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DOKTORA TEZIi

YENI SENTEZLENMIS BAZI KiNOLIN BiLESIKLERININ
ANTIPROLIFERATIF VE SITOTOKSIK AKTiVITELERININ iN VITRO
OLARAK BELIRLENMESI

ONEM YUCE SAHIN
GAZIOSMAN PASA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI : PROF. DR. SABAN TEKIN)

Kinolin tiirevleri son yillarda farmakolojik 6zellikleri bakimindan dikkat c¢eken
molekiiller arasinda yer almaktadir. Bu ¢alismada yeni sentezlenmis 20 kinolin tirevi
bilesigin C6 (sigan beyin tiimorii), HeLa (insan serviks karsinom) ve HT29 (insan kolon
karsinom) hicreleri Uzerindeki sitotoksik aktiviteleri hiicre proliferasyon ve Laktat
dehidrogenaz (LDH) sitotoksisite testleriyle arastirilmistir. Kontrol kanser ilact 5
fluorourasilden (5-FU) daha etkin antiproliferatif ve sitotoksik aktiviteye sahip bazi
kinolin bilesiklerinin etki mekanizmalar1 hiicre migrasyon, Topoizomeraz | inhibisyon,
DNA degredasyon ve TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
nick end-labeling) testleriyle incelenmistir. Calisma sonucunda SO13 ve SO18 kodlu
bilesiklerin yiiksek antiproliferatif, diisiik sitotoksisite ve hiicre migrasyonunu
durdurucu aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. Topoizomeraz I inhibisyon test
sonuglart, bu bilesiklerin Topoizomeraz I aktivitesini bloke ettiklerini gdsterirken;
TUNEL ve DNA bantlagma testleri bilesiklerin apoptozu uyardiklarini gostermistir. Bu
sonuglar test edilen yeni kinolin bilesiklerinin antikanser ila¢ potansiyeline sahip aday
molekdller olabilecegini gostermistir. Fakat, bunlarin antikanser ila¢ potansiyellerinin
tam olarak ortaya konmasi ileri invitro ve invivo c¢alismalarin yapilmasini
gerektirmektedir.

2016, 87 sayfa
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ABSTRACT
DOCTORATE THESIS

DETERMINATION OF IN VITRO ANTIPROLIFERATIVE AND CYTOTOXIC
ACTIVITIES OF SOME NEWLY SYNTHESIZED QUINOLINES
DERIVATIVES

ONEM YUCE SAHIN

GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOLOGY
(SUPERVISOR : PROF. DR. SABAN TEKIN)

In recent vyears, quinoline derivatives are remarkable molecules with their
pharmacological properties. In this study, antiproliferative and cyctoxic activities of
newly synthesized quinoline molecules were tested by cell proliferation and LDH
cytotoxic activity assay against C6 (Rat brain tumor cells), HeLa (Human cervix
carcinoma) and HT29 (Human colon carcinoma) cell lines. Quinoline derivatives which
have exhibited more antiproliferative and cytotoxic activities than control cancer drug
5-fluorouracil (5-FU) were examined further by cell migration, topoisomerase |
inhibition, DNA degradation and TUNEL (Termal deoksinucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick end labeling) tests. Results showed that; quinoline derivatives
coded SO13 and SO18 exhibited high antiproliferative and low cytotoxic activities and
inhibits cell migration. In addition, these molecules inhibited topoisomerase | activity;
TUNEL and DNA laddering assays showed that these compounds induced apoptosis.
These results revealed that these newly synthesised quinoline derivatives may have
potentials as anticancer drugs candidates. However, further invitro and invivo
experiments need to be performed to confirm their anticancer drug potential.

2016, 87 pages

Key words: Quinoline derivatives, Anticancer activity, Cytotoxicity, Apoptosis, Cell

migration
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SIMGE ve KISALTMALAR DIiZIiNi

Simge

ICso

SD

SEM

Kisaltmalar

5-FU
C6
Cdna
Cp
DMEM
DMSO
dNTP
DPBS
EDTA
ELIZA
FBS
HelLa
HT29

LDH

Aciklama

Maksimum inhibisyonun %350’sini olusturan madde
konsantrasyonu

Onemlilik derecesi
Standart sapma

Standart hata

Aciklamalar

5-Fluorourasil

Glioma (sigan) kanser hatti
Komplemeter DNA

Real-time PCR esik degeri

Dulbecco’s modified eagle medium, high glucose
Dimetilsulfoksit

Deoksinukleotid trifosfatlar
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Etilen daimin tetraasetik asit

Enzime linked immunosorbent assay
Fetal bovine serum

Servikal kanser hiicre hatti

Kolon kanser hiicre hatti

Laktat dehidrogenaz



NFKB
PBS
Pen-Strep
RT-PCR
SOCS-2
TdT

TUNEL

Nuclear factor NF-kappa
Phosphate buffered saline

Penisilin streptomisin

Real-time PCR

Supresor of cytokine signalling
Termal deoksinUkleotidil transferaz

Termal deoksinucleotidyl transferase mediated UTP nick
end labeling
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1 GIRIS

Kanser giintimiizde insan saghigini etkileyen ve élimle sonuc¢lanan en énemli hastaliklar
arasinda yer almaktadir. Kanser tedavisi amaciyla etkili ila¢ gelistirme ¢abalar1 Il.
Dinya savasindan oOnce baslamistir. Mikroorganizmalara karst antibiyotik
kullanimindaki basari, arastirmacilart ve ilag sirketlerini antikanser ilaglar Uzerinde
calismaya tesvik etmistir. Ilerleyen zamanlarda birgok kanser arastirma merkezinin
kurulmas1 ve buralarda birgok antikanser ilaglarin gelistirilmesine ragmen heterojenik
bir hastalik olan kansere kesin bir ¢are bulunamamistir. Bu nedenle kanser tedavisinde
kullanilabilecek etkin ve yan etkisi az olan antikanser ilaglarin gelistirilmesine yonelik
arastirmalar giinimuzde de halen devam etmektedir. Bu alanda yapilan antikanser ilag
aragtirmalar1 saglik alaninda yapilan arastirma ¢alismalarinin basinda gelmektedir (S. E.
A Murat Tuncer, 2008; A Murat Tuncer, 2008). Giiniimiizde kliniklerde kullanilan
mevcut antikanser ilaglar dogrudan veya bitki kokenli bilesiklerden esinlenilerek
kimyasal sentezle ya da biyoteknolojik ydntemlerle bakteri, maya veya memeli

hiicreleri kullanilarak uretilmektedir.

Son yillarda biyoteknolojik kanser ilaglarinin iiretimi ve kullanimi oldukga yaygin hale
gelmistir. Yapilan arastirmalarda kanser kemoterapisi uygulanan hastalarda kullanilan
antikanser ilaglara karsi direng olustugu belirlenmistir. Kemoterapi; kanserli hastalarin
yaklasik % 80’inde basar1 saglarken, ancak % 20’lik béliimde ilaca kars1 gelisen direng
mekanizmalar1 ya da ciddi yan etkileri nedeniyle etkisiz kalmaktadir (Lowitz, B.B,
Casciato, 2011). Bu calismada yeni sentezlenen TriBrQ (SO1), bis(SCHs) (SO2), Br-
CNQ (SO3), diCNTHQ (SO4), BrTHQ (SO5), DIMeOQ (SO6), BrQ (SQ7),
DiBrTHQ (SO8), metoksikinolin tirevi (SO9), DiBrQ (S0O10), DICNQ (SO11), kinolin
dikarbaldehit (SO12), fenilkinolin tirevi (SO13), metoksibromokinolin (SO14),
izokinolon tarevi (SO15), bromometoksikinolin tirevi (SO16), diPhQ (SO17),
hidroksibromokinolin tirevi (SO18), DIPhTHQ (SO19), bromofenilkinolin tirevi
(S0O20) kodlu kinolin bilesiklerinin gesitli kanser hiicre hatlar1 (izerinde antikanser ve

sitotoksik aktiviteleri belirlenerek antikanser ila¢ potansiyelleri arastirilmistir.



2 KAYNAK OZETIi
2.1 Kanser

Son yillarda iizerinde en ¢ok arastirma yapilan hastaliklardan biri olan kanser; cesitli
etkilerle belirli genlerde olusan mutasyonlar sonucu gen ifadesinin miktarinda veya
zamanlamasinda meydana gelen degisikliklerle ortaya ¢ikan hiicresel seviyedeki genetik
bir bozukluktur. Kanserli hicreler, genel olarak kontrolsiiz bir sekilde boliinerek
kendine Ozgii damar yapisi olan tiimor dokusunu olustururlar ve bazen dolasim
sistemine gecerek olustuklar1 bolgelerden, baska bir bolgeye go¢ ederek (metastaz) bu
bolgelerde ikincil tiimorleri olustururlar (Tuncer, 2008; Tuncer, 2008; Lodish ve ark.,
2011).

Kanser; epitelyum hicrelerinden (karsinomlar), mezankimal hiicrelerden (sarkomlar) ve
hematopoetik hiicrelerden (16semi) gelismektedir (Sherman ve ark., 1990). Calismalar
bir taraftan kanserin molekiiler biyolojisi {izerinde yogunlasirken, diger taraftan da
cerrahi ve radyoterapi gibi uygulamalarin yani sira yeni nesil kemoterapotik ilaglarla
yapilan tedavi etkili olmaya ve giin gegtikce bu konudaki arastirmalar hiz kazanmaya
baslamistir (Tuncer, 2008). Kanserle ilgili genler, iki temel alt gruba ayrilmaktadir:
onkogenler ve timor supressor genler. Onkogenler, ¢ogunlukla proto-onkogen adi
verilen normal hucresel genlerin mutant (aktif olan) alelleri olmakla birlikte
telomerazlar1 kodlayan veya apoptozu bloke eden genler de olabilmektedir. Onkogenler
genellikle fonksiyon kazandiran mutasyon 6zelligine sahip olup, proliferasyonu stimiile
etme, tiimorin damarlanmasini arttirma ve apoptozu engelleme gibi mekanizmalarla
malign transformasyonu gergeklestirmektedir. Timor supresér genler ise hicre
blylmesini regile ederek timor gelisimini engelleyen genlerdir. Tumor supresor
genlerdeki mutasyonlar veya bunlar tarafindan kodlanan proteinlerin fonksiyon kayb,
defektif apoptozu ve kontrolsiiz hiicre bilyiimesine neden olmaktadir. Mutasyonlar
hiicre boliinmesi sirasinda devamli olarak meydana gelmektedir ve onkogenler ile timor
supresor genler diger genlere oranla daha fazla mutasyona ugramaya meyilli degillerdir.
Kanserdeki mutasyonlar1 diger mutasyonlardan farkli yapan, bu mutasyonlarin hiicrede
gucli proliferasyona ve uzun hiicresel yasam igin pozitif seleksiyona yol agmasidir.

Sonug olarak kanser hiicresi fenotipik olarak kontrolsiiz ve asir1 proliferasyon 6zelligine



sahip olup, yasami tehdit eden bir hastalik gelisimine yol agmaktadir ( Sherman, 1990;
Kumar ve Cotran, 2003).

2.2 Kanser Hiicrelerinin Temel Ozellikleri
2.2.1 Buyume faktora tretiminde kendi kendine yeterlik

Buyume sinyallerinde otonomi Normal htcrelerin boltnebilmesi igin disaridan biiyiime

faktorii sinyalini almasi gerekir, kanser hiicreleri normal biliylime faktorii sinyaline
bagimli degildir, mutasyonlar diizenli olmayan biiylimeye sebep olmaktadir (Nelson ve
Cox, 2005; Nalbantoglu, 2006).

Biyidme sinyalleri engelleyicileri Normal hucreler engelleyici sinyallere homeostasi

saglamak i¢in cevap verirler (viicuttaki hiicrelerin ¢ogu aktif olarak boéliinmez), kanser
hlcreleri biyumeyi engelleyen sinyallere cevap vermez, mutasyonlar engelleyici yollari
etkilemektedir. Cok hiicreli organizmayi olusturan her bir hiicre komsu (parakrin) veya
uzaktaki (endokrin) bir hiicreden kaynaklanan sinyallerle denetlenmektedir. Denetim
islevinde ayn1 zamanda dokularin alt yapisini olusturan bag dokusu da Onemli rol
oynamaktadir. Normal hiicrelerden farkli olarak kanser hiicreleri ¢evrelerindeki bag
dokusunun (ekstraseliiler matriks) makromolekiilleri ile temaslarini saglayan integrin
ad1 verilen membran yiizeyi reseptorlerini farkli eksprese ederek hareket kabiliyetlerini
arttirmaktadirlar. Hiicreler arasi biiyiime ve ¢ogalma sinyallerinde biiyiime faktorii
olarak adlandirilan ¢ogunlugu polipeptid yapisinda molekiiller gorevlidir. Normal
hicreler bolinmeden ve biylmeden dururlar (G, fazi). Fakat kanser hiicreleri disaridan
biiyiime faktorii uyarist olmadan hiicre siklusuna girebilir ve biiylimelerini
strdurebilirler. Kanser hiicrelerinin bu 6zelligi kazanmalarinda 6nemli mekanizmalar

rol oynamaktadir (Lodish, 2011).

Biiyiime faktorii iiretiminde degisiklikler Normal biyolojik isleyiste biliylime faktorleri

dokulardaki farkli kokenli hiicreler tarafindan iiretilmektedir (heterotipik sinyalizasyon).
Gog yolu ile gelen enflamasyon hicreleri ve fibroblastlar bu mekanizmada aktif yer
almaktadir. Kanser hucrelerinin kendi buyime faktorlerini normal gereksinimin
tizerinde tiretip sonra da bu uyarilara kulak vererek biiylime ve proliferasyonlarina bazi

glioblastoma ve sarkomlarin asir1 miktarda Platelet-derived growth factor (PDGF) ve



Transforming growth factor-alfa (TGFa) tretmeleri ornektir ( Lodish ve ark.2003;
Lodish ve ark., 2011) .

Hiicre yiizeyi biiyiime faktorii reseptorlerinde degisiklikler Hiicre membraninda yer alan

ve ¢ogu sitoplazmik bdliinmede tirozin kinaz aktivitesine sahip (RTK) biiyltime faktorii

reseptorleri bir¢ok kanser tiiriinde degisikliklere ugramaktadir (Alberts ve ark., 2008).

Hiicre ici sinval ileti zincirleri proteinlerinde degisiklikler Hicre membranindan

algilanan sinyallerin sitoplazma boyunca hiicre nukleusuna iletilmesini saglayan sinyal
transdiiksiyon zincirinde yer alan proteinlerin mutasyonlar1 kanser hiicrelerinin en erken

saptanan Ozellikler olarak sayilabilir (Alberts ve ark., 2008).
2.2.2 Tumor Baskilayic1 Gen Mutasyonlari

Biiylime ve cogalmayi tesvik eden sinyallerin yani sira hiicreler bu fonksiyonlari
durdurucu sinyaller de alirlar. Bu sinyaller hiicre proliferasyonunu GO istirahat fazina
sokarak ve hucrelerin proliferatif niteliklerinin timiyle kaybina neden olarak sadece
ozel islevleri gergeklestirecek farklilagmaya yonlendirerek engellemektir (Elmore,
2007).

2.2.3 Apoptoza Direng

Programlanmis hiicre Gliimiine karsi gelisen edinsel diren¢ hemen hemen tlim kanser
hiicrelerinin ortak 6zelligidir. Mitokondriden salinan sitokrom-C sonucu aktive olan
proteolitik kaspaz enzimlerinin etkisiyle hiicre membraninin gecirgenliginin degismesi,
sitoplazmanin hiicre disina akmasi, kromozomlarin parcalanmasi sonucu apoptoza
ugrayan hiicreler icin higbir enflamatuar reaksiyon olmadan mononiikleer hiicreler
tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldiriimaktadir. Sensér mekanizmalari iki temel
gruba ayrisir. IGF-1R gibi sagkalim reseptorleri ekstraseliiler sagkalim sinyallerini
algilarken, FAS reseptorii ve TNF-R1 61Um sinyallerini hiicre icine iletir (Miller ve ark.,
2009). DNA hasari, hipoksi gibi intraseliiler olumsuzluklar da p53 timor baskilayici
proteini tarafindan saptanmaktadir. Bcl-2 protein ailesi adi verilen bir dizi proteinlerin
ekspresyonu p53 proteini tarafindan diizenlenmektedir. p53 proteini hicresel hasara
yanit olarak Bax proteininin ekspresyonunu artirarak apoptozu indiiklerken, artmis Bcl-

2 proteini diizeyleri apoptoza kars1 6nemli bir direnci desteklemektedir. Bircok malign
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timoOrde artmig Bcl-2 dizeyleri apoptoza karsi direncin 6nemli bir mekanizmasini
olusturmaktadir. p53 proteininin etkisini ortadan kaldiran p53 mutasyonlari hemen tiim

kanserlerin yarisindan fazlasinda gozlenmektedir (Guo ve ark., 2007).
2.2.4 Smirsiz Replikasyon Potansiyeli

Memeli hiicreleri belirli sayida bir mitotik boliinmenin 6tesinde boliinemezler. Bunun
nedeni kromozomlarin sonunda telomer olarak adlandirilan alt1 baz c¢iftinden olusan ve
ardr sira bir ka¢ bin kere tekrarlayan birimlerin varligidir. Her mitotik béliinme sonucu
50-100 baz ciftinden olusan bir DNA bdliimii kayiba ugrar ve kromozomlar her
bolinmeyle kisalmaktadir. Bu kisalmanin nedeni DNA polimeraz enziminin
kromozomlarin 3’ucunu tamamiyle sentezleyememesidir. Bir¢ok kanser hiicresi bu
kisitlamay1 bu birimlerin sentezini gergeklestiren telomeraz enzimini strekli eksprese
ederek asip siirsiz boliinebilme yetenegine kavusmaktadir. Telomeraz ekspresyonu

kanser gesitlerinin %90’ 1ndan fazlasinda gézlenmektedir (Bastien ve ark., 2002).
2.2.5 Tumor Anjiyogenezi

Normal hiicrelerin oksijen saglayabilmesi i¢in kan damarlarina gerek vardir, fakat olgun
bir insanda dolagim sabittir. Kanser hiicreleri anjiyogenezi uyarir, ¢linkii timor
sagkalimi ve yayilmasi i¢in yeni kan damarlarinin olugmasi1 gerekmektedir. Bir timor
Kitlesi belli bir c¢apmn oOtesinde biiyliyebilmek ve besin-oksijen gereksinimini
karsilayabilmek i¢i mutlaka damarlasmaya gerek duymaktadir. Damar endotel
proliferasyonu doku hasar1 ve yaralanmis dokularin rejenere olmasi esnasinda aktive
olan Hypoxia-inducible factor (HIF) proteininin etkisiyle olusan bir dizi reaksiyon
guclu anjiogenik faktorlerin salimimina yol agmaktadir. Vascular endothelial growth
factor (VEGF) bu aracilarin en 6nemlilerindendir. Damar endotel yiizeylerinde bulunan
reseptorlerine baglanarak tirozin kinaz aktivitesi ile endotelial proliferasyonu ve damar
gecirgenligini aktive eder. VEGF etkisini ortadan kaldiran terapotik girisimler bir¢ok
kanserin standart tedavisi olarak klinikte yaygin kullanima sahiptir. Cogu kanser
hlcresinin buyime ve metastatik potansiyele erismesinde ¢evre stromal hiicrelerden
damar ag1 olusturabilme yetenegi kazanmasi (angiogenic switch) Onemli rol

oynamaktadir (Ghorab ve ark., 2011; EI-Gohary, 2013).



2.2.6 Doku Invazyonu ve Metastaz

Belli bir biiyiikliige erisen timor kitleleri ¢evrelerindeki stromay1 asip uzak dokulara
yayilmay1 gergeklestirecek oOncii hiicreleri olusturmaktadir (invazyon ve metastaz).
Invazyon ve metastaz gelisiminde kanser hiicrelerini komsu olduklari stroma ve bag
dokusuna baglayan hiicre-hlicre ve hiicre-stroma baglantilar1 dnemlidir. invazyonun
gerceklesmesinde ise ekstraseliiler proteaz ekspresyonlar1 da rol oynamaktadir. Bu
enzimler araciligiyla ekstraseliiler matriks ve bag dokusu eritilerek kanser hiicrelerinin
stromada ilerlemesi ger¢eklesmektedir (Hanahan, 2000; Kumar ve Cotran, 2003;
Yanardag, 2008). Normal hicreler vicuttaki yerlerini korurlar ve genellikle go¢
etmezler, kanser hucreleri ise vicudun diger bolgelerine gog ederler. Mutasyonlar
invazyon ile ilgili enzimlerin aktivitesini, hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselllar adezyon
molekdllerinin ekspresyonunu degistirirler (Lowitz ve Casciato, 2000; Pucci, 2000;
Lumachi, 2002). Tdmorler normal dokulan sikistirabilirler, icine sizabilir ya da tahrip
edebilmektedirler. Eger kanser hiicreleri olustuklari tiimérden ayrilirsa, kan ya da lenf
dolagimi aracilig1 ile viicudun diger bolgelerine gidebilirler. Kanserin bu sekilde
viicudun diger bolgelerine yayilmasi olayina metastaz adi verilmektedir (Tuncer, 2008;
Tuncer, 2008).

