ve bu sentez

birgok enzimatik adimi1 kapsamaktadir. Bu enzimatik adimlarin ¢ogu sitokrom P450
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(CYP450) enzimleri tarafindan katalize edilmektedir (24). Yolaktaki CYP450
enzimlerinden bir ya da birkagini inhibe eden bir madde fizyolojik hormon sentezini
bozacak ve plazma hormon diizeylerini azaltarak fizyolojik endokrin etkilerin

goriilmesini engelleyecektir.

1.1.1.3. Endokrin Bozucular1 Tayin Yontemleri

1998 yilinda, Cevre Koruma Ajans1 (EPA) tarafindan toplanan Endokrin
Bozucular Tarama ve Test Danisma Kurulu (EDSTAC) ticari tirlinlerin ostrojen,
androjen ve tiroid ile iliskili etkilerinin degerlendirilmesi i¢in bir dizi asamali test
paketi yaklagimi 6nermistir (25). Bu asamali yaklagim ana olarak 3 amaca yoneliktir:
a) oncelik siralamasi, maddelerin ya da karisimlarin tarama ya da test paketlerinde
degerlendirilmesi ic¢in gruplanmast ve oncelik belirlenmesini amaglar, b) tarama,
endokrin sistem iizerine etkili olma potansiyeli olan madde ya da karisimlar
belirleme agamasidir, c) test etme, onceki bilgiler ve 1. asama tarama caligsmalari
sonucu belirlenmis madde ya da karisimlarin endokrin bozucu 6zelliklerinin dogasini
belirleme, karakterize etme ve kantifiye etmek amaglanmaktadir. Genel olarak 1.
basamakta amag¢ hassas tarama testleri ile EB’leri saptamak, 2. asamada ise doz-
yanit, maruziyet yolu, hassas yasam donemleri ve advers etkileri belirlemektir.

Hazirlanmis olan “Diislinsel Cergeve/Sistem”de birkag karar noktasi
bulunmaktadir. Bu karar noktalarinin her birinde eldeki tiim bilgiler degerlendirilerek
bir sonraki asamaya (asamalara) ge¢ip gegmemeye Karar verilir ya da nasil gegilecegi
belirlenir. Bu belirlemeyi yapmak ve karar1 vermek i¢in ¢ogunlukla “kanitlarin
agirhigr” (weight of evidence) yaklagimi kullanilir.

Endokrin sistemin karmagik olusu ve potansiyel endokrin bozucu hedeflerin
¢ok olusundan dolay1 kisa ve uzun siireli in vivo ve in vitro deneylerin birbirini
tamamlayict olarak yer aldigi paketlerden olusan basamakli bir yaklasim
uygulanmaktadir (26). 1. asama test paketi i¢erisinde yer alan in vitro ve in vivo
testler Tablo 1.2°de gosterilmektedir (27).
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Tablo 1.2. I. Basamak Test paketi igerisinde yer alan in vitro ve in vivo testler (27).

Dogrudan reseptor Stereidojenez
E A HPG | HPT
E> | AntiE | A’ | Anti A | iiretimi® | iiretimi® | aksis® | aksis®
In vitro
ER baglanma’ X x*
ERa TA X
AR baglanma’ X X
Stereidojenez X X
Aromataz X
In vivo
Uterotrofik X
Hershberger X X X
Pubertal erkek X X X X X
Pubertal disi X x* X X X
Amphibian X
metamorfoz
Balik kisa stireli
reprodiiksiyon X x* X X X X X

'Ostrojen ve androjen reseptor baglama; “strojen ve androjen; *hipotalamik-hipofiz-gonadal

veya tiroidal aksis; “antiostrojenleri tespit etmesi beklenen yéntemler

Benzer bir kademeli yaklasim da Ekonomik Kalkinma ve Is Birligi Orgiitii
(OECD) tarafindan 6nerilmis ve “Endokrin Bozucu Bilesiklerin Degerlendirilmesi ve
Test Edilmesi i¢in Diisiinsel Cerceve” olusturulmustur. OECD bu ¢er¢evenin bir
“test stratejisi” olmadigini, bir diger deyisle her madde i¢in birinci kademeden
besinci kademeye kadar diizenli bir sekilde sirali olarak tiim testlerin uygulanmasi
zorunlulugu bulunmadigini, ancak hakkinda ¢ok az bilgi olan bir kimyasal maddenin
endokrin bozucu olma olasiliginin belirlenmesinde izlenebilecek yol, siralama ve
oncelikli deneylere karar verilmesinde yol gosterici olacagi ifade edilmistir (28). Bu
yaklasimda yer alan bes kademenin her birinde amaglar ve yapilacak
calismalar/testler su sekilde 6zetlenebilir (Tablo 1.3): Birinci kademede herhangi bir
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test yapilmadan maddenin fizikokimyasal Ozellikleri, viicuttaki yazgis1 ve
davraniglari, kantitatif yapi aktivite ¢alisma verileri ve var olan toksikolojik ve
ekotoksikolojik bilgiler géz oniline alinarak maddelerin siiflandirilmasi ve 6ncelik
siralamasinin yapilmas1 amaglanmaktadir. Ikinci kademede mekanistik veri saglamak
icin yapilan in vitro testler yer almaktadir. Bunlar reseptore baglanma deneyleri,
transkripsiyonel aktivasyon, aromataz ve in vitro steroidojenez, aril hidrokarbon
reseptore baglanma, tiroid fonksiyonu, balik hepatosit vitallogenin deneyi ve yiiksek
hizl1 tarama testleridir. Uciincii kademe tek bir endokrin mekanizma ve etki hakkinda
veri saglamayi amaglayan in vivo yontemlerden olusmaktadir. Bu testler arasinda
Ostrojenik etki degerlendirmek amaciyla yapilan uterotrofik analiz, androjenik etki
belirlemek amagli Hersberger analizi, baliklarda vitellogenin analizi sayilabilir.
Doérdiincli kademede coklu endokrin mekanizma ve etkinin degerlendirilmesini
amaglayan in vivo analizler yer almaktadir. 28-giin tekrarlayan toksisite testi (OECD
407) bu amagla valide edilmistir. Endokrin mekanizmalara dayanan hasar
parametrelerinin degerlendirilmesi 6nerilmektedir. Son kademe ise endokrin ve diger
mekanizmalar araciligi ile olusan etkiler hakkinda veri saglayan in vivo testleri
kapsamaktadir. Coklu jenerasyon calismalarini, lireme toksisitesi tarama testini ve

kombine 28 giin tekrarlayan toksisite/lireme toksisitesi tarama testini icermektedir.

Tablol.3. Endokrin bozucu kimyasallarin test edilmesi ve degerlendirilmesi igin

OECD tarafindan hazirlanan diisiinsel ¢ergeve (29).

1.Basamak Fiziksel ve kimyasal yaklasimlar, reaksiyona
Mevcut veriler ve test dis1 | girme kabiliyeti, ucuculuk, biyolojik
bilgiler bozunabilirlik

Standardize ve standardize olmayan testlerden
elde edilen tiim mevcut (eko)toksikolojik veriler
Capraz  okuma (read across), kimyasal
katagoriler, QSAR ve diger in silico dngoriileri,

ADME model dngoriileri
2.Basamak ER ve AR reseptor baglanma affinitesi
Secilmis endokrin Ostrojen  reseptér transaktivasyonu (OECD
mekanizmalar/yolaklar TG455-OECD TG457)
hakkinda bilgi vere in vitro | Androjen veya tiroid transaktivasyonu
yontemler (memeli ve In vitro steroidojenez (OECD TG 456)
memeli olmayanlar i¢in MCF-7 hiicre proliferasyon yontemleri (ER
yontemler) antagonist/agonist)

Diger uygun yontemler
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3.Basamak

Secilmis endokrin
mekanizmalar/yolaklar
hakkinda veri saglayan in
vivo yontemler*

Memelilerde toksisite
Uterotrofik Yontem (OECD TG 440)
Hershberger Yontemi (OECD TG 441)

Memeli olmayanlarda toksisite

Kurbaga embriyo tiroid isaretleme yontemi (TG
mevcut ise)

Amfibi metamorfoz yontemi(OECD TG 231)
Balik iireme tarama yontemi (OECD TG 229)
Balik tarama yontemi (OECD TG 230)
Androjenize disi dikenlibalik tarama (GD 140)

4.Basamak

Endokrin iliskili son
noktalardaki advers etkiler
hakkinda veri saglayan in
vivo yontemler?

Memelilerde toksisite

Tekrarlayan doz 28 giin ¢calismas1 (OECD TG
407)

Tekrarlayan doz 90 giin ¢calismas1 (OECD TG
408)

Tek jenerasyon iireme toksikoloji ¢alismasi
(OECD TG 415)

Erkek pubertal yontemi (GD 150,)°

Disi pubertal yontemi (GD 150)°

Saglam yetigkin erkek endokrin tarama yontemi
(GD 150)

Prenatal gelisimsel toksisite ¢calismasi (OECD TG
414)

Kronik toksisite ve karsinojenite testi (OECD TG
451-3)

Ureme tarama testi (OECD TG 421 eger
artmissa)

Kombine 28-giin/iireme tarama testi (OECD TG
422 eger artmigsa)

Gelisimsel norotoksisite (OECD TG 426)

Memeli olmayanlarda toksisite

Balik cinsiyet gelisimsel testi (OECD TG 234)
Balik Ureme Kismi Omrii Testi (TG mevcut ise)
Amfibi Larva Biiylime Ve Gelisme Testi (TG
mevcut ise)

Kus tireme testi (OECD TG 206)

Yun}rusakga Kismi Yasam Deneyleri (TG mevcut
ise)

Chironomid Toksisite testi (TG 218-219) *
Daphnia Ureme testi (Erkeklerde indiiksiyon ile)
(OECD TG 211)*

Yer solucani iireme testi (OECD TG 222) *
Enchytraeid iireme testi (OECD TG 220) *
Sedimentli Su Lumbriculus Toksisite Testi
(OECD TG 225)

;Foprakta yirtict mite tireme testi(OECD TG 226)

Topra}lkta Collembolan tireme testi (TG OECD
232)
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5.Basamak Memelilerde toksisite
Uzatilmis 1 jenerasyon iireme toksisite caligmast
Organizmanin yasaminin (OECD TG 443)°

daha genis donemlerinde 2 jenerasyon iireme toksisite ¢aligmasi
endokrin ilgili noktalarda (Glincellenmis OECD TG 416)
advers etkiler hakkinda Memeli olmayanlarda toksisite
kapsamli veri saglayan FLCTT (Balik yasam dongiisii toksisite testi) (TG
in vivo yontemler® mevcut ise)
Medaka Multijenerasyon testi (MMGT) (TG
mevcut ise)
Kuslarda 2 jenerasyon tireme toksisitesi testi (TG
mevcut ise)
Mysid yasam dongiisii toksisite testi (TG mevcut
ise)

Copepod iireme ve gelisim testi (TG mevcut ise)*
Sediment su Chironomid yasam dongiisii toksisite

testi (OECD TG 233) *

Yumusakgalar tiim yasam dongiisii deneyleri testi
(TG mevcut ise) *

Daphnia Multijenerasyon testi (TG mevcut ise) *
' Bazi yontemler advers etkiler hakkinda bazi kanitlar saglayabilmektedir.

2 Etkiler birden fazla mekanizmaya duyarli olabilir ve belki de endokrin bozucu olmayan
mekanizmalar nedeniyle olusabilmektedir.

3 Protokol kullanimina bagl olarak, bir maddenin bu testlerde bir hormon sistemi ile
etkilesime girmesi insan veya ekolojik sistemde advers etkilere neden olacagi anlamina
gelmemektedir.

* Giiniimiizde mevcut omurgasiz deneyler bazi endokrin bozuculara ve endokrin bozucu
olmayan kimyasallara yanit verebilen sadece bazi apikal sonlanimlar1 igermektedir. Bunlar 4.
basamaktaki kismi yasam dongiisii testleri ve 5. basamaktaki tam veya ¢oklu yasam dongiisii
testleridir.

® Uzatilmis 1 jenerasyon iireme toksisitesi calismasi (OECD TG 443), cocuklarda ve F1
yetiskinlerde, 2001 yilinda adapte edilen 2-jenerasyon testinde (OECD TG 416) yer
almayan, pek ¢ok endokrin iligkili parametreyi degerlendirmeyi sagladigi i¢in endokrin
hasar1 belirlemede tercih edilmektedir.

1.1.1.3.1. In Vitro Analizler

Bir ilag etkin madde adayinin olasi toksisitesinin belirlenmesinde genel
yaklasim olarak ileri organizmalara ge¢is 6ncesinde canli organizmadan izole edilmis
hiicre/dokular ya da hiicreden izole edilmis alt yapilar (mikrozom, reseptor ya da
enzimler gibi) model olarak kullanilarak in vitro kosullarda arastirilmasi
benimsenmistir. Buradan elde edilen veriler 1s18inda siras1 ile deney hayvani ve
ardindan da insan c¢aligmalarina gegmek ve her baasamakta eldeki bilgi bosluklarini
doldurmak genel kabul goéren temel yaklagimdir. Endokrin bozucularin

belirlenmesinde de, benzer sekilde, genel yaklasim ongoriisel toksikoloji (in silico
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modelleme) bilgileri 1s13inda maddeleri olasi toksisite etki mekanizmalari agisindan
taranmasi (screening) yaklagimidir. Burada test edilecek maddenin olas1 etkileri, tim
endokrin bozucu etki mekanizmalar1 i¢in var olan in vitro modeller kullanilarak
arastirlmaktadir. /n vitro analizler, eksodstrojen oldugu iddia edilen maddelerin
potansiyel etki mekanizmalar1 hakkinda bilgi saglamaktadir. Bu yontemler kompleks
karisimlar igindeki Ostrojenik maddelerin tedavi edici etkisini degerlendirmede de
kullanilabilmektedir. Unutulmamasi gereken; in vitro analizlerin tamamlayici

analizler olup in vivo analizlerin yerine gegmeyecekleri gergegidir (30).

1.1.1.3.1.1. Reseptor Baglanma Analizi

Reseptor-ligand etkilesimlerinin arastirilmasi amaciyla yapilan bu analizlerde
genel olarak isaretli dogal hormonun (Ostrojenik etkinin belirlenmesinde Gstradiol
kullanilmast gibi) tek konsantrasyonunun ilgili reseptdre baglanmasi ile test
maddesinin artan konsantrasyonlarinin yarisma giicii olgiilmektedir. Bagli referans
madde (®*H-E2) miktarinm test maddesinin log konsantrasyonuna karsi grafige
gegirilmesi ile elde edilen “yarismali baglanma egrisi” kullanilarak test maddesinin
isaretli dogal hormonun %50’sini reseptorden uzaklastiran konsantrasyonu (ICsp)
hesaplanir. Ayrica analiz edilen kimyasalin ICsp degerinin radyoisaretlenmemis
Ostradioliin  1Csp  degerine oranm1 ile “rOlatif baglanma afinitesi” de
hesaplanabilmektedir (31). Her iki veri yardimu ile test edilen maddelerin strojenik
etki potansiyeli belirlenip, diger maddeler ile kiyaslanabilir (25).

Reseptore baglanma deneylerinde geleneksel olarak radyoisaretli ligandlar
(5stradiol i¢in °H isaretli gibi) kullanilmaktadir (25). Yakin ge¢miste ise floresans
ligand kullanimi ile yontemlerin daha kolay ve diisiik maliyetle yiiriitiilebilmesi
amaglanmistir (32- 36).

Reseptor kaynagi olarak genellikle hormona duyarli dokular (37) (ER igin
uterus, AR i¢in prostat gibi) kullanilir. Alternatif olarak rekombinant reseptor
proteinleri ile ER igeren insan ve/veya hayvan hiicre hatlarinin sitozolik fraksiyonlari
da kullanilabilmektedir (31).

Ligand baglanma deneylerinin potansiyel endokrin bozucu kimyasallarin
taranmasinda etkinligini kisitlayan bazi smirliliklar1 bulunmaktadir (26). Ilk olarak,
EDSTAC tarafindan onerilen orijinal baglanma yontemlerinde kemirici sitozolik
doku homojenatlari reseptor kaynagi olarak kullanilmaktadir (25). Ancak farkli ER

izoformlarimin (ERa ve ERP) dokuya spesifik ekspresyon gostermeleri nedeni ile
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(38) baglanma verisi doku se¢imine gore farkli olabilmektedir (25). Rekombinant
reseptor izoformlarinin kullanilmas: ile analizin spesifisitesi artacak ve hayvan
kullammi1 azalacaktir (25). Ikincisi, reseptore baglanma yodntemleri maddenin
reseptore baglanma yetenegini degerlendirmesine ragmen agonist ve antagonistler
arasinda ayirim yapamamaktadir (25, 31). Ayrica bu analiz agonist bir maddenin
kismi mi yoksa tam agonist mi oldugunu da ayirt edememektedir (31). Ugiincii
dezavantaj, metabolitleri Ostrojenik veya androjenik olan bilesiklerin (prodstrojenler
veya proandrojenler) bu modelde metabolik enzim bulunmayisi nedeniyle
saptanamama olasiligidir (25). Maddenin ER’ye baglanmasi sadece maddenin bir
eksoostrojen gibi davranacagini gostermekte, ancak maddenin insan sagligina veya
cevreye advers etkili olup olmayacagi hakkinda yeterli kanit saglamamaktadir.
Ayrica, baglanma analizleri otomasyona kolayca cevap vermediginden hizli tarama

araci olarak yararliliklari sinirlidir (30).

1.1.1.3.1.2. Transaktivasyon Analizleri

Genel prensip olarak ligand baglanan niikleer hormon reseptorlerinin yapilar
degismekte, dimerize olmakta ve DNA’daki spesifik cevap elementine baglanarak
spesifik genlerin transkripsiyonunu baslatmaktadir (25). Dolayis1 ile ligand ile
indiiklenen ER aracilikli gen aktivasyonu analizi, ER tamamlayic1 deoksiribo niikleik
asit (cDNA) ile dstrojene yanit veren element (ERE) i¢eren raportdr genin hiicrelere
ko-transfeksiyonu esasina dayanir. Transaktivasyon analizi, endojen olarak ER
tagimayan canli hiicreler (maya ya da memeli hiicreleri) a) ilgili ER’1 ve b) aktivitesi,
bir ya da daha fazla ERE’nin baglanabilecegi promotor bolgesine bagimli olan bir
raportér geni tasiyan ekspresyon plazmidi ile ko-transfekte edilerek yapilir (37).
Raportdr genin indiiksiyonu ER ligand1 varliginda gerceklesir ve doza bagimh
transkripsiyonun indiiksiyonu kolaylikla 6lgiilebilir (25, 39).

Dogal genotipinde ER tasimayan hiicrelerde ER gen ekspresyonunun suni
olarak indiiklenmesi bu analizin zayif yoniidiir. Bu “zorlama ekspresyon” gercek
fizyolojik bir yaniti yansitmiyor olabilir. Dolayisi ile bu endise transaktivasyon
analizlerinin (raportdr gen analizi) endojen ER eksprese eden insan meme kanser
hiicreleri olan MCF-7 ya da T47D hiicreleri kullanilmas: ile giderilmistir: bu
yontemler sirasiyla MCF-7 hiicrelerinden tiiretilmis biyoluminesans hiicre hatti
(MVLN) (40) ve ostrojen reseptor aracilikli kimyasal aktive edilmis lusiferaz gen
ekspresyonu (ER-CALUX) (41) analizleridir. ER eksprese eden hiicrelerin
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kullanildig1 bu analizlerde Ostrojen tarafindan indiiklenebilen bir raportér gen
hiicrelere transfekte edilir (31, 42). Bu yontemde gecici ve stabil transfektanlar
olmak tizere 2 farkli yaklasim kullanilmaktadir. Stabil transfektanlar hiicrelere bir
kez uygulama yapildiktan sonra stabilitesini slirdiirmekte ve kullanima hazir halde

olduklarindan daha fazla tercih edilmektedirler (31).

1.1.1.3.1.3. Hiicre proliferasyon yontemi

Hiicre proliferasyon yontemi, endojen ve fonksiyonel ER eksprese eden
ostrojene duyarlit MCF-7 veya T47D insan meme kanser hiicrelerinin kullanildigi ve
Ostrojenik/antiostrojenik maddelerin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan
yontemdir (30, 43).

E-Screen analizi hedef hiicrelerde 6strojenlerin proliferatif etkisi olmasi esasina
dayanilarak gelistirilmis, kimyasallarin Ostrojenik etkilerinin hizli
degerlendirilmesinde kullanilan giivenilir bir analizdir. Bu nicel analizde hiicreler
hormon igermeyen vasat igerisinde (negatif kontrol) ya da ayni vasat igerisine 17-f
ostradiol (pozitif kontrol) veya ostrojenik oldugundan siiphelenilen kimyasallarin
artan konsantrasyonlari ilave edilerek inkiibe edilmekte ve 7 giin sonunda elde edilen
hiicre sayilar1 karsilastirilmaktadir (43). E-Screen olarak isimlendirilen yontemin en

biiyiik dezavantaji ise ERo ve ERB’nin roliinii birbirinden ayiramiyor olusudur (39).

1.1.1.3.1.4. Steroidojenez ve Aromataz Aktivitesi

Endojen steroid hormonlarin sentezini (steroidojenez) etkileyerek endokrin
bozucu etki gosteren maddelerin belirlenmesi i¢in “kiyilmig testis” yOntemi
gelistirilmis ve valide edilmistir. Bu yontem azalan testosteron diizeylerini 6lgmek
suretiyle steroid biyosentez yolaginda olasi enzim inhibisyonlarmi belirlemek
amaciyla onerilmistir. Bununla birlikte yiiksek oranda hatali pozitif ve hatali negatif
sonug saptanmasi ve testis dokusunun kiyilmasi/pargalanmasi sirasinda elde edilen
hiicre karisimlart i¢inde Leydig hiicre sitotoksisitesinin belirlenmesindeki giicliik
nedeniyle tercih edilen bir yontem olmamistir (44). Bu nedenle maddelerin
steroidojenez lizerine etkisini degerlendirmek iizere insan hiicre hatti olan H295R
hiicrelerinin  kullanildigi bir yontem Onerilmistir. Bu analiz yonteminde test
maddelerinin artan konsantrasyonlar1 varliginda H295R hiicrelerinde ostradiol ve
testosteron  diizeyleri  Olgiilerek  steroid  biyosentezindeki  degisiklikler

belirlenmektedir (45). H295R hiicrelerinin metabolik kapasitesinin diisiik olmasi
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nedeniyle bu test ile sadece ana maddenin steroidojenez {izerine etkisinin
degerlendirilebiliyor olusu yontemin dezavatajidir.

Genel olarak steroidojenez yolaginin incelenmesinin yani sira yolakta yer alan
aromataz (CYP19) enziminin ayr1 olarak incelendigi bir in vitro yontem de valide
edilmistir. Yontem enzimin androjenleri Ostrojenlere doniistiirdiigii reaksiyondan
hareketle rekombinant insan aromataz enzimi varliginda 3H-androstendionun $strona

déniisiimii sirasinda olusan *H,O 6lgiilmesi esasia dayanmaktadir (45).

1.1.1.3.2. In Vive Analizler
Endokrin bozucularin taranmasinda kullanilan ve referans yontem olarak kabul

edilen iki analiz Utotrofik analiz ve Hershberger analizidir.

1.1.1.3.2.1. Uterotrofik Analiz

Uterotrofik analiz 1930’larda uygulanmaya baslanan kisa siireli in vivo bir
tarama testi (46) olup Ostrojenik aktivite i¢in veri saglamaktadir (47). Uterotrofik
analizin hassasiyeti, hipotalamus-hipofiz-ovaryum aksisi fonksiyonel olmayan ve
dolasimdaki endojen 0Ostrojen seviyesi diisiik olan hayvanlarda giivenilirdir. Bu
durum, temel uterus agirlhigmin diisiik olmasini ve uygulanan Gstrojenlere verilen
yanitin en yiiksek seviyede olmasini saglamaktadir (47). Bu testte endojen Gstrojen
seviyesi diisikk olan (ovaryumlar1 alinmis veya olgunlasmamis) disi kemiriciler
kullanilmaktadir (37). Kimyasal maddenin, 178-6stradiol gibi dogal Ostrojenlerin
biyolojik aktivitesine neden olma yetenegini degerlendirmektedir (47). Ostrojenik
aktivitenin degerlendirilmesinde dstrojenik uyarim ile uterus agirligindaki artig hasar
parametresi olarak kullanilmaktadir (37). Her gruba bir doz test maddesi
uygulanacak sekilde en az iki grup deney hayvani kullanilmaktadir. Test maddeleri
giinliik olarak, tercihen deri alt1 enjeksiyonla uygulanmaktadir. Alternatif olarak oral
gavaj yolu ile uygulama da yapilabilmektedir (47). Cogu protokolde test maddesi
hayvanlara giinliik olarak ii¢ veya dort giin uygulanmaktadir (37, 47). Son
uygulamadan 24 saat sonra hayvanlarin yasami sonlandirilarak uteruslar
cikartilmakta, yas/kuru agirligr 6l¢iilmekte ve uterus agirhigindaki artis kontrol grubu

ile karsilastirilarak maddenin olas1 dstrojenik potansiyeli belirlenmektedir (37, 47).
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1.1.1.3.2.2. Hershberger Analizi

Hershberger analizi, erkek tireme sistemindeki aksesuar dokularin kullanildig:
kisa siireli bir in vivo tarama testidir. Bu analiz; androjen agonisti, antagonisti ve So-
rediiktaz inhibitorlerini belirlemek i¢in mekanistik bir in vivo test olarak
kullanilmaktadir (48). ilk olarak 1930’larda uygulanmaya baslanan ydntem
1940’larda erkek lireme sisteminde androjene yanit veren kaslar1 igeren bir yonteme
modifiye edilmistir (49-51). 1960’larda 700°den fazla muhtemel androjen madde
protokoliin standardize versiyonu kullanilarak degerlendirilmistir (49, 50). Mevcut
analiz, kisirlastirilmis puberta O6ncesi donemdeki erkek kemiricilerde bes androjen
bagimli dokunun agirligindaki degisimin belirlenmesine dayanmaktadir. Bu androjen
bagimli dokular ventral prostat, seminal, levator ani-bulbokavernoz kasi, Cowper
bezi ve glans penistir. Potansiyel androjenik aktivite taranmasinda test maddeleri en
az iki dozda oral gavaj veya deri alti enjeksiyonla 10 giin siireyle hayvanlara
uygulanmaktadir. Hayvanlara son dozun uygulanmasindan yaklasik 24 saat sonra
nekropsi yapilmaktadir. Coziicii kontrol grubu ile karsilagtirilan test maddeleri
grubunda iki veya daha fazla hedef organin agirliginda istatistiksel olarak anlamli bir
artis olusmast test maddelerinin potansiyel androjenik aktivite igin, istatistiksel
olarak anlamli bir azalma olugmasi ise test maddelerinin potansiyel antiandrojenik

aktivite i¢in pozitif sonug verdigini gostermektedir (48).

1.1.1.4. Endokrin Bozucular ve Aromataz

Aromataz (CYP19A), ostrojenlerin  biyosentezinde son basamak olan
testosteron ve androstenodion gibi androjenlerin dstradiol ve dstrona doniisiimiinden
sorumlu sitokrom P450 enzim kompleksidir (12, 23, 52-54). Aromataz, kadinlardaki
Ostrojen biyosentezinde hiz sinirlayici enzim olup Ostrojenlerin diizeyi aromataz
enzimi araciligi ile androjenlerden Ostrojen biyosentezi ile kontrol edilmektedir (23,
52).

Aromataz; overler, plasenta, testis, beyin, ekstraglandular adipoz dokular (23,
55) deri (55) ve uterusta (23) bulunmakta; menopoz dncesi kadinlarda ovaryumlarda
(12), hamilelerde plasentada, postmenopozal dénemdeki kadinlar ile erkeklerde ise
periferal yag dokusunda en yiiksek seviyede eksprese edilmektedir (56).

Biri sitokrom P450,,0m digeri NADPH sitokrom P450 rediiktaz olmak tizere iki
biiyiilk proteinden olusan aromataz enzim kompleksi hiicrelerin endoplazmik

retikulumunda lokalize olmustur (53, 57). Bir hemoprotein yapisinda olan sitokrom
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P45040m Cig Steroidlerini (androjenler) fenolik A halkasi iceren Cig steroidlerine
(0strojenlere) dontistirmektedir (23, 53, 58-61). Reaksiyon sirasinda diger protein
olan NADPH sitokrom P450 rediiktaz araciligi ile NADPH’dan elektron transferi

saglanarak doniisiim tamamlanmaktadir (Sekil 1.3).

0 0
0; 0, H
— -
NADPH MADPH

18-hidrolsiandrostenadion 18, 15-dihidroksiandrostensdion

/e

Androstenedion

-Hcoon O Oy
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- Hy O NADPH
H
Ostron 18-plcspandrostensdion

Sekil 1.3. Aromataz enzim reaksiyonu (56).

Insanlarda P450,,0m ekspresyonu DNA’daki muhtemel degisikliklikler aracilig
ile kontrol edilmektedir (62). Cevresel kimyasallarin potansiyel endokrin
hedeflerinden birinin aromataz enzimi oldugu bilinmektedir. Cevresel ajanlar,
toksikanlar ve ¢esitli dogal iiriinlerle aromataz protein seviyesinin baskilanmasi veya
indiiklenmesi dokulardaki dstrojenlerin seviyesini ve dolayisi ile hormon etkinligini
degistirmektedir (23). Ayrica, gida ambalaj materyallerinde bulunan kimyasallarin ve
metabolitlerinin steroidojenezi etkiledigi ve CYP19 gen ekspresyonunda artisa neden
olarak androjen seviyesini azalttigi, dstrojen seviyesini ise arttirdigi tespit edilmistir
(63).

Castro ve ark. (64) yetiskin erkek sican prostatinda BPA maruziyetinin Sa-
rediiktaz izozimleri (50-R tip 1, 2, ve 3) ve aromataz iizerine etkilerini arastirdiklar
caligmalarinda BPA’ya temasin aromataz mesajci riboniikleik asit (MRNA) ve
protein diizeylerini artirdigini, plazma Ostradiol/testosteron oraninda artis ile
sonuglanan bu durumun prostat hastalig ile iligkili oldugunu ifade etmislerdir. Chan

ve ark (65) MCF 7 hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismada 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-
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dioksin (TCDD)’e maruziyetin aromataz aktivitesini zaman ve doza-bagimli sekilde
artirdigin1 bildirmistir. FitoOstrojenler ile birlikte g¢esitli fungusit ve organokalay
bilesiklerinin de aralarinda yer aldigi bir¢cok ksenodstrojenin CYP19 aktivitesini
post-transkripsiyonel diizeyde etkileyerek EB etki gosterdiklerini raporlayan cok
sayida calisma Cheshenko ve ark. tarafindan hazirlanan derlemede toparlanmistir
(66).

1.1.2. KANSER TEDAVISINDE ANTIOSTROJENIK YAKLASIMLAR

Bir kimyasal maddenin, reseptor diizeyinde etkileserek Ostrojen reseptor
agonisti ya da antagonisti etki araciligi ile olabilecegi gibi, steroid hormonlarin
biyosentezi ve metabolizmas1 ile etkilesip fizyolojik hormon diizeylerini
azaltarak/artirarak da endokrin bozucu etki gosterebilecegini ifade etmistik (25, 54).
Bu iki mekanizma endokrin bozucu etki mekanizmalari olabildigi gibi ayni zamanda
meme kanseri gibi hormon bagimli kanserlerin tedavisinde de yararlanilan tedavi
yaklagimlaridir. Bu yaklasimlardan ilki araciligi ile yani farkli dokulardaki farkli
Ostrojen reseptorleri ile etkileserek etki gosteren bilesikler SERM olarak
isimlendirilirken etkilerini reseptor diizeyinde degil de lokal Ostrojen sentezini ya da
metabolizmasim1 ~ degistirerek ~ gosteren  bilesikler ise SEEM  olarak
isimlendirilmektedir (12, 67).

1.1.2.1. Selektif Ostrojen Reseptor Modiilatorleri (SERM’ler):

SERM’ler dokuya spesifik Ostrojenik etkilere neden olabilen ajanlar olarak
tanimlanmaktadir (12, 68). SERM’ler ER’lara subnanomolar konsantrasyonlarda
yiiksek afinite gosteren ligandlar olup etki ettikleri dokuya bagli olarak Ostrojen
agonist veya antagonist etkileri tetikleme 6zelligine sahiptirler (69).

Selektif dstrojen reseptdr modiilatorlerinin farmakolojisi birbiri ile iliskili {i¢
farkli mekanizma ile agiklanabilmektedir: hedef dokudaki ER ekspresyonunda
farklilik, ligandin baglanmasi1 noktasinda ER konformasyonundaki farklilik,
koregiilator proteinlerin ekspresyonu ve ER’ne baglanmasindaki farklilik (70).

Bir agonist veya antagonist maddenin ER’ne baglanmasiyla reseptdr iizerinde
yapisal degisiklikler meydana gelmektedir (70). Ostradioliin ve SERM’lerin 6strojen
reseptOrlerinin Ostrojen baglama bdlgesine baglanmasi, reseptorlerin yapisindaki

degismeyi ve reseptor dimerizasyonunu igeren bir seri olayr baglatmaktadir.
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Dimerizasyon; Ostrojen reseptorlerinin spesifik DNA ERE’lerine baglanmasini
kolaylastirmaktadir (12).

ER’ler bir dizi amino asitten olusan aktivasyon fonksiyonu-2 (AF-2) olarak
adlandirilan ligand baglanma alani igermektedir (Sekil 1.4). AF-2’nin, meme ve
uterus gibi lireme dokularinda 6strojenin etkisine aracilik eden genlerin aktivasyonu

icin temel oldugu belirtilmektedir (71).

17-Beta dstradiol AR e,
i & Rual.tﬁ atir ?IR\ " 1\.
1’ v —_—
P S N C— . ] HJ TAMAKTIVE
E +(ER) —— ERE "\ —» EDILMI§
3 =-s='pmr \“ . Tam aktif ER'& ——— -;;»..--/ TRANSKRIPSIYON
dimerizasyonn e milear %- Rcial.ti Hix J
AF-1
AF- 1 lokalizasyonu AF-1 w= AF-2
AF-1+AF-2 aketif lorvetlendirilmiy

koaktivatdrlsr
Sekil 1.4. 17-Beta 6stradioliin etki mekanizmasi.E: dstradiol, ER: dstrojen reseptoril,

AF-1: aktivasyon fonksiyonu 1, AF-2: aktivasyon fonksiyonu 2, ERE: &strojen
reseptor elementi, RNA POLIIL: RNA polimeraz II (72).

SERM’lerin ER’iine baglanmasinda AF-2 inhibe olurken aktivasyon
fonksiyonu 1 (AF-1) aktif olarak kalmaktadir. SERM’ler ile AF-1 koaktivatorleri
kuvvetlendirilebilmekte ve bunun sonucunda da transkripsiyon kismen inaktive
olmakta ve timdr hiicresi oran1 azalmaktadir (72).

SERM’lerin farmakolojik hedefinin postmenopozal donemdeki hormon
tedavisi siiresince kemik, beyin, karaciger gibi belirli dokularda yararli Ostrojenik
etkilerin devaminin saglanmasi oldugu belirtilmektedir (12). SERM’ler Ostrojen
yetersizligi ile olusan osteoporoz gibi hastaliklarin tedavisinde veya bu hastaliklardan
korunma amaciyla kullanilabilmektedir (70). Diger taraftan, SERM’ler selektif
Ostrojen antagonist yaklasimlart nedeniyle meme kanseri gibi verildigi dokuda
Ostrojen agonist aktivitenin istenmedigi hastaliklardan korunmak amaciyla veya bu
hastaliklarin tedavisinde de kullanilabilmektedirler (12, 70).

Giliniimiizde Gstrojen agonist etkisi nedeniyle kullanilan SERM’ler iki 6nemli
smirliliga sahiptir: birincisi zayif Ostrojen agonisti olmalari, ikincisi ise Ostrojen

tedavisinin yaygin bir belirtisi olan siddetli “ates basmasi1”dir (70).
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Yakin zamanda ABD’de bu smif igerisinde onaylanan ilaglarin tamoksifen
sitrat, raloksifen hidrokloriir ile kimyasal yapis1 ve etkisi bakimindan tamoksifenle
benzer 6zelliklere sahip toremifen oldugu bildirilmistir (12, 70). Baslica SERM’lerin

kimyasal sinifi, ticari ismi ve {iretici firmas1 Tablo 1.4’de gosterilmektedir.

Tablo 1.4. Baslica SERM’lerin kimyasal sinifi, ticari ismi ve tiretici firmasi

Kimyasal simf SERM Uretici Firma
Tamoxifenx AstraZeneca
Clomifenex
Toremifenex Orion
Droloxifene# Pfizer
Trifeniletilenler | Miproxifene (TAT-59)# Taiho Pharm
Idoxifene# SmithKline Becham
Ospemifene (FC-1271a)¥ Hormos Medical Corp
Fispemifene Hormos Medical Corp
GW5638 Duke University
MDL 103,323 Hoechst-Marion-Roussel
) Raloxifene (keoxifene)x,t Eli Lilly & Co
Benzotiofenler  ["Arzoxifenet Eli Lilly & Co
LY-117018 Eli Lilly & Co
_ Lasofoxifene (CP-336, 156)F Pfizer
Naftilenler Nafoxidine
Trioxifene#
Indoller Bazedoxifene (WAY-140424)t | Wyeth
Pipendoxifene (ERA-923)7 Wyeth/Ligand
EM-800 (SCH57050)7 Schering Plough
Acolbifene (EM-652)+ Schering Plough
Benzopiranlar | SP-500263 Celgene Corp
Ormeloxifenex (centchroman) | Indian Drug Research Inst.
Levormeloxifene# Novo-Nordisk
NNC 45-0781 ve tiirevleri Novo-Nordisk

* Farkli bulgular icin gelistirilmistir: meme kanseri tedavisi, dogum kontrolii, ovulasyon
indiiklenmesi, menopoz sonrasi osteoporpsisin 6nlenmesi ve tedavisi

+ Faz III klinik arastirma asamasinda

# Klinik gelisimi iptal edildi (69).

1.1.2.1.1. Tamoksifen

[k olarak 1966°da oral kontraseptif olarak sentezlenen tamoksifenin daha
sonra ovulasyonu indiikledigi tespit edilmistir (12). Tamoksifen, neoplastik meme
hiicrelerinde endojen Ostrojenlerin Ostrojen reseptdrlerine baglanmasini bloke ettigi

igin antidstrojen olarak kabul edilmektedir (69). Tamoksifen sadece ER (+) meme
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timorlerini kiigtiltmekte, ER (-) tiimorlere etki etmemektedir (73- 75). Tamoksifen
otuz yildan daha uzun bir siiredir yiiksek risk grubundaki hastalarda meme
kanserinden korunmak i¢in, erken donemdeki meme kanserinde destekleyici tedavi
olarak ve ileri meme kanserinde tedavi amaciyla regetelenmektedir (12). Bunun
disinda Ostrojen bagimli  diger tiimdrlerden, postmenopozal osteoporozdan,
kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklardan korunmada biiyiik bir potansiyele
sahip oldugu da belirtilmektedir (69).

Tamoksifenin yaygin advers reaksiyonlarinin vazomotor semptomlar (ates
basmasi), sa¢ dokiilmesi, mide bulantis1 ve kusma oldugu belirtilmektedir (12).
Hastanin menopoz donemine bagli olarak menstural diizensizlikler, vajinal kanama,
siklikla olusan dermatit nedeniyle vulvada kasinti goriilmektedir (76). Tamoksifen
kullaniminin erken donemlerinde endometriyal kanser olusumu gézlenmistir (73,
77).

Tamoksifenin bazi hastaliklarda kullanimi ve kullanim sonucu gozlenen etkiler

Tablo 1.5’te gosterilmistir.

Tablo 1.5. Tamoksifenin bazi hastaliklarda kullanimi ve etkileri (78).

Hastahk ad:1

Gozlenen etki

Endometriyum kanseri Etkili

Prostat kanseri Diistik etki
Ovaryum kanseri Sinirlt sayidaki denemede etkili
Bobrek kanseri Diisiik etkili
Melanoma Etkisiz

Kolorektal tiimorler Diisiik etkili
Gastrik kanser Etkisiz

Ozofagus kanseri Etkisiz

Pankreas kanseri Diistik etkili
Karaciger kanseri Etkisiz
Meningioma Olasi stabilizasyon

Hipofiz tlimorii

Bazi prolaktinomalarda etkili

Desmoid timorler

Tumorde azalma

Disilerde infertilite

Bazi hastalarda etkili

Erkeklerde infertilite

Bazi hastalarda etkili

Iyi huylu beyin hastaliklar: Etkili
Laktasyonun baskilanmasi Etkili
Jinekomasti Etkili
Menometroraji Etkili
Gecikmis ergenlik Etkili
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1.1.2.1.2. Raloksifen

Tamoksifen endometriyumu stimiile ederken raloksifenin yiiksek risk
grubundaki kadinlarda meme kanserini Onlemekle birlikte endometriyal kanser
goriilme sikliginda bir artisa neden olmamasi raloksifenin meme kanserinin tedavi ve
onlenmesinde daha fazla tercih edilmesine neden olmustur (70, 79). Cummings ve
ark. ¢aligmalarinda raloksifenin ER(+) meme kanseri tizerine etki gosterdigini, ER(-)
meme kanseri lizerine etkisiz oldugunu gostermistir. Advers etkilerinin ates basmasi,
bacak kramplari, derin damar trombozu ile pulmoner embolide 3 kat artis oldugu
belirtilmistir (80).

Tamoksifen ve toramifen meme kanserinde tedavi amaciyla kullanilirken
raloksifen Oncelikle osteoporozun tedavisinde ve osteoporozdan korunma amaciyla

kullanilmaktadir (12, 70).

1.1.2.2. Selektif Ostrojen-Reseptor Baskilayicilar1 (SERD)

“Saf antiostrojenler” olarak da tanimlanan SERD’ler SERM’lerin aksine
Ostrojen agonisti bir aktiviteye sahip degildirler (12).

SERD’lerin etki mekanizmasi; ER araciliklt Ostrojen etkisinin yarigmali
inhibisyonuna dayanmaktadir. Ayrica SERD’ler 6strojen tarafindan indiiklenen
transkripsiyonu tamamen bloke etmektedirler (81). Ostrojen reseptdrlerine
baglananarak reseptorlerin aktivasyon fonksiyonlarmi (AF-1 ve AF-2) inhibe
etmekte, ER’lerin dimerizasyonunu ve hiicre c¢ekirdegindeki lokalizasyonunu
bozmaktadirlar (72).

SERD’lerin saf ER antagonistik etkileri nedeniyle SERM’lerden daha hizl etki
gosterdikleri, daha uzun etki siliresine ve giivenli profile sahip olduklar
varsayllmaktadir (81).

In vivo yapilan calismalarda saf antidstrojenlerin dstrojen bagimli hiicrelerin
tamamen gerilemesinde tamoksifen gibi kismi agonist antidstrojenlerden daha
basarili oldugu gdzlenmistir. Insan meme kanser hiicreleri ile yapilan model
caligmalarda saf antidstrojenlerin mevcut tedavi yontemlerine gore daha ekili oldugu
belirtilmektedir. Ozellikle tamoksifen tedavisi siiresince tekrarlayan meme
tiimdrlerinin bir boliimiiniin saf antidstrojenlerin antitiimor etkisine duyarli olabildigi
ve ileri derecedeki meme tiimorlerinin tedavisinde tamoksifenden daha etkili
olduklar1 saptanmistir. Bu etkinlikleri nedeniyle daha hizli, daha eksiksiz veya uzun

slire devam eden timor baskilanmast gozlenmistir (81). Yapilan hayvan
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caligmalarinda bu mekanizma araciligiyla saf antidstrojenlerin tiimor biiylimesini
tamoksifenden daha fazla baskiladigi ve tamoksifene direng gosteren tiimorlerdede
antitimor 6zellik gosterebildigi gozlenmistir (72).

SERD’ler arasinda yaygin kullanilan fulvestran, RU 58668, SR 16234, ZD
164384 ve ZK 191703 bilesikleri sayilabilir (12).

1.1.2.2.1. Fulvestran

Fulvestran (Faslodeks) ileri seviyedeki meme kanserinin tadavisinde
kullanilmak tizere onaylanmig bir bilesik olup (12, 72) menopoz sonrast donemdeki
ER (+) metastatik meme kanserli kadinlarda tamoksifen gibi ilk basamak antidstrojen
tedavisinde ilerleme saglandiktan sonra kullanilmaktadir (12, 82).

Fulvestran, ER’iine tamoksifenden 100 kat fazla afinite ile baglanmakta (12) ve
baglanmasi1 ile birlikte reseptoriin hizla yikimi baslatilmaktadir. Fulvestran,
aktivitesindeki bu farklilik nedeniyle tamoksifene direncli meme kanseri tedavisinde
etkili olmaktadir (83).

Ancak fulvestranin tamoksifenden daha etkili antidstrojen aktivite gosterdigi
hipotezi klinik denemelerde kanitlanmamistir (84). Daha Once kemoterapi veya
endokrin terapi gormeyen; ER (+) veya progesteron reseptorii (PR) pozitif metastatik
meme kanserli menopoz sonrasi donemdeki kadinlarda fulvestran ve tamoksifen
karsilastirilmistir.  Karsilastirma sonucunda tiim hastalarda hastaligin ilerleme
stiresinde herhangi bir farklilik saptanmamustir (85).

Tamoksifen ile karsilastirildiginda fulvestranin toksisitesinin daha diisiik
oldugu da bildirilmistir (84). Yaygin goriilen advers etkiler bulanti, halsizlik, agri,
ates basmasi, bas agrisi olarak belirtilmistir (85).

1.1.2.3. Selektif Ostrojen Enzim Modiilatorleri (SEEM)

Hormon bagimli meme kanserinde Ostrojenlerin  formasyon ve
transformasyonunda yer alan enzimler lizerinde inhibitdr ve/veya stimiilator etkiler
SEEM olarak adlandirilmaktadir (86, 87). SEEM nin etki ettikleri basamaklara ait
sema Sekil 1.5’de gosterilmektedir (86).

Biyokimyasal ve immunositokimyasal ¢alismalar meme kanseri dokusundaki
adipoz stromal hiicrelerde aromatazin varligin1 ortaya koymustur. Meme dokusunda

aromataz aktivitesinin seviyesi oldukca diisiik olmasina ragmen Ostrojenlerin bu
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alandaki lokal iiretimi Ostrojen bagimli meme kanserinin patojenezine katkida

bulunabilmektedir (86).

r — e — — — — — —.
| 1
| ]
v !
ANDR, XXX » E1 {Sﬁiﬂtu} 1
{(Aromataz) !
SEEM-l| =i —
(17TBR-HSD-1) T

l SEEM-1II | SEEMAV

ANDR. —X-XX 4 E2

{Aromataz)

(Siilfotransferaz)

Sekil 1.5. Insan hormon bagimli meme kanser hiicrelerinde SEEM tedavi yaklasimi.
SEEM, siilfataz yolaginin aromatazdan daha yiiksek oldugu meme kanser hiicrelerinde
Ostrojenlerin formasyonunu ve transformasyonunu iceren enzimatik mekanizmay: kontrol
edebilmektedir. SEEM-I §stron siilfatazi, SEEM-II 17h-HSD-1’i, SEEM-IIl aromataz
aktiviteyi inhibe ederken SEEM-IV &stron siilfotransferaz aktiviteyi stimiile etmektedir. Bu
durum E1S’in hiicre disindaki tiimérde mevcut olup hiicre i¢inde bulunan 6stron siilfataz ile
temasa gectigi hiicre membranina ulastigini gostermektedir. ANDR.: androjenler; E1: dstron;
E2: 6stradiol; E1S: 6stron stilfat (86).

1.1.2.4. Aromataz inhibisyonu ve Inhibitérleri

Meme kanseri ile iliskili aromataz promotorleri araciligi ile aromataz
ekspresyonunun inhibisyonu; meme kanserinde lokal aromataz inhibisyonunun ve
boylece dstrojen sentezinin selektif olarak bloke edilmesinde kullanigh bir stratejidir.
Meme kanserinin tarihinde aromataz inhibitorleri ile yapilan tedavinin en etkili
endokrin tedavisi oldugu belirtilmektedir (88).

Yiiksek etkili, iyi tolere edilebilen, oral yoldan aktivite gOsteren aromataz
inhibitorlerinin  gelistirilmesi hedefi 20 yil ©6nce meme kanseri ilaci olan
aminoglutetimid (AG)’in  etki mekanizmasinin  kesfedilmesinden  sonra
olusturulmustur (89). Bdylece strojen biyosentezi azaltilmakta ve meme tiimoriiniin
gerilemesi indiiklenmektedir (90).

Aromataz inhibitdrleri, Ostrojen bagimli meme kanserinde Ostrojenlerin
bliyiimeyi stimiile edici etkilerini azaltmak amaciyla terapétik ajanlar olarak

gelistirilmiglerdir (23). Menapoz sonras1 donemdeki kadinlarda Al periferal aromataz
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aktivitesini biiyilk oranda baskilayabilmekte ve yogun Ostrojen ihtiyacina neden
olabilmektedir (12).

Aromataz inhibitorleri gelistirilme zamanmna gore birinci, ikinci ve iiglinci
kusak olarak smiflandirilirken etki mekanizmalarina gore de tip-1 (Steroidal
inaktivator) veya tip-2 (nonsteroidal inhibitdr) aromataz inhibitorleri olarak
gruplandirilmaktadirlar (Sekil 1.6 ve Tablo 1.6) (91).

Steroidal Androjen Substrat
Eksemestan I:E i | ff ; I ff
Formestan Androstendion

Mon-steroidal

CJH:, Letrazol b}(
HC” Eh, H,e M

Aminoglutetinid Anastrozol

Sekil 1.6. Aromataz inhibitorlerinin siniflandirilmasi. Steroidal inhibitdrler androjen

analoglaridir; non-steroidal inhibitorler ise azol yapisindadir (78).

Tablol1.6. Aromataz inhibitorlerinin siniflandirilmasi (78).

Inhibitar
Birinei Kugal: TkinciKusak Ucined Kusak
Testololalten Formestan Elcsemestan
Tip-1 (Steroidal
Tip-2 (Non Steraidal) Aminoglutetimid  Fadrozol Anaztrozol

Latrozol

Tip-1 inhibitérler androstendionlarin steroidal analoglari olup, aromataz

molekiilinde  andostenadion ile ayn1 bolgeye baglanmalarina ragmen
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andostenadiondan farkli olarak aromataza geri doniislimsiiz baglanmaktadirlar. Bu
nedenle genellikle aromataz inaktivatorleri olarak bilinmektedirler (91). Steroidal
inhibitorler olarak da adlandirilmaktadirlar (78). Tip-2 inhibitorler ise nonsteroidal
yapida olup enzimin hem grubuna azot atomlarindan geri doniisiimli olarak
baglanmaktadirlar. Anastrozol ve letrozol bu grupta yer alan tigiincii kugak
inhibitorler olup enzime triazol gruplarindan baglanmaktadirlar (91).

Tip-1 inhibitorler genellikle tip 2’lerden daha spesifik inhibitorlerdir (78).
Formestan ve eksemestan gibi tip-1 inhibitorlerin kendileri 6nemsiz inhibit6r
aktiviteye sahiptirler ancak enzimin katalitik bolgesine baglandiklarinda metabolize
olduklart ara iirlinler enzime geri doniisiimsiiz olarak baglanarak enzim aktivitesini
bloke edebilmektedir (92). Enzim kendi katalize ettigi reaksiyon sonucunda olusan
metabolitler tarafindan inaktive edildigi i¢in bu grup maddeler “intihar inhibit6rleri”
olarak da adlandirilmaktadirlar. Tip-2 inhibitorler ise enzimi tahrip etmemekte,
etkileri genellikle geri dontisiimlii olup inhibisyon i¢in maddenin siirekli ortamda
bulunmasi gerekmektedir (78).