2.3 Apoptoz

Apoptoz terimi ilk olarak 1972 de J.F.K.Kerr tarafindan (Kerr ve ark., 1972) nekrozdan
farkli olarak gerceklesen diger bir 6liim sekli i¢in tamimlanmustir ve fizyolojik hicre
6limunu ifade etmektedir. Teorik olarak apoptoz, ¢esitli travmatik hiicre dis1 lezyonlar
ya da genetik faktorlerle aktive edilen ve hiicrenin kendisi tarafindan programlanmis bir
mekanizma vasitasiyla gergeklesen bir hiicre 6liim sekli olup hiicrenin intihar1 olarak
tanimlanabilmektedir. Diger bir tanimla apoptoz programli hiicre oliimiidiir. BOylece
hormonal olarak aktif cesitli maddeler, iyonize radyasyon ve kemoterapiyi igeren
travmatik ajanlar vasitasiyla gerceklesen hiicresel lezyonlarin ya da genetik faktorlerle
aktive edilen hiicresel intihar programinin apoptoza neden oldugu sdylenebilir (Searle
ve ark., 1982). Gelismis organizmalarda hiicreler arasi iliskilerin geregi olarak
gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerin, ¢evreye zarar vermeden
programli 6liimiine apoptoz denir. Vlcuttaki her hiicre belli bir siire yasar ve zamani
gelince oliir. Apoptoz olarak adlandirilan bu 6nceden programlanmis hiicre Sliimiiyle
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hlicre ¢ogalmasi (mitoz) arasinda kontrollii bir denge vardir. Bu dengenin bozulmasi
cok sayidaki 6nemli hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Apoptozda hiicreler
su kaybederek kiictiliirler, biiziliirler, sekilleri bozulur ve komsu hiicrelerle
baglantilarin1 kaybederler. Sitoplazma yogunlasir ve organeller birbirine yakinlagir
(Ulukaya, 2001; Vermeulen, 2003). Organeller genel olarak saglamdir ve hiicre
membrani apoptozun ge¢ evrelerine dek biitiinligiini korumaktadir. En 6nemli
degisiklikler cekirdekte izlenir. Kromatin (hiicre boliinmesi sirasinda yogunlasarak
kromozomlar1 olusturan niikleik asit-protein kompleksi), ¢ekirdek zarina yakin bolgede
yogunlasarak hilal seklinde g¢ekirdek zarinin i¢ yiizeyine yerlesmektedir. Cekirdek de
biiziiliir, yogunlasir ve bazen zarla sarili olarak birka¢ pargaya ayrilabilmektedir.
Apoptoz siireci ilerledik¢e, sitoplazmik cikintilar ve tomurcuklanmalar olusur. Hiicre
daha sonra, sikica paketlenmis organelleri, sitoplazma ve g¢ekirdek parcalarini iceren
“apoptotik cisimcik”’lere parcalanir. Bu parcalar komsu hiicreler ve makrofajlar
tarafindan fagosite edilerek dokudan uzaklastirilir. Boylece herhangi bir doku
reaksiyonunun ortaya ¢ikmasi engellenmektedir (Evan ve Littlewood, 1998; Pucci,
2000; Guzman ve ark., 2009).

Cok hucreli organizmalarda genetik olusumlu hiicre hasarinin bloke edilmesi ya da
hiicrenin tamamen yok edilmesi apoptoz vasitasiyla ger¢eklesmektedir. Boylece hasarin
yayilmas1 ve tiimor olusumu gibi zararli olasiliklar engellenmis olur. Apoptoz olayinin
olusmasindan daha once hiicresel replikasyon islemi durur (DNA onarimi) eger bu
esnada DNA tamiri gergeklesemezse apoptozla sonuclanan olaylar serisi baglar. Bu
sirada apoptozun baglayip baglamamasi hasarin boyutuna, hiicrenin tipine ve hiicrenin
uretkenlik potansiyeli olan timor gelistirme riskine baglidir. Apoptoz ayni zamanda
farklilagsmis dokularin olgunlasmasinda da esastir. Ciinkii apoptoz vicudun butinindeki
hiicre sayisinin sabit tutulmasini ve immiin sistem faaliyetlerinin ger¢eklesmesini

saglamaktadir (Evan ve Littlewood, 1998).
2.3.1 Apoptozun Siniflandirilmasi

Apoptozun siiflandirilmasi lizozomun fonksiyonuna gore yapilir.



Tip-1 Hiicre 6limi (Heterofaji)

Bu ¢esit hiicre Oliimiinde hiicrenin kendi lizozomlarinin belirgin bir rolii yoktur.
Hiicrenin parcalanmasi diger hiicrelerin lizozomlar1 vasitasiyla olmaktadir. Hucre
Olimiinlin bu sekli hemen hemen biitiin Ozellesmis hiicrelerde gozlenir. Bazi

arastirmacilar bu ¢esit hiicre 6liimiinii yapisal hiicre 6liimii olarak tanimlamiglardir.

Tip-2 Hicre 6limu (Otofaji)

Bu tip hucre 6limunde, hucrenin sindirimi biyik 6lglide hiicrenin kendi lizozomlariyla

olur. Olen hiicreler etraflarindaki saglam hiicrelerin endositozuna maruz kalmaktadir.

Tip-3 Hiicre 6limi

Bu tipte hiicre i¢i organellerin sismesini takiben sitoplazmik alanlarin hiicre disi
bosluklarla birlesmesi olay1 ger¢eklesmektedir. Hiicre ve hiicresel yapilar kiigiiltiilerek
tahrip edilir ve organeller elektron mikroskobuyla bile gorilemeyecek kadar

kiculmektedir. Ayni sekilde hiicre zar1 pargalanir.

Sitoplazmik tip parcalanma

Bu tip hicre 6liminde cekirdekte ve zar igeriginde pargalanmadan ziyade karyoliz,

6dem ya da diffuz dejenerasyon goérulir (Pommier, 2004).
2.3.2 Apoptozun Genetigi

Apoptoz olaymnin gerceklesmesi esnasinda gozlenen genetik olaylar hem en toksik
ilaglarin hiicre 6liimiinii bu yolla gerceklestirdigi acik oldugundan, hem de bu islemde
tumor supresor genleri ile onkoproteinlerin birlikte is gdrmesi agisindan Snemlidir.
Diizeltilemez DNA hasarmmin meydana gelmesi sonucu apoptoz kagimilmazdir.
Apoptozun indiklenmesinde iki ana yol vardir: Ekstrinsik-6lim reseptor yolagi ve
intrinsik- mitokondriyal yolak (Ki-Hwan Eum, 2011). Ekstrinsik yolak; plazma
membran 6lUm reseptori Fas ve onun ekstraseliler ligandi Fas-L’nin baglanmasiyla
tetiklenir. Fas-L, oliim kompleksi olusturmak i¢in Fas’la bir araya gelir. Fas-FasL
bilesigi 6lim domaini iceren proteini harekete gecirerek ve prokaspaz-8’i de bir araya

getirerek 6lum-indlkleyici sinyal kompleksini olusturur. Sonug¢ olarak protein



kompleksi prokaspaz-3’u tetikleyen prokaspaz-8’i indikleyerek apoptotik surecin
baslamasina neden olur. Intrinsik yolak da mitokondriyal pro-enzimler araciligiyla
apoptoza tesvik eder. Her iki durumda da eger bir hiicre ekstraselller ya da intraseltler
sinyal almigsa sonradan sitozole gegen internal sitokrom-c’ye karsi dis mitokondriyal
membranin gegirgenligi artar. Sitokrom-c, apoptozom olusumu i¢in Apaf-1 ve
prokaspaz-9’u toplar. Bu da kaspaz-3 sinyal kaskadinin toplanmasi ve apoptozla son
bulur (Ouyang ve ark., 2012). Her hiicresel islemde oldugu gibi apoptozun genetiginde
de belli asamalar goriilir(Altunkaynak, 2008):

1- Oliime karar verme
2- Hiicre oliimiinii gergeklestirme
3- Pargcalanma

4- Fagositoz

Bcl-2 ve p53 genlerinin roli

DNA Hiicresel
hasari stres

| p53 JI
//\ \‘\-\___4—//:
Gen regiilasyonu

Bcl-2

mitokondri Hiicre dongiisiinde tutuklanma
Hiicre biiyiimesi inhibisyonu

‘ Sit-c ‘

Apaf-1/ |::>

Sekil 2.1. Bcl-2 ve p53 genlerinin apoptozdaki rolu




Bcl-2 ailesi antiapoptotik ve proapoptotik liyelerden olusan ve apoptozu diizenlemede
en 6nemli role sahip olan onkoprotein grubudur. Bcl-2 ve Bcl-XL apoptozu engelleme
fonksiyonunu ya kaspazlarin oncii formlarin1 durdurarak ya da kaspaz akisini direkt
olarak aktive eden sitoplazmadaki apoptoz uyaric1 faktdr (AIF) ve sitokrom-C gibi
apoptogenik faktorlerin mitokondriden serbestlesmesini engelleyerek
gerceklestirmektedir (Vyas ve ark., 2014). Bax ya da Bak gibi proaoptotik Uyeler kaspaz
serbestlesmesini uyarir ve mitokondri zarinin gegis porlarmin agikligini degistirerek
sitokrom-C’yi serbestlestirir. Dolayisiyla kaspaz aktivasyonuna yol acar (Vyas, 2014;
Wang ve ark., 2014). Bir hiicrenin apoptoza egilimli olusu Bcl-2 ailesi genlerinin
etkisine baglidir. BOylece apoptoz inhibe edilir. Oysa asir1 Bax apoptozu aktive
etmektedir (Thomas ve ark., 2004).

p53; apoptozu uyarict bir proteindir. Bir¢ok anti-tumér ilag, hedef olarak hicre
DNA’sm1 seger ve p53 seviyesini artirir. Bu aktivasyon ya hasarin tamirine ya da
apoptoza yol acar. Ayni zamanda kromozom-17’nin kisa kolundaki bir genin (17p53)
uretimi ile ilgilidir. Bu genin mutasyonu p53 salgilanmasina biiyiik 6l¢iide katkida
bulunmaktadir. Bu katki hasar1 onarabilmekte veya apoptozu uyarabilmektedir. Bu
ihtimallerin ikisi de Bax, p53, p21 ve farkli birka¢ gene baghidir. Sadece p53 geninin
mutasyonundan kaynaklanan birkag¢ tiir tiimdr belirlendiginden ve bu mutasyon tim
timor tiirlerinde de gergeklesen en yaygin mutasyon oldugundan oOnemlidir. p53,
genomun igerigini siirdiirerek gorev yapmaktadir. Hiicrenin belli noktalarinda malign
tip p53 bulunmasi, DNA tamir mekanizmasinin dogru hasari tamir etmesinde kontrolor
olarak rol oynar. Mutant p53 geni tasiyan hiicreler, artik genom igerigini garanti
edemez. Cunkl artik hiicre dongiistiniin durma sinyallerini alamazlar. Sonug olarak
hiicre genomu stabil degildir ve bdtin hicreler potansiyel olarak timoér
olusturabilmektedir. Ek olarak p53 ile ayn1 islevi goren p63 ve p73 genleri de tespit
edilmistir. Yani Bcl-2 hiicrede asirt miktardaysa ve p53 de mutasyona ugrarsa apoptoz
gerceklesemez (Weller, 1998; Dong ve ark., 2009).

2.3.3 Super Kivrimh DNA

Elektron mikroskobu ile virus ve bakteri DNA’larinin halkasal oldugu gosterilmis,

bazilariin tipik doniisler yaptigi gézlenmistir. Bu yapiya “sliper sarmal yap1” ya da

DNA’nin tersiyer yapisi denmektedir. Dogadaki DNA molekiillerinin ¢ogu halkasaldir,
10



yani serbest 5’ ve 3’ uglar1 yoktur. Bazi viral ve dkaryotik kromozomlar ise dogrusal

molekllerdir.

DNA super sarmah

Sekil 2.2. DNA’nin relaks ve stiper kivrimli yapisi

Bircok hiicresel DNA slper kivrimlidir. Siiper kivrilma relaks veya B formundaki
DNA’da olmas1 gereken toplam heliksin doniis sayisinin azalmasi sonucunda DNA’nin
kendi ekseni etrafinda doniis yaparak stper kivrimli sekle doniismesidir (Sekil 2.1).
Slper kivrilmis DNA yapisinin siirdiiriilebilmesi i¢in DNA’nin ya kapali ¢gembersel
yapida ya da proteinlerle sarilmig olmasi gerekmektedir (Nelson ve Cox, 2005).

2.4 DNA Topoizomerazlar
2.4.1 DNA Topoizomerazlarin yapilari, fonksiyonlari ve siniflandirilmalari

Topoizomerazlar, hiicre icerisinde DNA‘nin topolojik 06zelliklerinden sorumlu
enzimlerdir. Super kivrimli DNA’lar ve Topoizomerazlar o©karyotlarda da
bulunmaktadir. Okaryotlarda ise, kromozomlar genellikle halkasal yapida olmamalarina
karsin histonlar ve diger proteinlerle iliskisi siiper kivrimlari meydana getirir ve
bunlarin Topoizomerazlar tarafindan relaks hale getirilmesi gerekmektedir. Biitlin
hiicrelerde tam olarak replike edilmis kromozomlarin, hiicre bélinmesinden 6nce DNA
Topoizomerazlar tarafindan ¢6ziilmiis olmasi zorunludur (Champoux, 2001). 1971
yilinda, ilk kez Wang tarafindan E. coli DNA Topoizomeraz I enzimi kesfedilmistir. Bu
enzim, DNA’nin tek iplik¢iginde DNAaz aktivitesi ile kirik olusturarak herhangi bir

11



enerji gerektirmeden negatif siper kivrimli DNA’nin relaks forma dontisiimiinii
katalizlemektedir. E. coli DNA Topoizomeraz I ayn1 zamanda yine herhangi bir enerjiye
gereksinim duymadan DNA ligaz aktivitesi ile gecici olarak kirilmis fosfodiester baglari

arasinda yiiksek enerjili kovalent bag olusturmaktadir.

I. Tip Topoizomerazlar; DNA’nin tek zincirinde gegici olarak bir kirik olusturup daha
sonra uclardan birini kirilmayan zincir etrafinda ¢evirirler ve kirilan uglar1 tekrar ligaz
aktivitesi ile birlestirerek siiper kivrimli DNA’y1 relaks hale getirirler. Bu islem ig¢in
herhangi bir enerjiye gereksinim yoktur. DNA*daki sliper kivrimlarin kaldirilmasi enerji
acisindan uygun bir tepkimedir. Enzim DNA’ya baglanir ve bir zinciri keser. Kesilmis
DNA zinciri, kesilmemis DNA zincirinin alt kismindan geger ve kirilmis olan iplik
tekrar kapatilir. Bu islem sonunda (-) super kivrim sayisinda bir tane eksilme olur. Bu
islemden sorumlu enzim ailesi I. Tip Topoizomerazlar olarak adlandirilir. E coli
Topoizomeraz | enzimi, (-) super kivrimli DNA’y1 relaks haldeki DNA’ya
doniistiiriirken, okaryotik Topoizomeraz | enzimleri hem (-) hem de (+) slper kivrimli
DNA’y1  relaks forma  doniistirebilirler. Tip | DNA  Topoizomerazlar,
siipersarmallasmay1 degistirmekten bagka centikli dsDNA veya ssDNA halkalarinin
diigtimlerini de ¢ozebilmektedirler ( Bailly, 2003; Lodish ve ark., 2011).

Il. Tip Topoizomerazlar; DNA'nimn her iki zincirini birden kesip yeniden birlestirerek
DNA’nin topolojisini degistirirler. Bu islem i¢in ATP hidrolizi gereklidir. Okaryotik
DNA Topoizomeraz Il enzimi ise, ATP hidrolizini gerektiren bir reaksiyonla hem
pozitif hem de negatif siper kivrimli DNA’nin relaks forma doniisiimiinii
katalizlemektedir. Okaryotlarda histonlarin baglanmasi, siiperkivrilma potansiyelini
arttirabilecegi i¢in 0karyotik Topoizomeraz II‘nin DNA’y1 tekrar siiper kivrimli forma
dondiirme aktivitesi bulunmamaktadir. Okaryotik hiicrelerdeki Il. tip enzimler hem (+)
hem de (-) siipersarmal yapiy1 relaks hale getirebilirler. Il. tip Topoizomerazlar her iki
DNA zincirini de kesebildikleri i¢in, bu islem sonunda (-) stper kivrim sayisinda iki
tane eksilme olmaktadir (Bailly, 2003).

Topoizomeraz Enzimlerinin inhibisyon Mekanizmalari

Topoizomeraz aktivitesini inhibe eden mekanizmalar oldukc¢a farklidir ve iki sinifa

ayrilmaktadir. Birincisi; Topoizomeraz zehirleri, ikincisi; katalitik inhibitorlerdir.
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Topoizomeraz zehirleri, DNA-Topoizomeraz enzim kompleksini stabilize eder ve
DNA’da olusan kirigin tekrar birlesmesini bloke ederler. Bu bilesikler, hiicrelerde tek
ya da ¢ift zincir kiriklarini tagiyan DNA segmentlerinin birikmesine sebep olur ve buna
bagl olarak hiicrede mutajenik olaylar ya da hicre 6limu (apoptoz) meydana gelir.
Topoizomerazlarin  katalitik inhibitorleri ise; ya DNA’ya baglanarak ya da
Topoizomerazlara baglanarak DNA’nin enzime baglanmasini Onlerler. Ayrica,
Topoizomeraz II enziminin katalitik dongiisii sirasinda ATP’nin baglanmasi veya
serbest birakilmasini engelleyen maddeler de bu smif inhibitorlere 6rnek olarak

verilebilir (Syrovets ve ark., 2000; Bromberg, 2003).

Topoizomeraz I ve II enzimleri, klinikte kullanilan kemoterapotik ajanlarin molekiiler
hedefleridir. DNA Topoizomerazlar, ¢ekirdek enzimleri olup DNA’nin siiper kivrimli
yapisini ¢ozerek onun replikasyonuna izin vermektedir. Bunu yapmak icin DNA‘ya
kovalent olarak baglanarak bir ara Grtin olarak gecici Topoizomeraz-DNA kesim
kompleksini olusturmaktadir. Enzim sonradan ya tek zincir (Topoizomeraz |
durumunda) ya da cift zincir (Topoizomeraz Il durumunda) kiriklar1 olusturmakta ve
kiriklardan DNA sarmali gecerek daha sonra da kiriklari tekrar birlestirmektedir. Birbiri
ardina gelen bu dongiiler ¢ift sarmalin Topolojik yapisini yeterli bir sekilde degistirerek
DNA replikasyonu ve transkripsiyonuna izin vermektedir. Bir¢cok antitimor ajan, bu
gecici Topoizomeraz-DNA kesim komplekslerini stabilize ederek Topoizomerazlarin
kiritlan DNA zincirlerini yeniden birlestirme aktivitesini yok eder ve bdylece DNA
molekiilii siirekli kesilir. Bu topoizomeraz inhibitdrleri araciligiyla olusan tek ve cift
zincir kiriklarinin birikmesi veya DNA’nin relaks hale gelememesi sonucunda hiicre

6lmeye baslar (Pommier, 2004).
2.4.2 Topoizomeraz Inhibitorleri

Topoizomeraz inhibitorleri arasinda tedavide kullanilan kamptotesin, daktinomisin,
antrasiklin, TAS-103 ve etoposid sayilabilir. Kanser terapisinde kamptotesin alkoloidi
tirevi olan topotekan ve irinotekan Topoizomeraz | inhibitorleri olarak
kullanilmaktadir. Bu bilesiklerin isleyis mekanizmast Topo I bagli kompleksinin
stabilizasyonundan sorumlu enzimin religasyon fonksiyonunun inhibisyonuna dayanir.
Kamptotesin varliginda enzim-DNA kompleksi bozulur ve bélinmekte olan hicrelerde
DNA ¢ift sarmal yapis1 bozulur (Tomicic ve Kaina, 2013).
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Aktinomisin, streptomices tlirli mantarlar suslarindan izole edilen bir bilesiktir. DNA
interkalatoriidiir ve minor oluga baglanir (Goftar ve ark. 2014). Etoposid, Amerikan
mayis elmasindan izole edilen bir toksindir ve DNA topoizomeraz II hedefli bir

antikanser ajandir.