Ikinci kusak aromataz inhibitorleri arasinda tip-1 steroidal inaktivatdr olan
formestan (4-hidroksiandrostendion), tip-2 imidazol olan fadrazol ve yapisal olarak
AG’ye benzeyen tip-2 inhibitor rogletimid (piridoglutetimid) yer almaktadir (12).

Uciincii kusak aromataz inhibitorleri ise 1990’11 yillarda gelistirilmis olup
aralarinda tip-1 steroidal ajan olan eksemestan, tip-2 nonsteroidal imidazol olan
anastrozol ve letrozol sayilabilir (12). Bu yeni ajanlarin AG’den daha potent,
menapoz sonrasi kadinlarda serum Gstrojen seviyesini azaltmada daha etkili olduklari
bildirilmistir (93, 94). Oral olarak aktif, potent ve selektif olan ftgiincii kusak
aromataz inhibitorlerinin gelisimi hormon duyarli meme kanserinin tedavisinde
onemli bir ilerleme olmustur ve giiniimiizde erken ve gelismis donemdeki meme

kanserinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (12, 89).

1.1.2.4.1. Aminoglutetimid

Birinci kusak Tip-2 aromataz inhibitorii olan AG esas olarak antikonviilzan
olarak gelistirilmistir (12). Ancak tesadiifi olarak adrenakortikal steroidlerin sentezini
inhibe ettigi bulunmustur (12). AG’in kullanimindaki temel amag, postmenopozal
donemdeki kadinlarda plazma ostrojenleri periferal dokuda aromataz enzimi ile
adrenal androjenlerden iiretildiginden bu androjenlerin ortadan kaldirilmasi ile meme

kanserinde Ostrojenik stimiilasyonun zayiflatilmasidir (95). Santen ve ark. (1978)
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AG’nin postmenopozal donemdeki meme kanserli kadinlarda aromataz aktivitesini
etkin bir sekilde baskiladigini bildirmislerdir (96). AG antikonviilzan ekisi ile
baglantili olarak belirgin toksisiteye sahip olmasi ve aromataz inhibitor etkisinin

zay1f olmasi nedeniyle kullanimdan kaldirilmistir (12).

1.1.2.4.2. Anastrozol

Anastrazol (Arimidex™, 2.2[5-(1H-1,2,4- triazol-1-il-metil)-1,3-fenilen]-bis(2
metilroprionitril)), potent ve selektif bir benziltriazol tiirevi olup glukokortikoid ve
mineralokortikoid sentezini degistirmeden spesifik olarak Ostrojen biyosentezini
bloke etmek tizere tasarlanmistir (12, 97). Anastrozol letrazole benzer sekilde
CYP19’un hem grubuna yarigmali ve spesifik olarak baglanmaktadir (12).
Anastrozol; postmenopozal dénemdeki, ER (+) erken asamadaki meme kanserli
kadinlarin adjuvan tedavisinde oral yoldan kullanim amaciyla onaylanmistir (98).

Anastrozol kullaniminin diisiik oranda vajinal kanamaya, vajinal kuruluga, ates
basmasina, endometriyal kansere, iskemik serebrovaskiiler olaylara, venoz
tromboembolik olaylara, pulmonar embolizmi igeren derin vendz damar trombozuna
neden oldugu belirtilmistir (98).

Tamoksifen ile karsilastirildiginda anastrazoliin advers etkilerinin daha az
oldugu belirlenmistir (98). Erken dénemde meme kanserinde anastrazol kullanimi
sonrasinda tiimoriin yeniden olusum siiresinin tamoksifen kullanimima gore daha
uzun oldugu ve primer kontralateral tiimor olusum oraninin daha az oldugu
belirtilmektedir (99). Tamoksifen alirken meme kanseri ilerleyen postmenopozal
donemdeki kadinlarda yapilan deneysel caligmalarda anastrazoliin tamoksifene
kiyasla hayatta kalig siliresini istatistiksel olarak Onemli derecede uzattigi

gozlenmistir (12).

1.1.2.4.3. Letrazol

Letrazolin nonsteroidal yapili, oldukca spesifik ve potent bir aromataz
inhibitori oldugu belirtilmektedir. Letrazol etkin olmasi, tolere edilebilirliginin
yiiksek olmasi, uygun fiyatli olmasi nedenleri ile ileri meme kanserinde ilk basamak
tedavi olarak Onerilmektedir. Antidstrojen tedavinin uygulanmasi sonucunda
ilerleyen meme kanserinde standart ikinci basamak terapi olarak da etkinlik

gostermektedir (100).
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Letrazol, primer meme kanserli postmenopozal donemdeki kadinlarda tiim
viicut aromatizasyonunu inhibe etmekte ve tiimor icerisindeki lokal aromatizasyonu
azaltmakta ancak viicuttaki diger hormonlarin seviyesini degistirmemektedir (12).

Antidstrojenler ile tedavi edilen meme kanserli postmenopozal donemdeki
kadinlarda yapilan bir ¢alismada letrazoliin anastrazol veya megastrol asetat kadar
iyi, hatta bu ilaglardan daha iyi tolere edilebildigi saptanmistir (12, 100). Letrazoliin
5 yil destekleyici tamoksifen tedavisinden sonra kullanimi meme kanserinin yeniden
olusum siiresini geciktirmektedir (100, 101).

Letrazol kullanimi ile olusan en yaygin advers etkilerin ates basmasi, mide
bulantisi, osteoporoz, bas agrisi, saclarda azalma oldugu belirtilmektedir. Meme
kanserli postmenopozal donemdeki kadinlarda yapilan genis denemelerde letrazoliin
en az tamoksifen, anastrazol ve megastrol asetat kadar iyi tolere edildigi; anastrazol

ve tamoksifene benzer advers etkilere neden oldugu saptanmustir (100).

1.1.2.4.4. Eksemestan

Aromatazin dogal substrati olan androstenadionun analogu olan eksemestanin
postmenopozal donemdeki meme kanserli kadinlarda plazma ve idrar Ostrojen
diizeylerini etkili olarak baskilayan, iyi tolere edilebilen bir aromataz inhibitorii
oldugu belirtilmektedir (12, 102). Geri doniigiimlii yarigmali inhibitér olan anastrazol
ve letrazoliin aksine eksemestan aromatazi geri doniisiimsiiz olarak inaktive etmekte
ve “intihar substrat1” olarak adlandirilmaktadir (12).

Eksemestan kullanimi ile goriilen advers etkilerin ates basmasi, mide bulantisi,
yorgunluk, terlemede artig, periferal 6dem, istah artis1 oldugu belirtilmistir.
Eksemestanin tamoksifenden daha sik artraljiye, diyareye, gorsel bozukluklara ve
osteoporozda artisa neden oldugu, tamoksifenin ise eksemestandan daha sik
jinekolojik semptomlara, tromboembolik olaylara, vajinal kanamaya, kas
kramplarina neden oldugu belirtilmektedir (103).

1.1.2.4.5. Aromataz inhibitorlerinin diger yararh etkileri

Aromataz inhibit6rlerinin meme kanseri tedavisindeki kullanimlarinin disinda
Ostrojenin rol aldigi diger bazi hastaliklarda hastaligin olusumu, gelisimi ve seyri
tizerine etkisinin arastirildigl ¢alismalar da bulunmaktadir. Aromataz inhibitorlerinin
meme kanseri disindaki malign hastaliklarda biiyiik bir etki gostermedigi, ovaryum

ve endometriyum kanserlerinde disiik etkili oldugu belirtilmektedir. Ancak, ER (+)
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ovaryum ve endometriyum kanserli hastalarin aromataz inhibitorlerine daha duyarl
oldugu bildirilmistir. Daha once tedavi uygulanmayan ovaryum kanserli hastalar ile
progesteron tedavisi uygulanmayan endometriyum kanserli hastalarin aromataz
inhibitorlerine daha fazla duyarliik gosterdikleri bildirilmektedir. Ovaryum
fonksiyonu ¢ok az olan veya hi¢ olmayan endometriyoz hastalarinda aromataz
inhibitorlerinin  etkili oldugunu gosteren kanitlar bulunmaktadir. Aromataz
inhibitorleri endometriyal stromal sarkomanin tedavisinde etkili olurken karaciger ve
prostat kanseri tadavisinde etki gostermemektedirler. Multinodiiler tiroid olgularinda
ise aromataz inhibitorleri etki gostermemektedir (78).

Aromataz inhibitorleri disilerde infertilitenin tedavisinde rol oynamaktadir.
Antiostrojenler sinirli bir endometriyum biiylimesine neden olurken aromataz
inhibitorleri ovulasyonu indiiklemekte ve endometriyumun tam olarak gelismesini
saglamaktadirlar (78).

Aromataz inhibitorleri erkeklerde dolasimdaki LH ve testosteron seviyesinde
artisa yol acarken Ostrojen seviyesinde azalmaya neden olmaktadir. Bu tedavi bazi
infertil erkeklerde ve testis fonksiyonu azalmis ileri yastaki erkeklerde Onemli
olabilmektedir (78).

Aromataz inhibitorleri androjenler ile birlikte kullanildiginda ergenligi geciken
genclerde etki gostermektedir. Disilerde erkeksi oOzelliklerin gelisimine neden
olmakta ancak epifizin kapanmasini geciktirerek boyun tahmin edilenden daha fazla
uzamasina neden olmaktadirlar (78).

Aromataz inhibitorleri 1yi tolere edilmelerine ragmen kemik rezorpsiyonunu
arttirmalari, kardiyovaskiiler sisteme ve biligsel fonksiyona olasi etkileri nedeniyle
tolere edilebilirlikleri tartisilmaktadir. Yapilan ¢alismalarin  ¢ogu aromataz
inhibitdrlerinin kemik dongiisiinii arttirdigini, kemik mineral yogunlugunu azalttigini
ancak kemiklerin kirtlma oranini arttirmadigini géstermektedir. Kalsiyum, vitamin D
ve bis-fosfonatlar olusan kemik kaybini onarabilmekte veya kemik kaybina karsi
koruyucu olabilmektedirler. Aromataz inhibitorlerinin biligsel fonksiyona etkilerini
gosteren sinirlt bilgiler bu etkinin ciddi bir etki olduguna dair bir bulgu
saglamamaktadir (78).

Malign hastaliklarda aromataz inhibitorlerinin risk/yarar oraninin oldukga
diisiik oldugu belirtilmektedir (78). Aromataz inhibitorlerinden tamoksifenin bazi
hastaliklarda kullanimi  ve kullanim sonucu goézlenen etkiler Tablol.7.’de

gosterilmistir.
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Tablol1.7. Tamoksifenin bazi hastaliklarda kullanim1 ve etkileri (78).

Hastahk adi Gozlenen etki
Endometriyum kanseri Etkili

Prostat kanseri Diisiik etki

Ovaryum kanseri Sinirl sayidaki denemede etkili
Bobrek kanseri Diistik etkili

Melenoma Etkisiz

Kolorektal tiimorler Diistik etkili

Gastrik kanser Etkisiz

Ozofagus kanseri Etkisiz

Pankreas kanseri Diisiik etkili

Karaciger kanseri Etkisiz

Meningioma Olasi stabilizasyon

Hipofiz timori Bazi prolaktinomalarda etkili
Desmoid tlimorler Tlimorde azalma

Disilerde ve erkeklerde infertilite Bazi hastalarda etkili

Iyi huylu beyin hastaliklar: Etkili

Laktasyonun baskilanmasi Etkili

Jinekomasti Etkili

Gecikmis ergenlik Etkili

1.1.3. AROMATAZ AKTIVITESI TAYIN YONTEMLERI
1.1.3.1. Aromataz Aktivitesi Ol¢iim Yontemleri
Aromataz aktivitesi tayini i¢in uygulanmakta olan birgok in vitro ve in vivo
yontem vardir ve bu yontemler genellikle iki mekanizma temellidir (23);
- Uriin izolasyon y&ntemi
- Radyometrik yontem
1.1.3.1.1. Uriin izolasyon Yontemi
Bu yonteme gore substrat in vitro ya da in vivo sisteme uygulanir, planlanan
siire boyunca inkiibe edilir, olusan Ostrojen {irtinleri izole edilir ve diizeyleri 6lg¢iiliir.
Siklikla radyoisaretlenmis substrat (3H ya da 14C) kullanilarak, aromataz
katalizorliigiinde olusan radyoisaretli steroidler izole edilir ve kromatografik
yontemler ile ya da sintilasyon saymmi ile iiriinlerin miktar tayini yapilir. Uriin
izolasyon yonteminde miktar tayini yapmak i¢in kullanilan diger yontemler; kiitle

spektroskopisi, radyoimmiin test, ELISA testidir.

1.1.3.1.2. Radyometrik Yontem
*H,0 yontemi de denmektedir. Bu yontem ile 1pB-*H-androstendion

substratinin aromataz katalizorliigiinde gergeklesen reaksiyonda yan {iriin olarak
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aciga cikan *H,0 diizeyi ol¢iiliir. Uriin izolasyon yéntemine oldukca benzer bir
yontemdir ancak iiriin miktar tayini i¢in kromatografik yontemler kullanilmaz ve
olusan steroidal iirlinlerin ayrimi yapilmaz. Bu metod insan plasenta mikrozomlari,
yumurtalik dokusu ve mikrozomlari, hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 (insan meme kanseri
hiicreleri ve insan koriokarsinoma hiicreleri de dahil olmak {izere), izole edilmis
insan yumurtalik ve meme hiicreleri kullanilarak tasarlanmis in vitro aromataz tayin
yontemi olarak onaylanmistir (23).

Aromataz aktivitesinin degil ancak protein diizeylerinin (ekspresyonunun)
belirlenmesi amaciyla westernblot analizi yapilabilmektedir. Ayrica aromataz gen
ekspresyonunun downregiilasyonunun ortaya konmasi amaciyla mRNA diizeylerinin
olgtildiigii ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ¢alismalarinin yapildigi ¢aligmalar
da mevcuttur (104; 105).

1.1.3.2. Aromataz Inhibitérleri Calismalar icin /r Vitro Model Sistemler
1.1.3.2.1. insan Plasental Mikrozomal Aromatazin Aktivite Tayini

Aromataz enzimi, gebelik doneminde koriyonik wvillilerin dis katmaninda
bulunan sinsityotrofoblastlardan yiiksek oranda eksprese edilir (106). Plasenta
dogumdan sonra atilima ugrayan bir doku oldugundan, plasental mikrozomlar kolay
ulagilabilen ve enzim igerigince zengin oldugundan aromataz kaynagi olarak
kullanilmaktadir (78).

Bu yontem ilk olarak 1959 yilinda K.J. Ryan tarafindan uygulanmistir ve
giinimiizde halen ¢esitli endokrin bozucularin aromataz inhibisyonunun ortaya
konmasinda siklikla kullanilan bir yontemdir. Potansiyel steroidal ya da non-
steroidal aromataz inhibisyonunun arastirilmasi amaciyla akademik arastirmalarda ve
farmasotik endiistride de bu yontemden faydalanilmaktadir (23).

Aromataz enzimi lzerine etkisi arastirilan madde, mikrozomlar ile inkiibe
edildikten sonra radyometrik ya da {iriin izolasyon Ol¢iim yontemleri kullanilarak
katalitik aktivite tayini gerceklestirilir. Bu yontem insan rekombinant mikrozomlar1
(CYP19+) kullanmilarak da gerceklestirilebilir. /n vitro yontem EPA tarafindan da
onaylanmustir (107).

1.1.3.2.2. insan Hiicre Kiiltiirii Sistemleri Ile Aromataz Aktivitesi Tayini
Insan JEG-3 ve JAR koriokarsinoma hiicre hatlari, malign plasenta dokusundan

izole edilmis sitotrofoblastlardir ve bilesiklerin aromataz aktivitesine etkilerinin
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arastirilmasi i¢in kullanilmaktadir. Bu hiicre hatlarindan, bilesenin plasenta {izerine
olasi toksik etkilerinin belirlenmesinde de yararlanilir.

Aromataz ekspresyonu ve aromataz enzim diizeyleri dokular arasi farklilik
gostermektedir. Bu nedenle yapilacak c¢alismanin dizaynina goére aromataz
ekspresyonu yapan diger insan hiicre hatlarinda (MCF-7, SK-BR-3, H295R gibi) da
aromataz aktivitesi tayini yapilmaktadir (108, 109).

1.1.3.2.3.Aromataz Aktivitesinin Tayininde Kullanilan Diger /n Vitro Yoéntemler

Aromataz aktivitesinin tayininde rekombinant insan aromataz enzimi
kullanilarak kimyasallarin aromataz aktivitesi iizerine inhibitér etkinliklerinin
degerlendirilmesine dayanan in vitro bir analiz yer almaktadir. Bu yontemde
florometrik  bir  substrat olan  7-metoksi-triflorometikkumarin ~ (MFC)
kullanilmaktadir. CYP19, NADPH ireten bir sistemde MFC substratini
demetilizasyona ugratarak floresans siddetini azaltir ve buna bagli olarak enzim

aktivitesi hesaplanir (110).

1.1.3.3. Aromataz Inhibitérii Cahsmalanr: icin 7n Vivo Model Sistemler

Tiirler arast endokrin farkliliklara bagli olarak dolasimdaki steroidal hormon
konsantrasyonlar1 da tlirden tiire farklilik gdstermektedir. Bu farkliligin en 6nemli
sebeplerinden biri aromataz enziminin organizmalardaki diizeylerinde farkliliklar
olmasidir. Bu nedenle aromataz aktivitesinin in vivo analizlerle ortaya konmasi
zordur. Ayrica, Ostrojenin ekstraglandular dokularda {iretimi bazi tiirler i¢in dnem
tagimaktadir. Ekstraglandular dokularda aromataz aktivitesi ile dstrojen tiretimi, lokal
olarak o dokuda patolojik yamitlarin gelismesine neden olmaktadir. Ornegin, insan
adipoz dokularinda aromataz aktivitesinin goriilmesi meme tiimdrlerinin olusumuna
sebep olmaktadir (111).

Hipofiz bezinden salgilanan gonadotropinler Ostrojen diizeylerinin artisina yol
acabilmektedir. Bu etki aromataz enzim aktivitesinden bagimsizdir. In vivo
caligmalarda dstrojen diizeylerindeki degisimin aromataz aktivitesinin inhibisyonuyla
olup olmadiginin ayirt edilmesi 6nem tasir.

In vitro tarama testleri ile elde edilen sonuglardan yola ¢ikarak, kimyasal
maddelerin aromataz aktivitesi iizerine etkileri, tiirler arasi farkliliklar ve
hipotalamus-hipofiz-ovaryum ekseninden kaynaklanan degisiklikler géz Oniine

alinarak, in vivo deneylerle ortaya konmalidir (23).
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1.1.3.3.1. Ostrojen sentez ve iiretiminin inhibisyonunun saptanmasi

Insan plasental mikrozomlarinda aktif inhibitorlerin tespit edilmesinden sonra
bu bilesiklerin dstrojen tiretimini inhibe etme yeteneklerini in vivo olarak belirlemek
icin hayvan modellerindeki ¢alismalar énemli hale gelmistir. Bu amacla bir dizi
kemirici ve insan olmayan primat modelleri gelistirilmistir. Bu modeller endokrin
sistemde ve Ostrojen iliretiminde inhibitdriin etkilerini, bilesigin antitimor etkisini

belirlemeyi de kapsamaktadir (78).

1.1.3.3.2. Gebe kisrak serum gonadotropini (PMSG) uygulanmis sican modeli

PMSG enjeksiyonu ile hipofiz bezinden Luteinize edici hormon (LH) ve
Folikiil sittimiile edici hormon (FSH) salgisi inhibe edilerek, organizmadaki Gstrojen
tiretiminin hipofiz bagimli yolaklardan olmamasi amaglanmistir (78). Aromataz
inhibitorlerinin in vivo Ostrojen sentezini ve iretimini inhibe edip etmedigini
belirlemek amaciyla Gstrojen liretimi ovariyal venden toplanan kandan; aromataz
aktivitesi ise PMSG enjeksiyonu sonrasinda farkli zamanlarda hazirlanan ovariyal
mikrozomlardan Olcililmiistiir. Yontemde 12 giin siire ile PMSG uygulanmis
kemiriciler kullanilmistir (112).

Bu modelde aromataz inhibitorlerinin ovaryum aromatizasyonunu dogrudan
inhibe etmesiyle, in vivo 6strojen sekresyonundaki degisimler arastirilabilmektedir
(78).

1.1.3.3.3. Normal siklustaki kemiriciler

Brodie ve ark. (1978), yaptiklar1 ¢alismada aromataz inhibitorlerinin Ostrus
siklusun erken doneminde disi kemiricilere uygulanmasi ile ovulasyonun inhibe
oldugunu goézlemlemistir. Aromataz inhibitoriiniin uygulanmasindan 3 saat sonra
ovaryum venasindan alinan kanda Ostrojen sekresyonunun azaldigi, preovulatér LH
artisinin inhibe edildigi ve ovulasyonun oOnlendigi tespit edilmistir. Ovulasyon
inhibisyonunun gecici oldugu ve uygulamadan 8 giin sonra fertilitenin normale
dondiigii gozlenmistir. Ostrojenin aromataz inhibitdrleri tedavisine ek olarak
verilmesiyle etkilerin tersine dondiigli ve normal beklenen zamanda ciftlesmenin
olustugu gozlenmistir (112). Bu ¢alisma, ovulasyon sirasinda inhibe edilen strojenin
etkisi ile ilgili bilgi saglamaktadir. Bu yOntemin insanlarda kisa siireli aromataz
inhibitdrii uygulanmasinin varolan fertilite kontrol yontemlerine alternatif bir yontem

olabilecegi belirtilmistir (78).
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1.1.3.3.4. Aromataz knockout modeller

Ostrojenlerin farkli hedef dokulardaki etkileri ile ilgili bilgi aromataz ve ER
geninin ¢ikarilmasi (knockout modeller) ile elde edilmektedir. Bu amagla pek ¢ok
model gelistirilmistir. Bu modellerden bazilar1 Fisher ve arkadaslarimin (1998)
kullandig1 aromataz-knockout (ARKO) modeli, Course ve arkadaslarinin (1999)
kullandigt ERa’nin olmadigi aERKO fare modeli, ERB’nin olmadigi BERKO fare
modeli ve ve hem ERa hem de ERB’nin olmadigi o/BERKO fare modelleridir (113,
114). Bu model sistemler aromataz enziminin ve bireysel ER’lerin fonksiyonlarinin

in vivo olarak arastirilmasi bakimindan 6nem kazanmaktadir (78).

1.1.3.3.5. Aromataz Inhibisyonunun Antitiimoér Etkinliginin Tespiti I¢in
Modeller

Hormon bagimli meme tiimorleri iizerine yapilan c¢alismalarda, Sprague-
Dawley siganlarinda dimetilbenzantrasen (DMBA) ve nitozometik iire (NMU) ile
kanser olusumu indiiklenerek sican modelleri olusturulmaktadir (78). Broide ve ark.
1982 yilinda yaptig1 bir arastirmada, DMBA ile indiiklenmis meme tiimdrli sigan
modelinde FSH, LH ve prolaktin hormonlari bazal diizeyde bulunmustur. Bu nedenle
bu modellerde Ostrojen {iretiminin hipofiz kaynakli olmayacagi bilinmektedir.
Aminoglutetimid uygulamasi ile siganlarin timor regresyonuna neden oldugu ortaya
konmustur, bu da Ostrojen iiretimininin aromataz inhibisyonu ile baskilanmasiyla
meme kanserinde tedavi adimi olarak kullanilabilecegini ispatlamistir (115). Bu in
vivo modelin, aromataz inhibitorlerinin in vivo etkinliginin arastirilmasinda

kullanilabilecek bir yontem oldugu goriilmektedir.

1.1.3.3.6. Postmenapozal Meme Kanseri i¢cin Modeller

Yontemde, insan plasental aromataz geni ile transfekte edilmis MCF-7
hiicreleri ya da plazmid vektér (MCF-7Cc hiicreleri) ile transfekte edilmis hiicrelerin
asilandig1 Matrigelli nude fareler kullanilmaktadir (116).

Yue ve arkadaglarinin (1994) uyguladigi model (116), aromataz inhibitorleri,
Ostrojen reseptor antagonistleri, diger hormonal aktif ajanlar ig¢in uygun bir
yontemdir. Ayrica postmenopozal donemdeki meme kanserli hastalarda aromataz
inhibitorleri ve antidstrojenlerin etkilerinin degerlendirilmesinde kullanilabilecegi,
boylece de postmenopozal donemde olusan meme kanserinin tedavisinin

gelistirilmesine yardimci olabilecegi belirtilmistir (78).
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1.1.4. MELATONIN

En kompleks organizmadan en basit organizma olan bakteriye kadar pek ¢ok
organizmada bulunan melatonin ana olarak epifizden iiretilen ve saliverilen indol
yapisinda, lipofilik bir hormondur (2, 117-120) Aymi zamanda retinada ve birgok
organda daha iretilmektedir (118). Canli hiicrelerin hem lipit hem de su bazh
kompartmanlarinda ¢6ziinebilen melatonin, bu 6zelligi sayesinde hiicre membrani da
dahil tim bariyerleri kolayca gegebilmektedir (117). Melatonin gece, karanlikta
salgilanmaktadir (2, 117). Gece boyunca 1s181n yeterli yogunlukta, dalga boyunda ve
stirekli olmasinin melatonin iretimini baskiladigi bildirilmistir (117, 121). Kis
mevsimi siiresince giin icerisindeki karanlik siiresinin uzamasi nedeniyle daha fazla
melatonin salgilanmaktadir (2). Insanlarda gece saat 2-3 civarinda kandaki en yiiksek
konsantrasyon diizeylerine (60-80 pg/mL) ulasan melatoninin, kandaki yarilanma
omrii yaklagik 50-60 dakikadir ve giin igerisinde ¢ok zor tespit edilebilecek diizeylere
diismektedir (117) Kandaki konsantrasyonu gece 10°-10"* M olmakta ve bu
konsantrasyon fizyolojik konsantrasyon olarak kabul edilmektedir (122).
Karacigerdeki ilk ge¢is metabolizmasi sonucunda melatoninin  %90’1  6-
stilfatoksimelatonin’e katabolize olmakta ve idrar yoluyla viicuttan atilmaktadir.
Melatoninin yaklagik %70’1 albiimine bagli olarak dolagimda bulunmaktadir (117).