Etoposid’in DNA- Topoll kompleksinin arasina girebilmesi i¢in bazi enzimlerin 6zel
aminoasitleri gereklidir. Yapilan ¢alismalar etoposid’in kromatin ve histon proteinlerine

(6zellikle H1) yiiksek afinitesi oldugunu gostermistir. Bu sebeple kromatin etoposid i¢in
hedeftir.

TAS-103 cift yonlu topol ve Topoll inhibitort olan kinolin tirevli bir molekulddr ve
mestastatik akciger kanseri basta olmak {izere ¢esitli kanser tiirleri iizerinde
etkilidir.(Montecucco ve ark., 2015). Katalitik inhibitorler ise topoizomeraz (I ve II)-
DNA kesim komplekslerinin olusumundan Onceki basamakta topoizomerazlarin
katalitik aktivitesini inhibe etmektedir (Chen ve Liu, 1994; Desai ve ark., 2003).
Topoizomeraz | Hedefli Kemoterapi Topo | hedefli ilaglarin olusturdugu DNA
hasarinin, hiicrenin 6liimii iizerinde izledigi yolun isleyis mekanizmasi daha tam olarak
aydinlatilmamis olmasina ragmen apoptoz yolu kullanilarak yapildigi diistinilmektedir.
Bu yol igin, p53 tiimor siipresor geninin olmasi gerektigi dustinilmekte ve p53 proteini
antikanser ilagla indiiklenen DNA hasarimni apoptotik yol araciligi ile hiicre 6liimiine
yonlendirmektedir. p53 geninde mutasyon tasiyan kanserli hastalarin da Topo | hedefli
kemoterapiye direngli duruma geldigi bilinmektedir. Topo I’e karsi yiiriitiilen ilag
tedavisinde hiicre Oliimiiniin p53°’den bagimsiz baska mekanizmalar tarafindan da

olabilecegi belirtilmektedir (Chen ve Liu, 1994).
2.5 Kanser Tedavisinde Kullanilan flaclar

Antikanser ilag kaynaklar1 arasinda bitkiler, deniz canlilar1 ve mikroorganizmalar
bulunur. Antikanser aktivite denemelerinde bitkilerin kullanimi ¢ok eski tarihlere
dayanir. Bitkilerden elde edilen diterpen iceren anti-enflamatuar maddelerin kanser
hiicreleri iizerinde antiproliferatif etkisinin arastirilmasina devam edilmektedir.
Bitkilerden elde edilen bilesenler c¢esitli klinik anti-kanser ajanlarin gelistirilmesinde

6nemli rol oynarlar. Yapilan aragtirmalarda ¢ok sayida antikanser aktivitesi olan dogal
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veya sentetik molekiil bulunmustur (Vyas ve ark., 2014). Fakat bunlardan sadece

bazilar1 giinlimiizde kanser kemoterapisinde kullanilmaktadir.

Antikanser aktivitesi olan bir¢ok dogal ve sentetik molekiil kanser hiicreleri yaninda
normal hucrelere sitotoksik olmalar1 veya diger tehlikeli yan etkileri nedeniyle
kullanilamamaktadir (Vukanovic ve ark., 1993). Bu nedenle antikanser potansiyeli olan
ilaglarin hem kanser hiicreleri iizerinde etkili hem de yan etkilerinin ¢ok az olmasi
gerckmektedir. Dolayisiyla hem etkili hem de yan etksi az olan antikanser ilaglarin

gelistirilmesi kanser tedavisi agisindan 6nem arz etmektedir.

Kanserle miicadelede en yaygin kullanilan tedavi yontemleri arasinda kemoterapi
gelmekte ve bu amagla gesitli kanser ilaglar tiretilmektedir. Antikanser aktivite gosteren
ilag tirleri Topoizomeraz inhibitorleri, antifolatlar, alkilleyici ajanlar ve platinum
analoglari, hormonal ajanlar gibi gruplara ayrilmaktadir. Tanimlanan antitiimor
ajanlarin, hizli biiyliyen tiimorlere karsi etkiliyken; yavas biiyliyen tiimorlere kars
(Glioma, plague-benzeri miyofibroblastik timdr ve parosteal osteolisarkoma gibi) daha
az etkili oldugu bildirilmistir. Yavag biiyliyen tlimorlerin biiylime ve bdliinmeleri,
kemik iligi ve gastrointestinal epitelyum gibi hizli prolifere olan normal insan
dokularindan daha yavas olmaktadir. Bu nedenle bu dokular uygulanan ilacin toksik
etkileri nedeniyle zarar gérmektedirler. Bu nedenle kullanilan ilaglar normal dokulara
zarar vermeden secici ve spesifik olarak etki gostermelidir. TUmor tiplerinde niifuz
edebilme, boyut vb. anlaminda farkliliklar oldugu kadar biiytime hiz1 agisindan da fark
olmas1 ilaglara olan duyarlilikta biiyiik farklar olusturmaktadir. Buna dayanarak
yetiskinlerde genellikle akciger, gogilis ve kolon solid tiimOrlerin kemoterapiye zayif

cevap Verdigi soylenebilmektedir (Shimizu ve ark., 2002).
2.5.1 Alkilleyici ajanlar

Alkilleyici ajanlar, en eski ve en ¢ok kullanilan 6n ilaglardir ve hiicre siklusunun G1 ve
S fazlarina daha fazla etkili olmaktadir. Negatif yiikli olan DNA’nin niikleofilik
gruplarina ya tek noktadan ya da ¢ift noktadan baglanirlar. Bunun sonucu olusan
karbonyum, iki DNA zincirindeki guaninler arasinda c¢apraz baglanma olusturarak
DNA’nin replikasyon ve transkripsiyonunu bozmaktadir. Ornegin doksorubisin gibi

ilaclar hidrojen baglar1 ile nonkovalent kompleksler olusturmaktadir. Bu nonkovalent
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kompleksler DNA sarmalinin dizili baz giftleri arasinda interkalasyon yoluyla ya da
major veya minor oluga baglanmayla meydana gelmektedir (Ghorab ve ark., 2010). B
DNA’da major olugun minor oluktan daha derin ve genis olmasi, molekiillerle
etkilesiminde daha agik bir pozisyon olusturmaktadir. Her bir oluk i¢in baz cifti
diizenlenmesi spesifiktir ve her biri farkli hidrojen bag1 verici ve alicilar1 igermektedir.
Ilag ve protein gibi molekiiller bu bolgelere baglanmaktadir. Farkli DNA bazlar1 ve bu
bazlarin dizileri arasinda ila¢ molekiilleri segici bir sekilde ayrilabilmektedirler. Tipik
bir oluk baglanici ilag, kendini hidrojen baglar1 ve Van Der Waals etkilesimleri arasinda
tutmaktadir. AT baz ciftleri arasinda minor oluk, bu ila¢lar i¢in uygun baglanma bolgesi
olmaktadir. Ornegin bazilarimin DNA zincirini hidrate eden su molekiilleri ile yer
degistirerek minor oluga baglandiklar1 bilinmektedir. DNA replikasyon ve
transkripsiyonunun etkin inhibitorleri olarak tercihen CG sekansinda olmak iizere piirin
pirimidin basamaginda interkalasyon gozlenmektedir (Faidallah ve Rostom, 2013;
Wang ve ark., 2014).

2.5.2 Antimetabolitler

DNA, RNA, proteinler ve diger temel hiicre bilesenlerinin sentez ve degisik
basamaklarinda substrat ya da koenzim olarak kullanilan dogal metabolitlerin
analoglaridir. Ornegin DNA ve RNA sentezinde bozukluklar ve hiicrenin S fazini inhibe
edici etkileri belirlenmistir (Nalbantoglu, 2006; Aydin, 2014).

Son yillarda kanser terapisinde ilgi ¢eken yollardan biri de monoklonal antikor
kullanimidir.  Antikor-ilag konjugelerinin solid tumoér ve lenfomada opsiyonel
uygulamalart vardir ve immunomodiilator antikorlar klinikte basar1 kazanmistir.
Terapotik antikorlar gelistirilmesinde kanserin serolojisinin, protein miihendisligi
tekniklerinin ve immun sistem-kanser hiicreleri iliskisinin anlagilmasi gerekmektedir.
Kanser hiicrelerinin hiicre yiizey antijenleri normal dokularla karsilastirildiginda ya over
ekspresyona, mutasyona ya da segici ekspresyona ugramistir. Kanser hiicrelerinin ylizey
antijenik yapisindaki degisimlere ek olarak, timor stromal ve vaskular hicreleri
alisilmisin disinda antijen tireterek normal hiicrelerden ayrilirlar (Andrew M. Scottl,
Jedd D. Wolchok, 2012).
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Nanopartikiiller 1ilag tasiyicilart olarak tanimlanmistir ¢linkii organik/inorganik
materyaller kullanilmasiyla gesitli formulasyonlar1 vardir, hedef bolgelere karsi etkili
ulasimlar1 vardir ki bu da vyiiksek terapotik etki demektir. internal ve eksternal
uyaricilarla etkin ilag iletimini kontrol ederler. Bu 06zelliklerinden dolay1 terapotik
etkileri gelistirilebilir ve istenmeyen etkileri azaltilabilir. Eksternal uyarici yoluyla
kimyasal ya da fiziksel degisimler yapabilen uyarici-sorumlu nanomateryaller aktive
edilebilir. Bu nano pargaciklar kullanilarak teshis, kisisellestirilmis terapi ve hastaligin
es zamanli goriintiillenmesi gibi yerine getirilebilir. 1970’lerde polialkilsiyanoakrilat
pargaciklarin antikanser ilaglara baglanmasiyla terapi yoluna gidilmistir. ilag tasiyic
olarak kullanilan yaygin nano yapilar: Polimerik miseller, katanl vezikiiller, cross-link

nano jeller, kat1 yag nanopartikiilleridir (Lim et al., 2013).

Bitkiler, kemoterapi etkinliginin arttirilmasinda ya da ilaca bagli toksisitenin
azaltilmasinda etkili olabilen adjuvan antikanser bilesikleri olabilirler. Ginseng gibi
bitkisel ilaglar kemoterapotik ajanlarla sinerjistik etki gostererek hicre doéngusu
tespitinde, apoptotik gbzlemlerin  gelistirilmesinde gorev alabilirler. Yapilan
caligmalarda kolorektal kanserlerinde kullanilan 5-FU ile birlikte yapilan ginseng
uygulamasinda doza bagli olarak hiicre biiylimesinin, yalniz 5-FU uygulamasina oranla

daha fazla inhibe edildigi gosterilmistir (Wang ve ark., 2012).

Kanser tedavisinde kullanilan bilesiklerden biri de pirimidin antimetaboliti olan 5-
floururasildir (5-FU). 5-FU, timidilat sentaz (TS) inhibisyonu icin sitotoksik aktivite
gosterir. 5-FU aktif metabolite dondikten sonra deoksi Uridilik asitin timidilik asite
metilasyonunu inhibe eder. Bdylece DNA’nin bir niikleoziti olan timidin eksikligi
olusur. Ayn1 zamanda 5-FU, niikleik asit zincirine kendisi de katilarak RNA olusumunu
inhibe eder. 5-FU; ribozil ve deoksiribozil nukleotit metabolitlerine cevrilir. Aktif olan
bu metabolitler, timidilat sentetaz enzimi ve onun kofaktdriiyle kovalent bag kurarak
kompleks olusturur. Bunun sonucu DNA sentezi durur. 5-FU’den organizmada olusan
fluorouridilat RNA yapisina katilir. RNA’nin fonksiyonlar1 ve protein sentezi durur

(Saif ve ark., 2010).

Kolorektal kanser hastalarinda; 5-FU’e karsi direng oOliimlerle yakindan ilgilidir.
Metastatik kolorektal kanserinde 5-FU’e karsi direngle ilgili timidilat sentetaz (TYMS)
enzimi tizerine yapilan arastirmalarda 5-FU’e maruz kalan hasta ve 5-FU kullanmamis
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hasta gruplar karsilastirildiginda 5-FU’e maruz birakilan hastalarda DNA replikasyonu,
5-FU’e maruz birakilmayan hastalara oranla yiiksek bulunmustur (Watson ve ark.,
2010).

5-FU ayrica, 6zefagus kanserine kars1 yaygin olarak kullanilan bir kemoterapik ajandir.
Yapilan caligmalarda, interferonlarin (IFN) bu kansere karsi hastalarda sitotoksik
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Kanser hiicrelerinin biiyimesinin 5-FU ile birlikte
IFN- B, a ile suprese edildgi kanitlanmistir. Bu bulgular 5 -FU’in IFN yollarini stimiile
ettigini ve IFN tip I reseptdrlerinin up-regiilasyonunu sagladigini gostermistir. 5-FU ve
IFN kombinasyonlarinin ileride 6zefagus kanserinde etkili olabilecegi diigiiniilmektedir
(Matsumura ve ark.,, 2004). Tumér hicrelerinde (MCF-7) 5-FU tarafindan
transkripsiyonel olarak aktive edilen genler de ¢alisilmistir. 5-FU ile indiklenen MAT-
8, Thymosin-B-10 ve saperonin-10 aktivasyonu p53 geninin inaktivasyonuyla saglanir.
Bununla birlikte bu genlerde birden fazla p53 baglama bolgesi de bulunmaktadir ki bu
da bu genlerin 5-FU ile indiklenen ekspresyonunda p53’tn 6nemli bir regilator roli
oldugunu gosterir (Maxwell ve ark., 2003; Matsumura ve ark., 2004; Kochetkov ve ark.,
2005).

Kanser tedavisinde kemoterapi ilact olarak kullanilan bilesiklerden birisi de cis-
platin’dir. Cis-platin, DNA’ya baglanir ve tiibiilin sentezini stimiile eder. Sonucta
mikrotiibiil yapimi artar, bunun yaninda daha 6nce sentezi tamamlanmis mikrotiibiillere
baglanir ve onlan stabilize eder. Biitiin bu etkilerle beraber tiibiilin ve mikrotiibiil oran1
bozularak tibulin polimerizasyonu engellenir ve antineoplastik etki olusur (Faivre ve
ark., 2003; Suzuki ve ark., 2009). Kanser tedavisi i¢in gelistirilen bilesiklerden birgogu
yan etkileri nedeniyle kullanilamamaktadir veya halen kullanilmakta olanlar da tiim
kanser tiplerine karsi etki gdstermemektedir. Dolayisiyla giinlimiizde de hala kanser

tedavisi icin yeni molekullerin sentezlenmesi i¢in galismalar devam etmektedir.

Paclitaxel; hiicre bolinmesi icin gerekli olan dinamikleri bozarak hicre 6limuyle
sonuglanan tubilin polimerizasyonunu tesvik eden ajandir. Epiteliyal ovaryum kanseri,

kolon ve akciger kanserlerine karsi neoplastik aktivitesi vardir (Brannon-Peppas, 2004).
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2.6  Kinolin Tiirevleri ve Antikanser Ilac Potansiyelleri

Kinolin molekull benzen ve pridin halkalarindan meydana gelen heterosiklik bir
molekildir. Kinolin koémiir katranindan ve Cinchonamine alkoloidinin yiiksek
sicaklikla pargalanmasindan da izole edilen bir alkoloiddir. Kinolinler; regine ve
terpenler igin cozicudurler ve boya Uretiminde de kullanilirlar. Toprakla temas

ettiklerinde hizli bigimde yer alt1 suyuna gecebilmektedirler.

=1

Sekil 2.3. Kinolinlerin temel yapisi

Kinolinler klinik kullanima 1962 yilinda nalidiksit asit formunda girmistir. Nalidiksit
asit, malarya tedavisinde kullanilan klorokinin sentezi ve saflastirilmasi sirasinda
kesfedilmis, bakterisid etkili bir antibiyotiktir. idrarda yiiksek konsantrasyona ulagmasi
nedeniyle sadece driner sistem enfeksiyonlarinda kullanilmaya baslanmistir (Nazik and
Ongen, 2010).

Kinolin tiirevi bilesikler degisik biyolojik aktiviteleri nedeni ile ilag yapiminda ¢ok
genis bir kullanim alanina sahiptir (Zhang ve ark., 2014). Kinolin ve tetrahidrokinolin
tirevlerinin, kemoterapik aktivite (Keller, 1984), sitma onleyici (Craig ve Pearson,
1971), antitimor (Lee ve ark., 2013), bakteri oldirticu (Amit ve ark., 2013), glukagon
ve kanabinoid reseptori (Fujita ve ark., 2009); pirazo[3,4-b]kinolin tirevlerinin
antiparazit, antibakteriyel, enzimatik inhibitor (Portilla ve ark., 2007); 8-hidroksikinolin
tirevlerinin antifungal (Meléndez Gomez ve ark., 2008) ve herbisidal (Podeszwa ve
ark., 2007), antienflamatuar, analjezik ve antihelmintik (Kalluraya ve Sreenivasa,
1998); stirilkinolin tiirevlerinin HIV inhibitorii ve bazi enilamin tiirevlerinin anti-kanser
olarak (Portilla ve ark., 2007) aktivite gosterdikleri literatiirde rapor edilmistir. Bu

heterosiklik aromatikler , mutajen ve kanserojen oOzellikleri ile de arastirmacilarin
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ilgisini ¢ekmis ve hayvanlardaki enzim sistemleri iizerindeki etkileri yogun

incelemelere konu olmustur (Behforouz ve ark., 2007; Dong ve ark., 2009).

Kinolin grubu bilesikler tabiatta genelde alkoloid yapisinda bulunurlar. Cusparine,
galipine, galipoine gibi kinolin grubu tasiyan bir¢ok alkoloid angustore kabugundan
izole edilmislerdir. Cesitli Cinchona tiirlerinin kabuklarinda Cinchona alkoloidleri de
kinolin yapilarinda dogal iiriinlerdir. Cinchonine yan zincir dort pozisyonunda kinolin
cekirdegine sahiptir. Cinchona kabugu sitma tedavisinde yiizyillar boyunca
kullanilmistir. Bitki kabugu aktif bilesen olarak kinin ihtiva eder. Yapi ve aktivite
iligkisi lizerine gelistirilen hipotezler potansiyel anti-sitma ajani olarak birgok kinolin

tiirevinin sentezlenmesine yol agmistir (Lavoie ve ark., 1984).

Antikanser potansiyeli olan sentetik molekillerden biri de kinolinlerdir. Kinolin ve
izokinolin tiirevlerinin kemoterapik aktiviteleri uzun zamandir bilinmektedir. Kinolin
tlrevleri bakteri oldirici, antitimor, anti-sitma, ve pihtilasma saglayici genis etki
alaninina sahiptirler. Nupercaine giclu bir lokal anestetiktir; vioform ise gastrointestinal

enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir.

Kamptotesinler Topoizomerazl aktivitesini bloke eden kinolin tirevi antikanser
ilaglardir. Camptotheca familyasindaki bitkilerden elde edilir. DNA ¢ift zinciri iginde
guanin-sitozin baz ¢iftleri arasina enine yerlesim gosterirler ve DNA’ya interkale olarak
DNA sentezini ve mRNA sentezini engellerler (Pan ve ark., 2010; Rodriguez-Berna ve
ark., 2014). Chinosol adi ile bilinen 8-hidroksi kinolin hem antiseptik olarak hem de
analitik kimyada oksin ad1 altinda reaktif olarak kullanilir. Onemli bir kinolin tiirevi
olan Atophan veya Cincophen romatizma ilaci olarak kullanilan 2-fenil-kinolin-4-
karboksilli asittir. Bu heterosiklik aromatikler, mutajen ve kanserojen 6zellikleri ile de
arastirmacilarin ilgisini ¢ekmis ve hayvanlardaki enzim sistemleri {izerindeki etkileri

yogun incelemelere konu olmustur (Lavoie ve ark., 1984).

Bromlu kinolin tiirevleri farkli molekiillerin sentezinde aract ve anahtar
konumundadirlar. Ciinkii bromo kinolinler, kinolin grubu molekiillerden farkli
tiirevlerin elde edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bagli brom atomlar1 sayesinde
organik yapilar, araci ve anahtar konuma yukselir. Bromlama ile ¢cok fonksiyonlu hale

gelen kinolinler cesitli bilesiklerle (kenetlenme reaktifleri, grignard reaktifleri v.b.)
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reaksiyon verebilmektedir. Brom, bulundugu yapilarda hem metal halojen degisimi ile
elekrofilik yer degistirmelerle, hem de niikleofilik yer degisimi ile farkli tiirevlerin
sentezine yol agmaktadir (Okten, 2009). Bu yolla siyan, keton, aldehit, alkil, ester, eter,
asit, amin ve diger tiirevler bromlu tiirevlerden kolayca sentezlenebilmektedir (Bacon ve

Hill, 1964; Okten, 2009; Okten ve ark., 2013).

Izokinolin tiirevleri de tip alanindaki uygulamalar: ile dikkat ¢ekmektedir. Ornegin
dimetilizokin anestetik, 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin’den tdretilen Kinapril, Kinaprilat
gibi turevler anti-hipertansiyon ajani, 2,2-Hekzadekametilenizokinolinyumdiklorir ise
antiseptik ve anti-mantar ajan1 olarak kullanilmaktadir. Izokinolinin azotunun
alkillenmesiyle hazirlanan tiirev bilesik ise enfeksiyonlara karsi kullanilir. Kinolinin
onemli tiirevleri ve kullanim alanlar1 Cizelge 1’de 6zetlenmistir. Birgok farmakolojik
aktif ve dogal bilesiklerin yapisinda bulunan kinolinin sentezi lizerine farkli yontemler
gelistirilmistir. Kinolin tiirevlerinin biyolojik aktiviteleri (Sankaran ve ark., 2010; Chen
ve ark., 2013) ve kemoterapik aktiviteleri (Okten ve ark., 2013) oldugu ve genis bir
alanda kullanildiklar1 bilinmektedir. Tibbi kimyanin iskelesi durumunda olan kinolin
tdrevlerinin antimalaryal (Madrid v ark., 2005), antifungal ve antibakteriyel (Chen ve
ark., 2001), antikanser (Okten ve ark., 2013) etkileri vardir. Ayrica kinolinler birgok
ticari boyar maddenin yapisinda da yer alirlar ki kinolin saris1 bunlardan birisidir.

(Lavoie ve ark., 1984).
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Cizelge 2.1. Biyolojik aktiviteye sahip bazi kinolin tlirevleri

Bilesik Adi Kullanildig: Yer
Klorokin Sitma ilaci olarak kullandmaktadwr (Ursing ve ark., 2014).
Plazmokin Plazmokin sitma tedavisinde kullanidan sentetik bir

maddedir Dogada olmavip laboratuar sartlarmda

sentezlenir. Plazmokin cinsiveti olan sitma parazitlerini

inhibe eder (Ursing ve ark., 2014).

8-hidroksi  kinolin

Tipta antiseptik olarak kullanidmaktadwr, avrica analitik

kimvada oksin ad1 verilen reaktiftir (Kumar ve ark., 2014).

Yatren Yaralarin dezenfektesinde etkilidir (Mathada, 2014).

Atopan (2- | Fomatizma ilacidr. Asrica gut tedavisinde kullamilir

fenilkinolin-4 (Mathada, 2014).

karboksilik asit)

Papaverin Kas gevsetici olarak bilinir (Mathada, 2014).

Kamptotesin Antikanserojen olarak kullanilir (Rodriguez-Bermna ve ark.,
2014).

Levoflaksosin Ikinci wve  dginci  kusak  antibivotikler  olarak

kullandmaktadr (Weber ve ark_, 2009).
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2.6.1 Antikanser Ilac Potansiyeline Sahip Kinolin Tiirevleri

Kinolinlerin bakterisidal etkilerinin ortaya ¢ikmasinda DNA sentezinin inhibisyonu
temel olmakla birlikte farkli mekanizmalarin da hiicre oliimiinde rol oynadigi

sanilmaktadir (Nazik and Ongen, 2010).

Kanserin, hiicre homeostazisinde bozulmalara, ekstraseltler sinyallerin iletilmesinde
aksakliklara, hiicreler arasi iletisimin gerceklestigi bosluklarda bazi sinyal iletim
bozukluklarina neden oldugu bilinmektedir. Kanser hiicrelerinin GJIC (gap junctional
intercellular communication) boyunca iletisim kurabilmeleri biiylime aktiviteleriyle
negatif orantilidir. Yapilan bir ¢alismada; 6-metoksi-8-[(2-furanmetil) amino]-4-metil-
5-(3-trifluorometilfeniloksi) (PQ7) olarak adlandirilan substituye kinolin tiirevlerinin
GJIC proteinine yiksek oranda baglanma gosterdigi saptanmistir. PQ7 ile muamele
edilen hicrelerde kaspaz 3 oraninda da artis gozlenmistir ki bu da apoptoz Uzerine

muhtemel bir iliski kurar (Perchellet ve ark., 2010).

Gogiis kanseri hiicreleri Uzerinde iki tetrahidrokinolin tirevi olan ve DM8, DM12
olarak adlandirilan cis-2,4-diaril-3-metil-1,2,3,4-tetrahidrokinolinin sitotoksik aktivitesi
incelenmistir. Bu bilesenlerin Gemcitabine (niikleozit analogu) ve Paclitaxel gibi
antikanser ilaglarla kombinasyonunun sinerjistik ve antagonistik etkileri arastirtlmistir.
Elde edilen sonuglar; DM8 ve DM12 bilesenlerinin insan gogiis adenokarsinom hlicre

hatlarinda hiicre biiylimesinin inhibe edildigini géstermistir (Mufioz ve ark., 2011).

Linomide (N-fenilmetil-1,2-dihidro-4-hidroksil-1 -metil-2-oksokinolin-3-karboksamid)
olarak tamimlanan bilesigin prostat kanserli fareler tzerinde denenmesiyle, linomide
uygulanmayan deney hayvanlarinda bulunan timor biiyiikligii arasinda antianjiogenik
0zelliginden dolay1; tiimor {izerinden kan akisinin %40 oraninda azaldigi goriilmiistiir.
TUmMOr olusumunun saptanmadigi organlarda ise kan akisinda bir degisiklik olmamasi
linomide adli bilesigin secici olarak anjiogenezisi inhibe ettigi ve yerlesik kan
damarlarinda herhangi bir azalmaya neden olmadig belirlenmistir (Perchellet ve ark.,
2010).

4-aminoprimido [40; 50:4,5] tieno (2,3-b) kinolin adi verilen iki kinolin bilesiginin

antitimor etkileri de ¢alisilmistir. Bu bilesiklerin DNA molekiiliiniin uzunluguna bagl
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olarak molekiile kars1 yiiksek afinitesi sonucu G+C’ce zengin olan bdlgeden DNA
molekiiliine interkale oldugu diisiiniilmektedir. Bu molekiillerin doza bagli olarak
losemi ve melanoma hiicrelerine karst gosterdikleri sitotoksik aktivitelerinin ve

inhibisyon oranlarinin benzer oldugu belirlenmistir (Sing ve ark., 2007).

Kinolinlerin etki mekanizmalar1 {izerine yapilan ¢esitli ¢aligmalarda ise; antitimor
aktivitenin degerlendirilmesinde; ¢esitli kinolin tiirevlerinin kanser hicrelerinin
bliylimesini serbest radikallerin etkisi gibi superoksit dismutaz vb.nin etkisini artirarak
sagladig1 belirlenmistir. Cisplatin gibi antikanser ilaglariyla karsilastirildiginda protein
ve niikleik asit seviyelerinde azalmaya neden oldugu belirlenmistir (WWoynarowski,

2002; Rashad ve ark., 2010).

IGF-IR (Insulin-like growth factor), hiicre proliferasyonunda kritik arabuluculuk yapan
biiyiime faktorii tirozin kinazidir (Giines, 1999). Bu nedenle IGF-IR inhibitorlerinin
timOr biiylimesini engelledigine ve yeni kanser tedavileri sagladigina inanilmaktadir.
Yapilan bir ¢alismada izokinolindion serisinin bilesenlerinin IGF-IF’li inhibe ettigi

rapor edilmistir (Miller ve ark., 2009).

Sulfonamid tasiyan bilesiklerin birgok biyolojik aktiviteleri vardir ve in-vitro/in-vivo
ortamlarda antitimor aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Zhang ve ark., 2014) Bazi
kinolin ve primido Kkinolin tdrevlerinin sulfonamid igerdigi belirlenmistir. Bu
bilesiklerin in-vitro ortamda antikanserojen aktivitelerinin, doksorubisin isimli referans

ilagtan daha etkili oldugu bulunmustur (Ghorab ve ark., 2010).

2-tiookso grubu ve 2-(3,4dimetoksifenil) kisminin varliginin bazi kinolin bilesiklerinde
antitimor aktiviteyi artirdigi belirlenmistir (EI-Gohary, 2013). Bir kinolin tlrevi olan

TAS-103 ¢ift yonlt Topo I ve II inhibitorii olarak rapor edilmistir (Tseng ve ark., 2008).

Yapilan arastirmalarda 2-fenilkinolin-4-1 tdrevlerinin potansiyel antikanser aktivitesi
oldugu diistiniilmiistiir. Fakat yiiksek toksisiteye sahip olmalar1 ve hidrofilik 6zellikte
olmalari bu bilesiklerin ileri ¢alismalari i¢in sinir olusturmustur. Bunun iizerine molekiil
iskeletine hidroksi grubu eklenerek suda ¢oziinebilirligi arttirildiginda antikanser

aktivite 6zelligi gosteren yeni bilesikler elde edilmistir (Cheng ve ark., 2013).
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Yeni sentezlenen primido [4,5-b] kinolin, [1,2,3] triazino [4,5-b kinolin] ve [1,2,4]
triazol[2°,37:3,4]primido [6,5-b] kinolin analoglarinin bazilarinin bobrek kanser hiicre
hatlar1 iizerinde segici aktivite gosterirken bir kismmin da gogiis kanser hiicre hatlari
tizerinde sitotoksik etki gosterdigi belirtilmistir. Bilesiklerden 5-(3,4-dimetoksifenil)-
[1,2,3]triazino[4,5-b]kinolin  ve  5-(3,4dimetoksifenil)primido[4,5-b]kinolin  igeren
bilesiklerin antikanser aktivite yoniinden en aktif bilesikler oldugu belirlenirken 2-[3,4-
dimetoksifenil] grubunun varliginin da antitimor aktiviteyi artirdigi belirtilmistir (EI-
Gohary, 2013; Wang ve ark., 2014).

cis-2,4-diaril-3-metil-1,2,3,4-tetrahidrokinolinin sitotoksik aktivitesi incelenmistir. Bu
bilesenlerin Gemcitabine ve Paclitaxel ile kombine edildiginde meme kanseri hiicre

hatlarinda hiicre bliylimesinin inhibe edildigini géstermistir (Mufioz ve ark., 2011).

Bir seri 2-aminodihidrokinolin analogu da sentezlenmis ve metastatik meme
adenokarsinoma hiicre hatti iizerinde antikanser aktivitesi incelenmistir. Hucrelerin
G2/M kontrol noktasinda tutuklu kaldigi belirlenmistir (Lee et al., 2013).

Indolo [2,3-b] kinolin tirevleri DNA’ya interkale olan Ellipticine ve Olivacine gibi
antikanser ilaclarinin analogudur. Prido [4,3-b]karbazol in-vitro ortamda DNA-

Topoizomeraz | ayrilmaz kompleksini stabilize eder (Godlewska ve ark., 2013).

Kinolin turevlerinin DNA’ya interkale olarak DNA hasarindan sorumlu oldugu bu
stirecin de mitotik progresi 6nledigi bilinmektedir. Benzimidazo[1,2-b]izokinolinler’in
Elliciptin’le benzer Topoizomeraz II inhibisyon &zelligi gosterdigi ve in-vitro ortamda
yuksek oranda aktif oldugu ve G1 fazinda hiicreleri indirgedigi saptanmistir (Hranjec ve
ark., 2007)

Cesitli tetrahidroprimidokinolinlerin yap1 olarak DNA boyunca hidrojen baglar1 ve Van
der Waals kuvvetleri uygulayarak baz ¢iftleri arasina girerek DNA interkalatorii olarak
tanimlanabilecegi belirlenmistir (Woynarowski, 2002). Bu mekanizma, DNA sentezi ve
transkripsiyonda interferans olusumuyla ikili sarmal yapinin topolojisinde degisimlere
neden olur. Bazi tetrahidrokinolin ve trisiklik tetrahidroprimido[4,5-b] kinolinlerin yap1
olarak bazi DNA interkalatorleriyle benzedigi belirlenmistir (Faidallah ve Rostom,
2013).
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Okaryotik hiicrelerde hiicre iskeletinin esansiyel bileseni mikrotiibiil agidir.
Phodofilotoksin (PPT) kinolin tiirevi bir bilesiktir ve proteinlerin kolsisinle baglandigi
bolgede tubulin olusumunu inhibe eder. Bu durumun da bazi g¢alismalarda eksen
olusumunun durdurulmasiyla birlikte hiicrenin metafazin G2/M fazinda tutuklu

kalmasin1 sagladigi goriilmustiir (Chen ve ark., 2013).

Chalchonelar dogada olusan ya da sentetik olarak tiretilen antibakteriyel, antifungal,
antituberkdlar, antienflamatuar, antimalarial ve antitimor aktivitesi olan ketonlardir.
Chalchonelar uzerinden sentezlenen kinolin tlrevlerinin in vitro antikanser aktiviteleri
incelenerek molekiillerin antikanser 6zellik gosterdikleri bildirilmistir (Abonia ve ark.,
2012).

Taxol ve docetaxel ovaryum, metastatik meme, melanoma gibi kanser tirleri Gzerinde
genis uygulama alanlarina sahiptir. Bir seri yeni kinolin-Docetaxel analoglarinin gesitli
hiicre hatlarina kars1 antikanser aktivitesi incelenmistir. Yeni analoglarin Docetaxel’den

daha iyi sitotoksisite gosterdigi tanimlanmistir (Chen ve ark., 2014).

Cryptolepis sanguinolenta adli bitkinin koklerinden izole edilen indolokinolinlerin
DNA interkale ajan1 oldugu ve yiksek seviyede sitotoksisiteyle Topoizomeraz Il

inhibisyonu sagladigi belirlenmistir (Lu ve ark., 2013).

Meflokin ve arenaldehitten elde edilen 4-[3-(aril) hekzahidro [1,3] okzolo[3,4-a]pridin-
1-yl]-2,8-bis(triflorometil) adl1 kinolin tiirevinin ¢esitli hiicre hatlari iizerinde antikanser
aktivitesi arastirilmistir. Bilesiklerden nitro ve halo gruplari i¢eren bilesiklerin inaktif
oldugu digerlerinin ise yeni antitimOr ajan dizayninda kullanilabilecegi goriilmiistiir

(Rodrigues ve ark., 2014).

Primidokinolin tiirevlerinden sentezlenen c¢esitli bilesiklerin antitimor aktivitesi
incelenmistir. Yapilan in vivo ¢alismalarda kontrol bilesik olarak kullanilan cisplatin ve
sentezlenen bilesiklerin uygulanmasi sonucu antikanser aktivite gosterdigi bulunmus ve
deney hayvanlarinin yasam siirelerinde %29-66 arasinda artis belirlenmistir (Abbas ve
ark., 2011).

Primidin kimyas1 ve primidin eldelerinin biyolojik olarak antibakteriyel ve antikanser

aktivite gosterdikleri kanitlarinin artigina bagli olarak (Algasoumi ve ark., 2009)
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aragtirmalarda primido[4,5-b] kinolin tirevlerinin de antikanser aktivitesi referans ilag
Doxorubicin kullanilarak incelenmistir. Test edilen kinolin tirevlerinin sitotoksik
etkilerinin  4-bromobenzensulfonamid  iceren  molekillerde  referans ilagla
karsilagtirildiginda artis gosterdigi belirlenirken bir kisminda aynmi etki gézlenmemistir

(Algasoumi ve ark., 2010).

Antikanser aktivite gosterdikleri bilinen kinolin ve cinnamic asitin kombinasyonuyla
olusturulan bilesiklerin antikanser aktiviteleri de incelenmistir. Elde edilen bilesiklerin
birbirleriyle karsilastirilmalart sonucu; alkil zincirlerinin artisiyla aktivitede artis
gozlenirken, MCF-7 hiicrelerine karsi ters etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica kinolin
molekiillerinde klorin siibstitiyelerinin ayrilmasinin antiproliferatif aktiviteyi artirdigi da

belirlenmistir (Bianca ve ark., 2013).

Kinolin 3-sulfonamid’in kanser hiicrelerinde LDHA’y1 inhibe ettigi ve laktat {iretimini
azalttigr belirlenmistir. Gogiis kanseri hiicrelerinde hipoksi durumunda kinolin-3-
sulfonamid’le diisik LDHB ekspresyonunun LDH inhibisyonuna duyarli oldugu
belirlenmistir. Kinolin-3-sulfonamid’in ¢esitli hiicre hatlarinda glukoz alimini azalttig
ve mitokindriyel oksijen tiiketimini artirarak hiicrelerin hayatta kalmasini inhibe ettigi

goriilmiistir (Billiard ve ark., 2013).
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3

MATERYAL ve YONTEM

3.1 Cahsmada Kullanilan Kinolin Tiirevleri ve Sentez Mekanizmalarari

Cizelge 3.1. Sentezlenen kinolin tlirevi molekiiller

Kod Molekiil Formiilii Molekiil Ada
Br = Br
S501 . TriBr()
M
Br

H2CS ~

S02 NZ bis(SCH1)Q
SCH;

Br =

S503 Nf BrCNQ
CN

MC

504 m diCNTHQ
CM H

Br

s03 \©\/Nj BrTHQ
H

H.CO ~

506 N DiMe0O0Q)
OCH;

Br =
S07 Nf BrQ)
S0O8 DiBrTHQ
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S509 Metoksi kinolin tiirevi
Br N
S0O10 N/ DiBr()
Br
S011 NC = DICNQ
o
M
CH
Kinolindikarbaldehit
S012 OHC =
P
M
CHO
S013 Fenilkinolin tiirevi
S014 metoksibromokineolin
S0135 [zokinolon tiirevi
S016 Bromometoksikinolin tiirevi
S017 diPh()
S0O1E8 Hidroksibromolkinolin tiirevi
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SO19 DiPhTHQ

S020 Bromofenil kinolin

3.1.1 Cihazlar

Buz maKinasi............cooeiiiiiiii i e Scotsman AF80

Derin dondurucu (-20)...............eeeevnne.... . Vestel GTP 455A

Derin Dondurucu (-80)..........coeevvveieennns New Bruncwick Scientific U-410
Elektroforez sistemi.............cooooviiiiiniennns Scie-Plas HU10

ELIZA plate yikama................ccooeiinennn. Cenix Exaro

EtOV...oo .. Memmert INB 500
Faz-kontrast mikroskop............................ Leica DMIL

GUC kaynagt........coooviiiiiiiiie i Consort EV 265

Hassas terazi.............coevvvvvvveeeevennen..r... Denver Instrument TB224A

Isiticili manyetik karistirict.........oooooeveinn e, IKA RH Basic 2

Isik mikroskobu..............oooiiiiiiiiiii e, Olympus CX21

InkGibator. . .......ooveieiii e Nuaire Autoflow NU-4750
Jel goruntuleme cihazi...................oeene . UVP Biospectrum500
Karigtirict inkiibator...............cooeoeiiininnns. Heidolph Unimax 1010
Kuru blok termostat.................................BioTDB 100

Laminar Kabin.............cooooiiii i, Esco Smif II TipA2
Mikrodalga firm................ooi Arcelik MD 554
Mikroplate Okuma.............coociiiiiiiineennnn. Rayto RT-2100C

OtoKIaV......oovve e Hirayama HMC HV-110I
PCR . PeQlab Advenced Primus 96
PHMEtre......o Hanna HI 2211

Realtime PCR.......cooiiii Roche Light Cycler 480
Saf SU. v Labconco WaterPro PS
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SaAf SU. .o MES MP minipure

SaNtriflj. ..o, Hettich EBA21
Santriflj................co i i iiiee e eeeenn e 2 Hettich Mikro200 R

Stviazot tanki.......c.ooovi i locator 4 Thermolyne Dewars
SOFULUCU(HA) v e Ugur USS 440 DKTL

Sonikator.............coeveii i e e e . Sonics Vibracell VCX 130
Spektrofotometre.................................... Eppendorf Biophotometer UV/VIS
Spektrofotometre...................ecevevneenn ... Varian Carry 50

TOrAZI. e Acculab VIC 212
Thoma Lami..........ooooiiiiiiii e, Tiefe Depth

Ultrasaf SU.......coooeii i e Millipore Direct-Q3 UV
Vakum pompast.........c.oveueeenveniennennannnnnn. Divac 2.2L

Vorteks 0zellikli santriftj.......................... ExiSpin BioNeer
Vorteks tiip calkalayict...............oooovieiiiniis IKA Genius 3

3.1.2 Kullamlan Kimyasallar

5-Fluorouracil (5-FU)............................ Sigma

Absolit alkol...........ooooviii i, Merck
AGArOZ. ... Lonza
Asetik asit...........ccoo i e Merck
Brdu ELIZA Kit Roche
cDNA Synthesis Kit for RT-PCR(AMW)....... Roche
Cytotoxicity Detection Kit(LDH)................ Roche
1917/ P 1 [0 [0
DNA mMarker........ccoveiii i Thermo Scientific
DNazl. ... Roche
DPBS... Sigma
Dream Tag.....cveneeienieieneeee e e eneeae Thermo Scientific

Entellan.........ccooooiiiiiiii i Merck
Etidyum Bromur..........cooooe i, Sigma
Fetal Bovine Serum..................coevveeen ... Sigma



High Pure RNA Tissue Kit................c.oe.es
Hucre kiltir media...........ccovveiiiiininnnnnn.
In Situ Cell Detection Kit, POD..................
Loading Dye.....oociiiieiiiie e

Metanol. .. ..o,

Penicillin-Streptomycin...............c.ccovvvnee.
ProteinazK.......cc.vviiiii e
Realtime Ready Custom Panel 96................
Realtime Ready DNA Probes Master............
RNaz A,

Sodyum Sitrat..........cooiiiiii e
Steril DMSO....cooiii e,
Topoisomerase | assay Kit...........ccoceevviennes
Tripan BlUe.......ccvovii
TripSIN-EDTA....coii e e
TritonX-100... ..
TWEEN-20. ...