Melatoninin bilinen ana fonksiyonu sirkadyen ritmi diizenlemektir (2, 117).
Giinliik uyku/uyaniklik dongiisiiniin yani sira viicut sicakligi, mevsimsel iireme ritmi,
retinal fizyoloji, immun aktivite, kanser gelisimi ve biiyiimesi, antioksidan sistem,
mitokondriyal aktivite gibi birden fazla fizyolojik olay ve savunma sisteminde
onemli role sahip oldugu bildirilmektedir (117, 118, 123).

Yaslandik¢a viicudun daha az melatonin iirettigi ve az melatonin iiretiminin de
yaslanmanin nedenlerinden biri oldugu yoniinde goriisler bulunmak ve melatonin
diizeylerinde gozlenen bu azalmanin yasliliktaki uyku azalmasi ile iligkili oldugu
distintilmektedir (2, 124). Melatonin, basta hormon bagimli meme kanserleri olmak

tizere farkli timorlerde onkostatik amagla kullanilmaktadir (125).

1.1.4.1. Melatoninin Terapotik Etkinligi ve Meme Kanserindeki Rolii
Melatoninin terapétik etkinlige sahip oldugu sirkadyen ritm bozukluklar1 olan

uykusuzluk, jet lag, vardiyali ¢alisanlarda ve korlerde gozlenen uyku/uyaniklik

dongiisii bozukluklarinin tedavisi ile kanitlanmigtir (124). Bu terapotik amaglarla

kullanim1 i¢in birgok tilkede gida destek {iriinii olarak piyasada yer almaktadir.
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Melatonin ile meme kanseri arasindaki iligkiyi ilk ortaya koyan Cohen ve ark.
olmustur. Bu arastirmacilar 1978 yilinda epifiz bezi fonksiyonunun azalmasina bagl
olarak melatonin salgisindaki azalmanin hiperdstrojenizme neden oldugunu, bunun

da meme kanserinin indiiksiyonu ile sonuglandigini ileri siirmislerdir (126).

Tedavi stratejisi
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Sekil 1.7. Melatonin kullaniminin klinik 6nemi.

Sekil 1.7°de goriildiigii gibi gece 1s18a maruz kalma, uyku yetersizligi,
vardiyali caligma, kronik jet lag ve yaslanma gibi faktorler sirkadyen ritmi
bozmaktadir. Bu ritmin bozulmasi gece boyunca olan melatonin Sekresyonunun
baskilanmasina neden olarak oksidatif hasara duyarliligi arttirabilmektedir.
Tedavideki hedef, gece melatonin takviyesi yapilmasi ve gece maruz kalman 118
azaltilmasiyla gece boyunca melatonin seviyesinin normale dondiiriilmesi
olabilmektedir (127).

Stevens 1987 yilinda, endiistriyel toplumlarda meme kanserinin artan
insidensinin gece boyunca yiiksek seviyede 1s18a maruz kalma ile iligkili oldugu
hipotezini ortaya atmigtir (128). Cogunlukla gece boyunca ¢alisan kadinlarda yapilan
epidemiyolojik caligmalar bu kadinlarda meme kanseri riskinde artis oldugunu
gostermistir (117, 129, 130).

Coleman ve Reiter 1992 yilinda gelistirdikleri hipotezde erken yaslarda olusan
korliigiin epifiz bezinden yiiksek miktarda melatonin salgilanmasina neden oldugunu

ve bunun da meme kanser riskini azalttigini belirtmislerdir (131). Tiim bu gézlemler
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ve bulgular vardiyali calisma gibi gece melatonin diizeylerini azaltan durumlarin
meme kanser riskinde artisa neden oldugu hipotezini dogurmus ve bunun yansimasi
olarak Uluslararasi kanser arastirma ajansi (IARC) “vardiyali ¢alisma”y1 insanlar i¢in
karsinojenik risk olarak degerlendirmistir (132).

Melatonin meme kanseri hiicreleri iizerinde ¢esitli molekiiler yolaklarla
etkileserek inhibitér ve proapoptatik etkilerini gostermektedir (120). Aromataz
inhibitérii de oldugu gosterilen melatoninin meme kanseri terapisinde iki farkli
mekanizma aracili@i ile kullanilabilecegi bildirilmektedir (105). Bu yaklasimlar
SERM ve SEEM etkileri iizerinden agiklanabilir (105, 120, 125).

Melatonin SERM etkisini  Ostrojen bagimli hiicre proliferasyonunu
diizenleyerek; Ostrojen reseptdr ekspresyonunu, biiylime faktorlerinin  ve
protoonkojenlerin  salinimint  ve yayilmasini artirarak = gostermektedir  (105).
Melatoninin ostradiol (E2)’tin ER’e baglanma aktivitesini ve ER-o ekspresyonunu
azalttig1, bagka bir deyisle reseptor afinitesini degil ancak sayisini azaltarak etki
gosterdigi ifade edilmektedir. Melatoninin E2 tarafindan ER-a transaktivasyonunu
da azalttig1 ve E2-ER-a kompleksinin DNA {izerindeki ERE’e baglanmasini inhibe
ettigi de bildirilmektedir (133-136). Melatoninin aromatazin, Gstrojen siilfatazin ve
tip1,17B-hidroksisteroid dehidrojenazin aktivitesini ve ekspresyonunu inhibe etmesi
ve Ostrojen siilfotransferazi stimiile etmesi ise SEEM etkisinin sonucudur (87,
105, 125) Melatoninin bu her iki etki mekanizmasi ve ERa igin spesifik olusu meme
kanseri tedavisinde melatonine potansiyel avantaj saglamaktadir (105). Melatoninin

SERM ve SEEM etki mekanizmasi Sekil 1.8’de gosterilmektedir.
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Sekil 1.8. Meme kanserinin dstrojen aracilikli gelisiminde melatoninin etki edebildigi
noroendokrin mekanizmalar: dolayli noéroendokrin mekanizmalar, ndroendokrin
iireme ekseninin melatoninle baskilanmasi ve patolojik biiylimeden sorumlu
Ostrojenik hormonlarin azalmasi ve timor hiicresi ile dogrudan melatonin

etkilesmeleri (137).

Sadece ERa (+) meme tiimor hiicre hattinin biiyiimesinin  melatoninin
fizyolojik konsantrasyonlari ile inhibe edilebildigi; ERa (-) hiicre hattinda ise
melatoninin etkisiz bulundugu bildirilmektedir (138, 139). Bununla birlikte
melatoninin ERa igin segici oldugu, Erf bulunduran hiicrelerde benzer etkileri
gostermedigi bildirilmistir (105).

Melatoninin hiicre siklusunu durdurdugu ve apoptozu indiikledigi tespit
edilmistir (140, 141). Melatoninin efektif doz araliginin 1-100 mM oldugu ve 1mM
konsantrasyonda hiicre 6liimiinii %75 indiikledigi saptanmistir (141).

Meme kanseri hiicrelerinde aromataz ekspresyonu arttigi ve meme bezinde
yiiksek seviyede Ostradiol sentezlendigi igin aromataz aktivitesinin melatonin ile
inhibisyonunun timor biiylimesinin kontroliinde dnemli bir mekanizma olabilecegi

diistiniilmektedir (120).

1.1.4.2. In vitro ¢cahsmalar
MCF-7 hiicrelerinde yapilan ilk in vitro deneyler melatoninin fizyolojik

konsantrasyonunda direkt olarak kanser hiicre biiyiimesini baskiladigin1 gostermistir
(122, 142).
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Melatonin, gece boyunca fizyolojik seviyelerde kanser hiicrelerinde onkostatik
etkiyi indiiklerken farmakolojik diizeyde kanser hiicrelerinde sitotoksik etki
gostermektedir (117). ER (+) MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde yapilan in
vitro deneylerde fizyolojik konsantrasyondaki (1 nM) melatoninin serum veya
Ostradiol varliginda (a) hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, (b) hiicre siklusu
uzunlugunu diizenledigi, (¢) MCF-7 hiicrelerinin metastatik kapasitesini azalttig1 ve
Ostradioliin hiicre ¢ogalmasini stimiile edici etkisini ortadan kaldirdig1 gozlenmistir
(122, 136, 143).

Melatonin, malign epitel hiicreleri ve proksimal endotel hiicreleri arasinda yer
alan parakrin etkilesimlerde rol oynayabilmektedir. Ayrica, vaskiiler endoteliyal
biiylime faktoriinii baskilayarak endotel hiicrelerin proliferasyonunu, invazyonunu ve
migrasyonunu azaltmada 6nemli olabilmektedir (144).

Del Rio ve ark. (2004) melatonin ve tiirevlerinin giiglii etki gosterirken
toksisiteye neden olmadigini ifade etmislerdir. Ayrica melatoninin ilerlemis meme,
ovaryum ve kolon tlimoérlerinde ER o’ya inhibitor ajan olarak etki etme potansiyeline
sahip oldugunu gostermislerdir (145).

Melatoninin onkostatik etkileri hem kimyasallar ile indiiklenen rat meme
timorlerinin kullanildigr in vivo modellerde hem de MCF-7 insan meme kanser
hiicrelerinin kullanildig: in vitro modellerde tespit edilmistir. Melatoninin sitostatik
etkileri genellikle indolaminin hem ER reseptorleri ile hem de melatonin reseptorleri
ile etkilesimi araciligiyla gerceklesmektedir. Son donemde bazi reseptorden ve
Ostrojenden bagimsiz sinyal yolaklarinin melatonin ile aktive edildigi kesfedilmistir
(120).

Scott ve ark. (2001)’1, Cucina ve ark.(2009), Mao ve ark. (2010), Ram ve ark.
(2002) ile Gonzalez ve ark. (2007) melatoninin MCF-7 hiicrelerinde hiicre
proliferasyonu inhibisyonuna neden oldugunu saptamiglardir (146-150).

Papazisis ve ark.(1998)’nin yaptig1 ¢alismada ise fizyolojik dozda kullanilan
melatoninin MCF-7 ve T47D hiicrelerinde herhangi bir inhibitor etkiye neden
olmadigi, yiiksek dozda kullaniminda ise (1 mM) meme kanseri hiicre tipi veya
reseptor c¢esidinden bagimsiz olarak sitotoksik etkiye neden oldugu gozlenmistir
(151).

Chottanapund ve ark.’nin (2014) yaptig1 calismada T47D kanser hiicreleri ile
ko-kiiltiire edilen insan meme adipoz fibroblastarinda(BAF) melatoninin aromataz

inhibitori olarak etki ettigi gosterilmistir (152) .
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Cui ve arkadaslariin melatonin ile konsantrasyonlarda umblikal ven endotel
hiicrelerinde (HUVEC) yaptig1 ¢alismada fizyolojik konsantrasyondan diisiikk olan
0.1 nM konsantrasyonda kullanilan melatonin istatistiksel olarak anlamli olmayan bir
oranda hiicre proliferasyonunu arttirdigi, fizyolojik konsantrasyona yakin bir
konsantrasyonda  kullanildiginda  hiicre  proliferasyonunda  bir  degisiklik
olusturmadigi, 10nM’den yiiksek konsantrasyonda kullanildiginda ise hiicre
proliferasyonunu onemli oranda azaltarak, hiicresel apoptozu arttirdigi ve hiicre
siklusu uzunlugunu diizenledigini tespit etmislerdir (153)

Cui ve ark. (2008) melatonin ImM ve 100 nM konsantrasyonlarda HUVEC
proliferasyonunu azalttigini tespit etmislerdir (154).

Knower ve ark (2012) BAF primer meme fibroblastlar1 ve meme kanseri ile
birlikteki fibroblastlar (CAF) ile yaptiklar1 ¢alismada melatoninin farmakolojik (10
uM), fizyolojik (I nM) ve sub-fizyolojik (10 pM) konsantrasyonlarda CYP19A1
transkripsiyonunu ve aromataz aktivitesini baskiladigini bulmuslardir (155).

Gonzalez ve ark. (2007) melatoninin farmakolojik konsantrasyonda (1mM)
aromataz enziminin aktivitesini ve ekspresyonunu inhibe ederek &strojen
reseptorlerini eksprese eden ve androjenlerden Ostrojen sentezleyebilen C6 glioma
hiicrelerinin biiylimesini azalttigin1 tespit etmislerdir (156)

Izykowska ve ark. (2009) insan melanoma hiicrelerinde yaptiklar
caligsmalarinda melatoninin fizyolojik konsantrasyonda herhangi bir onkostatik etki
gostermezken farmakolojik konsantrasyonda hiicre proliferasyonunu stimiile ettigini,
ayrica hiicreleri UVA ve UVB etkisinden korudugunu tespit etmislerdir (157).

Chottanapund,ve ark. (2014)’1 yaptiklar1 ¢caligmada melatoninin letrazol kadar
giiclii bir aromataz inhibitdrii oldugunu ve 20 nM konsantrasyonda ortamda bulunan
testosteronun proliferatif etkisini tamamen ortadan kaldirdigini tespit etmislerdir
(152).

Melatonin; meme, prostat, ovaryum, karaciger, endometriyal, koriyokarsinoma,
melanom, kolon ve idrar kesesi kanser hiicreleri gibi pek ¢ok hiicre hatt1 kanserinin
proliferasyonunu in vitro olarak inhibe etmektedir. Melatonin, tek basina veya diger

ajanlarla birlikte apoptatik kanser hiicre 6liimiinii indiiklemektedir (117).
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1.1.4.3. In vivo cahsmalar

Melatonin, sicanlarda  12-dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) veya N-
nitrosometiliire (NMU) ile indiiklenen meme kanserinde tiimor insidensini ve
biiyiikliigiinii 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir (158-160).

Cos ve ark. (2006) kemiricilerde yaptiklar1 ¢alismada melatoninin tiimdral
dokudaki aromataz aktivitesini inhibe ederek hormon bagimli meme tiimdrleri

lizerinde anti-timoral etki gosterebilecegini saptamislardir (161).

1.1.4.4. insan Cahsmalar1

Farkli tiirdeki kanser hastalarinda melatonin ile yapilan klinik caligmalar
melatonin terapisinin yararli etkileri oldugunu gostermistir. Melatonin (a) birkag
metastazli hastada hayatta kalmay1 arttirmus, (b) kanserin ilerlemesini engellemis, (C)
yasam kalitesini ve performansi arttirmisg, (d) geleneksel tedavilerle olusan bazi yan
etkilerin (hipotansiyon, trombositopeni, miyelodisplastik sendrom, lenfositopeni)
ciddiyetini ve insidensini azaltmistir (162-165). Melatonin destek tedavisinin sadece
kemoterapi veya radyoterapi goren hastalara kiyasla hayatta kalmayi 1 yil uzattigi
gozlenmistir. Klinik denemeler melatoninin kemoterapinin, immunoterapinin
ve/veya radyoterapinin toksisitesini azalttigini da gOstermektedir. Kanser
hastalarinda melatoninin farmakolojik dozunun giivenli ve iyi tolere edilebilir oldugu
da gozlenmistir (117).

Seabra ve ark.(2000)’nin yaptig1 calismada melatonin 4 hafta siire ile saglikli
gontilliilere oral yoldan 10 mg/kg/giin dozda uygulandiginda herhangi bir toksik etki
g6zlenmedigi bildirilmistir (166).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. GEREC
2.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Tez calismast kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler Tablo 2.1°de

belirtilmistir.

Tablo 2.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal madde Firma ad1
%10 aktif komiir-dekstran uygulanmis f6tal
sigir serumu (CD-FBS) Sigma F6765

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

Invitrogen 41966-029

DMEM (fenol kirmizisi igcermeyen) Invitrogen 21063029
DMEM F12 Sigma D8062

Dimetil siilfoksit (DMSO) Merck 8.02912.2500
Etanol (EtOH) Merck K41392783037
Fotal sigir serumu (FBS) Hyclone FBS SH30070.03

Istyla inaktive edilmis FBS

Gibco 10500-064

Minimum temel ortam-esansiyel olmayan

amino asit (MEM-NEAA) Gibco 11140
L-Glutamin Gibco 25030-024
17B-6stradiol Sigma E8875
Sodyum piriivat Sigma P5280
Tripsin- Etilendiamin tetraasetik asit

(EDTA) Invitrogen 25300

[3(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromiir] (MTT)

Molecular Probes Inc M6494

BD CYP 19 kit

Gentest 459520

ATP kit

Promega G7472 CellTiter-Glo
Luminescent Cell Viability Assay

CHO-K1 Cin Hamster Over hiicreleri

ATCC CCL-61

MCF-7 BUS hicreleri

Prof. A. Soto’dan temin edildi.
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Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) Invitrogen 10010-015
Testosteron Sigma 86500
Fulvestran Sigma 14409
Ketokonazol Sigma K1003

Triton X- 100 Sigma T8787

2.1.2. Kullanilan Geregler

Tez caligmasi kapsaminda kullanilan geregler Tablo 2.2’de belirtilmistir.

Tablo 2.2. Kullanilan geregler

Makine ve techizat

Firma adi ve modeli

Buzdolab1 Ariston hotpoint
75 cm3 flask Santa-cruz sc-200263
25 cm3 flask Santa-cruz sc-200262
Inkiibator Nuaire nu-5510e

Laminar akimli kabin

Shinsaeng scbn 1013/1300

Mikroskop

Olympus ckx41

Hemositomete

Marienfeld 0640110

Otomatik mikropipet (0.5-10p)

Brand ve Eppendorf

Otomatik mikropipet (10-100pul)

Brand ve Eppendorf

Otomatik mikropipet (100-1000u1)

Brand ve Eppendorf

8 kanall1 otomatik mikropipet Brand 703708

Otomatik pipetor Brand

Steril filtre Minisart NML Syringe Filters 16534
96 kuyucuklu plaka Costar 3599

Greiner bio one 655-209

Spektrofotometre Thermo Scientific Varioskan Flash plaka
okuyucu

Su banyosu Wisabath wb-22

Terazi Sartorious B1610 ve GP1200P

Vorteks Niivenm110 velpscientifica 2x3
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2.1.3. Analiz edilen Melatonin Analoglar:

Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim dali
Ogretim tyesi Prof. Dr. Sibel Siizen tarafindan sentezlenen ve bu c¢alismada
kullanilan melatonin analoglar1 kimyasal yapilarina gére 3 gruba ayrilmaktadir. Bu
gruplar 2-metilindol yapisindaki M maddeleri, 4-florofenilindol yapisindaki CH
maddeleri ve 1-metilindol yapisindaki HD maddeleridir.

2.1.3.1. M maddeleri

M1 2-Metil-1-H-indol-3-karboksaldehit (2,3-dimetilfenil) hidrazon

Hee,  GHs
N @
— N\
NH
N
H
Molekiil agirligi: 278 g/mol

M2 2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (2,5-dimetilfenil) hidrazon

HyC
N
— N\
N CH, CHg
N
H

Molekiil agirhigr: 319 g/mol

M3 2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (3-florofenil) hidrazon

F
— N\
NH
N
H
Molekiil agirligi: 269 g/mol
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M4 2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (2-klorofenil) hidrazon

Cl
N @
— N\
NH
N
H
Molekiil agirligi: 286 g/mol

M5 2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (3-klorofenil) hidrazon

Cl
N @
— N\
NH
N
H
Molekiil agirligi: 286 g/mol

M6 2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (4-klorofenil) hidrazon

N Cl
— N\
NH
D-ch,
N
H

Molekiil agirligi: 286 g/mol

M7 2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (3,4-diklorofenil) hidrazon

Cl
N Cl
— N\
NH
-ch,
N
H

Molekiil agirligi: 320 g/mol
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M12  2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (2-florofenil) hidrazon

F
N @
— N\
NH
N
H
Molekiil agirligi: 269 g/mol

M13  2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (4-florofenil) hidrazon

N QF
— N\
NH
N
H
Molekiil agirhigi: 269 g/mol

M14  2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (2,4-diflorofenil) hidrazon

F
N /@F
— N\
NH
N
H
Molekiil agirligi: 286 g/mol

M15  2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (2,5-diflorofenil) hidrazon

F
N
— N\
NH@
N\ F
CH,
N
H

Molekiil agirligi: 287 g/mol
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M16

M17

M18

M19

2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (3,5-diflorofenil) hidrazon

F
N /@
— N\
NH
F
N
H
Molekiil agirhigi: 287 g/mol

2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (2-bromofenil) hidrazon

Br
N @
— N\
NH
N
H
Molekiil agirligi: 329 g/mol

2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (3-bromofenil) hidrazon

Br
— N\
NH
N
H
Molekiil agirhigr: 329 g/mol

2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (4-bromofenil) hidrazon

N Br
— N\
NH
e,
N
H

Molekiil agirligi: 329 g/mol
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M20

M22

M23

2-metilindol-3-karboksialdehit fenil hidrazon

N @
— N\
NH
N
H
Molekiil agirligi: 251 g/mol

N- (4 metoksibenzoil ) — N’- (2-metilindolil-3-metilen) hidrazon

0
N }\Q\
- N\
NFi
\ 3
H
Molekiil agirligi: 308 g/mol

2-metilindol-3-karboksialdehit izonikotinoil hidrazon

0 /=
N—NH N
= N\ 7/

CHj

N
H

Molekiil agirligr: 280 g/mol

2.1.3.2. CH Maddeleri

CH1

3-((2-(2-klorofenil)hidrazon)metil)-2-(4-florofenil)-1H-indol
Cl

Molekiil agirligi: 363,82 g/mol
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CH2

CH3

CH4

CH5

3-((2-(3- klorofenil)hidrazon)metil)-2-(4-florofenil)-1H-indol
Cl

GeNgWw

Molekiil agirligi: 363,09 g/mol

3-((2-(4-klorofenil)hidrazon)metil)-2-(4-florofenil)-1H-indol

ces: x-r&:@—m

Molekiil agirligi: 363,82 g/mol

3-((2-(2,5- diklorofenil)hidrazon)metil)-2-(4-florofenil)-1H-indol
Cl

CH-N—NH

NH F

Molekiil agirligi: 398,26 g/mol

3-((2-(2,4-diklorofenil)hidrazon)metil)-2-(4-florofenil)-1H-indol
Ct

EE::(-:&:@—U
‘ NEf D F

Molekiil agirligi: 398,26 g/mol
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CHG6

CHS8

CH11

CH12

3-((2-(3,4-diklorofenil)hidrazon)metil)-2-(4-florofenil)-1H-indol
Cl

WF

Molekiil agirligi: 398,26 g/mol

3-((2-(2-bromofenil)hidrazon)metil)-2-(4-florofenil)-1H-indol
Br

c&::x-zm@

Molekiil agirligi: 408,27 g/mol

2-(4-florofenil)-3-((2-(2-florofenil)hidrazon)metil)-1H-indol
E

Molekiil agirligi: 347,36 g/mol

2-(4-florofenil)-3-((2-(3-florofenil)hidrazon)metil)-1H-indol
F

Molekiil agirligi: 347,36 g/mol
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CH13

CH14

CH16

CH20

2-(4- florofenil)-3-((2-(4-florofenil)hidrazon)metil)-1H-indol

CH:=N— }:E—@—E

Molekiil agirligi: 347,36 g/mol

3-((2-(2,4-diflorofenil)hidrazon)metil)-2-(4-florofenil)-1H-indol
F

CH: ?\'—}CI—Z@F

Molekiil agirligi: 365,35 g/mol

N'-((2-(4-florofenil)-1H-indol-3-yl)metilen)-4-metoksibenzohidrazid

0

CH:N-NH— E@—DCE_:
geNg
Molekiil agirligi: 387,41 g/mol

3-((2-(3,5-diflorofenil)hidrazon)metil)-2-(4-florofenil)-1H-indol
F

CH:-N_-NH

E

Molekiil agirligt: 365,35 g/mol
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2.1.3.3. HD maddeleri

HD1

HD2

HD3

HD4

1-Metilindol-2-karboksaldehit (2,3-dimetil fenil) hidrazin

H3C CH;
H
|
CHs

Molekiil agirligr: 277 g/mol

1-Metilindol-2-karboksaldehit (2,4-dimetil fenil) hidrazin

H3C
H
.
CH3

Molekiil agirligr: 277 g/mol

1-Metilindol-2-karboksaldehit (2-klorofenil) hidrazin

Cl
H
)
CHs
Molekiil agirligi: 283,5 g/mol

1-Metilindol-2-karboksaldehit (3-klorofenil) hidrazin

Cl
H
)
CHs

Molekiil agirligi: 283,5 g/mol
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HD5

HD6

HD7

HD8

HD9

1-Metilindol-2-karboksaldehit (4-klorofenil) hidrazin

H
N
EH

3

Molekiil agirligi: 283,5 g/mol

1-Metilindol-2-karboksaldehit (2,4-Diklorofenil) hidrazin

Cl
H
|
CHs;

Molekiil agirligr: 318 g/mol

1-Metilindol-2-karboksaldehit (3,4-Diklorofenil) hidrazin

Cl
H
)
CH3

Molekiil agirligr: 318 g/mol

1-Metilindol-2-karboksaldehit (3,5-Diklorofenil) hidrazin
cl
H

Iy

N

| cl

CHg
Molekiil agirligi: 318 g/mol

1-Metilindol-2-karboksaldehit (2-Florofenil) hidrazin

F
H
|
CHj

Molekiil agirhigt: 267 g/mol
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HD10 1-Metilindol-2-karboksaldehit (3-Florofenil) hidrazin

F
H
i
CHs
Molekiil agirligi: 267 g/mol
HD11 1-Metilindol-2-karboksaldehit (4-Florofenil) hidrazin
H
!
CHg
Molekiil agirligr: 267 g/mol

HD12 1-Metilindol-2-karboksaldehit (2,4-Diflorofenil) hidrazin

E
H
|
CHj

Molekiil agirligr: 285 g/mol

HD13 1-Metilindol-2-karboksaldehit (2,5-Diflorofenil) hidrazin

F
H
N
[ F
CHs

Molekiil agirligi: 285 g/mol

58



HD14

HD15

HD16

HD17

HD18

1-Metilindol-2-karboksaldehit (3,5-Diflorofenil) hidrazin

F
H
N
| F
CHj;

Molekiil agirligi: 285 g/mol

1-Metilindol-2-karboksaldehit (2-Bromofenil) hidrazin

Br.
H
i
CHs

Molekiil agirligr: 328 g/mol

1-Metilindol-2-karboksaldehit (3-Bromofenil) hidrazin

Br
H
)
CHs

Molekiil agirligi: 328 g/mol
1-Metilindol-2-karboksaldehit (4-Bromofenil) hidrazin

H
|
CH

3

Molekiil agirligr: 328 g/mol

1-Metilindol-2-karboksaldehit fenil hidrazin

H
O
N

Molekiil agirligt: 249 g/mol
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HD19 1-Metilindol-2-karboksaldehit hidrazon
H

WN—N H,
N

I
CH3

Molekiil agirligi: 173 g/mol

HD21 N-(4-metoksibenzoil)-N’-(1-metilindol-2-metilen)-hidrazon

H 0
w
CH

3

Molekiil agirligr: 307 g/mol

2.1.4. Kullamilan Cozeltiler

2.1.4.1. Dogrudan Aktivite Ol¢iim Yonteminde Kullanilan Cozeltiler
2.1.4.1.1. Test kiti bilesenleri

-HTS-760 (CYP19) Aromataz enzimi

-Hiicre membran proteini (kontrol proteini)
-Potasyum fosfat tamponu (pH 7.4)

-Tris Base durdurucu ¢ozelti

-NADP*, MgCl, ve Glukoz 6-fosfat karisimi kofaktor
-Glukoz 6-fosfat Dehidrojenaz (G6PDH)

-MFC

- Ketokonazol (KTZ)

-7-Hidroksi triflorometilkumarin (HFC)

2.1.4.1.1.1. NADPH-Kofaktor karisim
Her 96 kuyucuklu test plakasi i¢in 187,5 ul kofaktor, 150 ul G6PDH, 100 pl
kontrol proteini ve 37 C°’deki 14,56 ml distile su ile karistirilir.