B-merkaptoetanol..................ccoiinn,

3.1.3 Kullanilan sarf malzemeler

Cam sise (250ml, 500ml, L L)..................
Cok kanalli pipet (1-200 pl).......c.cviennennns
DISPENSEr ...t ie e e e e e
Eppendorf tip (2ml).....ccoovviiiiiiiiiien,
Filtre (0,22mikron)............oooviiiiinnennnn.
Hiucre kaltar plate (96 ve 6 kuyulu)..............

Fermantes
Merck
Amresco
Merck
Merck
Sigma
Fermentas
Roche
Roche
PEQ Lab
Amresco
Merck
Sigma
TopoGen
Fluka
Sigma
Roche
Amresco
Amresco

Amresco

Isolab

Brand, Eppendorf
Eppendorf

Isolab

Stericup

Corning costar



Kaziy1Cl. oo Corning costar

Otomatik pipet (100-1000 pl).................. Brand, Eppendorf
Parafilm..........oooi Pechiney

Pastor pipeti..........ccceieiiiiiiccicee e eenn... LP Italiana
PCREUPU...cv e Axygen

Pipet tabancast..........ovvveiieiieie e iiiienaas Brand eppendorf
Pipet ucu (100-1000 pl)............................Corning costar
Pipet ucu (1-200 pl.....................e...e....... Corning costar
Pipet ucu (2-10 pl).eeenieeee e, Corning costar
Pipet (100-1000 pl).....cvvvvinivieie e e e ... AXygen

Pipet (1-200 pul).....cooeoveiieiiiee e eeee.. AXygen

Pipet (2-10 i) .vvee AXxygen

Plastik pipet (10ml)......cooooviiiiiiii e, Corning star
Plastik pipet (25 ml)......cooooviiiiiiii s Corning costar
Poli-lizinlicam..........cocoo i, Thermo Scientific, Menzel Glaser
Silikon KUItAr insert..........ooooiviiiie e vennn. Ibidi

Siringa filtre...........ooi Sartorius sedim
TI50 FlasK....coovuiii Corning costar
T25 Flask.....coovveie e Corning costar
TT5FIasK. ..o Corning costar
Vidali kapakli santrifiyj tiip (15 ml)............. Corning costar
Vidali kapakli santrifiij tipa (50 ml)........... Corning costar

3.2 Cahsmada Kullamlan Kinolin Molektllerinin Sentez Mekanizmalari

Kinolin grubu bilesiklerin ilging biyolojik 6zellikleri bu tiir bilesikler {izerine olan ilgiyi
artirmig ve arastirmacilart siirekli olarak farkli sentez yontemleri gelistirmeye
yoneltmistir. Kinolin tiirevi sentezinde kinolinin bromlu tiirevleri énemlidir. Ciinkii,
brom atomu diger bir ¢cok grupla yer degistirmeye imkan vermekte ve bdylece bagl
oldugu grubu tiirev sentezinde anahtar konuma yiikseltmektedir. Bromlu tiirevler,
niikleofilik ve elektrofilik yer degistirmeler kadar kenetlenme reaksiyonlarina da izin
vermektedir. Bromo kinolinler, kinolin grubu molekiillerden farkli tiirevlerin eldesinde

onemli rol oynamaktadir. Bagli brom atomlar1 sayesinde organik yapilar, araci ve

33



anahtar konuma yiikselir. Bromlama ile ¢ok fonksiyonlu hale gelen kinolinler gesitli
bilesiklerle (kenetlenme reaktifleri, grignard reaktifleri v.s) reaksiyon verebilmektedir.
Brom, bulundugu yapilarda hem metal halojen degisimi ile elekrofilik yer
degistirmelerle, hem de niikleofilik yer degisimi ile farkli tiirevlerin sentezine yol
acmaktadir. Bu yolla siyan, keton, aldehit, alkil, ester, eter, asit ve diger tiirevler bromlu
tirevlerden kolayca sentezlenebilir. Kinolin ve izokinolin molekilinde brom
takilabilecegi yedi konum vardir. Bu sebeple c¢ok sayida monobrom, dibrom,
tribromokinolin ve izokinolin izomerleri vardir ve bu izomerler i¢in az sayida uygun
sentez yontemleri bilinmektedir. Kinolinin bromlu tirevleri farmakolojik aktivite
goOsteren bircok bilesigin baslangic maddesi olarak tip kimyasinda kullanilmaktadir
(Sahin ve ark., 2008).

3.3 Hicre Kultart

Bu calismada kanser hiicre hatlar1 olarak HelLa, C6 ve HT-29 kanser hiicre hatlari
kullanildi. Tim hiicre hazirlama islemleri laminar kabinde steril ortamda
gerceklestirildi. Hucreler % 10 FBS (Fetal Bovine Serum, Sigma, Germany) ve % 2
PenStrep (Penisilin-Streptomisin, Sigma, Germany) sollisyonu iceren katkili DMEM
besiyeri igeren steril T75’lik hiicre kiiltiir flasklarinda 37°C de % 5 CO, ortaminda 4-5
giin inkdbe edildi. Hucreler konfluent hale geldiginde, flasklardaki besiyeri 10 ml
Tripsin-EDTA solusyonu ile degistirilerek, 5 dakika inkibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda flask hafifce calkalanarak hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi saglandi, olusan
hlcre stispansiyonu 50 ml steril falkon tiiplere aktarildi. Hucreler (izerine 10 ml taze
besiyeri (DMEM) eklenerek Tripsin notralize edildi ve hiicreler 1500 x g de 10 dakika
santrifiijlendi. Siipernatant kisim aspire edildikten sonra hiicre pelleti 2 ml taze besiyeri
eklenerek steril pastor pipetle suspansiyon haline getirildi. Hiicre sayimi i¢in hiicre
stispansiyonundan alinan 10 pl hicre 10 pl tripan mavisi solisyonu ile karistirildi, bu
kartstmin 10 pl si Thoma lamina pipetlenerek hiicreler mikroskop altinda sayildi ve
hlcre konsantrasyonu belirlendi. Sayim isleminden sonra yeni bir steril 15 ml lik Falkon
tiip i¢inde calisilacak hiicre stok stispansiyonu (20-30 000 hiicre/100 pl) hazirlandi. 100
pl hiicre siispansiyonundan 96’lik hiicre kiiltiir plaklarma pipetlendi. Plakalardaki

hiicreler kontrol ve degisik konsantrasyonlardaki test maddelerinin eklenmesinden sonra
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37 °C de 24 saat inkube edilerek test maddelerinin kanser hiicre proliferasyonuna olan
etkisi BrdU cell ELIZA yontemiyle test edildi.

3.4 Hiucre Proliferasyon Testi

Calismada test edilecek bilesiklerin  antiproliferatif ~ aktivitesinin  ve I1Cs
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in hiicresel DNA miktarinin tespitini saglayan Hucre
proliferasyon ELIZA kiti (BrdU Cell Proliferation ELIZA Roche, USA) kullanildi.
Hicrelere BrdU eklendiginde, BrdU bélinmekte olan hiicrelerin DNA yapisina katilir.
Stispanse ve yapiskan (adherent) hiicrelerin DNA yapisindaki BrdU miktar1 ELIZA
yontemiyle belirlenerek hiicre proliferasyonu kantitatif olarak olculur.

3.4.1 BrdU Hucre Proliferasyon ELIZA Kiti ¢calisma soliisyonlari

BrdU Labeling Reagent:

Falkon tupu icerisine 100 pl BrdU koyularak besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandi.

Anti-BrdU-POD soliisyonu:

Liyofilize halde gelen Anti-BrdU-POD igeren siseye 1.1 mL ddH,O eklenerek
sulandirildi. Ayr bir falkon tiipiine bu karisimdan 100 pl alinarak tizeri besiyeri ile 10

mL’ye tamamlandi ve +4°C’de saklandi.

Yikama Soliisyonu:

Kit igerisinde hazir halde gelen washing bufferdan 50 mL alinarak cam bir siseye

koyuldu ve Gzeri 500 mL’ye tamamlanarak +4°C’de sakland.

Durdurma Solisyonu:

Bir cam siseye 1M H,SO4 hazirlanarak oda sicakliginda muhafaza edildi.

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-High Glucose) Cozeltisinin

Hazirlanmasi:

1000 ml’lik bir behere deiyonize su (700- 800 ml) koyuldu. Beher icine manyetik bar
atilarak manyetik karistiriciya alindi. Uzerine DMEM (1L igin bir sise) bosaltidi.
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Olusan karisim iizerine NaHCO; (2.2 g) ilave edilerek pH metre ile HCI ¢ozeltisi
kullanilarak pH 7.2 ayarlandi. Toplam hacim 1L’ye tamamlandi. Bu ¢6zelti steril kabine
alinarak 0.22 p’luk steril filtrelerden vakum altinda steril siseelere stiziilerek + 4°C’de

saklandi.

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-High Glucose) Katkili Cozeltisinin

Hazirlanmasi:

Steril kabin igerisinde 500 ml’lik steril sisede bulunan DMEM c¢d6zeltisinden baska bir
siseye 60 ml alinarak eksilen hacim 50 ml Fetal Bovine Serum (FBS), 10 ml Penstrep

ilavesiyle tekrar 500ml’ye tamamlandi. Elde edilen ¢6zelti + 4 °C de saklandi.
3.4.2 BrdU hucre proliferasyon ELI1ZA Kiti proseduru

Hazirlanan hiicre stogundan 100 pl hiicre slispansiyonu 96 kuyucuklu steril hiicre kiiltiir
plakalarinin (COSTAR, Corning, USA) ilgili kuyucuklara triplike olacak sekilde
pipetlendi. Hucre kontrolli icin Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
besiyeri, negatif kontrol icin ¢ozuct madde dimetilsilfoksid (DMSQ), pozitif kontrol
icin antikanser bilesik 5-FU (Sigma) test maddesi ile ayn1 konsantrasyonlarda hiicreler
uzerine eklendi. Kuyucuklardaki son hacim 200 pl olacak sckilde DMEM ile
tamamland1 ve 37 °C, % 5 CO, ortam1 saglayan inkubatorde 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra BrdU Kiti prosediiriine gére hiicreler lizerine gore BrdU isaretleme
soliisyonundan 10 ul/kuyu olacak sekilde eklendi ve hiicreler 37°C’de 4 saat yeniden
inkdbe edildi. Platelerdeki medyum aspire edilerek isaretleme sélisyonunu ortamdan
uzaklastirildi, filtre kagidina blotlanarak sivi kalintisi alindi, plate tzerine 200 puL/kuyu
olacak sekilde FixDenat solusyonu eklenerek ve 15 ila 25°C’de 30 dakika inkibe edildi.
FixDenat hiicreleri sabitleyerek DNA’y1 denatiire etmektedir, boylece anti-BrdU-POD
antikorlari DNA’ya girerek BrdU’ya rahat¢a ulasabilmektedir. Inkiibasyondan sonra
FixDenat solisyonu aspirasyonla uzaklastirildi. Hucreler Gzerine Anti-BrdU-POD
calisma soliisyonu 100 pL/kuyu olacaksekilde eklenerek 22°C’de yaklasik 90 dakika
inkilbe edildi. Daha sonra plateler blotlanarak antikor konjugesi uzaklastirildi ve
kuyular 200 ila 300 pL/kuyu olacakse kilde yikama soliisyonuyla ti¢ kez yikandi. Sonra
yikama soliisyonu dokiilerek ve blotlamayla uzaklastirildi ve 100 pL/kuyu olacak
sekilde substrat soliisyonu eklendi. Renk olusuncaya kadar 22°C’de 30 dakika inkiibe
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edildi. Son olarak her bir kuyucuga gb 1 M stlfurik asit (durdurma sollsyonu)
eklendi ve yaklasik 1 dakika boyunca mikroplate inkiibe edildi. Daha sonra ELIZA
okuyucusu (Rayto, China) kullanarak plakalardaki hiicrelerin proliferasyon miktari
hiicre kultir medyumunun 450-650 nm’deki absorbansi olgiilerek belirlendi. Sonuclar
% hicre inhibisyonu olarak rapor edilerek, ¢6ziicii ile muamele edilmis hiicrelerin optik
densitesi % 100 olarak kabul edildi.

3.5 Kinolin Tiirevi Bilesiklerin IC5, Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

Molekdillerin 1Cso degerlerinin belirlenmesi icin BrdU Cell ELIZA testi uygulandi. Test
sonuclarina gore elde edilen degerler XLfit (IDBS) programi kullanilarak 1Csy degerleri
hesaplandi. Elde edilen 1Csy degerleri Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Kinolin molekullerinin 1Cs, deger tablosu
I
NA NA 31,19
24.36 pg/mL NA NA
24.11 pg/mL 12.70 pg/mL NA
29.923 pg/mL NA 30.98 pg/mL
NA NA 19.26 pg/mL
16.02pg/mL 22.50 pg/mL 15.29 pg/mL
5.60 pg/ml 9.60 pg/mL 5.45 pg/mL

31.27 pg/mL 33.60 pg/mL 32.90 pg/mL

NA; Kullanilan dozlarm higbiri %50 oraninda inhibisyona neden olmamustir.
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3.6 Laktat Dehidrogenaz (LDH) Sitotoksisite Testi

Test edilen maddeye bagli olarak inkiibasyon siiresinde dlen hiicre miktarindaki artis,
kaltur supernatantinda LDH artisiyla sonuglanir. Hiicre hasar1 sonucu ortama salinan
sitoplazmik enzimlerin 6l¢limii bu deneylerin temelini olusturur. Laktat dehidrogenaz
sitoplazmik bir enzim olup, ¢ogu hiicrede bulunur ve stabildir (Billiard ve ark., 2013).
Bu amacla LDH hiicre sitotoksisite kiti (Roche, USA) dreticinin prosediriine gore
kullanildi.

3.6.1 LDH Sitotoksisite Testi ¢alisma soliisyonlari

Reaksiyon Karisimi:

11.25mL boya solusyonuna 250 pl katalist eklenerek hazirlandi.

%2 TritonX-100 soliisyonu:

2 mL TritonX-100 alinarak tizeri 100 mL’ye tamamlanda.

1N HCI durdurma solliisyonu:

% 37’lik d:1.19 olan stoktan 82.81mL alinarak {izeri 1000mL’ye tamamlandi.
3.6.2 LDH Sitotoksisite kiti calisma prosediirii

Sitotoksisite testi icin tiim hiicre hazirlama islemleri laminar kabinde steril ortamda
gerceklestirildi. Hucreler % 10 FBS (Fetal Bovine Serum, Sigma, Germany) ve % 2
PenStrep (Penisilin-Streptomisin, Sigma, Germany) soliisyonu igeren katkili DMEM
besiyeri iceren steril T75’lik hiicre kiiltiir flasklarinda 37°C de % 5 CO, ortaminda 4-5
gin inklbe edildi. Hucreler konfluent hale geldiginde, flasklardaki besiyeri 10 ml
Tripsin-EDTA soliisyonu ile degistirilerek, 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda flask hafifce galkalanarak hucrelerin yiizeyden ayrilmasi saglandi, olusan
hlcre stispansiyonu 50 ml steril falkon tiiplere aktarildi. Hucreler zerine 10 ml taze
besiyeri (DMEM) eklenerek Tripsin nétralize edildi ve hiicreler 1500 x g de 10 dakika
santriftjlendi. Stpernatant kisim aspire edildikten sonra hiicre pelleti 2 ml taze besiyeri

eklenerek steril pastor pipetle suspansiyon haline getirildi. Hiicre sayimi i¢in hiicre
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stispansiyonundan alinan 10 pl hiicre ve 10 pl tripan mavisi soliisyonu ile karistirildi,
bu karigimin 10 pl’si Thoma lamina pipetlenerek hiicreler mikroskop altinda sayildi ve
hlcre konsantrasyonu belirlendi. Sayim isleminden sonra yeni bir steril 15 ml lik Falkon
tiip icinde calisilacak hticre stok stspansiyonu (5000 hiicre/100 pl) hazirlandi. 100 pl
hicre stispansiyonundan 96’lik hiicre kiiltiir plaklarina pipetlendi ve test maddelerinin
ICso konsantrasyonlariyla inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicre igcermeyen Kultlr
stipernatan1 toplanarak bu slpernatantdan 100’er pL baska bir mikroplakaya transfer
edildi ve kit i¢inde bulunan reaksiyon karisimi [@0l0/kuyu olaca  k sekilde her
stipernatana eklenerek yarim saat daha inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda siipernatana
gecen LDH eslesmis enzimatik reaksiyonla formazan olusturmak igin tetrazolyum tuzu
INT’nin indirgenmesiyle siipernatana gegen LDH bu basamakta formazan olusum
miktar1 ile dogru iliskilidir. Sonug olarak ELIZA plaka okuyucu ile kuyucuklardaki
formazan boya miktar1 yaklasik 500 nm’de absorbans 0Olgulerek belirlendi. Sonuclar %
sitotoksisite olarak rapor edilerek, ¢oziicii ile muamele edilmis hiicrelerin optik densitesi
% 100 olarak kabul edildi.

3.7 DNA Degredasyon/Bantlasma Testi (DNA laddering assay)

Apoptozun 0zelliklerinden biri DNA’nin interniikleozomal bolgelerden yaklasik 180—
200 baz cifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA pargalari olusturacak sekilde
par¢alanmasidir. Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven gorintlsunin ortaya
cikmasmma neden olur. DNA’y1 pargalayan bir Ca/Mg-bagimli endoniikleaz olup
apoptoz siirecinin sonlarina dogru c¢esitli Oliim uyaranlar1 nedeniyle aktiflesir.
Sentezlenen kinolin bilesiklerinin antikanser etki mekanizmasinin apoptoz araciligiyla
olup olmadigini test etmek amaciyla DNA degradasyon testi kullanildi (Wang et al.,
2007).

3.7.1 DNA Degredasyon/Bantlasma Testi caliyma soliisyonlari

Fosfat Sitrat Tamponu :

Na,HPO, x 7H,O 10.72 gram tartilarak {iizeri distile suyla 200 ml’ye tamamlandi

(soltisyon ).
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Sitrik asit:
0.19 gram tartilarak {izeri distile suyla 10 ml’ye tamamlandi (sollisyon I1).

Sitrat-fosfat tamponu:

Soliisyon I’den 192 ml, soliisyon 1I’den 8 ml alind1 ve steril cam bir sisede karigtirilarak
pH:7.8’de kullanildi.

Tween 20:

0.25 mL Tween 20, 100 mL distile su iginde ¢ozuldu.

% 70 alkol:

700 mL absoliit etil alkol alind1 ve tzeri 1000 mL’ye tamamlandi.

EDTA solisyonu (0.5 M):

18.6 g EDTA 80 mL distile suda ¢ozildi ve karistirildi. 1 M NaOH ile pH 8’e

ayarlanarak tzeri 100 mL’ye tamamland:.
TBE-buffer:

5.4 g tris ve 2.8 g borik asit 800 mL distile suda ¢Ozulerek tzerine 0.5 M EDTA

soliisyonundan 2 mL eklendi. pH 8’e ayarlanarak Gzeri 1 L’ye tamamlanda.

Etidyum bromid:

10 mg etidyum bromid 1 mL distile suda ¢6zuldu.

DPBS Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi:

1000 ml’lik bir behere deiyonize su (700-800 ml) koyuldu. Beher igcine manyetik bar
atilarak manyetik karistirictya alindi ve Uzerine DPBS (1L icin bir sise) bosaltildi.
Herhangi bir 1sitma islemi yapilmaksizin ¢oziinmesi saglandi. 1 N HCI veya 1IN NaOH
kullanilarak pH 7.2 ye ayarlandi ve toplam hacim 11t’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢0zelti
steril kabine alinarak 0.22’luk steril filtrelerden vakum altinda steril siselere siiziildii

ve + 4 °C de saklandi.
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50 X TAE tamponu:

242 gr Tris Base, 18.6 gr EDTA tartild1 ve 11t behere koyuldu. 900 ml deiyonize su
ilave edildikten sonra manyetik karistiricida ¢6ziinmeye birakildi. pH metrenin
kalibrasyonu yapildiktan sonra pH 8 olana kadar yaklasik 60 ml glasial asetik asid
eklendi. pH 8 olduktan sonra hacmini deiyonize su ile 1 ml tamamlandi. Agz1 iyice

kapatilan tampon +4 °C kaldirild1.

Eski flaskin igerigi dokiilerek, Uzerine 4 mL Tripsin+tEDTA koyulup, kapagi sikica
kapatildi. Flask elle iyice calkalanarak, tam ¢6ziinme olmasi igin biraz beklendi. Sonra
10 mL DMEM eski flasklara eklendi, iyice ¢alkalanarak bos falcon tiiplerine bosaltildi.
6000 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi. Falcon siipernatan1 dokiiliip, Uzerine pastor pipetiyle
4 mL DMEM koyuldu, yine pastor pipetiyle pompalayarak stispanse edildi. Bu hiicre
solisyonundan bir eppendorf tiipiine 20 uL almip ve Uzerine 20 pL tripan blue
koyulurak pipetlemeyle karistirildi, bu karigimdan Thoma lamma 20 pL aktarilip
mikroskopta hiicre sayim1 yapildi. Sayim sonunda 750.000 hiicre bir T-25’lik flaska 6
mL besiyeri icinde koyuldu. Bir gecelik inkibasyondan sonra T25 flask’e 1Cs
degerinden madde ve pozitif kontrol olarak 5-FU eklenip 24 saat daha inkibe edildi.

Maddeyle inkiibasyonun ardindan T25 i¢indeki besiyeri dokiilmeden kaziyici ile iyice
kazinarak hiicreler yilizeyden ¢ikarildi ve bir falkon tiipiine aktarildi. 1 mL soguk DPBS
ile flask tekrar iyice kazindi ve bir pipet ile ayn falkona aktarildi. Ornekler 6000
rom’de 5 dk santrifilj edilerek stipernatant dokldi. Orneklerin Gizerine 1 ml DPBS
eklenerek falkonun g¢eperine yapisan hiicrelerin pipetleme ile dibe toplanmasi saglandi
ve santrifiij edilerek supernatant dokiildi. Orneklerin tizerine 200 uL DPBS pipetlendi
ve pipetleme ile hiicreler iyice sulandirildi. Sonra Uzerine 5 mL % 70’lik alkol
eklenerek 24-72 saat -20°C’de tespit edildi.

Tespit sonrasinda ornekler santrifiij edilip alkol dokuldd, falkon tiplnun geperine
yapisan hiicreler bir miktar alkol ile (100 pL kadar) pipetleme yapilarak tekrar dibe
toplanmasi saglandi1 ve tekrar santrifij edildi. Kalan alkol pipet yardimiyla alindi ve

ornekler alkoliin tamamen ugmasi i¢in bir shaker iginde 37°C’de 2-3 saat bekletildi.
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Ornekler iyice kurutulduktan sonra izerlerine 50 pL fosfat-sitrat tamponu eklenerek
pipetleme ile hicreler bu tampon icginde iyice ¢6ziinmesi saglandi. 37°C’de 30 dk
inkibe edilen 6rnekler sirenin sonunda santrifujlenerek Ustte kalan 40 pL sipernatant
alindi1 ve bir eppendorfa aktarildi. Bu sipernatant dusiik molekiil agirlikli DNA
icermektedir. Eppendorfa aktarilan 40 pL. 6rnegin {izerine 5 uLL Rnaz A ve 5 pL
Tween20 eklenerek 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Strenin sonunda drneklerin tzerine 5
uL proteinaz K eklenerek 37°C’de 30 dk daha inkiibe edildi.

Islem sonunda &rneklerin iizerine 5 uL loading buffer eklenerek % 1.5°luk agaroz jele

hepsi ylklenerek elektroforez jelde yiiriitme saglandi.
3.8 Hicre migrasyon testi

Test maddesi varliginda hiicrelerin proliferasyon yeteneklerini 6lgmeyi hedefleyen
islemdir. Bu deney i¢in iki bolmesi arasinda 500 um mesafe bulunan p-dish (iki bélmeli
silikon kuyucuk) kullanildi. Silikon bdlmelerin her birine 35 000 hiicre/70 pl olacak
sekilde hiicre pipetlendi ve 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin bitiminde silikon
kuyular pens yardimiyla kaldirildi ve eski besiyeri 2 ml taze besiyeriyle degistirildi.
Test maddeleri I1Csy degerinde koyuldu ve fotograflanma islemine baslandi. p-dish’te
bulunan 500 pm alan kontrol olarak kullanildi ve bu alan go¢ eden hcrelerle dolana

kadar fotograflanma islemine devam edildi.
3.9 TUNEL Testi

Bu test sitostatik ila¢ ya da radyasyondan kaynaklanan primer DNA kiriklar1 ve
nekrozun apoptozdan ayrilmasini saglar. Ciinkii bu test apoptoz sirasinda olugan DNA
kiriklarina  karsit  hassastir. Ancak bazi apoptotik hiicrelerde DNA  kiriklar
olusmadigindan veya tamamlanmadigindan yanlis negatif sonucglara neden olabilir.
Ayni zamanda nekrozun son asamasinda olusan yogun DNA kiriklar1 da yanlis pozitif

sonuclara neden olabilir (Zagariya, 2012).
3.9.1 TUNEL testi caliyma soliisyonlarimin hazirlanmasi

Permeabilizasyon sollisyonu:

% 0.1’lik sodyum sitrat igine % 0.1’lik TritonX-100 taze olarak hazirlandi.
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Blok sollisyonu:

%3’luk H,0, metanol i¢inde hazirlandi.

Fiksasyon sollisyonu:

PBS icinde %4’lik paraformaldehit pH 7.4 ve taze hazirlandu.
3.9.2 TUNEL Testi Prosediuru

Lizinli lam itizerinde bulunan silikon kuyularin her birine 70 000 hiicre/140 pl hiicreler
koyuldu ve tizerlerine DMSO ile ¢6ziilmiis maddeler ICsy degerinde eklendi. Hiicreler
maddelerle birlikte 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan silikon kuyu
kaldirilarak DPBS ile yikandi ve oda sicakliginda bir saat sire ile fiksasyon
soliisyonunda bekletildi. DPBS ile 3 defa 5 dk sure ile durulanarak blok soliisyonunda
10 dk stre ile bekletildi. DPBS ile 3 defa 5 dk sire ile duruland1 ve buz tzerinde
permeabilizasyon sollsyonu iginde 2 dk bekletildi. DPBS ile her seferinde 5 dk olmak
tizere durulandi ve pozitif kontrol olarak isaretlemeden énce DNA zincir kiriklarinin
meydana gelmesi icin DNaz | rekombinant ile hiicreler 10 dk boyunca oda sicakliginda
inkibe edildi. TUNEL reaksiyon karisiminin hazirlanmasi igin ise; iki negatif kontrol
icin 100 pl label sollisyonu alinarak negatif kontrole eklendi ve label soliisyonda kalan
450 pl enzim sollisyonuna aktarilarak karigtirildi. Elde edilen 500 pl’lik TUNEL
reaksiyon karigimindan her bir 6rnege 50 pl eklendikten sonra nem kabinda 37°C’de bir
saat bekletildi. DPBS ile her seferinde 5’er dk olmak {izere ii¢ kere durulama yapildi.
Ornek lzerine entellan damlatilarak lamel kapatildi1 ve floresan mikroskop altinda analiz
edilerek karanlik ortamda saklandi (eksitasyon dalgaboyu 450-500 nm, deteksiyon
aralig1 515-565 nm).

3.10 Topoizomeraz I inhibisyon testi

Topoizomerazlar, hem prokaryotlarda hem de okaryotlarda DNA replikasyonu,
transkripsiyonu, rekombinasyon, kromozom yogunlagmasi ve ayrilmasi gibi islemlerde
mutlak gerekli olan enzimlerdir. Topoizomerazlar hiicrelerdeki bu hayati 6nemlerinin
disinda antimikrobiyal ve antikanser ilaglar i¢in primer sitotoksik olmalari bakimindan

da cok oOnemlidir. Son yillardaki farmakolojik calismalar, genellikle DNA kiiciik
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olugundaki 0zgiil dizilere baglanarak antitiimor aktivite gosteren ilaglarin, DNA
Topoizomeraz enzimlerini inhibe ederek de etkili oldugunu gostermistir. Hucre
cogalmasinda gerekli olan Topoizomeraz enzimlerinin bu ilaglar tarafindan inhibisyonu,
kontrolstiz ve hizl1 bir sekilde boliinen kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurabilecegi

disiiniilmektedir (Guo ve ark., 2007; Alberts ve ark ., 2008).
3.10.1 Topoizomeraz I inhibisyon testi calisma soliisyonlari

Reaksiyon karisimi:

16 pl H,O,, 2 pl 10x TGS buffer, 1 ul pHOT1 DNA ve 2 (nite rekombinant Topo |

enzim karigtirildu.

Boya karisimi:

6 ul etidyum bromir 200 pl saf suyla karistirildi.
3.11 Topoizomeraz I inhibisyon test prosedirt

Reaksiyon karisimi eppendorf tiiplere pipetlendikten sonra 6rnekler 1sitict blok {izerinde
37°C’de 30 dk inkiibe edilirken, enzim karigima en son eklendi. 30 dk sonunda
eppendorflarin her birine 5x stop buffer’dan 4’er pl koyuldu. % 1’lik agaroz jele
yiikkleme yapildiktan sonra 6rnekler jelin % 80’inde yulriduklerinde elektroforez islemi
sonlandirildi. Jel etidyum bromirle 30 dk boyunca calkalayiciya birakildi. Jelin
tizerindeki fazla boyadan arindirilmasi amaciyla jel saf su igerisinde 15 dk boyunca

calkalanarak goruntilendi.
3.12 Total RNA izolasyonu ve 6rneklerden cDNA sentezi

Doku ya da hiicrelerin lizis soliisyonu ile parcalanip, fenol yardimiyla total RNA’nin
ekstrakte edilmesi prensibine dayanan protokol, ilk kez Chomczynski ve Sacchi
tarafindan 1987°de tanimlanmistir (Chomczynski, 1987).

3.12.1 Total RNA izolasyonu soliisyonlarinin hazirlanmasi

Lysis/binding buffer, 25 ml (4.5 M guanidin-HCI, pH 6.6; 25°C’de) 100 mM sodyum

fosfat + B merkaptoetanol
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DNase I, recombinant, lyophilizate, 10 kU DNase I, 550 pl elution buffer eklendi.
DNase inkiibasyon tamponu; 10 ml (pH 7. 0’da 25°C’de 1 M NaCl, 20 mM Tris-HClI,
10 nM MnCl;)

Wash buffer I, 33 ml; 20 ml absolut etanol eklendi.

Wash buffer 11, 10 ml; 40 ml absolut etanol eklendi.

Elution buffer; 30 ml, PCR grade su

Absolit etanol

Solisyon I; 0.1 M NaOH + 1mM EDTA

Solusyon I1; % 0.5°lik SDS

3.12.2 Total RNA izolasyonu prosediri

Flask icinde kulture edilen hicrelerin eski besiyeri dokilerek, Uzerine 4 mL
TripsintEDTA koyulup, kapagi sikica kapatildi ve flask elle iyice calkalanarak, tam
¢cozlinme olmasi i¢in biraz beklendi. Sonra 10 mL DMEM eski flasklara eklendi, iyice
calkalandi, bos falcon tiiplerine dokiilerek, 6000 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi. Falcon
stipernatan1 dokiilerek Uzerine pastor pipetiyle 4 mL DMEM koyuldu. Yine pastor
pipetiyle pompalayarak slispanse edildi. Bu hiicre soliisyonundan bir eppendorf tipine
alinip stereo mikroskopla hiicre sayimi yapildi. Sayim sonunda 750 000 hucre bir T-
25’lik flaska 6 mL besiyeri icinde koyuldu. Bir gecelik inkibasyondan sonra T-25e

ICs degerinden madde eklenerek 24 saat daha inkibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan T-25 igindeki besiyeri dokiilmeden kaziyici ile iyice kazinarak
hiicreler yiizeyden ¢ikarildi ve falkon tiipiine aktarildi. Eski flask Gzerine 1 mL soguk
DPBS eklenerek flask tekrar iyice kazindi ve bir pipet ile ayn1 falkona aktarild.
Ornekler 6000 rpm’de 5 dk santrifij edilerek stipernatant dokiildii. Orneklerin tizerine 1
ml DPBS eklenerek falkon tiipu ¢eperine yapisan hiicreler pipetleme ile dibe toplandi ve
aym sekilde santrifiij edildi. Orneklerin izerine 200 uL DPBS koyuldu ve pipetleme ile
hiicreler iyice sulandirildiktan sonra bir eppendorfa aktarilarak {izerine 400 pL

lysis/binding buffer eklendi ve 3-4 dk oda 1sisinda inkiibe edildi.

Mikrosantrifiijin son hizinda lizat 2 dk santrifiij yapilarak sonraki basamaklarda

kullanilmak iizere siipernatant alindi ve Uzerine 200 pL absolit etanol eklenerek
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karistirlldi. Etanol eklenen slpernatantin tamami, toplama tupu eklenen filtreye
aktarildi.

Filtreli toplama tipleri son hizda 30 sn santrifiij edildi. Filtreli tiip ¢ikarilarak, toplama

tiipliniin icerigi bosaltilip, filtreli tlp eski toplama tliptne koyuldu.

Nkleaz icermeyen 1.5 mL’lik bir eppendorf tiipiinde 90 uL DNaz inkibasyon buffer
ve 10 pL DNaz | karistimi hazirlandi. Bu karigim filtreli tiipe pipetlenerek oda
sicakliginda 15 dk inkiibe edildi.

Filtreli tipe 500 pL wash buffer | eklenerek 8000xg’de 15 sn santriftlj edildi. Toplama

tiipliniin icerigi bosaltilarak tGzerine yeniden filtreli tip koyuldu.

Filtreli tipe 500 puL wash buffer Il eklendi ve 8000xg’de 15 sn santriflij edildi. Toplama
tiipliniin igerigi bosaltildiktan sonra Uzerine yeniden filtreli tip koyuldu. Filtreli tlpe
300 pL wash buffer 11 eklenerek son hizda 2 dakika santriftlj edildi. Filtreli tip niikleaz
icermeyen 1.5 mL’lik eppendorflara aktarildu.

Filtreli tipe 100 pl elution buffer eklendikten sonra 8000xg’de 1 dakika santrif(yj edildi.
Santrifuj edilen eppendorf tlpl -80°C’a kaldirildu.

3.12.3 cDNA sentezi

cDNA tek veya cift sarmalli olabilir, mRNA kalibindan revers transkriptaz enzimi
kullanilarak komplementer DNA sentezlenir. Bu sireg tek zincirli cDNA sentezi olarak
bilinir (Krug ve Berger, 1987). 1st strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) Kiti

iiretici firmanin prosediiriine goére uygulandi.

3.12.4 cDNA sentezinde kullanilan soliisyonlar

Master karisim ve RNA 6rnegi 20 pl, 10x’lik reaksiyon tamponundan 2 pl alinarak, 4
pl MgCly, 2 ul deoksiniikleotit karisimindan, 2 pl Random primer p(dN)s, 1 pul RNaz
inhibitord, 0.8 pl AMV reverse transkriptaz, 2.2 ul PCR grade su ve RNA 6rneginden 5

ul alinararak karistirildi.
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3.12.5 cDNA sentez prosedurt

Buz icindeki PCR tiplerinin her birine; 5 ul RNA koyulup iizerine hazirlanan master

miksten 15 pl pipetlendi. Uzeri PCR grade su ile 13 pL’ye tamamlandh.

Termal cycler cihazinda 25°C’de 10 dk ve sonra 42°C’de 62 dk inkiibe edildi. ilk
inkiibasyonda RNA Kkalibina primerlerin baglanmasiyla beraber (annealing), ikinci
inkiibasyonda cDNA senteziyle sonuclanacak reverse transkipt islemi gergeklestirildi.
42°C’de inkibasyonu takiben AMV reverse transkriptaz 99°C’de 5 dk icinde denatiire
edildi ve 4°C’de 5 dk bekletildi. Orneklerden elde edilen RNA’dan sentezlenen cDNA
sentezinin dogrulugunu kontrol etmek i¢in PCR islemi yapildi. Bu islem i¢in bir PCR
tiplne 2 pl primer, 25 pl Dream Taq ve 18 pl PCR grade su (zerine 5 ul cDNA 6rnegi
eklendi, son hacim 50 pl’ye tamamlanarak thermal cycler cihazina yiiklendi ve ardindan

PCR drnleri elektroforez jele yiklendi.
3.13 Real-Time Ready Gen Ekspresyon Paneli

Yeni sentezlenen kinolin tiirevi bilesiklerin antikanser etki mekanizmasinin anlagilmasi
icin hiicre dongiisii ve apoptozda rol oynayan cgesitli genlerin ekspresyonu Uzerine
etkilerinin belirlenmesi amagh uygulandi. Bu amacla hiicre dongusi ve apoptozla
alakali genlere spesifik primer-probe igeren RealTime Ready Gen Ekspresyon Paneli
(Roche, USA) kullanildi. Calismada test maddelerinin antikanser aktivitelerinin
temelinde yatan molekiiler mekanizmay1 belirlemek amaciyla, bu maddelerle muamele
edilerek HT29 kanser hiicre hatlarinda hiicre dongiisii ve apoptozla alakali baz1 genlerin

ekspresyon profili tespit edildi.
3.13.1 Real-Time Ready Gen Ekspresyon Paneli Prosediri

Her bir kuyu basina 10 pl Lightcycler 480 probe master, 5 pul PCR grade su ve 5 pl
cDNA o6rnegi kullanildi ve 96°lik gen ekspresyon paneline gore miktar ayarlanmasi
yapildi. Negatif kontroliin ilk kuyusuna probe master, PCR grade su ve cDNA,; ikinci
kuyuya ise probe master, PCR grade su ve transkribe olmamis RNA o6rnegi eklendi.
Panelin folyosu kaldirilip kuyucuklara hazirlanan karisimdan pipetlenerek panelin tizeri

kapatildi ve hafif santrifiijleme isleminden sonra Lightcycler 480 cihazina yiiklendi.
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Ornek sonuglar1 cihazin verdigi esik degerine gore cesitli yazilimlar yardimiyla

degerlendirildi.
3.14 Iistatistik Yontem

BrdU ELIZA testi uygulanirken her bir test i¢in her doz kendi igerisin de de {i¢ tekrarl
olmak tizere farkli zamanlarda ve tigerli tekrarla gergeklestirildi. BrdU ELIZA ve LDH
test sonuclar1 Excel programi kullanilarak elde edilen absorbans degerlerinin
girilmesiyle % inhibisyon ve % sitotoksisite sonuglari verilen formillere gore elde
edildi:

% inhibisyon= [1-(A test maddesi /A ¢6zticu kontrol) x 100
% sitotoksisite=[(A test maddesi—diisiik kontrol /ytiksek kontrol — diisiik kontrol)] x 100

Ayrica ortalamanin standart sapmasi (xSEM) ve serbestlik derecesi (£SD) degerleri de
Excel programiyla bulundu. ICsy degerleri % 95 giiven araliginda XLfit (IDBS)
programiyla belirlendi. Degerlerin varyans analizi ise SPSS (Statistic Program for
Social and Science) programiyla one-way ANOVA testi uygulamasiyla hesaplandi.
Varyans analizinde gruplar arasinda olusan farkin hangi gruptan kaynaklandigi ise post-

hoc Tukey testiyle hesaplandi. Anlamlilik degeri p<0,05 olarak kabul edildi.
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4 BULGULAR
4.1 BrdU Hicre Proliferasyon ELIZA Testi Sonuglari

4.1.1 SO1 bilesiginin C6, HeLa ve HT29 hiicre hatlari iizerindeki antiproliferatif

aktivitesi
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Sekil 4.1. SO1 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlar
Uzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.1°de elde edilen hiicre proliferasyon testi sonuglarina gére SO1 kodlu bilesik her
ti¢ hiicre hatt1 iizerinde de % inhibisyon degeri referans ilag 5-FU’in (izerinde bir etki
gostermemis ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmedigi belirlenmistir.