2.1.4.1.1.2. Durdurucu ¢ozelti
Kullanmadan 6nce durdurucu ¢ozeltiye 72 ml asetonitril eklenir ve oda

sicakliginda saklanir.
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2.1.4.1.1.3. MFC cozeltisi

MFC aromataz enziminin floresans substratidir. Kullanimdan 6nce 1,21 mg
MFC’ye 200 ul asetonitril eklenerek final konsantrasyonu 25 mM olacak ¢6zelti elde
edilir. -20 C°’de saklanur.

2.1.4.1.1.4. KTZ cozeltisi

CYP19 inhibitorii olan KTZ pozitif kontrol olarak kullanilmistir. 0,032 mg
KTZ’ye 30 pul asetonitril eklenerek -20 C°’de saklanir. Final konsantrasyon 2
mM’dir.

2.1.4.1.1.5. HFC
Standart metabolit olan HFC’nin konsantrasyonu pH’s1 9,0 olan 0,1M’lik Tris
icerisinde 0,25mM’dur.

2.1.4.1.1.6. Enzim-substrat karisim
CYP19 enzimi MFC’yi HFC’ye doniistiirmektedir. 96 kuyucuklu her plaka i¢in
7,83 ml 37 C°’deki distile su, 150 pul HTS-760 (CYP19), 20 pl 25 mM MFC ve 2 ml

tampon iyice karistirlir.

2.1.4.1.2. Test Maddelerinin Hazirlanmasi

Test edilecek her 6rnekten 0.001 g tartilmustir. Final konsantrasyonlar: 3x10™
M olacak sekilde asetonitril eklenerek stok c¢ozeltileri hazirlanmustir. 10* M final
konsantrasyonda aktivite gosteren Orneklerden 0.001 g tartilip 15x10° M final
konsantrasyon olacak sekilde asetonitrilde ¢oziilmiistiir. Test maddelerinin gerekli
dilisyonlar yapilarak hazirlanan 3x10™ M, 1x10™* M, 33,33x 10 M, ll,lleO'6 M,
3,7x 10° M, 1,23x10° M, 0,41x10® M ve 0,14x10"® M konsantrasyonlarinda olas

inhibitor etkinlikleri aragtirilmistir.

2.1.4.2. Dolayh Aktivite Ol¢iim Yonteminde Kullanlan Besi Ortamm ve
Cozeltilerin Hazirlanmasi
2.1.4.2.1. Tam Biiyiime Besi Ortami (complete growth medium)

Ticari olarak satilan 500 ml’lik fenol kirmizisi igeren DMEM igerisine %10

FBS eklenerek DMEM tam biiyiime besi ortami1 hazirlanmustir.
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2.1.4.2.2. Hormon I¢cermeyen Besi Ortam
Fenol kirmizisi icermeyen DMEM igerisine %10 CD-FBS, %1 MEM-NEAA

ve %1 sodyum pirtivat eklenerek “hormon igermeyen besi ortami” hazirlanmistir.

2.1.4.2.3. MTT Boyasinin Hazirlanmasi
5 mg MTT iizerine 1 ml PBS eklenmis, vortekslenerek tamamen ¢oziiniinceye
kadar karistirllmistir. Filtre edilerek steril hale getirilmistir. Boya ¢ozeltisinin, 1siktan

etkilenmemesi i¢in sige aliiminyum folyo ile kaplanmistir.

2.1.4.2.4. Stok 17-p Ostradioliin Hazirlanmasi

1 mg &stradiol 0,184 ml etanolde ¢ozillerek 2x102M konsantrasyonda stok
ostradiol ¢ozeltisi hazirlanmustir. Steril etanol kullanilarak ana stoktan 2x10™M,
2x10°M, 2x10°'M konsantrasyonlarda standart E2 ¢dzeltileri hazirlanmistir.
Deneyde 2x10'M konsantrasyondaki ¢ozeltinin besiyeri ile 1:10 oraninda diliie
edilmesiyle elde edilen 2x10% M konsantrasyondaki ¢ozelti kullanilmis ve

Ostradiolun deney ortamindaki final konsantrasyonu 10°M olmustur.

2.1.4.2.5. Stok Ketokonazol Hazirlanmasi

1 mg ketokonazol 0,941 ml DMSO’da ¢oziilerek 2x10° M konsantrasyonda
stok ketokonazol ¢ozeltisi hazirlanmistir. Steril DMSO kullanilarak ana stoktan
1x10°° M konsantrasyonda ketokonazol ¢ézeltisi hazirlanmistir. Yéntem validasyonu
icin 0,05x10° M, 0,16x10° M, 0,49x10° M, 1,478x10° M, 4,43x10° M, 13,3x10®

M ve 20x10° M final konsantrasyonda ketokonazol ¢ozeltisi kullanilmistir.

2.1.4.2.6. Stok Testosteronun Hazirlanmasi

1 mg testosteron 1,734 etanolde ¢ozillerek 2x10° M konsantrasyonda stok
testosteron ¢ozeltisi hazirlanip filtre edilerek sterilize edilmistir. Pozitif kontrol
olarak 10° M (MTT yéntemi) veya 10° M (ATP 6l¢iimii) final konsantrasyonda

testosteron ¢ozeltisi kullanilmistir.

2.1.4.2.7. Stok Fulvestranin Hazirlanmasi
1 mg fulvestran 0,824 ml etanolde goziilerek 2x10° M konsantrasyonda stok
fulvestran ¢zeltisi hazirlanmuistir. Steril etanol kullanilarak ana stoktan 2x10™* M

konsantrasyonda fulvestran ¢ozeltisi hazirlanmustir. 2x10% M konsantrasyondaki
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fulvestran ise besiyeri igerisinde 1:10 oraninda diliie edilerek 2x10° M
konsantrasyonunda  fulvestran  ¢oOzeltisi  hazirlanmigtir.  Yontemde  final

konsantrasyonu 10"° M olan fulvestran ¢oOzeltisi kullanilmastir.

2.1.4.2.8. Melatonin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

1 mg melatonin 2,152 ml DMSO’da ¢oziilerek 2x10° M konsantrasyonda stok
melatonin ¢ozeltisi hazirlanarak filtrede sterilize edilmistir. Daha sonra steril DMSO
ile diliisyonlar yapilarak 2x107 M konsantrasyonda melatonin ¢dzeltisi
hazirlanmustir. 2x107 M konsantrasyondaki melatoninin besi ortamu igerisinde 1:10
oraninda diliie edilmesiyle hazirlanan 2x10® M konsantrasyondaki melatonin
¢ozeltisi kullanilmis ve melatoninin deney ortaminda final konsantrasyonu 10° M

olmustur.

2.1.4.2.9. Hiicre Canlihiginin ATP 6l¢iim Yontemi ile Belirlenmesinde Kullanilan
Cozeltiler

The CellTiter-Glo® Luminesans hiicre canliligi 6l¢tim kiti kullanilmistir. Kit
bilesiminde CellTiter-Glo tampon ve CellTiter-Glo substrat (liyofilize)
bulunmaktadir. Tampon ¢ozeltisi liyofilize substrat icerisine aktarilarak liyofilize

enzim/substrat karisimi elde edilmistir.

2.1.4.2.10. Test Maddelerinin Hazirlanmasi

10 M final konsantrasyonda aktivite gosteren orneklerden 0.001 g tartilarak
final konsantrasyonlari 3x10™ M olacak sekilde DMSO’da ¢oziilerek stok ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Gerekli dillisyonlar yapilarak hazirlanan 0,5X10'6 M, 1x10°® M,
2x10° M, 4x10° M, 8x10° M, 16x10° M, 32x10° M ve 50x10° M

konsantrasyonlarda test maddelerinin etkileri arastirilmistir.

2.1.4.3. Sitotoksisite 0l¢iim yonteminde kullanilan ¢ozeltiler
2.1.4.3.1. CHO-K1 Hiicre Hatti icin Besi Ortaminin Hazirlanmasi
DMEM-F12 igerisine %10 FBS, %1 L-Glutamin ve %1 Na-piriivat eklenerek

besi ortami1 hazirlanmistir.

63



2.1.4.3.2. Test Maddelerinin Hazirlanmasi

10" M final konsantrasyonda aktivite gdsteren orneklerden 0.001 g tartilarak
final konsantrasyonlari 3x10* M olacak sekilde DMSO eklenerek stok c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Gerekli diliisyonlar yapilarak hazirlanan 0,5X10'6 M, 1x 10 M, 2x
10° M, 4x10° M, 8x 10° M, 16x10° M, 32x10"° M ve 50x10°® M konsantrasyonlarda

test maddelerinin etkileri arastirilmistir.

2.2. YONTEMLER
Melatonin analoglarinin aromataz aktivitesi lizerine etkilerinin belirlenmesinde
enzim aktivitesinin dogrudan ve dolayli dlciilmesi olmak tizere iki farkli yontem

kullanilmstir.

2.2.1. Dogrudan Aktivite Ol¢iim Yéntemi

Dogrudan aktivite 6l¢iimiinde aromataz enziminin floresans 6zellige sahip bir
substrati olan MFC kullanilmistir. 96 kuyucuklu plaka formatinda yiiksek hizli
taramaya olanak veren bu yontemde MFC aromataz enzimiyle HFC’e doniisiir ve
floresans siddetindeki azalma belirlenerek inhibitor aktivite degerlendirilir.

Test edilecek 57 melatonin analogu dnce 10 M konsantrasyonda taranmis, bu
konsantrasyonda aktivite gdsteren 11 maddenin final konsantrasyonlar sirastyla 300
pM, 100 pM, 33,33 uM, 11,11 uM, 3,70 uM, 1,23 puM, 0,41 uM ve 0,14 uM olacak
sekilde toplam 8 farkli konsantrasyonda da aktiviteleri arastirilmistir.

Yonteme gore her bir kuyucuga final hacmi 100 pl olan, test maddelerinin
farkli konsantrasyonunu igeren NADPH-kofaktdr karisimi eklenmistir. 37 °C’de 10
dakika inkubasyon sonrasinda tiim kuyucuklara 100 pl enzim-substrat karigimi
eklenmis ve 37 °C’de 30 dakika inkubasyona birakilmistir. Inkubasyon sonrasinda
kuyucuklara 75 pl durdurucu ¢ozelti eklenmistir. Pozitif kontrol olarak aromataz
inhibitorii olan ketokonazoliin farkli konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Reaksiyonun
sonlandirilmasiin ardindan floresans siddeti 409 nm eksitasyon ve 530 nm emisyon

dalga boyunda 6l¢iilmiis ve inhibitor aktivite degerlendirilmistir.

2.2.2. Dolayh Aktivite Ol¢ciim Yéntemi
Dolayli aromataz enzim aktivitesi Ostrojensiz ortamda, testosteron varliginda
ER (+) insan meme kanseri hiicresi olan MCF-7 BUS hiicrelerinin proliferasyonu

belirlenerek degerlendirilmistir. Hiicrelerde aromataz enzim aktivitesiyle testosteron
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Ostradiole doniistiiriilir ve olusan Ostradiole bagli olarak hiicre proliferasyonu

gerceklesir.

2.2.2.1. MCF-7 BUS Rutin Hiicre Kiiltiirii

MCF-7 BUS hiicre hatti Tufts Enstitiisi’'nden Prof. Ana Soto’dan temin
edilmistir. Analizlerde laboratuvar sartlarimiza adapte olmus 30.-60. pasaj arasindaki
hiicreler kullanilmistir. MCF-7 BUS hiicreleri, 25 cm®lik flasklarda %10 FBS igeren
DMEM ile idame ettirilmistir. Hiicreler 37 °C’de %5 COy’li atmosfer ortaminda
inkiibe edilmistir.

Alt kiiltirleme protokoliiniin ilk basamagi devam ettirme ortaminin flasktan
uzaklagtirilmasidir. Besi ortami uzaklastirildiktan sonra flask bir kez PBS ile
yikanmistir. Bu yikama islemiyle ortamda bulunan 6lii hiicreler ve kalan besi ortami
uzaklagtirilmig, daha sonra eklenecek tripsin-EDTA ¢ozeltisinin etkisi de attirilmistir.
1,5 ml tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile yiizeyden uzaklastirilan hiicrelere tripsinin
aktivitesini durdurmak icin 4,5 ml DMEM eklenmistir. Elde edilen bu hiicre
siispansiyonu steril bir tiipe alarak 153xg’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz
atilip, hiicreler 2 ml besi ortaminda siispande edilmis ve hemositometrede sayim

sonrast bir kismi taze besi ortami iceren flaska aktarilmistir.

2.2.2.2. Hiicre Sayimi ve Mikroplakaya Hiicre Ekimi

Hiicrelerin tripsinizasyonu sonrasi elde edilen hiicre silispansiyonu santrifiij
edilerek iist faz atilmis ve hiireler taze besi ortaminda siispande edilerek
hemasitometrede mikroskop altinda sayilmistir. 96 kuyucuklu plakanin her bir
kuyucugunda 6000 hiicre olacak sekilde hazirlanan hiicre slispansiyonundan gerekli

miktar alinarak kuyucuklara ekim yapilmigtir.

2.2.2.3. Dolayh Aktivite dl¢ciim yontemi

MCF-7 BUS hiicreleri tam biiylime besi ortami i¢inde 6000 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekildikten sonra hiicrelerin kuyucuk yiizeyine
tutunmalar1 i¢in 48 saat beklenmistir. Bu siirenin sonunda kuyucuklardaki besi
ortam1 uzaklagtirilmis ve hormon i¢ermeyen besi ortami kuyucuklara eklenmistir.
Her bir plakada, negatif kontrol olarak hormon igermeyen besi ortami ve 5 farkl
kontrol grubu kullanilmastir;

1. E2 (10° M)
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2.Testosteron (10 M)

3. E2 (10°° M) + Fulvestran (10 M)

4. Testosteron(10™° M) + Ketokonazol (5x10° M)
5.%0,5 EtOH +%0,5 DMSO ig¢eren ¢oziicii kontrolii

Test edilen bilesiklerin grafiklerde belirtilen farkli konsantrasyonlari ile dolayli
aromataz aktivitesi lizerine etkileri degerlendirilmistir. Hem kontrol hem de test
maddeleri en az 3 farkli kuyucukta calisilmistir. Kuyucuklara 180 pl hormon
icermeyen besi ortami ve 10 pl test maddesi ve 10 pl testosteron (10° M)
eklenmistir. Test maddeleriyle 5 giin inkubasyondan sonra analiz ortaminin

kuyucuklardan uzaklastirilmasiyla deney sonlandirilmistir.

2.2.2.4. Hiicre Canlihginin MTT Yontemi ile Belirlenmesi

Suda ¢oziinebilen bir tetrazolyum tuzu olan MTT, mitokondrideki siiksinat
dehidrojenaz enzimiyle mor renkli formazan kristallerine doniismektedir. Analiz
sonlandirildiktan sonra kuyucuklar 37 C*deki PBS ile bir kez yikanarak besi ortami1
igerisindeki proteinler ve Olii hiicreler uzaklastirilmistir. Yikama sonrasinda 40 pl
hormon i¢germeyen besi ortami ve 10 ul MTT boyasi kuyucuklara eklenmis ve 4 saat
inkiibasyona birakilmistir. Siirenin sonunda ortam uzaklastirilarak her bir kuyucuga
150 ul DMSO eklenmis ve boyanin ¢dziinmesi saglanmistir. Daha sonra renk siddeti

490 nm’de spektrofotometrik olarak olgiilmiis ve hiicre canliligi degerlendirilmistir.

2.2.2.5. Hiicre Canhliginin ATP Olgiim Yontemi ile Belirlenmesi

The CellTiter-Glo® Luminesans hiicre canlilig1 6l¢iim kiti kullanilmistir. Bu
yontemde lusiferin ortamda ATP varliginda lusiferaz enzimi araciligiyla luminesans
veren metabolitine doniisiir ve luminesans siddetinin Ol¢lilmesiyle hiicre canlilig:
degerlendirilir. Hiicrelerin metabolik olarak aktif oldugunun bir gostergesi
oldugundan, ortamdaki ATP miktar1 ile canli hiicre sayis1 paralellik gosterir.
Reaksiyon sirasinda, stabil luminesans sinyali olusurken hiicre lizisi sirasinda salinan
ATP’nin hatasiz 6lgiimiinii engelleyen ATPaz gibi endojen enzimler kendiliginden
inhibe edilmektedir.

Yonteme gore tampon ¢oOzeltisi liyofilize substrat icerisine aktarilarak
liyofilize enzim/substrat karisimi elde edilmistir. Karistm homojen olana kadar

vortekslenmistir.
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96 kuyucuklu plakaya ekilmis ve test maddeleriyle muamele edilmis 6000
hiicre iceren 100ul deney ortamina, 100yl enzim-substrat karigimi eklenmistir.
Hiicrelerin lizise ugramasi igin plakalar 2 dakika karistiricida karistirilmistir. Daha
sonra luminesans sinyalin stabilize olmasi i¢in plaka oda 1sisinda 10 dakika inkiibe
edilmistir. Ortamda var olan ATP diizeyini belirleyerek canli hiicre miktarin
saptamak amaciyla luminesans siddeti Ol¢lilmiis ve  hiicre canliligt

degerlendirilmistir.

2.2.3. Sitotoksisite Ol¢iim Yontemi
2.2.3.1. CHO-K1 Hiicrelerinde Sitotoksisite Degerlendirilmesi

Test maddelerinin olas1 sitotoksik etkilerinin belirlenmesi icin CHO-K1 hiicre
hatt1 kullanilmistir. Analizlerde laboratuvar sartlarimiza adapte olmus 24.-60.pasaj
arasindaki hiicreler kullanilmistir. CHO-K1 hiicreleri, 25 cm?lik flasklarda %10
FBS, %1 L-Glutamin ve %1 Na-Piriivat iceren DMEM-F12 besi ortaminda ve 37
°C’de %5 CO2’li atmosfer ortaminda inkiibe edilmistir. Aktivite kaybina neden
olmamak i¢in hiicreler haftada ii¢ kez pasajlanmustir.

Alt kiiltiirleme protokoliiniin ilk basamaginda besi ortami uzaklastirilmis ve
flask bir kez PBS c¢ozeltisi ile yikanmistir. Yikama isleminin ardindan hiicreler 1,5
ml tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile ylizeyden uzaklastirilmigtir. Daha sonra tripsinin
aktivitesini durdurmak i¢in 4,5 ml besi ortami eklenmis ve bu hiicre siispansiyonu
153 xg’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz atilip hiicreler 3 ml besi ortaminda
siispande edilmis ve hemositometrede sayim sonrasi hiicrelerin bir kismi taze besi
ortami igeren yeni flaska aktarilmistir. Hiicrelerin diger bir kismi ise 96 kuyucuklu
plakaya 6000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmis ve hiicreler kuyucuk yiizeyine
tutunmalar1 i¢in 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Bu siirenin sonunda kuyucuklardaki ekim ortami uzaklastirilmis ve igerisinde
kontrol ya da test maddeleri bulunan taze besi ortami kuyucuklara eklenmistir. Her
bir plakada, negatif kontrol olarak sadece besi ortami, ¢oziicli kontrol grubu olarak %
0,5 DMSO igeren besi ortami1 ve pozitif kontrol grubu olarak 171 uM Triton X-100
kullanilmistir. Test maddelerinin grafiklerde belirtilen farkli konsantrasyonlarinda
sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Hem kontrol hem de test maddeleri en az 3
farkli kuyucukta calisilmistir. Sitotoksik etkinin belirlenebilmesi i¢in kuyucuklara
190 pl besi ortami1 ve 10 pl test maddesi eklenmistir. Test maddeleriyle 24 saat

inkubasyonun ardindan analiz ortaminin uzaklastirilmasiyla deney sonlandirilmistir.
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Kuyucuklar PBS ile bir kez yikandiktan sonra 40 pl besi ortami ve 10 ul MTT
boyast kuyucuklara eklenip 4 saat 37 C®de inkubasyona birakilmistir. Siirenin
sonunda ortam uzaklastirtlip olusan formazan kristalleri 150 pul DMSO ile
¢Ozililmiistiir. Olusan renk siddeti 490nm’de spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiis ve

hiicre canlilig1 degerlendirilmistir.

2.2.3.2. MCF-7 BUS Hiicrelerinde Sitotoksisite Degerlendirilmesi

MCF-7 BUS hiicreleri 6000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu
plakalara ekildikten sonra hiicrelerin kuyucuk yiizeyine tutunmalar i¢in 48 saat
beklenmistir. Bu siirenin sonunda ekim ortami uzaklastirilmis ve “tam biiylime besi
ortam1” kuyucuklara eklenmistir. Her bir plakada, negatif kontrol olarak sadece besi
ortami, ¢oziicli kontrol grubu olarak % 0,5 DMSO igeren besi ortami ve pozitif
kontrol olarak 171 uM Triton X-100 kullanilmigtir. Sitotoksik etkinin
belirlenebilmesi i¢in kuyucuklara 190 pl besi ortami ve 10 pl test maddesi
eklenmistir. Test maddelerinin grafiklerde belirtilen farkli konsantrasyonlarinda
sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Hem kontrol hem de test maddeleri en az 3
farkli kuyucukta ¢alisilmistir. Test maddeleriyle 5 giin inkiibasyon sonrasi deney
ortaminin uzaklastirilmasiyla deney sonlandirilmstir.

Analiz sonlandirildiktan sonra kuyucuklar PBS ile bir kez yikanarak besi
ortami igerisindeki proteinler ve Olii hiicreler uzaklastirilmistir. Yikama sonrasinda
kuyucuklara 40 pl “tam biiyiime besi ortami” ve 10 pl MTT boyasi eklenmis ve 4
saat inkiibasyona birakilmigtir. Siirenin sonunda ortam uzaklastirilarak her bir
kuyucuga 150 pl DMSO eklenmis ve boyanin ¢oziinmesi saglanmistir. Daha sonra
renk siddeti 490 nm’de spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiis ve hiicre canlilig

degerlendirilmistir.

2.2.4. Molekiiler Modelleme ile Yapi-Aktivite Calismasi

Proje kapsaminda Bezmialem Vakif Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakoloji Ana Bilim dali 6gretim iiyelerinden Dog. Dr. Atilla Akdemir ile isbirligi
yaptlmistir. Enzim inhibisyon deneylerinde CYP19A1 inhibisyonu gdsteren
bilesiklerin muhtemel ligand-protein baglanma iliskilerini hakkinda bilgi edinmek
icin docking calismalar1 yiiriitilmiistiir.

Docking c¢alismalarinda kullanilan insan CYP19A1 kristal yapisinin

hazirlanmast amaciyla aromataz inhibitérii olan inhibitor 4-androsten-3-17-dion
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(ASD) ile kompleks yapidaki insan plasental CYP19A1 (hCYP19A1)’in kristal
yapist Protein Data Bank (pdb giris: 3579, 2.75 A)’dan elde edildi. Hidrojen atomlari,
MOE bilgisayar programi (v2015.10, Chemical Computing Group, Inc, Montreal,
Kanada) “protonate 3D” araci kullanilarak eklenmistir. Tiim su molekiilleri, tampon
molekiilleri ve ligandlar silinerek protein mol-2 dosyasi olarak kaydedilmistir.

Docking ¢alismalarinda kullanilacak ligandlarin hazirlanmasi amaciyla tim
ligandlar i¢in 3 boyutlu molekiiler yapilar MOE bilgisayar programi kullanilarak
hazirlanmistir. Tim kuvvetli bazlar protonlandi ve tim kuvvetli asitler
protonsuzlagtirllmigtir.  Daha  sonra ~ MMFF94x  forcefield  kullanilarak
steepes+descent enerji minimizasyon protokolii uygulandi. Ligandlar mol-2 dosyasi
olarak kaydedilmistir.

Docking calismalar1 i¢in tiim ligandlar, Gold Suite bilgisayar programi
dahilinde ki P450 enzim ayarlar1 ve GoldScore fonksiyonu kullanilarak hCYP19A1
yapisina (pdb giris: 3s79) dock yapilmistir. Her bir ligand icin belirtilen ayarlar ile 50
docking uygulanmigtir. Kokristalize inhibitor ASD’nin C10 atomunun (koordinatlar
X: 86.009; Y: 52.398, Z: 46.001) 12 A veya daha kisa mesafede bulunan tiim amino

asitler baglanma bolgesi olarak tanimlanmustir.