49



4.1.2 SO2 bilesiginin C6, HeLLa ve HT29 hiicre hatlan iizerinde antiproliferatif
aktivitesi
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Sekil 4.2. SO2 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlar
Uzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.2°de elde edilen hiicre proliferasyon testi sonuglarina gére SO2 kodlu bilesik her
ti¢ hiicre hatt1 lizerinde de % inhibisyon degeri referans ila¢ 5-FU’in Uzerinde bir etki
gostermemis ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmedigi belirlenmistir.

50



4.1.3 SO3 bilesiginin C6, HeLa ve HT29 hiicre hatlan iizerinde antiproliferatif
aktivitesi
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Sekil 4.3. SO3 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlar
uzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.3’de elde edilen hiicre proliferasyon testi sonuglarina gére SO3 kodlu bilesik her

ti¢ hiicre hatt1 iizerinde de % inhibisyon degeri referans ilag 5-FU’in (zerinde bir etki
gostermemis ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmedigi belirlenmistir.
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4.1.4 $SO4 bilesiginin C6, HeLLa ve HT29 hiicre hatlan iizerinde antiproliferatif
aktivitesi
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Sekil 4.4. SO4 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlar
Uzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.4.’de elde edilen hiicre proliferasyon testi sonucglarina gére SO3 kodlu bilesik
her ii¢ hiicre hatt1 tizerinde de % inhibisyon degeri referans ila¢ 5-FU’in Uzerinde bir
etki géstermemis ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmedigi belirlenmistir.

52



415 SO5 bilesiginin C6, HeLLa ve HT29 hiicre hatlan iizerinde antiproliferatif

aktivesi
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Sekil 4.5. SO5 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlar
uzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.5.’de elde edilen hiicre proliferasyon testi sonuglarina gore SO5 kodlu bilesik
C6 hiicre hatt1 tlizerinde 50upg/ml’de referans ilag 5-FU’in Uzerinde inhibisyon
gosterirken, HeLa ve HT29 hiicre hatlar1 {izerinde % inhibisyon degeri referans ilag 5-
FU’in Uzerinde bir etki gostermemis ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmedigi

belirlenmistir.
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416 SO6 bilesiginin C6, HeLLa ve HT29 hiicre hatlar

aktivitesi
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Sekil 4.6. SO6 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlar
Uzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.6.’da elde edilen hiicre proliferasyon testi sonug¢larina gére SO6 kodlu bilesik
HT29 hiicre hatt1 {izerinde 50ug/ml’de referans ilag 5-FU’in (zerinde inhibisyon
gosterirken, C6 ve Hela hicre hatlart iizerinde % inhibisyon degeri referans ilag 5-
FU’in Uzerinde bir etki gostermemis ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmedigi

belirlenmistir.

54



4.1.7 SO7 bilesiginin C6, HeLLa ve HT29 hiicre hatlan iizerinde antiproliferatif
aktivitesi
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Sekil 4.7. SO7 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlari
Uzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.7.’de elde edilen hicre proliferasyon testi sonuglarina gére SO7 kodlu bilesik
HT29 hiicre hatti {izerinde 30ug/ml’de referans ilag 5-FU’in (zerinde inhibisyon
gosterirken, C6 ve HeLa hiicre hatlar1 lizerinde % inhibisyon degeri referans ilag 5-
FU’in Uzerinde bir etki gostermemis ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmedigi
belirlenmistir.
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4.1.8 SO8 bilesiginin C6, HelLa ve HT29 hiicre hatlan iizerinde antiproliferatif
aktivitesi
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Sekil 4.8. SO8 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlari
uzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.8.’de elde edilen hiicre proliferasyon testi sonuglarina gére SO8 kodlu bilesik
C6 ve HeLa hiicre hatt1 lizerinde 30pg/ml ve 20pug/ml’de referans ilag 5-FU’in Uzerinde
inhibisyon gosterirken, HT29 hiicre hatt1 {izerinde % inhibisyon degeri referans ilag 5-
FU’in Uzerinde bir etki gostermemis ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmedigi
belirlenmistir.
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4.1.9 SO09 bilesiginin C6, HeLa ve HT29 hiicre hatlar: iizerinde antiproliferatif
aktivitesi
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Sekil 4.9. SO9 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlari
uzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.9.’da elde edilen hiicre proliferasyon testi sonuglarina goére SO9 kodlu bilesik
C6 ve HT29 hiicre hatlarn iizerinde 30ug/ml ve 40ug/ml’de referans ilag 5-FU’in
tizerinde inhibisyon gosterirken, HT29 hiicre hatt1 iizerinde % inhibisyon degeri
referans ila¢c 5-FU’in zerinde bir etki gostermemis ve hiicre proliferasyonunu inhibe
etmedigi belirlenmistir.
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4.1.10 SO10 bilesiginin C6, HeLL.a ve HT29 hiicre hatlar: iizerinde antiproliferatif
aktivitesi
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Sekil 4.10. SO10 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlar
uzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.10.”da elde edilen huicre proliferasyon testi sonuglarina gére SO10 kodlu bilesik
C6 ve HT29 hiicre hatlar1 iizerinde 75ug/ml ve 20ug/ml’de referans ilag 5-FU’in
iizerinde inhibisyon gosterirken, HeLa hiicre hatt1 tizerinde % inhibisyon degeri referans
ilag 5-FU’in Gzerinde bir etki gostermemis ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmedigi
belirlenmistir.
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4.1.11 SO11 bilesiginin C6, HeLL.a ve HT29 hiicre hatlar: iizerinde antiproliferatif
aktivitesi
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Sekil 4.11. SO11 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlar
tzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.11.’de elde edilen hiicre proliferasyon testi sonuglarina gére SO11 kodlu bilesik
her ii¢ hiicre hatt1 tizerinde de % inhibisyon degeri referans ila¢ 5-FU’in Uzerinde bir
etki géstermemis ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmedigi belirlenmistir.
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4.1.12 SO12 bilesiginin C6, HeL.a ve HT29 hiicre hatlarn iizerinde antiproliferatif
aktivitesi
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Sekil 4.12. SO12 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlar
tzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.12°de elde edilen hiicre proliferasyon testi sonuglarina gére SO12 kodlu bilesik

her {i¢ hiicre hatt1 tizerinde de % inhibisyon degeri referans ila¢ 5-FU’in Uzerinde bir
etki géstermemis ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmedigi belirlenmistir.
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4.1.13 SO13 bilesiginin C6, HeLLa ve HT29 hiicre hatlar: iizerinde antiproliferatif
aktivitesi
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Sekil 4.13. SO13 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlari

uzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.13’te elde edilen hiicre proliferasyon testi sonuglarina gére SO13 kodlu bilesik
her ii¢ hiicre hatti iizerinde 30pg/ml ve 10pg/ml’de referans ilag 5-FU’in (zerinde
inhibisyon gostermistir.
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4.1.14 SO14 bilesiginin C6, HeLL.a ve HT29 hiicre hatlar: iizerinde antiproliferatif
aktivitesi
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Sekil 4.14. SO14 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlar

tzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.14’te elde edilen hiicre proliferasyon testi sonuglarina gére SO14 kodlu bilesik
HT29 hiicre hatt1 {izerinde 50ug/ml’de referans ilag 5-FU’in (zerinde inhibisyon
gosterirken, C6 ve HeLa hiicre hatt1 tizerinde % inhibisyon degeri referans ilag 5-FU’in
tzerinde bir etki géstermemis ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmedigi belirlenmistir.
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4.1.15 SO15 bilesiginin C6, HeLLa ve HT29 hiicre hatlar: iizerinde antiproliferatif
aktivitesi
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Sekil 4.15. SO15 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HelLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlar1
uzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.15’te elde edilen hiicre proliferasyon testi sonuglarina gére SO15 kodlu bilesik
her ii¢ hiicre hatt1 lizerinde de % inhibisyon degeri referans ila¢ 5-FU’in Uzerinde bir
etki gostermemis ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmedigi belirlenmistir.
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4.1.16 SO16 bilesiginin C6, HeLa ve HT29 hiicre hatlar: iizerinde antiproliferatif

aktivitesi

100

80

60

40 -

20

120

100 -

80

% imhibisyon

20 -

100

80

60

40 <

20

60 -

a0

20 30 40 50 75

20 30 40 50 75

Konsantrasyon (1ig/ml)

100

100

—&—5-FU

—a—$016

- 5-FU

i 5-FU

—4—$016

Sekil 4.16. SO16 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlar
tzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.16°de elde edilen hiicre proliferasyon testi sonuglarina gore SO16 kodlu bilesik
her ii¢ hiicre hatt1 tizerinde de % inhibisyon degeri referans ila¢ 5-FU’in Uzerinde bir
etki géstermemis ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmedigi belirlenmistir.
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4.1.17 SO17 bilesiginin C6, HeLa ve HT29 hiicre hatlar: iizerinde antiproliferatif
aktivitesi
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Sekil 4.17. SO17 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlari
tzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesir (p<0,05)

Sekil 4.17°de elde edilen hiicre proliferasyon testi sonuglarina goére SO17 kodlu bilesik
her {i¢ hiicre hatt1 tizerinde de % inhibisyon degeri referans ila¢ 5-FU’in Uzerinde bir
etki gostermemis ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmedigi belirlenmistir.
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4.1.18 SO18 bilesiginin C6, HeLLa ve HT29 hiicre hatlar: iizerinde antiproliferatif
aktivitesi
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Sekil 4.18. SO18 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlar
uzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.18’de elde edilen hiicre proliferasyon testi sonuglarina gére SO18 kodlu bilesik
her {i¢ hiicre hatt1 lizerinde de 5ug/ml’nin altinda degerlerde referans ila¢ 5-FU’den
daha yiiksek inhibisyon gostermistir.
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4.1.19 SO18 bilesiginin C6(A), HeLa(B) ve HT29(C) hiicre hatlarinda 0,5 pg/ml —
10 pg/ml dozlar arasinda antiproliferatif aktiviteleri
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Sekil 4.19. SO18 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlar
Uzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin 0,5ug/ml-10pug/ml  dozlarinda hicre proliferasyon testi
belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.19°da elde edilen hiicre proliferasyon testi sonuglarina gore yapilan 0,5pg/ml-
10pg/ml doz testi ¢alismalarinda SO18 kodlu bilesik her ii¢ hiicre hatti iizerinde de
ortalama 2ug/ml’de referans ila¢ 5-FU’den daha yiiksek inhibisyon gostermistir.
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4.1.20 SO19 bilesiginin C6, HeL.a ve HT29 hiicre hatlar iizerinde antiproliferatif
aktivitesi
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Sekil 4.20. SO19 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlari
tzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.20°de elde edilen hiicre proliferasyon testi sonuglarina goére SO19 kodlu bilesik
HT29 hiicre hatt1 iizerinde 50ug/ml’de referans ilag 5-FU’in (zerinde inhibisyon
gosterirken, C6 ve HeLa hiicre hatt1 tizerinde % inhibisyon degeri referans ilag 5-FU’in
Uzerinde bir etki gostermemis ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmedigi belirlenmistir.
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4.1.21 SO20 (3-Br-6,8-DiPhQ) bilesiginin C6, HeLa ve HT29 hiicre hatlan
Uzerinde antiproliferatif aktivitesi
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Sekil 4.21. SO20 ve 5-FU (pozitif kontrol) bilesiklerin C6 (A), HeLa (B) ve HT29 (C) hiicre hatlari
uzerindeki antiproliferatif aktivitelerinin hiicre proliferasyon testi belirlenmesi (p<0,05)

Sekil 4.21°de elde edilen hiicre proliferasyon testi sonuglarina gére SO20 kodlu bilesik
her ii¢ hiicre hatt1 lizerinde de % inhibisyon degeri referans ila¢ 5-FU’in Uzerinde bir
etki gostermemis ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmedigi belirlenmistir.
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4.2 Yeni Sentezlenmis Bazi Kinolin Bilesiklerinin Sitotoksik Aktivitelerinin

Belirlenmesi

Calismada yeni sentezlenen kinolin tiirevi bilesiklerin sitotoksik aktiviteleri LDH

sitotoksisite test kiti kullanilarak belirlendi.

4.2.1 SO7, SO8; SO9, SO10, SO13, SO18 kodlu bilesiklerin C6 hiicre hatti

Uzerinde sitotoksik aktivite testi sonuclari
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Sekil 4.22. C6 hiicre hatt1 tizerinde SO7, SO8; SO9, SO10 SO13 ve SO18 kodlu bilesiklerin sitotoksik
aktivitelerini gosteren grafik

Sekil 4.22°de elde edilen sitotoksik aktivite sonuglarina gére SO10 kodlu bilesik
referans ila¢ 5-FU’den daha az sitotoksik aktivite gosterirken, antiproliferatif aktivitesi
en yiiksek bilesik olan SOI18 referans ilagla yakin sitotoksisite gostermistir. Diger
bilesiklerin ise referans bilesikten daha sitotoksik oldugu saptandi.
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4.2.2 SO08; SO9, SO13, SO18 kodlu bilesiklerin HeLa hiicre hatt1 iizerinde
sitotoksik aktivite testi sonuglari
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Sekil 4.23. HeLa hiicre hatti tizerinde SO13, SO9 ve SO8 kodlu bilesiklerin sitotoksik aktivitelerini
gosteren grafik

Sekil 4.23’de elde edilen sitotoksik aktivite sonuglarina gore SO8 ve SO9 kodlu
bilesikler referans ilag 5-FU’den daha az sitotoksik aktivite gosterirken, diger
bilesiklerin ise referans bilesikten daha sitotoksik oldugu belirlendi.
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4.2.3 S0O6, SO9, SO10, SO13 ve SO18 kodlu bilesiklerin HT29 hiicre hatti
Uzerinde sitotoksik aktivite testi sonuclari
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Sekil 4.24. HT29 hiicre hatt1 (zerinde SO13, SO10, SO9 ve SO6 kodlu bilesiklerin sitotoksik
aktivitelerini gosteren grafik

Sekil 4.24°de elde edilen sitotoksik aktivite sonuglarina gore antiproliferatif aktivitesi en
yiiksek bilesik olan SO18 referans ilactan daha sitotoksik bulunurken, diger bilesiklerin
ise referans bilesikten daha az sitotoksik oldugu gozlendi.

4.3 SO13 ve SO18 Kodlu Bilesiklerin HeLLa Huicrelerinin Migrasyonuna Etkileri

SO13 ve SO18 kodlu kinolin bilesiklerinin HeLa hiicrelerinin migrasyonuna etkisi
migrasyon testiyle arastirildi. Deney sonucu SO13 ve SO18 bilesiklerinin Hela

hiicrelerinin migrasyonunu engelledigini gosterdi (Sekil 4.33).
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5013+Hela Hicre Hatt

Sekil 4.25 Yeni sentezlenen SO13 ve SO18 kodlu kinolin bilesiklerinin HeLa hiicrelerinin migrasyonuna
etkisi. Aralarinda 500uM bosluk bulunan HeLa hiicreleri kinolin bilesikleriyle muamele edildikten 0, 24
ve 48. saatten sonra hiicrelerin 500 pM’lik bosluga dogru migrasyonlari fotografland

Hiicre migrasyon testi sonuglarina gére SO13 ve SO18 kodlu molekllerin kontrol
hiicre hattiyla karsilastirildiginda hiicre migrasyonunu durdurduklar tespit edildi.

4.4 DNA Degredasyon / Bantlasma Testi Sonuclar:

Bilesiklerin apoptozu uyarici potansiyellerinin varligim1  belirlemek {izere DNA
degredasyon (DNA bantlagsma) testi kullanildi. Bu amagla yeni kinolin tlrevleri ve
kontrol bilesik 5-FU ile muamele edilen C6, HT29 ve HelLa hicrelerinden DNA
izolasyonu yapildiktan sonra agaroz jel elektroforezi kosturularak DNA bantlagsmasi
tespit edildi.
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441 SO7,S08, SO9, SO10, SO13 ve SO18 bilesiklerinin C6 hiicre hatti iizerinde
DNA bantlasma aktivitesi

Sekil 4.26. SO7, SO8, SO9, SO10 bilesiklerinin DNA degredasyon aktivitesi. Kinolin tirevleriyle
muamele edilen C6 hiicrelerinden izole edilen DNA, agaroz jel elektroforezinde kosturuldu

1-C6+S08; 2-C6+S09; 3-C6+S010; 4-C6+S0O7; 5-C6 Kontrol; 6-C6 (+) kontrol; 7-Marker. Inkiibasyon

suresi 24 saattir

Sekil 4.27. SO13 ve SOI18 bilesiklerinin DNA degredasyon aktivitesi. Kinolin tlrevleriyle muamele
edilen C6 hiicrelerinden izole edilen DNA, agaroz jel elektroforezinde kosturuldu

1-Marker; 2-C6 (+) kontrol; 3-C6 kontrol; 4-C6+S018; 5-C6+S013 Inkiibasyon siiresi 24 saattir

Sekil 4.26 ve 4.27°de elde edilen jel goriintiilerinde sentezlenen kinolin tlrevlerinin C6

hiicre hatt1 tizerinde DNA degredasyouna neden olmadig belirlendi.
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4.4.2 SO08,S09, SO13 ve SO18 bilesiklerinin HeLa hiicre hatt1 iizerinde DNA

bantlasma aktivitesi

Sekil 4.28. SO8, SO9, SO13 bilesiklerinin DNA degredasyon aktivitesi. Kinolin tiirevleriyle muamele
edilen HeLa hticrelerinden izole edilen DNA, agaroz jel elektroforezinde kosturuldu

1-HeLa+S08; 2-HeLa+SQ9; 3-HeLa+S013; 4-HeLa kontrol; 5-HeLa (+) kontrol; 6-Marker. Inkiibasyon

suresi 24 saattir

Sekil 4.29. SO13 ve SO18 bilesiklerinin DNA degredasyon aktivitesi. Kinolin tiirevleriyle muamele
edilen HeLa hicrelerinden izole edilen DNA, agaroz jel elektroforezinde kosturuldu

1-HeLa kontrol; 2-HeLa+(+)kontrol; 3-Marker; 4-HeLa+S018; 5-HelLa+S013. inkiibasyon siiresi 24
saattir
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Sekil 4.28 ve 4.29°da elde edilen jel goriintiilerinde sentezlenen kinolin trevlerinin
HeLa hiicre hatt1 tizerinde DNA degredasyouna neden olmadigi belirlendi.

443 SO06, SO9, SO10, SO13 ve SO18 bilesiklerinin HT29 hiicre hatt1 iizerinde
DNA bantlasma aktivitesi

Sekil 4.30. SO6, SO9, SO10 bilesiklerinin DNA degredasyon aktivitesi. Kinolin tiirevleriyle muamele
edilen HT29 hucrelerinden izole edilen DNA, agaroz jel elektroforezinde kosturuldu

1-HT29+S06; 2-HT29+S09; 3-HT29+S010; 4-HT29 kontrol; 5-HT29 (+) kontrol; 6-Marker.

Inkiibasyon siiresi 24 saattir

Sekil 4.31. SO13 ve SOI18 bilesiklerinin DNA degredasyon aktivitesi. Kinolin tlrevleriyle muamele
edilen HT29 hucrelerinden izole edilen DNA, agaroz jel elektroforezinde kosturuldu

1-HT29 kontrol; 2-HT29 (+) kontrol; 3-Marker; 4-HT29+S018; 5-HT29+S013. inkiibasyon siiresi 24

saattir
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Sonug olarak Sekil 4.30 ve 4.31°de elde edilen jel gorintilerinde SO13 ve SO18 kodlu
bilesiklerin HT29 hiicre hatti {izerinde apoptozun bir gostergesi olan DNA

bantlasmasina neden oldugu goriildii.

45 SO013 ve SO18 Kodlu Bilesiklerin Topoizomeraz | Fonksiyonunu Baskilayici
Aktiviteleri

SO13 ve SO18 kodlu kinolin bilesiklerinin Topoizomeraz I fonkisiyonunu baskilayici
Ozellikleri Topoizomeraz | inhibisyon deneyiyle belirlendi. Deney sonucu SO13 ve
SO18 kodlu bilesiklerin Topoizomeraz I fonksiyonunu baskiladiklarii gosterdi (Sekil
4.32).

Sekil 4.32. SO13 ve SO18 kodlu bilesiklerin Topoizomeraz | aktivitesi izerine etkisi

1-supersarmal Marker DNA, 2- Negatif Kontrol (pHOT1 DNA+ Topo 1), 3-Pozitif kontrol (pHOT1
DNA + Kamptotesin); 4- SO13+pHOTI DNA+Topo I, 5- SO18+PHO
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46 SO13 ve SO18 Bilesiklerinin HT29 Hiicre Hattinda Baz1 Genlerin
Ekspresyonuna Olan Etkileri

SO13 ve SOI18 kodlu bilesiklerin BAX, BCL2, HRK, NFKB1 ve SOCS genlerinin
ekspresyonlarina olan etkileri real-time ready gen ekspresyon paneli kullanilarak test
edildi (Sekil 4.33).

2 7
Q L)
- -
' ()
1EB01 40— — &
M M M M M M M ™M ™M m
A LT + o+ + o+ o
o (=) (=) (=) (=) () (=) (=) (=) i
(s — %] L) I an (53] - o0
$018 Kontrol
* ACTB u BAX A BCL2

. HRK u NFKB1 SOCS2

Sekil 4.33. SO13 ve SO18’in dagilim plot grafikleri

Siyah ¢izgi (2" degerinin 1’e gore degisim miktarim, pembe ¢izgi gen ifadelenme esigindeki degisim
miktarimi gosterirmektedir. Testler log fazinda eksponansiyel biiylime gdsteren HT29 hiicre hatlar
kullanilarak yapilmis olup inkiibasyon siiresi 24 saattir. Test maddeleri 1Csy degerinde kullanildi. ACTB,

Housekeeping gendir

Sekil 4.33.A’da gosterilen gen ifadelenme analiz sonuglarina gore SO18 kodlu molekiil
BAX geninde up-regiilasyonuna neden olmusken Bcl-2 geninde down-regulasyona
neden oldugu goriildii. Diger genlerde 6nemli bir degisim gozlenmedi. Bu sonuglar gore
SO18 kodlu bilesigin apoptotik yolagi aktive eden BAX genini artirdigi, apoptotik
yolagi inhibe eden Bcl-2 genini azalttigi belirlendi. Sekil 4.33.B’de gdsterilen gen
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ifadelenme analiz sonuglarma gore SO13 kodlu molekul Bcl-2, SOCS-2 ve NFKB1
genlerinin down-regiilasyonuna neden olarak hiicrenin apoptoza girmesine neden olan

yolaklarin aktivasyonuna neden oldugu tahmin edilmektedir.

4.7 TUNEL Testi Sonuglar

100 pm

SO18

Pozitif kontrol

Negatif kontrol

Sekil 4.34. SO18 kodlu bilesigin HT29 hiicre hatti tizerindeki apoptotik etkilerinin TUNEL testi ile
belirlenmesi
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SO13

Pozitif kontrol

Negatif kontrol

Sekil 4.35. SO13 kodlu bilesigin HT29 hiicre hatti tizerindeki apoptotik etkilerinin TUNEL testi ile
belirlenmesi

TUNEL testleri log fazinda eksponansiyel bilyiime gosteren HT29 hiicre hatlar1 kullanilarak yapildi,
inkiibasyon suresi 24 saat olarak belirlendi. Test maddeleri 1Cs degerinde kullanildi. Sol tarafta yer alan

cekimler fliioresan mikroskoba, sag taraftaki ¢cekimler faz-kontrast mikroskoba aittir
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Test maddeleri ile I1Csp konsantrasyonunda 24 saat muamele edilen HT29 hiicre hattinda
apoptotik hiicre dliimii karakteristigi olan DNA kiriklarin1 gésteren TUNEL sonuglari
Sekil 4.34 ve Sekil 4.35°de gosterildi.

81



5 TARTISMA ve SONUC

Bu ¢aligmada SO1, SO2, SO3, SO4, SO5, SO6, SO7, SO8, SO9, SO10, SO11, SO12,
SO13, SO14, SO15, SO16, SO17, SO18, SO19 ve SO20 olarak kodlanan yeni

sentezlenmis kinolin tiirevlerinin antikanser aktiviteleri in vitro deneylerle galisilmistir.

Antiproliferatif aktivite belirlenirken uygulanan BrdU ELIZA testinde SO1, SO2, SO3,
SO4, SO11, SO12, SO14, SO15, SO16, SO17, SO19 ve SO20 kodlu molekillerin
kullanilan ti¢ hiicre hattinda da (C6, HeLa, HT29) hiicre proliferasyonunu inhibe edici

ozellik gostermedigi gézlenmistir.

SO5, SO6, SO7, SO8, SO9 ve SO10 kodlu bilesikler farkli hiicre hatlar1 tizerinde farkli
ICs0 degerlerinde antiproliferatif aktivite gostermistir. Bu durum maddelerin hiicre

secici ozellikle aktivite gosterdiklerini diisiindiirmektedir.

Yapilarinda fenil ve metoksi gruplari bulunan SO13 ve SO18 kodlu bilesiklerin ise her
tic hiicre hattinda da birbirinden farkli ICso degerlerinde antiproliferatif 6zellik
gosterdigi belirlenmesi literatiirle uyumlu veriler elde edildigini gostermektedir. Ayrica
SO18 kodlu bilesigin BrdU ELIZA test sonuglarina bakilarak bdtin molekillere
uygulanan doz degerlerinin altinda konsantrasyonlar hazirlanmis ve bu molekulin her
ti¢ hiicre hatt1 iizerinde de ICsp degerlerinin 5.6 pg/ml ile 9.6 pg/ml arasinda degiserek

referans ilacin ¢ok altinda ICsy degerleriyle inhibisyon sagladigi goriilmiistiir.

Cesitli galismalarda yapisinda fenil ve metoksi grubu barindiran bazi Kinolin
molekdllerin antiproliferatif 6zellikleri cesitli ovaryum, bobrek, prostat ve akciger
kanserleri iizerinde test edilmis ve bazilarinin bdbrek kanser hiicre hatlar1 iizerinde
secici aktivite gosterirken bir kisminin da gogiis kanser hiicre hatlari tizerinde sitotoksik

etki gosterdigi belirtilmistir (Wang ve ark., 2014).

Yapilan bir c¢alismada molekillerden 5-(3,4-dimetoksifenil)-[1,2,3]triazino[4,5-
blkinolin ve 5-(3,4dimetoksifenil)primido[4,5-b]kinolin adli bilesiklerin antikanser
aktivite yoniinden en aktif bilesikler oldugu belirlenirken 2-[3,4-dimetoksifenil]
grubunun varliginin da antitimor aktiviteyi artirdigi belirtilmistir (EI-Gohary, 2013).
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Antikanser aktivite caligmalarinda kullanilan molekiillerin yiiksek antiproliferatif
Ozelligin yaninda diisiik sitotoksik aktivite gostermeleri de beklenmektedir. C6 hiicre
hatt1 tizerinde SO10 kodlu molekilin, HelLa hiicre hatti tizerinde SO8 ve SO9 kodlu
molekulin ve HT29 hiicre hattinda ise SO6, SO9, SO10 ve SO13 kodlu molekiillerin 5-

FU’dan diisiik sitotoksisite gosterdikleri goriilmiistiir.

Yapilan bir ¢alismada 6,7-metilendioksi-4 substitiefenilkinolin-2(1H)-1 tirevlerinin
antikanser ajan olarak promyelostik l6semi ve akciger kanseri hicrelerinin G2/M
fazinda tutuklu kalmasimi sagladigi ve kanser hiicrelerine karsi selektif sitotoksisite
gosterdigi belirlenmistir. Bu amacla molekillere eklenen fenil grubuyla elde edilen
kinolin tirevlerinin meme adenokarsinom, ovaryum karsinoma, l6semi, hepatoma, renal
karsinoma hiicre hatlar1 tizerinde antikanser aktivite gosterdigi ve apoptozu indiikledigi
goriilmiistir (Chen ve ark., 2013) Belirlenen ICsy degerlerinde hiicre spesifik
antiproliferatif aktivite gosteren SO6, SO9, SO13, SO14 ve SO18 kodlu bilesiklerin
yapisinda bulunan fenil ve metoksi gruplarmin antikanser aktivite gdstermeleri ve

sitotoksisite degerleri literatiirle uyumlu veriler elde edildigini diisiindiirmektedir.

SO13 ve SO18 kodlu bilesikler HelLa hiicre hatt1 iizerinde migrasyon hizini azaltici
etkiye sahip oldugu sdylenebilir. Kontrol hiicre hattiyla aymi siire igerisinde
inkiibasyona birakilan kinolin molekiilii iceren hiicre hattinda bir siire sonra hiicre
bliylimesi durmustur. Fakat siire sonunda kontrol hiicre hattindaki hiicreler migrasyona
ugrayarak lam iizerinde boslugu doldurmustur. Metastaz timor hicrelerinin
kaynaklandiklart primer dokudan ayrilarak farkli bir dokuya go¢ etmeleri ve bu yeni
dokuda sekonder tlimor olarak blyumeleridir. Timor anjiogenezi hizli biiylime igin
gerekli olan besin ve enerjiyi saglamanin yani sira tiimor hiicresinin dolasim sistemi ile
temasin1 da arttirmaktadir. Metastaz gelisiminde diger bir 6nemli faktor hiicreler arasi
iletisimin kaybidir. Adhezyon 6zelligini kaybetmis olan metastatik tipte tumaor hticreleri
yayilirlar (Lowitz ve Casciato, 2000; Altunkaynak, 2008). Bu sebeple kullanilan SO13
ve SO18 kodlu bilesiklerin hiicre hattlar1 tizerinde biiyiimeyi durdurma etkisi

molekdllerin antimetastatik etkisi olabilecegini fikrini kuveetlendirmektedir.

Kromatin kondensasyonu, nukleik asit fragmentasyonu apoptozun karakteristik
Ozelliklerindendir. SO7, SO8, SO9, SO10, SO13 ve SO18 kodlu bilesiklerin HelLa ve
C6 hiicre hatlar1 lizerinde DNA bantlasmasina yol agmadigi belirlenmistir. Bu sonug
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molekiillerin gostermis oldugu antiproliferatif aktiviteden apoptoz mekanizmasinin

sorumlu olmadig: diisiincesini destekler niteliktedir.

DNA degredasyon testi sonuglarina gore SO13 ve SO18 kodlu bilesikler HT29 hiicre
hatt1 {izerinde bantlasmaya neden olmustur ve bu bantlasma tek bant seklinde
goriilmiistiir. Bu sonug molekillerin antiproliferatif aktivite gdstermesine apoptotik
mekanizmalarin yol actigr fikrini dogurmaktadir. Bunu kanitlamak ig¢in hiicresel
duzeyde in situ olarak yapilan TUNEL testine gére bu molekiller TUNEL pozitif olarak
bulunmustur. Bu sayede test edilen molekdllerin apoptozu uyardig: in vivo olarak

gosterilmistir.

Hiicre c¢ogalmasinda gerekli olan Topoizomeraz enzimlerinin inhibisyonunun;
kontrolsiiz ve hizl1 bir sekilde boliinen kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurabilecegi
diistiniilmektedir (Guo ve ark., 2007; Alberts ve ark., 2008). Giderek artan cesitlilikteki
Topoizomeraz inhibitorleri, antitimdr aktiviteye sahip ilaglarin tasarimi igin yeni bir

kaynak olusturmaktadir (Jamal, 2006).

Topo I hedefli ilaglarin olusturdugu DNA hasarinin, hiicrenin 6lumi Uzerinde apoptoz
yolu kullanilarak yapildig1 disiiniilmektedir. Bu yol i¢in, p53 tumor stpresér geninin
olmasi gerektigi diisinulmekte ve p53 proteini antikanser ilagla indiklenen DNA
hasarin1 apoptotik yol araciligi ile hiicre Sliimiine yonlendirmektedir. p53 geninde
mutasyon tasiyan kanserli hastalarin da Topo | hedefli kemoterapiye direncli duruma
geldigi bilinmektedir. Topo I’e kars1 yiiriitiilen ilag tedavisinde hiicre Oliimiiniin
p53’den bagimsiz baska mekanizmalar tarafindan da olabilecegi belirtilmektedir (Zhang
ve ark., 2009).

Kinolin tdrevlerinin DNA’ya interkale olarak DNA hasarindan sorumlu oldugu bu
siirecin de mitotik progresi 6nledigi bilinmektedir (Hranjec ve ark., 2007). indeno [2,1-
c] kinolin ttrevi TAS-103’ln ¢ift yonll Topo | ve Il inhibitdr ajan oldugu belirlenmis
ve sahip oldugu diisiiniilen bu aktivite servikal karsinoma, prostat kanseri, hepatoseluler
karsinoma, mide adenokarsinoma, meme kanseri hiicre hatlar1 iizerinde test edilmistir.
Sentezlenen bilesiklerin pozitif kontrol kamptotesinle karsilastirildiginda daha aktif
oldugu, bir kisminin belirtilen hiicre hatlarinin bir kismi {izerinde ¢ift yonlii Topo I ve

Topo II inhibitorii olabilecegi belirtilmistir (Thomas ve ark., 2004).
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DNA’ya baglanabilen ajanlarin Topoizomeraz II inhibitorii olduklari bilinmektedir.
Bunun yaninda topotekan ve irinotekan gibi DNA'ya interkale olmayan ajanlarin da
Topoizomeraz | inhibit6ri olduklar1 da bilinmektedir. Segici Topo | inhibisyonu ilag
direncliligi gelisiminde Onciilik eden Topo II seviyesinde artisa neden olmaktadir.
Coklu ilag direncine sahip kanser hicrelerinin tstesinden gelebilmek icin c¢ift yonlu

Topo I ve Il inhibitorlerinin arastirilmasi gerekmektedir.

Bu calismalar 1s1ginda SO13 ve SO18 kodlu bilesiklerin Topoizomeraz |
fonksiyonunun baskilamasi nedeniyle bu bilesiklerin (6zellikle SO13’n) yeni
Topoizomeraz inhibitdr adayr molekiiller oldugu diistiniilmektedir. Bilesiklerin
replikasyonu baskilayici aktiviteleri nedeniyle; antiproliferatif aktivitelerinin temelinde
DNA replikasyonunun sinirlandirilmasi veya durdurulmasi oldugu sanilmaktadir.
Ayrica bu bilesiklerin Topoizomeraz I baskilayici aktivitede olmasi, antibakteriyel
aktiviteye de sahip olabilecekleri ihtimalini gostermektedir. Ayn1 zamanda literatlrde
kinolin molekullerinin Topoizomeraz I enzim inhibisyonu gerceklestirdigine dair bir
veri ilk defa bu ¢alismada elde edilmistir. SO13 ve SO18 kodlu bilesiklerin literatiirde
belirtildigi gibi ¢ift yonli Topoizomeraz I ve II inhibitérii olup olmadiginin ise

arastirtlmasi gerekmektedir.

SO13 ve SO18 kodlu kinolin molekullerinin apoptoz ve hicre dongustyle ilgili olan
bazi genlerin ifadelenme analizi yapilmistir. Bcl-2 ailesi antiapoptotik ve proapoptotik
tiyelerden olusan ve apoptozu duzenlemede en 6nemli role sahip olan onkoprotein
grubudur. Bcl-2 ve Bcl-XL apoptozu engelleme fonksiyonunu ya kaspazlarin 6ncii
formlarim1 durdurarak ya da kaspaz akisini direkt olarak aktive eden sitoplazmadaki
apoptoz uyarici faktor (AIF) ve sitokrom-C gibi apoptogenik faktorlerin mitokondriden

serbestlesmesini engelleyerek gergeklestirir (Petros et al., 2004).

Bax ya da Bak gibi proaoptotik Uyeler heterodimerizasyon yoluyla kaspaz
serbestlesmesini uyarir ve mitokondri zarinin gecis porlarmin agikligini degistirerek
sitokrom-C’yi serbestlestirir. Dolayisiyla kaspaz aktivasyonuna yol acar. Bir hiicrenin
apoptoza egilimli olusu heterodimer ya da homodimer formundaki Bcl-2 ailesi
genlerinin etkisine baglidir. Bcl-2 salgilanmasi sonucu Bcl-2 homodimerleri sekillenir.
Bcl-2 iiyesi proteinlerin aktiviteleri hiicrede ayrica transkripsiyonel diizeyde kontrol,
fosforilasyon, translokasyon, dimerizasyon ve proteolitik yikimdir. Kanser hiicrelerinde

85



Bcl-2 protein diizeyinin arttig1 belirlenmistir ( Nagata, 1997; Lawen, 2003; Petros ve
ark., 2004).

Saglikli hiicreler toksisiteden korunmak icin Bcl-2 proteinlerini inaktif formda tutarlar.
Bcl-2 ekspresyon diizeyi diigiiktur. Bcl-2 hiuicrenin hayatta kalmasini tesvik ederken;
Bax, Bcl’nin negatif regllatori olarak rol oynar. Bax direk ya da dolayli yoldan 6liim
sinyali yayarken; Bcl-2, Bax’in baskin inhibit6rii olarak rol oynar. Bbylece apoptoz
inhibe edilir (Klug, 2002; Dilsiz, 2004; Lodish ve ark., 2011; Nussbaum, 2012).

Down regiilasyvon Up regiilasyon

Mitokondrial

i Dis membran

Sekil 5.1. SO13 ve SO18 kodlu bilesiklerin gen regiilasyonu iizerine etkilerini gosteren hipotetik model

Gen ifadeleme analiz sonuglarina gore SO13 ve SO18 kodlu molekiillerin her ikisinin
de apoptozu indiikleme mekanizmalarmin Bcl-2 ekspresyonunda down regilasyona
neden olmalari sonucu gergeklesebilecegi fikrini diisiindiirmektedir. P53 proteini
hiicresel hasara yanit olarak Bax proteininin ekspresyonunu artirarak apoptozu
indiikledigi Dbilinmektedir (Guo ve ark., 2007). SO18 kodlu molekilin Bax
ekspresyonunda up regiilasyon ger¢eklestirmesi bu molekiiliin etki mekanizmasinda p53

etkisinin varligini diistindiirmektedir.
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Supressor of cytokine signalling (SOCS-2) SOCS-2 geni tarafindan Uretilen bir
proteindir ve sitokin sinyalizasyonunu negatif yonde regile eder. SOCS-2 down
regllasyonuna bagli olarak apoptoz ve hiicre dongiisii dagilimi arastirilmistir. Kontrol
hiicrelerle karsilastirildiginda SOCS-2 gen susturulmasi sonucu apoptotik hucre
miktarinda artis gozlenmistir. Ayrica yiikksek SOCS-2 ekpresyonuna sahip hastalarda
kot huylu timor olusumu gézlenmistir. Prostat kanseri tizerinde yapilan ¢alismalarda
SOCS-2’nin down regiilasyonuna bagli olarak hiicre siklusunda tutulma meydana
geldigi ve hiicre gogalmasinin azaldig: belirlenmistir (Hoefer ve ark., 2014; Letellier ve
ark., 2014; Sasi ve ark., 2014). SO13 kodlu molekuliin gen ifadeleme analizinde SOCS-
2 down regllasyonunun gortlmesi literatirle uyumlu veriler elde edildigini

gOstermektedir

Nuclear factor NF-kappa B (NFKB)’nin; hiicrelerin DNA hasarina bagli olarak
apoptoza gitmelerini engelledigi bulunmustur. Antiapoptotik hticresel proteinlerin
ekspresyonunun artigina yanit olarak artan NFKB ekspresyonunun apoptozu engelledigi
belirlenmistir. Flavanoidler gibi bazi fenolik bilesiklerin kalp-damar rahatsizliklar1 ve
baz1 kanser tiirlerinde NFKB ekspresyonun azalmasina bagli olarak apoptozu
indiiklendigi literatiirde yer almaktadir (Davis ve arkl., 1999; Yamamoto ve Gaynor,
2001; Ruland, 2011).

SO13 ve SO18 kodlu molekiillerin NFKB ekspresyonunda azalmaya neden olduklarinin
bulunmas1 SO18 ve fenil grubu igeren SO13 kodlu molekiillerin de benzer
mekanizmalarla gen ifadelenme analizinde down regllasyona neden olduklarini

distindiirmektedir.
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