2.2.5. Istatistiksel Degerlendirme
In vitro aromataz aktivitesi Ol¢iimii ve sitotoksisite testlerinde gruplarm
ortalamalar1 arasindaki farkin anlamliliginin degerlendirilmesinde student t-testi

uygulanmustir.
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3. BULGULAR

3.1. YONTEMLERIN LABORATUVAR KOSULLARINA UYARLANMASI
ILE ILGILI BULGULAR
3.1.1. Dogrudan Aktivite Ol¢iim Analizinin Kismi Validasyonu
3.1.1.1. Standart Maddelerin 1Csy Degerleri

Yontemin kismi validasyon caligsmalari kapsaminda standart maddeler ile
yontemin performansi degerlendirilmistir. Ketokonazoliin farkli konsantrayonlarinda
aromataz aktivitesi lizerine inhibitdr etkinligini gosteren grafik Sekil 3.1°de
verilmistir. Ketokonazoliin aromataz aktivitesini basarili bir sekilde inhibe ettigi
gbzlenmistir (Sekil 3.1).

Farkli giinlerde yapilan deneylerin sonucunda ketokonazoliin ortalama ICsg
degeri 2,39x10° + 0,18x10° bulunmus ve literatiirdeki ICso degeri (167) ile
karsilastirildiginda ¢alismamizda elde edilen degerin literatiir ile uyumlu oldugu

gozlenmistir (Tablo 3.1).

Ketokonazol
2.0
1.5
ic 1.0
0.5
0.0 T T T 1
-8 -7 -6 -5 -4
LogC (M)

[1C50 [ 2.4956006 |

Sekil 3.1. Ketokonazoliin aromataz enzimi iizerine inhibitor etkisi ve 1Csp degeri.

Tablo 3.1. Ketokonazoliin literatiirde yer alan ve dogrudan aktivite 6lgtim analizinde
elde edilen ICsy degerleri
Standart Madde Referans ICs 1Cxo
Ketokonazol 2x10° M 2,39x10° £ 0,18x10° M
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3.1.1.2. Dogrudan Aktivite Olgiim Analizinin “Analiz I¢ci ve Analizler Arast”
Tekrarlanabilirligi

Dogrudan aktivite 6l¢iim yonteminin validasyonu i¢in yontemin analiz i¢i ve
analizler aras1 tekrarlanabilirligi arastirilmistir. Bilinen aromataz inhibitorii
ketokonazol ile yapilan c¢aligma verileri yontemin validasyonu i¢in kullanilmis ve
yontemin analiz i¢i ve analizler arasi tekrarlanabilirlik verisi Tablo 3.2°de verilmistir.
Analiz i¢i tekrarlanabilirligin degerlendirilmesi i¢in ayni giin i¢inde yapilan 8 farkh
kuyucuktaki enzim aktiviteleri, analizler arasi tekrarlanabilirligin degerlendirilmesi
icin ise 5 farkli giinde Olgililen ayn1 miktarda enzim aktivitesi alinarak ortalama ve
standart sapma degerleri hesaplanmistir. Tablo 3.2°de goriildiigii gibi analiz ici
%2,5’lik, analizler arasi %10’luk varyasyon katsayisi elde edilmistir. Yaptigimiz
calismada analiz i¢i ve analizler aras1 tekrarlanabilirligin yiiksek oldugu
gozlenmigstir. Elde edilen sonuglara gore yontemin basarili bir sekilde calistig

sonucuna varilmistir.

Tablo 3.2. Dogrudan aktivite Ol¢iim analizinin “analiz i¢i ve analizler arasi1”

tekrarlanabilirligi.
Analiz i¢i tekrarlanabilirlik Analizler arasi tekrarlanabilirlik
Ortalama % kontrol = SS 1,88 £ 0,04 (n=8) 1,95+ 0,21 (n=5)
% Varyasyon katsayis1 2,5 10

3.1.2. Dolayh Aktivite Ol¢iim Analizinin Validasyonu
3.1.2.1. Hiicre Canliliginin MTT Yéntemi ile Belirlenmesi
3.1.2.1.1. Standart Maddeler ile Yontemin Yiiriititlmesi ve Ketokonazoliin ICs
Degeri

Yontemin kismi validasyon ¢alismalart kapsaminda standart maddeler ile
yontemin performansi degerlendirilmistir. MCF-7 BUS hiicrelerinin proliferasyonu
icin gerekli oldugu bilinen 17-B-6stradiol (InM), ER antagonisti fulvestran (1uM)
varliginda ya da tek basina uygulanarak hiicre proliferasyonu incelenmistir.
Ostrojensiz ortamda aromataz enzimi ile dstrojene déniiserek hiicre proliferasyonunu

saglayan testosteron (1uM) tek basma ve giicli bir aromataz inhibitorii olan
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ketokonazol (5uM) ile birlikte uygulanarak hiicre proliferasyonu degerlendirilmistir.
17-B-ostradiol ve testosteron MCF-7 BUS hiicrelerinin basarili bir sekilde
proliferasyonunu saglarken, fulvestran ve ketokonazolin 17-B-Ostradiol ve
testosteron varliginda indiiklenen proliferasyonu, beklendigi gibi, inhibe ettikleri

gozlenmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. MCF-7 BUS hiicrelerinin Ostradiol (E2), testosteron (TES), Ostrojen
reseptor antagonisti fulvestran (FLV) ve bilinen aromataz inhibitorii ketokonazole
(KTZ) yanitinin degerlendirilmesi. Barlar iizerindeki degerler ¢oziicii kontrol
grubuna gore hesaplanmis % degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme ¢ziicii kontrol

kontrol grubuna goére yapilmistir *p<0,05, ***p<0,001

MCF-7 BUS hiicrelerinde 17-B-0stradiol, testosteron tek basina; ya da
aromataz inhibitorii olan aminoglutetimid ile birlikte eklenerek hiicre canliligt
degerlendirilmistir. 17-B-Ostradiol ve testosteron MCF-7 BUS hiicrelerinin
proliferasyonunda artisa neden olurken, aminoglutetimidin testosteron ile goriilen

hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gozlenmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Testosteron (TES) ve 100 uM aminoglutetimid (AG)’in MCF- 7 BUS
hiicrelerinde hiicre proliferasyonuna etkileri. Barlar {izerindeki degerler c¢oziicii
kontrol grubuna kiyasla % canlilik degerlerini ifade etmektedir. E2 ve TES
gruplarinin  istatistiksel ~ degerlendirmesi  ¢ozlicii  kontrol  grubuna  gore,
aminoglutetimid gruplarinin istatistiksel degerlendirmesi ise testosteron kontrol

gruplarma gore yapilmistir. *p<0,05, **p <0,005, *** p<0,001.

Testosteronun 10 pM konsantrasyonda hiicre proliferasyonunu daha yiiksek
oranda artirmasi nedeni ile calismamizda bu konsantrasyonda testosteronun
kullanilmasma karar verilmistir. Dogrudan aktivite 6l¢iim yonteminde inhibitor
olarak ketokonazoliin kullanilmasi nedeni ile dolayli aktivite 6l¢iim yonteminde de
inhibitor olarak ketokonazol ile ¢galismamiza devam edilmistir.

Hiicrelerin Ostradiole dogrudan ve dolayli (testosteron varliginda aromataz
enzimi tarafindan sentezlenen) temas ile prolifere olduklarinin gézlenmesini takiben
dolayli yoldan aromataz aktivitesinin 6lglimiiniin hassasiyetini belirlemek amaciyla
hiicrelere 7 farkli konsantrasyonda eklenerek hiicre proliferasyonu iizerine etkisi
arastirilmistir (Sekil ~ 3.4).  Ketokonazolin  0,05-20 upM  araligindaki
konsantrasyonlarda testosteronun olusan hiicre proliferasyonunu doza bagimli bir
sekilde inhibe ettigi gozlenmistir. Elde edilen veriler GraphPad Prism programi ile
grafige gecirilerek ketokonazoliin dolayli aktivite yonteminde gozlenen ICsy degeri

hesaplanmis (Sekil 3.5), ICsq degeri 3,465x10"" M olarak tespit edilmistir.
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Sekil 3.4. Ketokonazoliin (KTZ), 10 uM testosteron (TES) varliginda, MCF-7 BUS

hiicrelerinde hiicre canliligi {izerine etkileri. Barlar iizerindeki degerler kontrol
grubuna gore % canlilik degerlerini ifade etmektedir. E2 ve TES gruplarinin
istatistiksel degerlendirmesi ¢oziici kontrol grubuna goére, KTZ gruplarindaki
istatistiksel farkin anlamliliginin degerlendirmesi ise testosteron grubuna gore

yapilmistir. 1 nM E2 pozitif kontrol olarak kullanilmistir. ***p<0,001.
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Sekil 3.5. Ketokonazoliin dolayli aromataz aktivite deneyinde aromataz inhibe edici

etkisi ve 1Cso degeri

3.1.2.1.2.Dolayli  Aktivite Yinteminin “Analiz I¢i ve Analizler Arast”
Tekrarlanabilirligi

Dolayli aktivite 6l¢lim ydnteminin validasyonu i¢in yontemin analiz i¢i ve
analizler arasi tekrarlanabilirligi arastirilmistir. Baz1 6nemli deney gruplarinin ayni

giin icinde farkli kuyucuklardan elde edilen degerleri kullanilarak analiz ici
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tekrarlanabilirlik hesaplanmistir (Tablo 3.3). Testosteronun ve dstradioliin analiz igi
ortalama % kontrol = SS degerleri sirasiyla 134 = 4 ve 202 + 15 olarak tespit
edilmis; bu degerler kullanildiginda % varyasyon katsayilar1 sirasiyla 2,7 ve 7,4
olarak saptanmistir.

Dort farkli galismada elde edilen referans madde deney gruplari igin analizler
arasi tekrarlanabilirlik % varyasyon katsayist olarak bildirilmistir (Tablo 3.4). Elde
edilen sonuglara gore testosteron ve Ostradioliin ortalama % kontrol + SS degerleri
sirastyla 134 £ 3 ve 199 + 5 olarak hesaplanmis; bu degerler kullanildiginda %
varyasyon katsayilar1 sirastyla 2,5 ve 2,6 olarak belirlenmistir.

Elde edilen sonuglara gére yontemin yiiksek tekrarlanabilirlige sahip oldugu ve

basaril bir sekilde calistig1 sonucuna varilmistir.

Tablo 3.3. Bazi 6nemli deney gruplarinin ayni giin i¢inde dort farkli kuyucuktan elde

edilen degerler ile hesaplanan analiz i¢i tekrarlanabilirlik diizeyleri

% Kontrol (ortalama + SS) % varyasyon katsayisi
Testosteron (10~ M) 134+ 4 2,7
Ostradiol (10 M) 202 £ 15 7,4

Tablo 3.4. Bazi 6nemli deney gruplari i¢in dort farkli giinde yapilan ¢aligmadan elde

edilen analizler arasi tekrarlanabilirlik diizeyleri

% Kontrol (ortalama = SS) | % varyasyon katsayisi

Testosteron (10~ M) 134 +3 2,5

Ostradiol (10 M) 199+ 5 2,6

3.1.2.2. Hiicre Canliligimin ATP Olgiim Yéntemi ile Belirlenmesi
3.1.2.2.1. Standart Maddeler ile Yontemin Yiiriitiilmesi

Hiicre temelli dolayli aromataz aktivitesi Ol¢lim yOnteminin hassasiyetini
artirmak ve yontemde daha hizli sonug¢ alinabilmesini saglamak amaciyla deney
sonunda hiicre canliliginin ATP Olgiimii yolu ile belirlenmesi seklinde bir

modifikasyon yapilmasi diistiniilmiistiir. Kontrol gruplar1 ve standart maddeler (10'9
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M E2 ve 10° M TES) ile yapilan 6lgiimlerde standart sapma degerlerinin (analiz igi
tekrarlanabilirlik gostergesi olarak % varyasyon katsayist 22 bulunmustur) c¢ok
yiksek oldugu goézlenmistir (Sekil 3.6). Bu verilere gore yoOntemin
tekrarlanabilirliginin kabul edilebilir aralikta olmamasi nedeniyle kullanimindan

vazgecilmistir.
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Sekil 3.6. MCF-7 BUS hiicrelerinde dolayli aromataz aktivitesinin ATP Sl¢iimii ile

Luminesans

Kontrol
Coziicli
kontrol

E2

degerlendirilmesi. Barlar iizerindeki degerler kontrol grubuna goére % canlilik
degerlerini ifade etmektedir. Test maddelerinin istatistiksel degerlendirmesi ¢oziicii
kontrol grubuna gore, ¢oziicii kontrol grubunun istatistiksel degerlendirmesi ise
sadece besi ortami igeren kontrol grubuna gore yapilmistir. E2: stradiol, TES:
testosteron. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001.

3.1.3. Sitotoksisite Testinin Kismi Validasyonu
3.1.3.1. Sitotoksisitenin MTT Yéontemi ile Belirlenmesi

Sitotoksisitenin belirlenmesi amaciyla kullanilan MTT yonteminin basarisini
belirlemek i¢in bilinen sitotoksik bir bilesik olan Triton X-100 kullanilmis ve bu
bilesigin MCF-7 BUS hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi degerlendirilmistir.
Caligmamizda 171puM konsantrasyonda kullanilan Triton X-100’iin MCF-7 BUS
hiicrelerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu gézlenmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Triton X-100’tin MCF-7 BUS hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi. Barlar
tizerindeki degerler kontrol grubuna gore % canlilik degerlerini ifade etmektedir.
Triton X-1001in istatistiksel degerlendirmesi ¢oziicii kontrol grubuna gore, ¢oziicii
kontrol grubunun istatistiksel degerlendirmesi ise sadece besi ortami igeren kontrol

grubuna gore yapilmistir. *p<0,05, ***p<0,001.

Benzer calisma CHO-K1 hiicrelerinde de 3 farkli konsantrasyonda (1,71-171
uM) Triton-X 100 varhiginda gerceklestirilmis ve yontemde bilinen sitotoksik bir

bilesigin hiicre canliligini doza bagimli bir sekilde azalttigi basar ile saptanmistir
(Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Triton X-100’tin CHO-K1 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi. Barlar

iizerindeki degerler kontrol grubuna gore % canlilik degerlerini ifade etmektedir.

Istatistiksel degerlendirme ¢oziicii kontrol grubuna gore yapilmistir. **p<0,005,
***p<0,001.
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Sitotoksisite testinin validasyonu i¢in yontemin analiz i¢i ve analizler arasi
tekrarlanabilirligi arastirilmistir. Referans sitotoksik madde ile ayni giin i¢inde farkli
kuyucuklarda yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler kullanilarak analiz igi (Tablo
3.5), farkli giinlerde yapilan calismalardan elde edilen degerler kullanilarak ise
analizler arasi1 (Tablo 3.6) tekrarlanabilirlik hesaplanmis; % varyasyon katsayisi
olarak bildirilmistir. Referans maddenin analiz i¢i ve analizler arasi % varyasyon
katsayisinin diisiik oldugu saptanmis ve yoOntemin basarili bir sekilde calistig

sonucuna varilmistir.

Tablo 3.5. Referans maddenin uygulandigi dort farkli hiicre kuyucugundan elde

edilen analiz igi tekrarlanabilirlik diizeyleri

% Kontrol (ortalama + SS) % varyasyon katsayisi
Triton X-100 3,6 0,14 3,9

Tablo 3.6. Referans madde igin {i¢ farkli giinde yapilan calismadan elde edilen

analizler arasi tekrarlanabilirlik diizeyleri

% Kontrol (ortalama + SS) | % varyasyon katsayisi
Triton X-100 3,24+0,28 8,9

3.1.3.2. Sitotoksisitenin ATP Olgiim Yontemi ile Belirlenmesi

Sitotoksisitenin belirlenmesi yontemin hassasiyetini artirmak ve daha hizl
sonu¢ alinarak tarama caligmalarindaki verimi artirmak amaciyla MCF-7 BUS ve
CHO-K1 hiicrelerinde canlilik ATP 6l¢iimii yoluyla da degerlendirilmistir.

MCF-7 BUS hiicrelerinde kontrol gruplari (Kontrol, ¢oziici kontrol ve
sitotoksik pozitif kontrol olarak Triton X-100) ile yapilan 6l¢iimlerde standart sapma
degerlerinin (analiz i¢i tekrarlanabilirlik gostergesi olarak % varyasyon katsayisi
29,4 bulunmustur) ¢ok yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 3.9). Elde edilen sonuglara
gore yontemin basarili bir sekilde calismadigi sonucuna varilarak kullanimindan

vazgecilmistir.
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Sekil 3.9. MCF-7 BUS hiicrelerinde hiicre canliligimin ATP Ol¢iimi ile
degerlendirilmesi. Barlar iizerindeki degerler kontrol grubuna gore hesaplanmis %

canlilik degerleridir. Istatistiksel degerlendirme ¢dziicii kontrol grubuna gore

yapilmistir. ***p<0,001.

CHO-K1 hiicrelerinde kontrol gruplar1 (Kontrol, ¢dziicii kontrol ve sitotoksik
pozitif kontrol olarak Triton X-100) ile yapilan Ol¢iimlerde standart sapma
degerlerinin (analiz i¢i tekrarlanabilirlik gostergesi olarak % varyasyon katsayisi
5,38 bulunmustur) normal oldugu goézlenmistir (Sekil 3.10). Ancak yontem MCF-7
hiicrelerinde basarili bir sekilde ¢alismadigi igin her iki hiicre tipinde karsilastirma

yapilamayacagindan kullanimindan vazgecilmistir.
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Sekil 3.10. CHO-K1 hiicrelerinde hiicre canliliginin  ATP  oOl¢imi ile
degerlendirilmesi. Barlar {izerindeki degerler kontrol grubuna gore hesaplanmis %

canlilik degerleridir. Istatistiksel degerlendirme ¢dziicii kontrol grubuna gore

yapilmistir. ***p<0,001.
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3.2MELATONIN VE ANALOGLARININ AROMATAZ INHIBITOR
ETKINLIKLERININ ARASTIRILMASI
3.2.1. Dogrudan Aktivite Ol¢iim Yontemi ile Tarama Cahsmalari

Yeni sentezlenen bilesiklerin ana maddesi olarak melatoninin 0,14-300 uM
araliginda 8 farkli konsantrasyonda aromataz enzimi iizerine etkisi dogrudan aktivite
Olgim yontemi ile degerlendirilmistir (Sekil 3.11). Melatoninin 3,70 uM
konsantrasyonda ve 33,33-300 uM doz araliginda aromataz enzim aktivitesini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde inhibe ettigi gozlenmistir.

Melatonin analoglarinin 100 pM konsantrasyonda aromataz enzim aktivitesi
tizerine dogrudan etkileri arastirilmistir (Sekil 3.12, 3.13 ve 3.14). 2-metilindol
yapisindaki maddelerden M1 ve M13 disinda diger maddelerin aromataz enzim
aktivitesini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde inhibe ettigi gozlenmistir. 4-
florofenilindol  yapisindaki maddelerden CH14 ve CHI16’nin; 1-metilindol
yapisindaki maddelerden ise HD19’un aromataz enzim aktivitesini istatistiksel olarak

anlamli bir sekilde inhibe ettigi gézlenmistir.
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Sekil 3.11. Melatoninin (MLT) aromataz aktivitesi iizerine etkisi. Barlar {izerindeki
degerler kontrol grubuna gore hesaplanmis % degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme

kontrol grubuna gore yapilmistir. *p<0,05, ***p<0,001.
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Sekil 3.12. 2-metilindol yapisindaki maddelerin (M) 100 pM konsantrasyonda
aromataz aktivitesi iizerine etkileri. Barlar lizerindeki degerler kontrol grubuna gore
hesaplanmis % degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme kontrol grubuna gore

yapilmistir. ***p<0,001.
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Sekil 3.13. 4-florofenilindol yapisindaki maddelerin (CH) 100 uM konsantrasyonda
aromataz aktivitesi tizerine etkileri. Barlar tizerindeki degerler kontrol grubuna gore
hesaplanmis % degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme kontrol grubuna gore
yapilmistir. *p<0,05, ***p<0,001.
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Sekil 3.14. 1-metilindol yapisindaki maddelerin (HD) 100 uM konsantrasyonda
aromataz aktivitesi tizerine etkileri. Barlar tizerindeki degerler kontrol grubuna gore
hesaplanmis % degerlerdir. Istatistiksel degerlendirme kontrol grubuna gore
yapilmistir. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001.

3.2.2. Melatonin Analoglarimin ICsy Degerlerinin Hesaplanmasi

2.2.1. bolimiinde ayrintili olarak anlatildigi sekilde dogrudan aktivite dlglim
yontemi ile 2-metil, 4-florofenil ve 1-metil indol tiirevlerinin aromataz inhibitor
etkileri 100 pM konsantrasyonda tarandiktan sonra inhibitor etkinliginin yiiksek
oldugu gozlenen 9 maddenin aromataz aktivitesi iizerine etkileri daha genis
konsantrasyon araliginda arastirilmigtir. Bu ornekler 8 farkli konsantrasyonda
birbirinden bagimsiz en az 3 giin calisilmistir. Yapilan deneylerden elde edilen
verilerden maddelerin 1Cso degerleri hesaplanmis ve farkli giinlerde hesaplanan ICs
degerlerinin ortalamasi alinmistir. Melatonin analoglarina ait birer enzim inhibisyon
grafigi Sekil 3.15°de ve hesaplanan ICsq degerleri Tablo 3.7°de gosterilmistir. Elde
edilen verilere gore M3, M5, M6, M16 ve M23 maddelerinin tekrarlanabilir ve
istatistiksel olarak anlamli sekilde aromataz enzimini inhibe ettikleri bulunmustur
(Tablo 3.7). M14, M20, CH11 ve CH14 maddelerinin doz-yanit iliskilerine
bakildiginda doza bagimli anlamli bir inhibisyona neden olmadiklar1 goériilmiistiir
(Sekil 3.16). Tekrarlanabilir sonuglar da elde edilemedigi i¢in bu maddeler Tablo

3.7’ye eklenmemislerdir.
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Tablo 3.7. Melatonin analoglarinin dogrudan aromataz enzim aktivitesi analizi ile

hesaplanan ICsy degerleri.

1Cso (M) SS %VK
M 3 1,15 E-05 1,58E-06 14
M5 1,91E-05 1,47E-06 8
M 6 8,67E-06 6,50E-08 1
M 12 1,49E-05 5,01E-06 34
M 15 8,02E-06 7,49E-06 93
M 16 1,30E-05 8,34E-07 6
M 23 1,63E-05 1,95E-06 12
HD 19 7,52E-06 2,77E-07 37
CH16 9,97E-06 7,81E-06 78
SS: Standart Sapma, VK: Varyasyon Katsayisi
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Sekil 3.15. Yeni sentezlenen melatonin analoglarina ait enzim inhibisyon grafikleri

ve 1Csg degerleri. FI: Floresans siddeti.
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Sekil 3.16. Tek dozda tarama c¢alismalarinda inhibitdr oldugu gézlenip doza bagimli
anlamli bir inhibisyon paterni gdstermedikleri bulunan M14, M20, CHI11 ve CH14

maddelerine ait enzim inhibisyon grafikleri. FI: Floresans siddeti.

3.3.MOLEKULER MODELLEME (/N SILICO) CALISMA BULGULARI

Tez ¢alismas1 kapsamida Bezmialem Vakif Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakoloji Anabilim dali 6gretim iiyelerinden Dog. Dr. Atilla Akdemir ile isbirligi
yapilmistir. Bu kapsamda aromataz aktivitesi iizerine etkilerini in vitro olarak
arastirdigimiz melatonin analoglarinin aromataz enzimi ile muhtemelen kurduklar
ligand-protein baglanma iliskileri Dog¢.Dr. Akdemir tarafindan docking ¢alismalari
ile arastirilmstir.

Enzim inhibisyon deneyleriyle taradigimiz yeni etken madde adaylar1 arasinda
M6 bilesiginin insan aromataz enzimi igin en diisik ICsy degerine sahip oldugu
goriilmiistiir (Tablo 3.7). Docking ¢aligmalariyla elde edilen ligand-protein baglanma
iligkilerine gore bilesik M6’nin indol azot atomu ile Leu477’nin karbonil grubu

arasinda bir hidrojen baginin olusumunun miimkiin oldugu tespit edilmistir (Sekil
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3.17). Bu indol grubu; ayrica Phel34, Phe221, Trp224, Val370 ve Leu477 amino
asitleri ile hidrofobik etkilesimler kurmaktadir. indol yapisinin metil substitiienti
Phe221 ve Asp309 gibi reziidiilerle kaplanmis aktif bolgenin girisine yonelmektedir.
Fenil substitiienti hidrofobik etkilesimleri olusturmak i¢in hemen hemen hem
grubuna paralel olarak hizalanmistir. Fenil grubunun para pozisyonundaki klor
substitiienti Ile133, Glu302, Ala306 ve hem grubu tarafindan olusturulan kiig¢iik
cepgige yonelmektedir. Fenil grubundaki halojen substitiientinin bu bilesigin
aktivitesi i¢in dnemli oldugu goriilmektedir. Para kloro substitiientinin daha kiigiik
flor veya daha biiylik brom substitiienti ile yer degistirmesi enzimin aktivitesinde
azalma ile sonuglanmaktadir (Tablo 3.7). Orto pozisyonundaki substitiientlere de
sterik uyusmazliklar nedeniyle izin verilmemektedir. Meta pozisyonundaki
substitiientlere izin verilmektedir, ancak bunun igin Leu477’nin karbonil grubu ile
hidrojen bagi yapmasina izin verecek (Sekil 3.18) sekilde ligand oryantasyonunda
mindr degisiklige ihtiyag¢ vardir.

M5 bilesiginin indol yapisi M6 bilesiginin indol grubu ile ayni bolgeye
baglanmaktadir. Fenil halkasinin meta substitiienti ya M6 bilesiginde gozlenen
benzer pozisyona yerlesmekte ya da Asp309’a yonelmektedir. Enzimin aktif bolgesi
ile sterik uyusmazliga neden oldugu i¢in fenil halkasinin orto pozisyonundaki
substitiisyonlara izin verilmemektedir. Benzer sekilde, HD ve CH serisi bilesikler

enzimin aktif bolgesi ile sterik uyusmazliga neden olmaktadir.

Val370
Leud77
Hem .
grubu x4
J Phep34
Trp224
Phe221
Ala306 Asp309

Glu302

Sekil 3.17. M6 bilesiginin aromataz enziminin aktif bdlgesindeki baglanma

pozisyonu
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Val370

Phe221

Sekil 3.18. M5 bilesiginin aromataz enziminin aktif bolgesindeki 2 adet baglanma
pozisyonu

3.4. MELATONIN VE ANALOGLARININ DOLAYLI AKTIiVITE YONTEMI
ILE AROMATAZ INHIBiTOR ETKINLIKLERININ ARASTIRILMASI

Ostrojensiz ortamda testosteron varliginda melatonin /melatonin analoglarmimn
MCF-7 BUS hiicre proliferasyonuna etkileri &lgiilerek maddelerin aromataz
aktivitesi tizerine etkileri dolayli olarak belirlenmistir (Sekil 3.19, 3.20 ve 3.21).
Melatonin 100 nM konsantrasyonda, testosteron varliginda MCF-7 BUS hiicrelerinin
proliferasyonunu anlamli bir sekilde inhibe etmistir (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19. Melatoninin (MLT) MCF-7 BUS hiicrelerinde aromataz aktivitesi {izerine
etkisinin dolayli olarak degerlendirilmesi. Barlar iizerindeki degerler testosteron
(TES) grubuna gére % canlilik degerlerini ifade etmektedir. Istatistiksel

degerlendirme testosteron grubuna gore yapilmistir. *p<0,05, **p<0,005.
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Bilesiklerin 10 uM konsantrasyonda ve testosteron varliginda MCF-7 BUS
hiicrelerinde aromataz aktivitesini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde inhibe

ettikleri gozlenmistir (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20. Bilesiklerin 10 pM konsantrasyonda ve testosteron (TES) varliginda
MCF-7 BUS hiicrelerinde aromataz aktivitesi lizerine etkisinin dolayli olarak
degerlendirilmesi. Barlar iizerindeki degerler testosteron grubuna gore % canlilik
degerlerini ifade etmektedir. Istatistiksel degerlendirme testosteron grubuna gore

yapilmistir. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001.

Dogrudan aromataz aktivitesi Ol¢lim yOnteminde inhibitoér etkinliginin
tekrarlanabilir oldugu gozlenen M3, M5, M6, M16 ve M23 maddelerinin dolayl
aromataz aktivitesi lizerine etkileri 0,5- 32 uM konsantrasyon araliginda taranmistir
(Sekil 3.21). Bilesikler, c¢oziinebildikleri en yliksek konsantrasyon olan 50 pM
konsantrasyonda sitotoksik etki gosterdiklerinden taramada en yiiksek 32 uM
konsantrasyonda calisilmistir. Elde edilen verilere gére M3, M16 ve M23 maddeleri
sadece 32 puM konsantrasyonda aromataz aktivitesini istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde inhibe ederken; M5 en disik 8 pM, M6 ise en disik 16 uM
konsantrasyondan baglayarak aromataz aktivitesini istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde inhibe etmistir.
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Sekil 3.21. Bilesiklerin yedi farkli konsantrasyonda (0,5-32 uM) testosteron
varliginda MCF-7 BUS hiicrelerinde aromataz aktivitesi iizerine etkisinin dolayli
olarak degerlendirilmesi. Barlar tizerindeki degerler testosteron grubuna gore %
canlilik degerlerini ifade etmektedir. Istatistiksel degerlendirme testosteron grubuna

gore yapilmistir. *p<0,05, **p<0,005.

Aromataz aktivitesini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde inhibe eden M5
ve M6 maddeleri ile yapilan deneyden elde edilen verilerle maddelerin ICsg degerleri
hesaplanmistir. Bu maddelere ait enzim inhibisyon grafikleri Sekil 3.22°de
gosterilmistir. Elde edilen verilere gore M5 maddesinin ICso degeri 2,5 uM, M6

maddesinin 1Cso degeri ise 42,1 uM olarak bulunmustur.

M5 M6
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Sekil 3.22. Yeni sentezlenen melatonin analoglarindan M5 ve M6 maddelerine ait
dolayli aktivite 6l¢iim yontemi ile elde edilen enzim inhibisyon grafikleri ve 1Cs

degerleri.
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3.5. SITOTOKSISITE OLCUM YONTEMi BULGULARI
3.5.1. MCF-7 BUS Hiicrelerinde Sitotoksisik Etkinin Degerlendirilmesi

Normal besi ortami igerisinde MCF-7 BUS hiicrelerinin melatoninle farkli
konsantrasyonlarda 5 giin inkiibasyonu sonrasinda hiicre canliligi degerlendirildi.
Kontrole gore % canlilik degerleri hesapland1 (Sekil 3.23).

Melatoninin, 1 ve 32 puM konsantrasyonlart disindaki konsantrasyonlarda

MCF-7 BUS hiicrelerinde canlilikta istatistiksel olarak anlamli diisiise nden oldugu

gbzlenmistir.
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Sekil 3.23. Melatoninin (MLT) MCF-7 BUS hiicrelerinde hiicre canliligi {izerine
etkileri. Barlar ilizerindeki degerler ¢oziicii kontrol grubuna goére % canlilik

degerlerini ifade etmektedir. Istatistiksel degerlendirme ¢dziicii kontrol grubuna gére

yapilmistir. *p<0,05, ***p<0,001.

Dogrudan aromataz aktivitesi 6l¢lim yonteminde tekrarlanabilir olmadig tespit
edilen M12, M15, CH14 ve HD19 maddelerinin dolayli aromataz aktivitesinin de
yiritildigi 5 giinlik inkubasyon siiresinde maddelerin hiicreler tizerindeki uzun
stireli sitotoksik etkisi arastirildi (Sekil 3.24). M12 ve M15 maddelerinin 2 uM
konsantrasyonlari disinda maddelerin tiim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak

anlaml diizeyde sitotoksik olduklar1 gézlenmistir.
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Sekil 3.24. Maddelerin MCF-7 BUS hiicreleri lizerindeki uzun stireli (5 giinliik)
sitotoksik etkisi. Barlar tizerindeki degerler ¢oziicii kontrol grubuna gore % canlilik

degerlerini ifade etmektedir. Istatistiksel degerlendirme ¢oziicii kontrol grubuna gére

yapilmistir. *p<0,05, **p<0,005.

Aromataz aktivitesini inhibe ettigini diisiindiigiimiz CH16 maddesinin,farkli
konsantrasyonlarda MCF-7 BUS hiicreleriyle 5 giin inkubasyonu sonrasinda hiicre
canliligr lizerine etkileri degerlendirilmistir (Sekil 3.25). 1 ve 4 uM konsantrasyonu
disindaki  konsantrasyonlarda CH16 maddesinin  MCF-7 BUS hiicrelerinde

istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde sitotoksisiteye neden oldugu gézlenmistir.
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Sekil 3.25. MCF-7 BUS hiicrelerinde CH 16 maddesi ile inkubasyon sonrasinda
gozlenen sitotoksik etki. Barlar lizerindeki degerler ¢oziicii kontrol grubuna gore %
canlilik degerlerini ifade etmektedir. Istatistiksel degerlendirme ¢dziicii kontrol

grubuna gore yapilmistir. *p<0,05, ***p<0,001.
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Dogrudan aromataz aktivitesi dl¢iim yonteminde tekrarlanabilir oldugu tespit
edilen M3, M5, M6, M16, M23 maddelerinin dolayli aromataz aktivitesinin de
yuritildigi 5 gilinliikk inkubasyon ile maddelerin hiicreler {lizerindeki uzun siireli
sitotoksik etkisi 7 farkli (0,5-32 uM) konsantrasyonda arastirilmistir (Sekil 3.26).
M3, M5, M16 ve M23 maddelerinin sitotoksik etki gostermedikleri, M6 maddesinin
ise 32 uM konsantrasyonda MCF-7 BUS hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde hiicre canliligin1 azaltarak sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur.
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Sekil 3.26. Bilesiklerin yedi farkli konsantrasyonda (0,5-32 uM) MCF-7 BUS
hiicreleriyle 5 giin inkubasyon sonucu hiicre canliliginin degerlendirilmesi. Barlar
tizerindeki degerler ¢oziicii kontrol grubuna gore % canlilik degerlerini ifade

etmektedir. Istatistiksel degerlendirme ¢oziicii kontrol grubuna gére yapilmistir.
*p<0,05, **p<0,005.

3.5.2. CHO-K1 Hiicrelerinde Sitotoksik Etkinin Degerlendirilmesi

MCF-7 BUS gibi 6strojene bagimli bir kanser hiicresinden farkli olarak saglikli
bir over hiicresinde de melatonin ve analoglarinin sitotoksik etkilerinin
degerlendirilmesi amaglanmigtir. Bu amagla Cin hamster over hiicreleri (CHO-K1)
kullanilmigtir.  CHO-K1 hiicrelerinin test maddeleriyle 24 saat inkiibasyonu
sonrasinda hiicre canliligi olgililerek melatonin ve analoglarinin sitotoksik etki
potansiyelleri belirlenmistir (Sekil 3.27 ve 3.28).

Melatoninin, farkli (0,5-32 uM) konsantrasyonlarda CHO-K1 hiicrelerinde
sitotoksisitesi degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore melatoninin 2 ve 4 uM
konsantrasyonlar1 disindaki konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

CHO-KI hiicrelerinde sitotoksik oldugu gozlenmistir.
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Sekil 3.27. Melatoninin CHO-K1 hiicrelerinde hiicre canliligi lizerine etkileri. Barlar
tizerindeki degerler ¢oziicii kontrol grubuna goére % canlilik degerlerini ifade

etmektedir. Istatistiksel degerlendirme ¢oziicii kontrol grubuna gore yapilmistir.
MLT: Melatonin. *p<0,05, **p<0,005 , ***p<0,001.

Test maddeleriyle, 2, 10 ve 50 uM konsantrasyonlarda 24 saat inkiibasyon
sonrasinda hiicre canliligi degerlendirilerek kontrole gore % canlilik degerleri
hesapland1 (Sekil 3.28 ve 3.29). Ancak, maddelerin 50uM konsantrasyonunda
neredeyse tiimiinde sitotoksisite goriildiigii i¢in bu veriler grafige eklenmedi.

Elde edilen verilere gore dogrudan aktivite 6lgiim yonteminde etkili oldugu
saptanan ve tekrarlanabilirligi diisiik olan maddelerden M15 maddesinin tim
konsantrasyonlarda; M12, CH16 ve H19 maddelerinin ise 10 uM konsantrasyonda
CHO-KI1 hiicrelerinde sitotoksik olduklar1 gézlenmistir (Sekil 3.28).
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Sekil 3.28. Dogrudan aktivite Ol¢lim yoOnteminde etkili oldugu saptanan ve
tekrarlanabilirligi  diisiik olan melatonin  analoglarmm 2 ve 10 uM
konsantrasyonlarda CHO-K1 hiicrelerinde hiicre canliligi iizerine etkileri. Barlar
tizerindeki degerler ¢oziicii kontrol grubuna gore % canlilik degerlerini ifade

etmektedir. Istatistiksel degerlendirme ¢oziicii kontrole gore yapilmustir. *p<0,05,
**p<0,005 , ***p<0,001.

Dogrudan aktivite Ol¢iim yonteminde etkili oldugu saptanan ve
tekrarlanabilirligi yiiksek olan maddelerden M3, M6, M16, M23 ve CH14’{in CHO-
K1 hicrelerinde sitotoksik etkileri goézlenmezken, M5 maddesi 10 pM

konsantrasyonda istatistiksel olarak anlamli derecede hiicre canliligini azaltmistir
(Sekil 3.29).
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Sekil 3.29. Dogrudan aktivite Ol¢lim yonteminde etkili oldugu saptanan ve
tekrarlanabilirligi  yilksek olan melatonin analoglarnin 2 ve 10 upuM
konsantrasyonlarda CHO-K1 hiicrelerinde hiicre canliligi tizerine etkileri. Barlar
tizerindeki degerler ¢oziicii kontrol grubuna gore % canlilik degerlerini ifade

etmektedir. Istatistiksel degerlendirme ¢oziicii kontrole gore yapilmistir. *p<0,05.
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4. TARTISMA

Ilag kesif ve gelistirme siirecine bakildiginda ilk basamakta muhtemel terapdtik
bir hedef belirlemenin ve bu hedefin s6z konusu hastaliktaki roliinii ortaya koymanin
yer aldig1 goriilmektedir. Zaman zaman bir hastalikta tedavi yaklagimi i¢in yeni bir
hedef belirlenip hastalikla iligkisi ve ardindan da bu hedefin validasyonu siirecine
gidilse de ¢ogunlukla belirli hastaliklar i¢in daha once belirlenmis hedeflere doniik
yeni etkin maddelerin arastirilmasi ve Onerilmesi yolu izlenmektedir. Hedef ve
hedefe doniik gelistirilecek terapotik ajanlarin test edilmesi igin kullanilacak 6l¢iim
yontemi belirlendikten sonra aktif molekiillerin belirlenmesi asamasina gegilir (Sekil
4.1) (168, 169).

Onci (lead) ~ "
Tanimlanmasi Oncl (lead) Preklinik Klinik

Erken kesif (Aktif-Hit- Ruhsatlandirma

P Gelistiriimesi Gelistirme Gelistirme
ea
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Kimya (in silico) -Formulasyon
-HTS “Yapi-Aktivite calismalari .
-Hedef _Hit iligkisi gll_EIHIKTiRME'
Belirlenmesi  Belirlenmesi  -Etkinlik/ - Gavenlilik/ ® :
.. . Toksisite/ADME toksikoloji FAZ |
-Yontem  _Medisinal Taramalari caligmalari FAZ Il
Gelistirilmesi  Kimya (in L Az I
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testleri Calismalar

Sekil 4.1. Tlac kesif ve gelistirme siirecinde in vitro etkinlik ve toksisite testlerinin

yeri (168-169’dan uyarlanmustir).

Giliniimiizde ¢ok sayida sentetik aday molekiil arasindan en etkin ve en az
advers etkiye sahip olanlarin hizli ve diisiik maliyetle saptanabilmesi ve daha az
deney hayvani kullanilmasi amaciyla in vitro yiiksek hizli tarama testleri (high
throughput screening, HTS) kullanilmaktadir. Bu ¢alismalara paralel olarak

bilgisayar tabanli in silico modelleme g¢alismalari ile olasi ilag etkin maddelerinin
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hedef molekiil lizerindeki (enzim inhibisyonu ya da reseptdr agonist/antagonist etki
gibi) etkinligi ve/veya olasi advers etkileri de Ongoriilmeye calisilmaktadir. Bu
molekiiler modelleme calismalar1 da daha diisiik maliyet ve daha az sayida deney
hayvani kullanilarak olasi ila¢ etkin madde onciillerini daha erken evrelerde
belirlemeye olanak vermektedir (168-170).

Bu tez caligmasi kapsaminda Ostrojen reseptorii pozitif meme kanserinin
gelisiminin 6nlenmesi ve tedavisine yonelik olarak yeni sentezlenen bazi bilesiklerin
erken kesif, hit yakalanmasi ve hitten 6ncii molekiile gegilmesi ¢alismalarinin kiigiik
bir boliimiiniin gerceklestirilmesi hedeflenmistir.

Meme kanseri tiim diinyada insidansi artan, kadinlar arasindaki kanser
vakalarinda ilk sirada yer alan ve gelismis iilkelerde her 8 kadindan birinde
goriilecegi ongoriilen kanser tiiriidiir (171). Uluslararas1 Kanser Aragtirmalar1 Ajansi
(IARC) tarafindan 2012 yilinda yayimlanan istatistik verilerinde diinyada meme
kanseri insidansindaki artisa dikkat ¢cekilmektedir (172). Verilere gore meme kanseri
insidans1 gelismis iilkelerde gelismekte olan iilkelere gore daha yiiksek, meme
kanserinden 6liim ise gelismis iilkelerde gelismekte olan iilkelere gére daha diisiiktiir
(173). Bu veri meme kanserinden korunmanin ve tedavisinin miimkiin oldugunun en
onemli kanitidir. T.C. Saglik Bakanlig1 tarafindan yayimlanan 2013 yili Tiirkiye
Kanser Istatistiklerine gore iilkemizde de kadinlar arasinda gozlenen kanser vakalari
arasinda meme kanseri (%24) ilk sirada yer almakta, kanser tanisit konmus her 4
kadindan birinin meme kanseri oldugu bildirilmektedir. 2013 yil1 iginde toplam
17.531 kadina meme kanseri teshisi kondugu da raporda belirtilmistir (174).

Meme kanserinin nedenleri arastirildiginda yapilan epidemiyolojik ve klinik
caligmalar Gstrojene temas ile meme kanseri riski arasinda pozitif bir iliski oldugunu,
uzun siireler yliksek konsantrasyonlarda endojen Ostrojenlere maruz kalmanin (erken
ergenlik, ge¢c menopoz, hi¢ dogum yapmamak gibi) insanlarda meme kanseri riskini
artiricr faktorler arasinda oldugunu gostermektedir (175, 176). Endojen dstrojenlerin
biyosentezi, steroidojenez yolaginda kortikosteroidden baslayarak son basamakta
androjenlerin aromataz enzimi ile doniisiitiiriilmesi sonucunda gerceklesir (Sekil
1.2).

Aromataz bir sitokrom P450 enzimi olup overler, plasenta, uterus, testis, beyin
ve ekstraglandular adipoz dokularda bulunmaktadir. Menopoz dncesi gebe olmayan
kadinlarda dolasimdaki Ostrojenlerin ana kaynagi overler iken menopoz sonrasi

kadinlarda ana 0strojen kaynaginin diger dokular olmaya basladigi ifade edilmektedir
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(177, 178). Aromataz meme dokusunda da bulunmakta ve 6zellikle postmenopozal
meme dokusunda lokal strojen iiretiminde 6nemli rol oynadig1 ve bu Ostrojenin de
lokal karsinojenezi indiikledigi bildirilmektedir. Ostrojen varliginda hizla gogalan
meme Kkanser hiicrelerinin tedavisinde aromataz inhibitorleri etkili terapotik ajanlar
olarak kullanilmaktadir (179).

Melatonin, epifizde (pineal glanddan) sentezlenerek salgilanan, esas olarak
giinliik biyolojik ritmin, uyku/aktivite dongiisiiniin diizenlenmesinden sorumlu,
indolamin yapili endojen bir hormondur (180, 181). Bu fizyolojik fonksiyonlarinin
yant sira melatoninin ¢esitli kanser tiirlerinde koruyucu ve terapotik etkileri oldugu
da bildirilmektedir (125). Melatonin lipofilik 6zelligi nedeniyle membranlar hizla
asarak viicutta kolayca dagilabilmekte ve neredeyse tiim hiicre i¢i kompartmanlara
ulasabilmektedir. Melatoninin antikarsinojenik etki mekanizmalarindan biri ve
lizerinde en ¢ok arastirma yapilani farkli bircok mekanizma araciligi ile antioksidan
etki gosteriyor olusudur (182). Melatoninin meme kanserindeki koruyucu etkisinin
olast bir mekanizmasimnin da aromataz inhibisyonu oldugu; melatoninin meme
kanseri hiicrelerinde aromataz aktivitesini ve enzimin ekspresyonunu azaltabildigi
bildirilmektedir (125, 183). Toksisitesinin ¢ok diisiik olmasi da antioksidan ve
antikarsinojenik ajan olarak onem kazanmasini saglamakla birlikte diisiik yarilanma
Omriine sahip olusu ve viicutta hizli metabolizmasi sonucu inaktive olusu ilag olarak
kullantmin1 sinirlandirmaktadir. Arastirmacilar daha uzun yarilanma omriine sahip
melatonin  analoglarinin  sentezlenmesinin  tedavide  basartyr  artiracagim
belirtmektedir (184).

Bugiine kadar Prof. Dr. Sibel Siizen ve grubu ile yiiriittiigiimiiz aragtirmalarda
melatonin tiirevi indol temelli hidrazid ve hidrazon bilesiklerini radikal siipiiriicii ve
okside bilesikleri indirgeyici etkileri yoniinden taramis ve olasi antioksidan etki
potansiyellerini aragtirmistik. Son yillardaki ¢alismalarda aromataz inhibitorii oldugu
gosterilen melatoninin meme kanseri terapisinde selektif ostrojen enzim modiilatorii
(SEEM) etkisi ile de kullanilabilecegi (91) bilgisinden hareketle bu tez c¢aligsmasi
kapsaminda yeni sentezlenen melatonin tiirevi indol bilesiklerinin aromataz
aktivitesini inhibe edici etkileri arastirilmigtir. Bu amagla 2-metilindol (M
maddeleri), 4-florofenilindol (CH maddeleri) ve 1-metilindol hidrazid/hidrazon
yapisindaki (HD maddeleri) toplam 52 yeni melatonin analogu indol tiirevinin
rekombinant insan aromataz enzimi ve floresans oOzellige sahip bir ligandin

kullanildig1 in vitro yontem ile dogrudan aromataz aktivitesi tizerine etkileri
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arastirilmigtir. Bu yontem floresans ligand kullanilarak optik saptama temeline
dayandigi i¢in 96 kuyucuklu plaka formatina minyatiirize edilip orta hizli ¢iktili
tarama c¢alismalarina olanak veren bir yontem olup (185) daha 6nce farkli gruplar
tarafindan da yeni aromataz inhibitdrlerinin gelistirilmesi c¢aligmalarinda
kullanilmistir  (110). Yontemin oOncelikle laboratuvarimiz —sartlarinda kismi
validasyonu gergeklestirilmistir. Bu amagla bilinen aromataz inhibitorii
ketokonazoliin farkli konsantrasyonlarinda aromataz aktivitesi iizerine etkisi
arastirilmis, inhibisyon grafigi araciligi ile hesaplanan ICsp degerinin (2,4 x 10° M)
literatiirde ketokonazoliin aromataz enzimi icin bildirilen deger (2,0 x 10 M) ile
benzer oldugu gozlenmistir (167). Yontemin analiz i¢i ve analizler arasi
tekrarlanabilirliginin de yiiksek oldugunun goriilmesi ile yeni sentezlenen maddelerin
tek konsatrasyonda (100 pM) aromataz enzim aktivitesi iizerine etkilerinin
arastirilmasina  gecilmistir. 1-metilindol hidrazid/hidrazon yapisindaki bilesikler
arasindan sadece 1-Metilindol-2-karboksaldehit hidrazon (HD19) yapisinda olan
bilesigin, 4-florofenilindol tirevleri arasinda ise 3-((2-(2,4-
diflorofenil)hidrazon)metil)-2-(4-florofenil)-1H-indol ~ (CH14) ile  N'-((2-(4-
florofenil)-1H-indol-3-yl)metilen)-4-metoksibenzohidrazid (CH16) bilesiklerinin
enzimi inhibe ettigi gézlenmistir. 2-metilindol yapisindaki hidrazon bilesiklerinin ise
cogunun, farkli oranlarda da olsa, aromataz enzimini inhibe ettikleri gézlenmistir. Ik
basamakta yapilan bu tarama ¢aligmasi sonucunda;
1. Indol halkasi iizerinde 2. pozisyondan baglanan florofenil gibi bir yapinin ve
beraberinde 3. pozisyondan baglanan substitiie fenil hidrazon grubunun

varliginin enzim inhibitor etkiyi azalttigi,

2. Indol halkasi iizerinde 2. pozisyondan baglanan karboksaldehit fenil hidrazin
gibi bir yapmin olmasinin da inhibitoér etkiyi ortadan kaldirdigi, fenil
substitlisyonu olmayan 2-karboksaldehit hidrazon bilesiginin ise az da olsa

aktivite gosterdigi,

3. Indol halkas: iizerinde 2. pozisyonda metil grubu gibi kiiciik bir grubun
bulunmasi ve 3. pozisyonda substitiie fenil hidrazon grubunun olmasi

durumunda aktivite goriildiigii belirlenmistir.

Takiben inhibitor etkisi oldugu gozlenen 13 hit maddenin enzim aktivitesi

tizerine etkileri 8 farkli konsantrasyonda dogrudan aktivite Ol¢ciim yontemi ile
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incelenmis ve en az 3 farkli glinde gerceklestirilen ¢alismalar sonucunda maddelerin
enzim inhibisyon grafikleri ¢izilerek ICsy degerleri hesaplanmistir. Bu ¢aligmalarin
sonucunda maddelerden 9 tanesi ile doza bagimli inhibisyon grafigi elde edilirken
(Sekil 3.15), 4 madde ile anlamli inhibisyon grafikleri elde edilememistir (Sekil
3.16). Doza bagmli inhibisyon grafigi elde edilen maddelerle yapilan ileri
calismalarda sadece 5 madde ile gozlenen etkinin tekrarlanabilir oldugu
belirlenmistir (Tablo 3.7). Bunlardan aromataz inhibitor etki bakimindan en potent
olanin 8,7x10° M ICx, degerine sahip olan 2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (4-
klorofenil) hidrazon (M6) bilesiginin oldugu gézlenmistir.

Bu asamada istatistiksel olarak tekrarlanabilir inhibisyona neden olan 5 adet 2-
metilindol hidrazon tiirevinin aromataz enzimine baglanma potansiyeli molekiiler
modelleme teknigi ile MOE yazilimi kullanilarak Dog. Dr. Atilla Akdemir tarafindan
aragtirtlmistir. Biyolojik aktivite testi bulgularimiz ile benzer sekilde M5 ve M6
maddelerinin enzime baglanarak inhibe edecegi, M6 bilesiginin indol azot atomu ile
Leu477’nin temel karbonil grubu arasinda bir hidrojen bagi olusturacak sekilde
baglanma pozisyonun mevcut oldugunu belirlenmistir (Sekil 3.17). Bu indol
grubunun Phel34, Phe221, Trp224, Val370 ve Leud77 gruplar ile ek hidrofobik
etkilesimlere neden oldugu, indol yapisinin metil substitiientinin Phe221 ve Asp309
gibi reziidiilerle kaplanmis aktif bolgenin girisine yoneldigi belirlenmistir. Fenil
substitiientinin hidrofobik etkilesimleri olusturmak i¢in hem grubuna hemen hemen
paralel olarak hizalandigi, fenil grubunun para pozisyonundaki klor substitiientinin
lle133, Glu302, Ala306 ve hem grubu tarafindan olusturulan kiiciik cepcige
yoneldigi de gozlenmistir. Fenil grubundaki halojen substitiientinin bu bilesigin
aktivitesi i¢in onemli oldugu goriilmiis; para kloro substitiientinin daha kiiciik flor
veya daha biiyiilk brom substitiienti ile yer degistirmesinin enzimin aktivitesinde
azalma ile sonucglandigr belirlenmistir (Tablo 3.7). Orto pozisyonundaki
substitiientlere de sterik uyusmazliklar nedeniyle izin verilmedigi; meta
pozisyonundaki substitiientlere izin verilmekte oldugu, ancak bunun igin Leu477 nin
karbonil omurgas1 ile hidrojen bagi yapmasina izin verecek (Sekil 3.18) sekilde
ligand oryantasyonunda mindr degisiklige ihtiya¢ oldugu belirlenmistir.

M5 bilesiginin indol yapisinin da M6 bilesiginin indol grubu ile ayni1 bdlgeye
baglandigi, fenil halkasinin meta substitiientinin ya M6 bilesiginde gbzlenen benzer
pozisyona yerlesmekte ya da Asp309’a yonelmekte oldugu tesbit edilmistir. Enzimin

aktif bolgesi ile sterik uyusmazlia neden oldugu i¢in fenil halkasinin orto
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pozisyonundaki substitiisyonlara izin verilmedigi de belirlenen bir diger yap1 aktivite
iliskisi olmustur. Benzer sekilde, HD ve CH serisi bilesiklerin enzimin aktif bolgesi
ile sterik uyusmazliga neden oldugu da molekiiler modelleme c¢alismalar1 sonucunda
elde edilen bulgular olmustur.

Molekiiler modelleme ile elde edilen baglanma verilerinin biyolojik aktivite
bulgular ile benzer olmasinin, yeni analoglar arasindan bazilarinin hit olarak se¢ilip
oncii belirlenmesi agamasina gecilmesine yeterli kanit olusturmak bakimindan
degerli oldugu diistiniilmistiir. Molekiiler modelleme g¢alismalari ile in vitro yiiksek
hizli tarama testlerinin (HTS) ilag kesif ve gelistirme c¢aligmalarinin erken
evrelerinde birlikte uygulanmasi kabul goren bir yaklasimdir. Bu sekilde ilag
adaylarinin etkinlik ve/veya toksik etkileri erken evrede yakalanabilmektedir (186).
llerideki calismalarimizda, molekiiler modelleme ile belirlenen yap: aktivite
iliskilerinden hareketle, terapotik etkinlige sahip indol tiirevi bilesiklerin optimize
edilmesi ile daha gii¢lii inhibitdr bilesiklerin Ongoriilerek sentezlenebilecegi
diistinilmustiir.

Tez caligmasinin bir sonraki basamaginda aromataz enzim aktivitesinin dolayl
olarak ol¢iimii igin hiicre temelli in vitro bir yontemin laboratuvarimizda yiiriitiilmesi
ve Ustlnliik/sinirliliklarinin  belirlenmesi  amaglanmigtir. Bu amagla Gstrojene
duyarliliklarinin yiiksek oldugu bilinen, ER (+) insan meme kanser hiicreleri olan
MCF-7 BUS hiicreleri model olarak kullanilmistir. Bu hiicreler 6strojene bagimli
olup prolifere olabilmeleri i¢in ortamda Gstrojen ya da Ostrojenik bilesikler olmasi
gerekmektedir. Yontemin esasi, tamamen hormon igermeyen bir ortamda ekilen
hiicrelerde ortama eklenen testosteronun aromataz enzimi aracilify ile Ostradiole
doniismesi ve bu lokal sentezlenen ostradiol varliginda hiicrelerin prolifere olmasina
dayanmaktadir. Literatiirde aromataz enziminin bu hiicrelerde eksprese edildigini
bildiren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (65, 89, 108, 183). Bu bilgiden hareketle
oncelikle yontemin enzim aktivitesini belirleme kapasitesinin  ve Olglim
hassasiyetinin belirlenmesi i¢in kismi validasyon calismalar1 yapilmistir. Beklendigi
tizere, dolayli aromataz aktivitesi 6l¢iimii yonteminde MCF-7 BUS hiicreleri hormon
igermeyen besi ortaminda testosteron varliginda 5 giin siire ile inkiibe edildiklerinde
testosteronun proliferasyonu arttirdigi gozlenmistir (Sekil 3.2 ve 3.3). Bu proliferatif
etkinin testosteronun artan konsantrasyonlar ile artmasi gozlenen etkinin aromataz
enzimi araciligl ile testosteronden sentezlenen Ostradiole yanit olarak gelistigini

diisiindiirmustiir. Hiicrelerin 0Ostradiole duyarliliginin gostergesi olarak hiicreler
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ostradiol ile inkiibe edilerek proliferasyon degerlendirilmis ve testosteron ile elde
edilenin yaklasik 1,3 kati proliferasyon gozlenmistir. E2 ile indiiklenen bu
proliferasyonun 0Ostrojen reseptor baskilayict bir ajan olan fulvestran varliginda
inhibe edilmesi de proliferasyonun &strojenin ER’e baglanmasi ile tetiklendiginin
kaniti olmustur (Sekil 3.2). Cos ve arkadaslari daha oOnce dolayli aromataz
aktivitesini uyguladiklar1 ¢aligmalarinda (183) gdzlenen proliferatif etkinin androjen
reseptOrii aracilikli olup olmadigini test etmek amaciyla ortama testosteron varliginda
bir androjen reseptér antagonisti (siproteron asectat) eklemisler, testosteron ile
indiiklenen proliferasyonun maddenin artan konsantrasyonlarinda doza bagimli bir
sekilde azalmadigini gorerek etkinin androjen reseptdriinden bagimsiz gergeklestigi
sonucuna varmiglardir. Ortama artan konsantrasyonlarda eklenen ER antagonisti
tamoksifenin eklenmesi ile testosteron tarafindan indiiklenen hiicre proliferayonu
geri donmiistiir ve bu bulgu proliferasyonun aromataz aktivitesi ile testosterondan
sentezlenen Ostrojenin baglandigi Ostrojen reseptorii aracilign ile gerceklestiginin
kanit1 olarak sunulmustur (183). Bu tez calismasi1 kapsaminda da testosteronun hiicre
proliferasyonunu stimiile edici etkisi, aromataz inhibitorii ketokonazol varliginda
kismen, daha spesifik aromataz inhibitorii olan aminoglutetimid varliginda (Sekil
3.2. ve 3.3) ise neredeyse tama yakin oranda geri donmiistiir. Bu bulgu, gézlenen
hiicre proliferasyonunun testosteron varliginda hiicrelerdeki aromataz enzimi
aracilifi ile olusan Ostrojene bagli oldugu Ongoriisiinii  giiclendirmistir.
Aminoglutetimid ve ketokonazoliin hiicre proliferasyonu iizerine inhibitdr etkilerinin
doza bagimli bir sekilde artmasi da bu etkinin aromataz enzim inhibisyonu aracilikli
oldugunu dogrulamustir (Sekil 3.2 ve 3.4).

Yontemin analiz i¢i ve analizler arasi tekrarlanabilirliginin de yiiksek
oldugunun go6zlenmesini takiben ydntemin sonunda hiicre canliligini belirleme
testinde modifikasyon yapilmasi diisliniilmiistiir. Cos ve ark (183) tarafindan onerilen
dolayli aromataz aktivitesi analizinde hiicre proliferasyonu MTT yontemi ile
degerlendirilmistir. MTT analizi canli hiicrelerin mitokondrisinde yer alan siiksinat
dehidrojenaz enzimi araciligi ile sart renkli tetrazolyum tuzu olan MTT’nin mor
renkli formazan kristallerine doniismesi ve bu formazan kristallerinin DMSO i¢inde
coziilerek renk siddetinin spektrofotometrik olarak dlgiilmesi esasina dayanmaktadir.
Yontemde MTT boyasinin hiicre i¢ine girmesi ve enzimatik olarak doniistimii i¢in
yaklasik 4 saatlik bir inkiibasyon ve ardindan da olusan formazan kristallerinin

¢oziindiirilmesi basamagi bulunmakta, bu silire¢ analiz siiresini uzatmakta ve
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yontemin orta hizli ¢iktili tarama istliinliigiinii zayiflatmaktadir. Ortamdaki ATP
miktart hiicrelerin metabolik olarak aktif oldugunun bir gdstergesi oldugundan hiicre
canliligmin ATP olgiimii yolu ile belirlenmesine karar verilmistir. Bu yontemde
ortama konan lusiferin ATP varliginda lusiferaz enzimi araciligiyla luminesans veren
metabolitine doniisiir ve luminesans siddetinin Olgiilmesiyle hiicre canlilif
degerlendirilir. S6z konusu doniisiim ve olusan luminesansin stabil hale gelmesi i¢in
sadece 10 dakika inkiibasyon gerektigi i¢in yontemin daha hizli sonug alinabilir hale
getirilmesi amacglanmistir. Ancak yapilan ¢alismalar sonunda luminesans olgiimiinde
olas1 kuyucuklar arasi girisimler nedeniyle ya da hiicre sayis1 ve inkiibasyon siiresi
gibi tim kosullarin bastan bu yonteme gore optimize edilmemesi nedeniyle
yontemde tekrarlanabilirlik yoniinden basar1 elde edilemedigi goriilmiis ve dolayh
aromataz aktivitesi Ol¢iim yonteminde hiicre canliiginin belirlenmesine MTT
yontemi ile devam edilmesine karar verilmistir.

Dolayli aktivite tayininde maddelerin yiiksek konsantrasyonlarinda ¢oziintirliik
sorunu ile karsilagilmasi nedeniyle dogrudan aktivite yontemine gore ¢cok daha diisiik
konsantrasyonlar1 ile calisilmasi gerekmistir. Bununla birlikte dogrudan aktivite
testinde etkili bulunan 11 maddeden 5 tanesinin 10 puM konsantrasyonlarinda
istatistiksel olarak gili¢lii anlamlilik diizeyinde (p<0,005) enzim aktivitesini inhibe
ettikleri gozlenmistir. Dogrudan aktivite testinde tekrarlanabilir inhibitor etkileri
saptanan M3, M5, M6, M16 ve M23 maddelerinin artan 7 farkli konsantrasyonda
aromataz iizerine etkileri arastirildiginda M5 ve M6 maddelerinin daha diisiik
konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyonunu inhibe etmeye basladiklari, dolayisi ile
aromataz inhibitor etkileri yoniinden daha potent olduklar1 sonucuna varilmistir.
Dogrudan aktivite yonteminde ICsg degerleri sirasiyla 19,1 uM ve 8,7 uM olarak
bulunan M5 ve M6 maddeleri dolayli aromataz 6l¢iim yonteminde dolayli olarak
hesaplanan 1Csy degerleri sirasiyla 2,5 uM ve 42,1 uM bulunmustur. Dogrudan
aromataz aktivite Ol¢ciim yOnteminde enzim ile direkt temas eden madde
konsantrasyonu ile hiicre-temelli dolayli aktivite dlgiim yonteminde hiicre vasatina
eklenen madde konsantrasyonunun birebir karsilagtiriimasi dogru degildir. Zira hiicre
temelli aktivite 6l¢iim testinde hiicre igerisine girme/membran ge¢cme ve kismen de
olsa metabolizma basamaklarinin var oldugu unutulmamalidir. Bunun G&tesinde
dolayli aromataz aktivitesinde kantitatif degerlendirme amaciyla kullanilan hiicre
proliferasyonu, bilindigi {izere ¢ok farkli faktdrlerin kontrolii altindadir. Oncelikle

maddelerin ¢ok farkli mekanizma ile sitotoksik etkileri olabilecegi ve bu etkinin
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aromataz  inhibisyonundan tamamen bagimsiz olarak  gerceklesebilecegi
unutulmamalidir. Bu tez c¢alismasi kapsaminda da bu olasilik arastirilmistir ve
sonuglar yorumlanirken maddelerin sitotoksik etkileri g6z oniinde bulundurularak
aromataz inhibitor etkileri konusunda yorum yapilmistir. Bunun 6tesinde maddelerin
Ostrojen reseptor antagonisti (SERM) etkiye sahip olmalart durumunda aromataz
aktivitesi sonucunda kontrol grubunda oldugu diizeyde Ostrojen sentezleniyor olsa
bile Ostrojen reseptoriine baglanip hiicre proliferasyonu gerceklesemeyecegi igin
“hatali  pozitif” sonu¢ elde edilebilecektir. Yontemde gozlenen hiicre
proliferasyonundaki degismin yorumlanmasinda dikkat edilmesi gereken bir diger
faktor maddelerin aromataz enzim aktivitesi degil ancak enzim ekspresyonu iizerine
olas1 etkileri (ekspresyonu arttirma ya da baskilama yoniinde) olabilecegidir.
Gercekten de yapilan bazi calismalarda, Ornegin melatoninin, enzim inhibitdrii
etkisinin yani sira enzim ekspresyonunu da azaltabildigi gosterilmistir (144, 183).
Tiim bu nedenlerle bu tez ¢alismasi kapsaminda kismi validasyonu yapilan hiicre—
temelli dolayli aromataz aktivite 6l¢iim yonteminin tek basina maddelerin aromataz
enzim aktivitesi iizerine etkilerini arastirma amaciyla kullanilmasinin hatal
yorumlara neden olabilecegi diislinlilmiistiir. Yontem ancak, bu ¢alismada da kismen
uygulandig1 gibi, baz1 testler ile birlikte (sitotoksisite, ER antagonisti etki, enzim
ekspresyonu iizerine etki gibi) uygulanarak sonuglar yorumlandigi durumda
yorumlardaki hata pay1 azalacaktir.

Sinirhiliklarini yukarida siraladigimiz bu yontemin dogrudan aktivite testine
kiyasla avantaji ise metabolik aktiviteye sahip olmasi nedeniyle maddelerin
olabilecegi kadar olasi aktif metabolitlerinin de etkisini gérme imkani saglamasi,
fizyolojik durumu daha gercekei olarak yansitabilme kapasitesine sahip olmasidir.

Bu c¢aligma kapsaminda ketokonazoliin ICso degeri dogrudan aktivite Sl¢lim
yonteminde 2,5 pM bulunurken dolayli aromataz aktivitesinde bu deger 0,35 uM
olarak yaklagik 10 kat diisiik bulunmustur. Dolayisi ile etkinligindeki gozlenen bu
farkin ketokonazoliin olas1 metabolitlerinin inhibitor etkinligi olabilecegi seklinde
yorumlamak miimkiindiir. Bununla birlikte literatiirde si¢can primer karaciger
hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada ketokonazoliin ana metaboliti olan N-deasetile
ketokonazoliin ketokonazolden daha potent sitotoksik etkiye neden oldugu MTT testi
ile gosterilmistir (187). Dolayist ile bu ¢alismada dolayli aktivite testi ile belirlenen
farkli 1Cso degerlerinin (ketokonazol ve M5 ile M6 i¢in hesaplanan) dogrudan
aktivite testinde elde edilen ICsy degerlerinden farkli olusu maddelerin
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metabolizmast sonucu olusan metabolitlerinin aromataz enzimi iizerine etkisinden
kaynaklaniyor olabilecegi gibi metabolitlerin olas1 sitotoksik, ER antagonisti ya da
aromataz ckspresyonu modiilatorii etkilerinden de kaynaklaniyor olabilir. Nitekim
Yan ve arkadaglar1 (188) tarafindan ketokonazoliin japon baliklarinda CYP19 gen
ekspresyonunu baskiladigr gosterilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda hiicre temelli
yontemde ketokonazol ile gordiigiimiiz diisiik ICsp degerinin nedeni maddenin
aromataz enzim inhibisyonu ve enzimin gen ekspresyonunu baskilamasi seklindeki
ikili etkisinin sonucu olabilecektir. Tiim bunlarin aydinlatilarak sonuglarin dogru
yorumlanabilmesi i¢in dolayli aromataz aktivitesi ile birlikte destekleyici testlerin de
yapilmasi gerektigi goriinmektedir.

Yeni ilag¢ etkin maddelerinin %30’unun terk edilmesinin nedeni, bu maddelere
bagli ortaya cikan toksik yan etkilerin erken saptanamamasina baglanmakta ve bu
nedenle ila¢ kesfinin erken evrelerinde sitotoksik etkinin belirlenmesinin en Kritik
basamaklardan biri oldugu ifade edilmektedir (170, 185). Bu tez ¢alismasi
kapsaminda da olas1 aromataz enzimi inhibitdr etkileri oldugu belirlenen maddelerin
sitotoksik etki potansiyelleri insan meme kanseri hiicreleri olan MCF-7 BUS ve Cin
hamsteri over hiicrelerinde MTT testi ile aragtirllmistir. MCF-7 BUS hiicrelerinde
sitotoksik etki dolayli aromataz enzim aktivite 6l¢lim yontemi ile ayni kosullarda
(inkiibasyon siiresi vs), sadece ortamda hiicrelerin normal iiremesine olanak verecek
hormon iceren FBS varliginda uygulanmis, bdylece sonuglarin dolayli aromataz
enzim aktivitesi verilerinin yorumlanmasinda da kullanilmast amaclanmistir.
Dogrudan aktivite testi ile yapilan tarama calismalarinda aromataz enzimi iizerine
etkisi oldugu belirlenen maddelerle yapilan ¢alismada M12, M15, CH14, CH16 ve
HD19 maddelerinin doza bagli sitotoksik etkileri oldugu (Sekil 3.24 ve 3.25)
bulunmustur. Insan meme kanseri hiicrelerinde gézlenen bu sitotoksik etki istenen bir
durum olabilecek iken saglikli over hiicreleri (CHO-K1) iizerinde yapilan MTT
testinde de bu maddelerin (CH14 harig) sitotoksik oldugunun goriilmesi (Sekil 3.28)
maddelerin erken evrede saptanan ilk toksik etkileri olup bu maddeler ile ileri
aragtirmalara devam edilmemesi yoniinde goriis olusturmustur. Bununla birlikte M3,
M5, M16 ve M23 maddelerinin MCF-7 BUS hiicrelerinde sitotoksik etki
gostermedikleri, M6 maddesinin ise 32 uM konsantrasyonda istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde sitotoksik etkiye neden oldugu goézlenmistir (Sekil 3.26). Bu
maddelerin CHO-K1 hiicrelerinde sitotoksik etkileri arastirildiginda M3, M6, M16

ve M23’1in sitotoksik etkileri gozlenmezken M5 maddesinin 10 uM konsantrasyonda
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hiicre canliligin1 azalttigi gézlenmistir (Sekil 3.29). Sitotoksisite verilerini aromataz
aktivitesi Uzerine etkileri ile birlikte degerlendirdigimizde 2-Metil-1-H-indol-3-
karboksialdehit (4-klorofenil) hidrazon (M6) maddesinin en diisiik ICso degeri ile
(8,7 uM Sekil 3.15) bir aromataz inhibitorii aday bilesigi olabilecegi, ER (+) meme
kanseri hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonlarinda sitotoksik, saglikli over
hiicrelerinde ise hi¢ sitotoksik etkisi olmayist nedeni ile de ilk basamakta giivenli
olusu ile diger hit maddeler arasindan 6ncii madde olarak tanimlanip ileri ¢alismalara
gecilebilecedi sonucuna varilmistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda aromataz inhibe edici etkilerini aragtirdigimiz
sirasiyla 2-metilindol yapisindaki M maddeleri, 4-florofenilindol yapisindaki CH
maddeleri ve 1-metilindol hidrazid/hidrazon yapisindaki HD maddeleri daha 6nce
grubumuz tarafindan antioksidan etkinlikleri yoniinden taranmis maddelerdir (189-
191, M maddelerine ait veriler heniiz yayimlanmamistir). Bunlar arasindan bazi
tirevlerin hidrojen peroksit tarafindan indiiklenen oksidasyonu indirgeme ve
membran stabilize edici etki mekanizmalar1 ile giiglii antioksidan etkiye sahip
olduklar1 gozlenmistir. S6z konusu antioksidan potansiyelleri nedeniyle bu
bilesiklerin oksidatif stres ile iligkili oldugu diisliniilen kanser dahil diyabet,
aterosikleroz gibi birgok hastalikta destekleyici tedavi ajan1 olarak onerilebilecegi de
ifade edilmistir. Diger taraftan yeni bir ilag etkin maddesi gelistirilirken etkinligi
kadar ve hatta ondan daha ¢ok giivenliliginin, yani insan saglig1 iistiinde toksik etki
potansiyelinin  de  arastirilmasi  kag¢inilmazdir.  Yukarida bu  kapsamda
gerceklestirdigimiz ilk basamak toksisite gOstergesi olan sitotoksik etki
arastirmasinin onemi ve sonuglarimizi tartismistik. Bununla birlikte ilag gilivenliligi
degerlendirilirken ileri basamaklarda o6zel toksik etkiler de arastirilmaktadir.
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan Endiistri Calisanlarma yonelik
hazirlanmis  “Endokrin-Iliskili Ilag Toksisitesinin Klinik dis1 Degerlendirilmesi
Kilavuzu” kapsaminda (192) ilag etkin madde adaylarinin endokrin iliskili advers
etkilerinin belirlenmesinde izlenebilecek bir test yaklagim 6nerisinde bulunmuslardr.
Burada preklinik, cogunlukla in vitro testlerden olusan test paketi yaklasimi ile soz
konusu etkilerin arastirilmasi tavsiye edilmistir. Bu c¢ercevede bakildiginda, bu tez
caligmas1 kapsaminda arastirilan indol bilesiklerinin bazilarmin giiglii antioksidan
etkileri nedeniyle aralarinda kanserin de yer alacagi oksidatif stresle iligkili baz1
hastaliklardan korunma ve tedavide antioksidan ajan olarak kullanilabilecekleri

onerilirken bu ¢alisma kapsaminda gézlenen aromataz inhibe edici etkilerinin advers
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etkisi seklinde ortaya ¢ikabilecegi goriilmektedir. Bu nedenle, bu bilesiklere 6zellikle
erkek bebeklerin spesifik perinatal periyodda annelerinin antioksidan etki amagli
kullanimi sonucu maruz kalmalart morfolojik, fizyolojik ya da davranigsal
demaskiilinizasyona neden olabilecektir, advers endokrin bozucu etki dikkate
alinmalidir.

Melatoninin antikanserojenik etkilerini membranda yer alan iki tip melatonin
reseptoriine (MT; ve MT),) baglanarak da gosterebildigi bildirilmektedir (193). Farkli
insan meme tiimorlerinde ve meme kanseri hiicre hatlarinda MT1 reseptoriiniin ERa
ve PR ile ters korelasyon gosterdigi, MT1 ekspresyonunun arttigi durumlarda
melatoninin ERa (+) hiicrelerdeki antiproliferatif etkinliginin arttigi gosterilmistir
(105). Bu etki mekanizmas1 goz Oniine alinarak uyku diizensizlikleri, sirkadyen
bozukluklar, uykusuzluk ve buna bagli anksiyete ile major despresyon tedavisinde
baz1 melatoninerjik bilesiklerin (melatonin reseptdr agonistleri) etkili olabilecegi
diistiniilmiis ve bu hedefe yoOnelik Ramelteon ve Agomelatin gibi molekiiller
sentezlenip ruhsat almistir (184). Dolayist ile ileriki calismalarimizda bu tez
calismas1 kapsaminda test edilen indol temelli melatonin analoglar1 ve/veya
molekiiler modelleme ¢aligmalarinda belirlenecek ideal melatonin reseptor agonisti
yapilarin sentezlenmesini takiben meme kanseri hiicreleri iizerindeki etkileri de

arastirilabilecektir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu tez ¢alismasi kapsaminda taranan yeni sentezlenmis indol
bilesiklerinden 2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (3-klorofenil) hidrazon (M5) ve
2-Metil-1-H-indol-3-karboksialdehit (4-klorofenil) hidrazon (M6) maddelerinin
aromataz enzim inhibitori etkileri oldugu in vitro olarak ve molekiiler modelleme
calismalar1 ile gosterilmistir. Bu etkileri ile s6z konusu bilesiklerin, o6zellikle
postmenopozal donemdeki kadinlarda ER (+) insan meme kanseri hiicrelerinin
gelisim ve cogalmasini 6nlemek suretiyle yeni etkin madde adayr olabilecekleri
disiinilmistir. ER (+) meme kanserinin tedavisinde aromataz inhibit6rlerinin
SERM’e {stiinliigii var olan Ostrojenlerin reseptore baglanmasini engelleyerek
proliferasyonu 6nlemek degil, bastan Ostrojen sentezini inhibe ederek hem Ostrojen
bagimli proliferasyonu hem de Ostrojenlerin reaktif metabolitleri araciligi ile
genotoksik etki olusturmalarini 6nleyebiliyor olmalaridir (78). Aromataz etkinligini
gozlemis oldugumuz iki ajanin Onceki calismalarimizda gordiigimiiz antioksidan
etki potansiyellerinin de olmasi (yayimlanmamis veri) oksidatif stresin de rol aldig
diisiiniilen hormon bagimli meme kanseri tedavisinde cifte etki ile potent
koruyucu/tedavi edici ajan olabileceklerini diistindiirmektedir.

fleri calismalarimizda oncii olabilecekleri belirlenen indol tiirevlerinin
aromataz inhibitér etkilerinin daha ayrintili, farkli modeller kullanilarak
degerlendirilmesi, dogrudan aktivite iizerine etkilerinin yan1 sira enzim ekspresyonu
lizerine olasi etkilerinin de arastirilmasi, meme kanseri hiicreleri ile saglikli meme
hiicreleri iizerindeki toksik etkilerinin arastirilmasi, molekiiler modelleme ¢aligmalari
ile aromataz enzim etkinlii agisindan test ettigimiz model bilesiklerin optimize

edilmesi planlanmaktadir.
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